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Zusammenfassung

Die Zuverldssigkeit und Validitdt von Analysenergebnissen sind von grofler Bedeutung fiir
alle Beteiligten der Lebensmittelkette und entsprechend von den Laboratorien mit der

notwendigen Sorgfalt sicherzustellen.

Dem gegeniiber steht die analytische Herausforderung der Multimethoden, durch deren An-
wendung mehrere hundert Pestizide im Rahmen eines analytischen Trennungsganges erfasst
werden konnen. Hierbei kann nur ein bestmoglicher analytischer Kompromiss erzielt werden,
da Multimethoden nicht mit der erforderlichen Sorgfalt auf alle moglichen Wirkstoff-/

Substrat-Kombinationen eingehen konnen.

In der vorliegenden Arbeit wird ein Testmaterial (Trauben) entworfen, produziert und auf
Homogenitdt {iberpriift, um anschlieend einen Methodenvergleich an diesem Testmaterial
mit etablierten Multimethoden (QUEChERS-, BfR- und S 19-Methode) vorzunehmen. Hierbei
werden die analytischen Stdrken und Schwéchen der jeweiligen Methode sowie der Einfluf3
der einzelnen Module einer Multimethode (Aufarbeitung, Aufreinigung, Chromatographie

und Detektion) auf das Analysenergebnis analysiert und gegeniibergestellt.

Weiterhin wurden durch Schwachstellenanalysen von a) bestehenden Normen und Priif-
systemen (Akkreditierung nach ISO 17025) und b) Auswertungskriterien von Laboreignungs-
tests Optimierungsansidtze hinsichtlich der Laborkompetenzbewertung identifiziert und
entwickelt. Durch einen Praxistest, bei dem das Trauben-Testmaterial verdeckt (aufgemacht
als Routineprobe) an 19 internationale, akkreditierte Labore verschickt und dort analysiert
wurde, konnten die neu entwickelten Optimierungsansétze bereits getestet werden. Die
Bewertung der Analysenergebnisse nach ihrer Richtigkeit (Wiederfindung des Dotierungs-
niveaus der Testproben) sowie die Beriicksichtigung des Einflusses der Laborroutine auf die
Qualitidt der Analysenergebnisse sind fiir die Bewertung der analytischen Kompetenz
unerldsslich, da durch sie erhebliche analytische Schwachstellen identifiziert werden, die
durch die bisherigen Priifsysteme nicht erkannt werden konnen. Daher wurde folgender

Ansatz fiir ein angemessenes Beurteilungskriterium entwickelt:
Dotierter Gehalt im Testmaterial £ 25%

SchlieBlich konnte durch zwei Methodenringversuche gezeigt werden, dass die Analytik von
Einzelwirkstoffen (Ethephon in Tomaten sowie Chlormequat und Mepiquat in Pilzen), bei der
kein analytischer Kompromiss einzugehen ist, gute Ergebnisse zeigt, da sich die zur

Anwengung kommenden Methoden auf eine analytische Fragestellung konzentrieren kénnen.
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1 Einleitung

Die Arbeit von Laboratorien im Bereich der Riickstandsanalytik von Pflanzenschutzmitteln in
Lebensmitteln bedarf einer ausgewiesenen Qualitdt und Sorgfalt, um sichere und belastbare
Analysenergebnisse zu erzielen [1]. Die Laborergebnisse stellen eine entscheidende
Grundlage dar, um MaBinahmen im Rahmen des Verbraucherschutzes und der Lebensmittel-

sicherheit zu treffen.

So wird z.B. in Bezug auf die 6ffentliche Lebensmitteliiberwachung die jahrlich erscheinende
,Nationale Berichterstattung Pflanzenschutzmittelriickstdnde™ [2] erstellt, in der Ergebnisse
von Untersuchungsdmtern zusammengefasst werden, die an frischem und gefrorenem Obst
und an Gemiise, an Getreide und an Kleinkindernahrung durchgefiihrt wurden. Eingeschlos-
sen sind dabei auch die Ergebnisse des koordinierten Uberwachungsprogramms der
Europiischen Gemeinschaft [3,4]. Die Uberwachungsprogramme sollen eine Abschitzung der
Pestizidexposition der Bevdlkerung in der Europédischen Union ermdglichen. Hierzu werden
die Laborergebnisse in Bezug auf unterschiedliche Fragestellungen betrachtet: Lebensmittel-
bezogene Betrachtungen, Obst und Gemiise mit den wenigsten Beanstandungen, Obst und
Gemiise mit den meisten Beanstandungen, Betrachtung von Produkten aus dem Ausland,
Wirkstoffbezogene Betrachtung, Gesamtiibersicht {iber die untersuchten Wirkstofte,
Wirkstoffe mit den hdufigsten Hochstmengeniiberschreitungen, Auftreten von Mehrfachriick-

stdnden sowie Betrachtung der Lebensmittel mit den meisten Mehrfachriickstinden [2].

Weiterhin werden im Rahmen privatwirtschaftlich gesteuerter Uberwachungsprogramme die
ermittelten Ergebnisse von Pflanzenschutzmittel-Riickstandsbefunden (in Lebensmitteln) in
Datenbanken zusammengestellt und entsprechend ausgewertet. Beispiele hierfiir sind z.B. die
Monitoringdatenbank des Lebensmittel-Discounters ,,Lidl” [5] sowie die Riickstandsdaten-
bank der QS Fachgesellschaft Obst-Gemiise-Kartoffeln GmbH [5]. Die Auswertung der
Analysedaten dient der Uberwachung der Qualitit und Sicherheit der Lebensmittel, die von
den Lebensmittelunternehmen in den Verkehr gebracht werden. Dariiber hinaus sollen
mogliche Risiken rechtzeitig erkannt und minimiert werden. Der Respekt vor Imageschédden,
verursacht durch Studien seitens der Verbraucherschiitzer, fordert schlieBlich das starke
Bediirfnis des Lebensmitteleinzelhandels (LEH) und des Lebensmittel-Discounts nach
sicheren Lebensmitteln [6].

Insofern konnen die aus Laborergebnissen abgeleiteten moglichen Maflnahmen zu gravieren-

den wirtschaftlichen Folgen bei den betroffenen Organisationen fiithren:
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So stellte z.B. das Chemische und Veterindruntersuchungsamt (CVUA) Stuttgart ,,Isophen-
phos Methyl” in spanischer Paprika fest und entdeckte damit die illegale Anwendung dieses
in der EU unerlaubten Wirkstoffes [7]. Eine verstirkte Uberwachung spanischer Paprika /
Paprikaerzeugnisse sowie der Riickgang der Abnahme dieser Produkte durch den LEH waren

die Folge.

Veroffentlichungen der Verbraucher- und Umweltschutzorganisation ,,Greenpeace” iiber
Pestizid-Riickstandsgehalte in Obst- und Gemiiseerzeugnissen des Discounters ,,Lidl” [8]
hatten Imageverluste des Unternehmens zur Folge und resultierten in deutlichen Anderungen

hinsichtlich der qualititssichernden Maflnahmen bei Lidl.

Daher ist es unerlédsslich, dass die Akteure in der Riickstandsanalytik ein Hochstmall an
Sorgfalt und Integritét in Bezug auf die Qualitét der gelieferten Ergebnisse walten lassen, die
das Vertrauen in die Arbeit der Analytiker rechtfertigen. Die in der Pestizidanalytik vielfach
eingesetzten Multimethoden spielen hierbei eine zentrale Rolle aufgrund ihrer Robustheit und
Validitit. Bis Ende der 90-er Jahre wurden die Multimethoden durch gaschromatographische
(GC) Trennverfahren, gekoppelt mit selektiven Detektoren, charakterisiert:

Der Elektroneneinfangdetektor (Electron Capture Detector, ECD) eignet sich fiir die
Detektion halogenierter Pestizide wie z.B. DDT und Lindan. Der Detektor reagiert selektiv
auf elektronegative Verbindungen, besonders auf chlorierte, fluorierte oder bromierte
Molekiile. Somit konnen mit dem Modul GC-ECD die Organochlorpestizide im Rahmen
einer Multimethode analytisch erfasst werden. Auch Pyrethroide sind mit dem GC-ECD
Verfahren trenn- und detektierbar. Der flammenphotometrische Detektor (Flame Photometric
Detector, FPD), der im Aufbau dem Flammenionisationsdetektor (Flame Ionisation Detector
FID) entspricht, reagiert auf die Wellenldnge der durch die Flamme emittierten Strahlung,
wenn die entsprechende Pestizidverbindung in der Detektorkammer verbrannt wird. So
konnen Organophosphorpestizide (z.B. Dichlorphos und Omethoat) selektiv erfasst werden,
wenn der Filter auf eine geeignete Wellenldnge (z.B. A=526 nm) eingestellt ist. SchlieBlich
kommt die Kopplung der gaschromatographischen Trennung mit massenselektiven
Detektoren (MSD) insbesondere bei der Analytik von stickstoffhaltigen Pestiziden (z.B.

Chlorpropham und Imazalil) zum Einsatz.

In den letzten Jahren wurden durch die Entwicklung und Verdffentlichung neuer Pestizid-
Multimethoden (Amtliche Analysenverfahren fiir Riickstinde von Pflanzenschutz- und
Schédlingsbekdmpfungsmitteln in Lebensmitteln nach §64 Lebensmittel- und Futtermittelge-

setzbuch (LFGB), L-00.00-113 [9] und L-00.00-115 [10]) weitreichende Maoglichkeiten
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geschaffen, um eine Vielzahl bisher nicht oder nur mit groBem Aufwand analysierbare
Wirkstoffe innerhalb eines analytischen Trennungsganges erfassen und bestimmen zu kénnen.
Gaschromatographische sowie fliissigkeitschromatographische Trennverfahren gekoppelt mit
massenspektrometrischen Detektoren — auch multidimensional (MS/MS) — sind seither
verstirkt im Finsatz im Rahmen ,,neuerer” Multimethoden. Diese Entwicklungen haben
gleichzeitig den Wunsch der ,,Abnehmer” (=Laborkunden) dieser analytischen Dienst-
leistungen nach immer schnellerer und kostengiinstigerer Analytik verstarkt und beschleunigt.
Nicht zuletzt aus diesem Grund hat die Zahl an diesbeziiglichen Ver6ffentlichungen und

firmenbezogenen Darstellungen stark zugenommen.

Die Glaubwiirdigkeit und analytische Kompetenz von Priiflaboratorien soll durch die
Akkreditierung nach der Norm ISO/IEC 17025:2005 — Allgemeine Anforderungen an die
Kompetenz von Priif- und Kalibrierlaboratorien” [11] — sichergestellt werden.

Die erste Ausgabe (1999) dieser Internationalen Norm ist das Ergebnis der Erfahrungen mit
der Umsetzung von ISO/IEC Guide 25 und EN 45001. Beide wurden durch die ISO /
IEC 17025:2005 ersetzt. Sie enthédlt alle Anforderungen, die Priif- und Kalibrierlaboratorien
erfiillen miissen, wenn sie nachweisen wollen, dass sie ein Managementsystem betreiben
sowie technisch kompetent und fahig sind, robuste und valide Analysenergebnisse zu erzielen.
Akkreditierungsstellen, die die Kompetenz von Priif- und Kalibierlaboratorien anhand der
Priifkriterien der Norm begutachten, nutzen diese Internationale Norm als Grundlage fiir Thre

Akkreditierungsverfahren.

Die internationalen Akkreditierungsverbande ILAC (International Laboratory Accreditation
Cooperation) und IAF (International Accreditation Forum) haben zusammen mit der
internationalen Normungsorganisation ISO im Juni 2005 ein Kommuniqué unterzeichnet.
Darin wird zum Ausdruck gebracht, dass eine Akkreditierung nach ISO/IEC 17025 sowohl
die Anforderungen an die technische Kompetenz des Laboratoriums als auch Anforderungen
an sein Qualititsmanagementsystem umfasst, das hinsichtlich der Priif- und Kalibriertatigkeit-
en gleichzeitig den Grundsédtzen der ISO 9001:2000 entspricht. Der Abschnitt 4 der Norm
ISO / IEC 17025:2005 legt die Anforderungen fiir ein solides Management fest. Abschnitt 5
beschreibt die Anforderungen zum Nachweis der technischen Kompetenz fiir die Art von

Priifungen bzw. Kalibrierungen, die das Laboratorium durchfiihrt.

Die Akzeptanz von Priif- oder Kalibrierergebnissen zwischen Staaten soll erleichtert werden,

wenn Laboratorien dieser Internationalen Norm entsprechen und von Stellen akkreditiert sind,
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die gegenseitigen Anerkennungsvereinbarungen mit gleichwertigen Stellen in anderen Staaten
getroffen haben, welche ebenfalls diese Internationale Norm anwenden.

Der theoretische Zweck der ISO-Norm 17025 besteht auch darin, die Kooperation zwischen
Laboratorien und anderen Stellen (z.B. Laborkunden) zu erleichtern sowie den Austausch von
Informationen und Erfahrungen und die Harmonisierung von Normen und Verfahren zu

fordern.

SchlieBlich soll die Einhaltung der Anforderungen der ISO-Norm 17025 eine Garantie darauf
geben, dass ein Labor technisch kompetent und fahig ist, fachlich fundierte Ergebnisse zu

erzielen [11].

Bislang gabe es in Deutschland mehrere staatliche und privatwirtschaftliche Akkreditierungs-
stellen fiir verschiedene Tétigkeitsbereiche. Mit der Griindung der Deutschen Akkreditier-
ungsstelle GmbH (DAkkS) werden nun die Aufgaben dieser Akkreditierungsstellen in einer
neuen Struktur gebiindelt. Die EU-Verordnung (EG) Nr. 765/2008 [12] fordert seit
01.01.2010 fiir jedes EU-Mitgliedsland eine Nationale Akkreditierungsstelle, weshalb es in
diesem Bereich Umstrukturierungen gegeben hat. Grundsétzlich verfolgt die DAKKS das Ziel,
bestehende Fachkompetenzen von Akkreditierungstellen zu nutzen, da diese Kompetenzen
bereits in den derzeit bestehenden Akkreditierungs- und Anerkennungsstellen vorhanden sind.
Deshalb sind in dieser GmbH u.a. die bisherigen Akkreditierungsstellen DACH (Deutsche
Akkreditierungsstelle Chemie) und DAP (Deutsches Akkreditierungssystem Priifwesen)
aufgegangen, die in der Vergangenheit insbesondere im sektorspezifischen Bereich der Ak-
kreditierung von Pestizidriickstandslaboratorien tétig gewesen sind. Staatliche Akkreditier-
ungsstellen wie die AKS (Staatliche Akkreditierungsstelle Hannover) sowie die SAL
(Staatliche Anerkennungsstelle der Lebensmitteliiberwachung Hessen), die ebenfalls im
Bereich der Akkreditierung von Pestizidriickstandslaboratorien tétig sind, werden durch die
DAKKS mit der Begutachtung und Uberwachung beauftragt, um Akkreditierungen wie auch

Anerkennungen/Notifizierung in Abstimmung mit diesen Stellen vornehmen zu kénnen.

Als Anforderungsprofil fiir die Uberpriifung der Einhaltung der ISO-Norm 17025 werden
deshalb (aufgrund der Umstrukturierung) die Kataloge der ,,verschmolzenen” Organisationen
DACH sowie DAP (ggf. AKS / SAL) herangezogen. Priitkriterien, die von den
Akkreditierungsstellen im Rahmen (angekiindigter) Laboraudits kontrolliert werden, sind z.B.
die sorgfiltige und umfassende Validierung [13] bzw. Verifizierung [14] der verwendeten

Methoden und Substrat-/Analyt-Kombinationen.
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Weiterhin ist die Aufnahme von Wirkstoffen in den Analysenumfang von Multi- oder
Gruppenmethoden nur nach vorheriger umfassender Validierung der relevanten Wirkstoff-/
Substrat-Kombinationen unter Berlicksichtigung einzuhaltender Verfahrenskenngrof3en
vorgesehen, wie z.B. Prédzision (Standardabweichungen), Richtigkeit (Wiederfindungsrate),
Robustheit (Wiederholbarkeit anhand von Resultaten aus Regelkarten), Bestimmungsgrenzen

sowie Messunsicherheit [13].

SchlieBlich ist die regelmiBige Teilnahme an Laborvergleichsuntersuchungen (LVU),
Ringversuchen (RV), Einzeleignungspriifungen und Eignungspriifungssystemen (EPS) im
Rahmen der normativen Vorgaben in ausreichendem Umfang verpflichtend [15] und wihrend

des Akkreditierungsaudits zu liberpriifen.

Dieses komplexe und umfassende Anforderungsprofil zur Erlangung einer Akkreditierung
nach ISO 17025 sollte bei konsequenter Umsetzung und Einhaltung der akkreditierten
Laboratorien ein sicherer Garant fiir die Zuverldssigkeit der Analysenergebnisse sein. Sowohl
die Ergebnisse von Laborvergleichsuntersuchungen, die von Ringversuchsanbietern wie z.B.
dem Food Analysis Performance Assessment Scheme (FAPAS) [16] angeboten und ausge-
wertet werden, als auch die Ergebnisse von Kompetenztests, die von privatwirtschaftlichen
Organisationen durchgefithrt werden (z.B. das Labor-Zulassungssystem nach den
Anforderungskriterien der QS Fachgesellschaft Obst Gemiise Kartoffeln GmbH) [17]), haben
jedoch aufgezeigt, dass es signifikante Unterschiede hinsichtlich der analytischen Labor-
kompetenz gibt, obwohl alle Priiflabore iiber eine Akkreditierung nach ISO 17025 verfiigen.
Der prozentuale Anteil an Laboratorien, die die angelegten Priifkriterien der Testausrichter
nicht einhalten, liegt teilweise bei 50 — 80 %. Weiterhin stellen die Labore eine steigende
Anzahl von Gegenanalysen fest, die von verunsicherten Laborkunden zur Absicherung in

Auftrag gegeben werden.

Die Verunsicherung der Laborkunden (aus den Bereichen LEH/Discount) duf3ert sich auch in
dem Wunsch nach Testinstrumenten, die iiber das Design aktueller Laborvergleichsuntersuch-
ungen hinausgehen und dabei insbesondere Aspekte der Laborkompetenz unter Routinebe-

dingungen abpriifen sollen.

Designs iiblicher Laborvergleichsuntersuchungen sehen vor, dass die Laborteilnehmer iiber
den Versand der Testprobe vorab (mittelfristig) informiert werden, dass bei Bedarf auch
Blank Material (die entsprechende Probenmatrix ohne zugesetzte Pestizide) von dem

Ringversuchsveranstalter zur Verfligung gestellt wird, dass der Umfang der zu analysierenden
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Pestizide bekannt gegeben wird und dass die zur Verfligung gestellte Analysezeit mindestens
eine Arbeitswoche oder sogar mehrere Wochen betragt. Routineproben hingegen durchlaufen
ein anderes Procedere, da sie in der Regel nicht vorab angekiindigt werden, der Umfang der
zu priifenden Pestizide nicht bekannt ist (da der Laborkunde ja gerade von dem Labor wissen
mochte, welche Pestizide in der Probe enthalten sind) und die Analysezeit immer kiirzer wird
(24-Stunden-Analytik). Dariiber hinaus werden Ringversuchsproben in der Regel mit einer
anderen Sorgfalt abgesichert als Routineproben, da dem teilnehmenden Labor bekannt ist,
dass die Analytik durch eine Ringversuchsprobe getestet wird und ein unbefriedigendes

Ergebnis ggf. Rechtfertigungen (z.B. gegeniiber Kunden, Akkreditierern etc.) nach sich zieht.

Die Art der Auswertung von Laborvergleichsuntersuchungen hinsichtlich ihrer Aussagekraft
fiir die Laborkunden wird ebenfalls im Rahmen der vorliegenden Arbeit kritisch hinterfragt.
Ein bekanntes Modell zu Auswertung von Laborvergleichsuntersuchungen ist das z-score
Modell [18]. Das z-score Modell vergleicht Analysenergebnisse hinsichtlich der berichteten
Gehalte/Konzentrationen. Bei diesem Berechnungsverfahren wird ein Mittelwert (,,assigned
value”) bestimmt, der den statistischen Durchschnittswert der Ergebnisse aller Teilnehmer
darstellt. Sofern Laborteilnehmer auffillige und stark abweichende Ergebnisse oder keine
Ergebnisse berichten, werden diese bei der Ermittlung des statistischen Mittelwertes nicht
beriicksichtigt. Weicht ein Labor von vorab definierten Grenzen zum Mittelwert ab, so wird
das Laborergebnis als nicht befriedigend beurteilt. Ein etabliertes Verfahren zur Festlegung
der Abweichungsgrenze ist die zweifache Zielstandardabweichung nach Horwitz (&) [19] —
die unter Beriicksichtigung des Mittelwertes errechnet wird. Die Standardabweichung nach
Horwitz betrdgt im Konzentrationsbereich von 10ppb bis 1ppm ca. 18-22% des Mittelwertes
und ist von der jeweiligen Analytkonzentration abhédngig. Wird der Mittelwert unter
Beriicksichtigung der zweifachen Abweichung nach oben bzw. nach unten (assigned value
+2x G ) liber- bzw. unterschritten, dann wird das Laborergebnis als nicht zufriedenstellend

bewertet.

Ein weiteres Verfahren zur Auswertung von Laborvergleichsuntersuchungen ist die Fit-For-
Purpose Relative Standard Deviation (FFP RSD). Hierbei wird eine Abweichung von + 25%
vom Median zugelassen. Uberschreitungen dieser Grenzen (nach oben oder unten) fiihren zu

einer Abwertung des Ergebnisses.

Eigen ist diesen Bewertungssystemen, dass das individuelle Laborergebnis mit einem
Durchschnittswert aller Teilnehmer verglichen wird. Haben die Teilnehmer jedoch im

Durchschnitt unbefriedigende Ergebnisse berichtet (z.B. stark abweichende Gehalte im
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Vergleich zur tatsichlich zugesetzten Menge des Wirkstoffes), dann werden u.a.
Laborergebnisse als nicht zufriedenstellend bewertet, die nahe am tatsichlich zugesetzten

Wert liegen, aber zu stark vom statistischen Durchschnittswert abweichen.

Dariiber hinaus werden bei Realproben (nicht Ringversuchsproben) die Analysenergebnisse
der jeweiligen Labore von den Laborkunden isoliert betrachtet — und nicht im Vergleich zu
einem Mittelwert, so dass Ringversuche und deren Auswertung fiir die Laborkunden nur

wenig Aussagekraft haben.

Falsch-positive sowie falsch-negative Analysenergebnisse werden zwar in Auswertungen von
Ringversuchen aufgefiihrt, haben jedoch keine Konsequenz im Sinne einer Sanktion zur Folge
(z.B. Verlust der Akkreditierung). Fiir die Laborkunden kann ein falsch-positives Ergebnis
jedoch zu einer Sperrung der betroffenen Ware oder sogar zu einem Riickruf fithren, was
moglicherweise erheblichen wirtschaftlichen Schaden fiir den Kunden bedeutet. Ein falsch-
negatives Ergebnis kann zur Folge haben, dass Risiken nicht rechtzeitig erkannt werden oder

zu spét in der Verarbeitungskette aufgedeckt werden.

Die vorliegende Arbeit setzt sich mit dem analytischen Kompromiss etablierter Multime-
thoden fiir die Analytik von Pestiziden in Obst- und Gemiiseerzeugnissen auseinander und
setzt diese in Zusammenhang mit den unterschiedlichen Anforderungen/Eignungen der
Beurteilung von riickstandsanalytischen Laborkompetenzen. Die Arbeit hat zum Ziel,
etablierte Systeme zur Priifung der Laborkompetenz zu evaluieren, Optimierungsansitze auf-

zuzeigen und diese neuen Ansétze in der Laborroutine zu iiberpriifen und weiterzuentwickeln.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Die Validitdt und Zuverldssigkeit von Laborergebnissen im Routinebetrieb der Riickstandsla-
boratorien, die Schnelligkeit der Analytik (z.B. 24-Stunden-Analytik) sowie das vorgebliche
umfassende Wirkstoffspektrum stehen oft im Widerspruch zu der notwendigen analytischen
Sorgfalt, welche sich u.a. durch eine umfangreiche Extraktreinigung und eine sehr sorgfiltige

Auswahl der instrumentell-analytischen Messbedingungen definiert.

Nicht zuletzt miissen besondere stoffspezifische Eigenschaften der zu analysierenden Wirk-
stoffe berticksichtigt werden, um die im Rahmen einer Multimethode immer einzugehenden
Kompromisse einschitzen und abwégen zu kdnnen. Dies betrifft sowohl das Verhalten dieser
Analyten wihrend der Extraktion und Aufreinigung als auch bei der chromatographischen
und (in der Regel) massenspektrometrischen Detektion und Quantifizierung (,,Matrix-Effekt”)
[20, 21, 22]. Ein Methodenvergleich etablierter Multimethoden (QuEChERS-, BfR- und DFG
S 19-Methode [9,10,57]) wird vorgenommen, um den analytischen Kompromiss der
Multimethoden aufzuzeigen und um die daraus gewonnenen Erkenntnisse in einen Zusam-
menhang mit bestehenden Beurteilungskriterien der analytischen Kompetenz zu setzen.
Weiterhin werden Methodenringversuche an Einzelwirkstoffen (Ethephon, Chlormequat und
Mepiquat) durchgefiihrt und ausgewertet. Da bei der Einzelwirkstoffanalytik kein analytischer
Kompromiss wie bei den Multimethoden einzugehen ist, soll herausgearbeitet werden,
inwieweit unterschiedliche Methoden zu richtigen Ergebnissen fiihren konnen, wenn sie sich

auf eine einzige analytische Fragestellung (Einzelwirkstoff) konzentrieren.

Sowohl durch eine Schwachstellenanalyse bestehender Normen und Priifsysteme wie

- den Akkreditierungsanforderungen nach ISO 17025 und

- etablierter Laborvergleichsuntersuchungs-Programme wie u.a. FAPAS, Bipea (Bureau

InterProfessionnel d'Etude Analytique) und anderen

als auch durch das Aufgreifen aktueller Diskussionen hinsichtlich der Beurteilung von Labor-
kompetenzen (z.B. das Labor-Zulassungssystem nach den Anforderungskriterien der QS
Fachgesellschaft Obst Gemiise Kartoffeln GmbH) werden Optimierungsansitze hinsichtlich
der Laborkompetenzbewertung identifiziert und entwickelt.
Diese Ansitze werden in Form von weiterentwickelten Priifelementen, die die Erkenntnisse
der Schwachstellenanalyse und die Aspekte der aktuellen Diskussionen beriicksichtigen, ex-
perimentell umgesetzt und anschlieBend ausgewertet. Zentraler Aspekt ist hierbei die Aus-
sagekraft der Priifergebnisse in Bezug auf die Laborkompetenz unter Real- bzw. Routine-

bedingungen. Methodische Aspekte, die Einfliisse auf die Laborleistung ausiiben und die
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Qualitit der Analysenergebnisse tangieren, werden dariiber hinaus in der Laborpraxis gepriift
und bei der Beurteilung der Laborkompetenz beriicksichtigt. Insbesondere im Bereich der
Pestizidriickstandsanalytik sind zahlreiche Matrix-Wirkstoff-Kombinationen, die im Rahmen
von Multimethoden analysiert werden, nicht durch entsprechende Validierungen abgesichert,
so dass der methodisch-analytische Einfluss unterschitzt wird. Dies fiihrt auch zu wider-
spriichlichen Ergebnissen insbesondere bei Gegenproben, da z.B. matrixvalidierte Befunde im
Rahmen von Multimethoden basierend auf gaschromatographischen Modulen (GC-MS(MS))
oder auf fliissigkeitschromatographischen LC-MS/MS-Modulen zu signifikant unterschied-
lichen Werten fiihren konnen als Befunde, denen eine Validierung der vermessenen Proben
gegen einen externen (Losungsmittel-)Standard zugrunde liegt. Konkret werden Labor-

kompetenztests unter Berlicksichtigung neuer und weiterentwickelter Aspekte durchgefiihrt:

- Erstellung des Designs des Testmaterials (Auswahl der zu testenden Matrix, sowie
Auswahl der Anzahl und Art der Wirkstoffe sowie deren Konzentrationsbereiche)
unter Berlicksichtigung der analytischen Herausforderungen, bedingt durch die

chemisch-physikalischen Matrix-/Wirkstoff-Eigenschaften;

- Uberpriifung méglicher Fehlerquellen bei der Testmaterialherstellung in der Praxis:
Einfliisse der Temperatur durch Hitze / Kélte (Trockeneis) wéihrend der Homogeni-

sierung, Einfluss der entsprechenden Homogenisierungsleistung und -ausstattung;

- Uberpriifung des Testmaterials auf Homogenitit (Homogenititstest mit statistischer

Auswertung und Beurteilung) und Stabilitét;

- Uberpriifung methodischer Einfliisse auf die Analysenergebnisse sowie die Routine-

tauglichkeit der Anlaytik im Rahmen der experimentellen Laborpraxis dieser Arbeit;

- Verschickung des erstellten, homogenisierten Testmaterials an die zu testenden
Labore; hierbei wird das fiir den oben genannten Methodenvergleich hergestellte und
auf Homogenitét iiberpriifte Testmaterial ,,verdeckt” (aufgemacht als Routineprobe

und somit nicht als Testprobe) an 19 internationale Labore verschickt.

- Statistische Auswertung der von den verdeckt getesteten Laboratorien berichteten
Analysenergebnisse (z-score-Ermittlung, Bestimmung der sog. ,assigned values”,
Standardabweichungen, Beriicksichtigungen von Wiederfindungsraten und anderen

Verfahrenskenngrof3en etc.);

- Zusammenstellung und Auswertung der Ergebnisse sowie der Methodendetails (u.a.

zur Proben-Aufbereitung, zu verwendeten Sdulen, Eluenten, Ioneniibergéngen);
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- Abgleich der angewendeten Methoden, Identifizierung von Abweichungen, Heraus-

arbeiten von Zusammenhingen zwischen Methodik und berichtetem Ergebniswert;

- Beurteilung der Kompetenz der Teilnehmer unter methodischen und statistischen

Aspekten sowie unter Beriicksichtigung der Richtigkeit der berichteten Ergebnisse

(Wiederfindung des tatsdchlich dotierten Gehaltes).

Somit ist die vorliegende Arbeit darauf ausgerichtet, die bisher etablierten Priifsysteme zur

Beurteilung von Laborkompetenzen kritisch zu hinterfragen. Insbesondere wird die Aussage-

kraft der Priifsysteme fiir die Bewertung der Laborkompetenz im Laborroutinebetrieb anhand

experimenteller Daten {berpriift. Die daraus gewonnenen Erkenntnisse werden fiir die

Etablierung neu entwickelter Priifelemente herangezogen, die im Rahmen dieser Arbeit in der

Laborroutine gepriift und beurteilt werden.

Ziel ist somit die Entwicklung eines Systems zur optimierten Laborkompetenz-Bewertung

und damit einhergehend eine transparent-kommunizierbare Darstellung der tatséchlichen

Laborkompetenz, was nachhaltiges Vertrauen und Glaubwiirdigkeit schafft:

Hoch

Laborkompetenz

Niedrig

ZIEL

Labor lebt vom guten Ruf

Analytische Kompetenz ist zwar
gegeben, kann aber nicht transpa-
rent dargestellt werden:

—> Ein (akkreditiertes) Labor
unter vielen anderen.

—> Abgrenzungsproblem in der
AuBendarstellung

Anerkanntes ,,Qualitiits*“-Labor

Analytische Kompetenz ist
transparent darstellbar und kann
dauerhaft unter Beweis gestellt
werden:

- Hohe Glaubwiirdigkeit

-> Vertrauenssicherung

Nutzniefler

Keine Analytische Kompetenz.

Durch niedrige, aber anerkannte

Qualitdtsanforderungen werden

dennoch die formalen Beweise fiir

kompetente Analytik erbracht:

- Gefihrdung der Glaubwiir-
digkeit von Laborkompetenz

- Vertrauensverlust

Konsequenzen / Sanktionen

Mangelhafte Leistung fiihrt zum
Verlust der Wettbewerbsfahigkeit:

-> Vertrauen in die grundsitz-
liche Laborkompetenz wird
nicht gefdhrdet

—> Success by competence

Niedrig — Qualitit der Laborkompetenz-Bewertung

Abb. 1: Problemstellung und Zielsetzung

Hoch
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3 Theoretische Grundlagen

Der theoretische Teil der vorliegenden Arbeit fokussiert sich auf die analytischen
Herausforderungen der Pflanzenschutzmittelriickstandsanalytik von Lebensmitteln.

Bei dieser Analytik kommen insbesondere die so genannten Multimethoden zur Anwendung,
die dadurch charakterisiert sind, dass sie mehrere hundert Pestizide im Rahmen eines
analytischen Trennungsganges erfassen konnen. Die Wirkstoffe werden im weiteren Verlauf
des methodischen Verfahrens heute in der Regel durch massenspektrometrische Detektion
(MS) identifiziert und quantifiziert. Pestizide, die sich im Rahmen dieser Multimethoden
schwer oder gar nicht erfassen lassen, miissen durch andere Analyseverfahren bestimmt
werden [23,24]. Hierzu zédhlen z.B. die so genannten ,,Gruppen”-Methoden, bei denen jeweils
eine Gruppe von Pflanzenschutzmitteln mit dhnlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften
in einem Analyselauf erfasst werden konnen. Die jeweiligen ,,Gruppen” umfassen hierbei
etwa 5 bis 20 Wirkstoffe. Sind die Pestizide aufgrund ihrer individuellen (physikalisch-
chemischen) Eigenschaften nicht im Rahmen von Multi- oder Gruppenmethoden erfassbar, so
ist fiir jeden dieser Pestizid-Wirkstoffe eine entsprechende Einzelmethode heranzuziehen, die
darauf ausgerichtet ist, nur diesen einen Wirkstoff erfassen und quantitativ bestimmen zu

konnen:

Tabelle 1: Unterschiede zwischen Multi-, Gruppen- und Einzelmethoden (beispielhaft)

Multi- Gruppen- Einzel-
methode methode methode
Name der L-00.00-34 Riickstédnde ausgewdhlter | Gaschromatogra
Methode (DFG S 19) Herbizide in Lebensmitteln | -phische
nach alkalischer Hydrolyse | Bestimmung
mit Hilfe der GC/MS von Ethephon
Analysenumfang | 200 — 300 Wirkstoffe | Phenylharnstoffgruppe 1 Wirkstoff
(6 Wirkstoffe)
Auswahl der Wirkstoffe z.B. aus | Diuron, Linuron, Neburon Ethephon
durch die den Gruppen der Or- | (iiber 3,4-Dichloranilin);
Methode erfass- ganochlorpestizide, Procymidon, Vinclozolin,
baren Wirkstoffe | Organophosphor- Iprodion (iiber 3,5-Dichlor-
sdureester, stickstoff- | anilin), Isoproturon (iiber 4-
haltiger Pestizide u.a. | Isopropylanilin)

Sowohl die Vielfalt

der chemisch-physikalischen Eigenschaften der Pflanzenschutzmittel-

riickstinde selbst, als auch der individuelle Einfluss der untersuchten Lebensmittelmatrices
(z.B. saures Obst, trockenes Getreide, zuckerreiche Trockenfriichte, Gewlirze mit hohem
Anteil an itherischen Olen) auf das Ergebnis der Analytik sind die Ursache fiir die

Komplexitdt und damit einhergehend die analytischen Kompromisse der Multimethoden.
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3.1 Pflanzenschutzmittel: Definitionen, Historie und Anwendungen

Wenngleich Lebensmittel landwirtschaftlichen Ursprungs seit vielen Jahrtausenden fiir die
menschliche Nahrung kultiviert werden, hat die Sicherstellung der entsprechenden Ernte-
mengen seit der zweiten Hilfte des vorigen Jahrhunderts stark an Bedeutung gewonnen [25].
Monokulturen haben zugenommen, so dass die auf immer groferen Flichen angebauten
Kulturen anfilliger wurden fiir Insektenfral, Schimmelbefall und andere Gefahren (z.B.
Konkurrenz mit Unkrdutern). Gleichzeitig entwickelte die Pflanzenschutzmittel-Industrie
chemisch-synthetische Wirkstoffe, welche als so genannte Pflanzenschutzmittel gegen diese
Gefahren groBflichig und wirkungsvoll zum Einsatz gekommen sind. Uber diese Pflanzen-
und Schidlingsbekdampfungsmittel (PSM) - im Allgemeinen auch Pestizide genannt - handelt
dieser Abschnitt.

Der Ausdruck Pestizide (pest (engl.) = Schédling) dient als Oberbegriff fiir simtliche Mittel
bzw. Wirkstoffe, die als Schadlingsbekdmpfungsmittel zum Einsatz kommen. Die Wirkung
von Pflanzenschutzmitteln auf Organismen kommt vor allem durch deren Einfluss auf die
Energiegewinnung, die Biosynthese, das Wachstum und das Nervensystem zum Ausdruck
[26].

Je nach Verwendungszweck unterscheidet man folgende Pestizid-Gruppen (Auswahl) [27]:

Tabelle 2: Pestizidgruppen nach Verwendungszweck.

Gruppe Aktion gegen Beispiele
Akarizide Milben Carbamate, Pyrethroide
Fungizide Pilze Dithiocarbamate, Benzimidazole
Herbizide Unkriuter, Griser Harnstoffderivate,
Phenoxyalkancarbonsédurem
Insektizide Insekten Organochlorpestizide,
Organophosphorpestizide
Molluscizide Schnecken Metaldehyd, Methiocarb
Nematizide Wiirmer (Nematoden) Carbamate, Organophosphorpestizide
Rodentizide Nagetiere Cumarinderivate
Synergisten Verstarker/Aktivatoren Piperonylbutoxid (PBO)
Wachstums-Regulatoren | zu starken Wuchs Chlormequat, Ethephon
Keim-Hemmer Keimung Chlorpropham, Propham

Weitere Gruppen bilden dariiber hinaus die Algizide (Mittel gegen Algenbewuchs ,,Anti-
Fouling-Mittel”’), Bodenentwesungsmittel (z.B. Methylbromid) sowie Aphizide (Mittel gegen
Blattlause) [28, 29].
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Die éltesten Pflanzenschutzmittel stammen aus der so genannten Chlorchemie (Industrie-
zweig, der sich mit der Gewinnung von Chlor aus Natriumchlorid sowie der Chlor-
Verarbeitung befasst [30]). Die bekanntesten Pflanzenschutzmittel auf Chlorbasis werden

gegen Insektenbefall eingesetzt — daher auch der Name ,,Organochlorinsektizide”.

Uberschiissiges Chlor, welches bei der Herstellung von Natronlauge aus Kochsalz anfiel,
wurde erstmals im ersten Weltkrieg als chemischer Kampfstoff verwendet [31]. Die Entdeck-
ung der insektiziden Wirkung der Chlorkohlenwasserstoffe erfolgte wéhrend des Zweiten
Weltkrieges, als nach damaliger Auffassung eine verhdltnisméBig kostengiinstige und ein-
fache vollsynthetische Herstellung eines wenig toxischen und breit wirksamen Insektizides
gelungen [32] war, mit dessen Hilfe das giftige Arsen im Pflanzenschutz ersetzt werden
konnte [33]. Der tatsdchliche Beginn des ,,modernen Pflanzenschutzes” erfolgte 1939, als die
insektiziden Eigenschaften des DDT durch PAUL MULLER [34, 35] entdeckt wurden. Nach
dem 2. Weltkrieg begann das ,,Zeitalter der chemischen Schidlingsbekdmpfung” in welchem
der Einsatz chemisch-synthetischer Pflanzenschutzmittel deutlich anstieg. Im Laufe der Zeit
erwiesen sich allerdings einige Chlorkohlenwasserstoffe als stabil und schwer abbaubar und
somit persistent in der Umwelt. Die Langzeiteffekte waren nicht absehbar. Weiterhin wirkten
die Organochlorpestizide toxisch auf die gewollten Niitzlinge in der Landwirtschaft [36].
Ebenso wurden Resistenzen der Schiddlinge gegeniiber der Organochlorpestizide beobachtet.
Aus diesen Griinden wurde der Einsatz von Organochlorpestiziden reduziert, sobald andere
Wirkstoffe mit vergleichbarer Effektivitit verfiigbar waren [32]. In der friihen Nachkriegszeit
wurden somit Organophosphorverbindungen als chemisch-synthethische Pflanzenschutzmittel
entwickelt [37]; zwischen 1950 und 1960 trat eine zweite Generation organophosphatischer
Insektizide in Erscheinung, wie z.B. die Phosphorthionate Malathion und Parathion. Sie sind
selektiver und wirken weniger toxisch auf hohere Lebewesen im Vergleich zu den urspriing-
lichen Organophosphorverbindungen [32]. 1956 kamen insektizide Carbamate (wie z.B.
Carbaryl, Methomyl, Aldicarb) zum Einsatz. 1975 folgten synthetische Pyrethroide (z.B.
Cypermethrin und Deltamethrin) sowie Benzoylharnstoffe (z.B. Diflubenzuron, Flufen-

oxuron, Lufenuron sowie Triflumuron [37]).

Einen groBBen Anteil am Pflanzenschutzmittel-Weltumsatz hatten bis Ende der 80-er Jahre die
sechs Lander USA, Bundesrepublik Deutschland, Schweiz, GrofBbritannien, Japan und
Frankreich [36]. Wihrend die Insektizide iiber viele Jahre die umsatzstirksten Pflanzen-
schutzmittel darstellten, iiberwiegt seit Anfang der 90-er Jahre der Anteil der Herbizide mit

iiber 40 % am Weltmarkt [35, 36].
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Diese Entwicklung ist auch in der Bundesrepublik zu erkennen:

Sonstige Mittel
16%

Wachstums-
regulatoren
o A izi
Insektizide
13% i i

Fungizide
25%

Abb. 2: Marktanteile der verschiedenen Pestizidgruppen in der Bundesrepublik Deutschland:
Inlandsabgabe an Wirkstoffen im Jahr 2009 [38].

Die Suche nach neuen Wirkstoffen ist nicht abgeschlossen, zumal die Entwicklung von Resis-
tenzen neue Wirkstoffe erfordert. Aufgrund der zunehmenden 6kologisch-chemischen und
hygienisch-toxikologischen Anforderungen an die Pflanzenschutzmittel geht die Forschung
nach neuen Prinziplosungen der Insektenbekdmpfung in Richtung z.B. des Einsatzes
biologischer Bekdmpfungsmethoden [39]: Pheromone zur Anlockung von Insekten; Repel-
lents zu deren Abschreckung; Insektenhormone zur Metamorphosebeeinflussung; Bakterien-,

Pilze oder Viren zur spezifischen und umweltfreundlichen Schadinsektenbekdmpfung.

Die Etablierung des biologischen Anbaus in den 80-er / 90-er Jahren und damit die Schaffung
der Moglichkeit, landwirtschaftlich erzeugte (Bio-)Lebensmittel auch ohne den Einsatz
chemisch-synthetischer Pflanzenschutzmittel erzeugen zu koénnen, haben ebenfalls den
Einsatz von Pestiziden zunehmend in Frage gestellt [40]. Die allgemein kritische
Verbraucherauffassung hinsichtlich toxikologischer Langzeit- und Kombinationseffekten von
Pestiziden stellen iiberdies den Einsatz der Pflanzenschutzmittel wiederholt zur Diskussion
[41]. SchlieBlich haben Verbraucherschutzorganisationen (wie z.B. Greenpeace) mit ihren
Kampagnen zu einer verstdrkten Verbrauchersensibilisierung beigetragen. Der LEH hat
entsprechend auf diese Entwicklungen reagiert, indem die jeweiligen Handelshduser (z.B.
Lidl, Aldi, Edeka etc.) fiir die von ihnen bezogenen Lebensmittel Qualititsprofile (Produkt-
pdsse / Sperzifikationen) einfordern, die iiber die lebensmittelrechtlichen Anforderungen

hinausgehen und strenger gefasst sind.
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3.2 Pflanzenschutzmittel: Zulassung, éffentliche Uberwachung und privat-
wirtschaftliche Kontrolle (LEH)

3.2.1 Zulassungsverfahren

Am 24.11.2009 wurde die Verordnung (EG) Nr. 1107/2009 des Europdischen Parlaments und
des Rates iiber das Inverkehrbringen von Pflanzenschutzmitteln im Amtsblatt veréffentlicht
[42]. Die Verordnung ersetzt die bislang geltende Richtlinie 91/414/EWG {iber das Inverkehr-
bringen von Pflanzenschutzmitteln [43]. Wirkstoffe diirfen demzufolge zukiinftig nur noch
zugelassen werden, wenn sie fiir den Menschen keine krebserzeugende, erbgutschéddigende,
die Fortpflanzung schidigende oder hormonell schidigende Wirkung haben. Im Hinblick auf

die Umwelt werden folgende Ausschlusskriterien festgelegt:

- keine Einstufung als persistente organische Schadstoffe (POP),
- nicht persistent, bioakkumulierbar und toxisch (PBT),
- keine Einstufung als sehr persistente und sehr bioakkumulierbare Stoffe (vPvB),

- keine hormonell schidigende Wirkung auf Nicht-Zielorganismen.

Die EU bleibt weiterhin fiir die Bewertung von Wirkstoffen und die Festsetzung von
Riickstandshochstgehalten zustdndig, wihrend die Zulassung der Pflanzenschutzmittel und
deren Anwendungen (wie bisher) in die Zustindigkeit der Mitgliedstaaten fallen. Die
Zulassung von Wirkstoffen wird auf maximal 10 Jahre begrenzt. Verldngerungen sind bis
hochstens 15 Jahre moglich. Die Verordnung trat am 14. Dezember 2009 in Kraft und gilt ab
dem 14. Juni 2011.

Anhand der aufgefiihrten Zulassungskriterien fiir Pestizide ist festzuhalten, dass diese auf-
grund ihrer toxikologischen Eigenschaften zugelassen bzw. abgelehnt werden. Dieser Sach-
verhalt trdgt dazu bei, dass die chemisch-physikalischen Eigenschaften weitgehend unberiick-
sichtigt bleiben. Dies fiihrt dazu, dass zur Uberwachung von Pestiziden in (diversen) Lebens-
mitteln eine Vielzahl an chemisch-physikalisch unterschiedlichen Pestiziden zu berticksichti-
gen ist. Diese Diversitdt wird durch die individuellen Eigenschaften der Lebensmittel (siif3,
sauer, alkalisch, wissrig, 6lig etc.), die auf Pestizide zu priifen sind, um ein Vielfaches erhoht

[20, 21, 22].
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3.2.2 Herleitung und Uberwachung von Riickstandshochstgehalten in
Lebensmitteln

In der konventionellen Landwirtschaft sollen Pestizide bewusst und aktiv nach den Regeln der
Guten Landwirtschaftlichen Praxis (GLP) eingesetzt werden. Darunter versteht man die
Einhaltung der Fachgesetze — wie z.B. die Diingeverordnung, sowie das Bodenschutz- und
Pflanzenschutzgesetz. Nach dem Pflanzenschutzgesetz soll beim Einsatz von Pflanzenschutz-
mitteln ein hohes Schutzniveau fiir Mensch, Tier und Naturhaushalt garantiert sein. Sofern
diese GLP-Regeln eingehalten werden, sollten die Riickstinde der dabei eingesetzten
Pestizide die in der europdischen Riickstandshochstgehaltverordnung [44] festgelegten
Gehalte nicht {berschreiten, zumal die Festsetzung der Riickstandshochstgehalte dem
Minimierungsprinzip folgt, wonach diese Gehalte ,,so niedrig wie mdglich, nicht mehr als fiir
die angestrebte Verwendung nétig und niemals hoher als gesundheitlich vertretbar” festgelegt
werden (ALARA-Prinzip: As Low As Reasonably Achievable) [45]. Riickstandshochstgehal-
te werden festgesetzt, um den Verbraucher vor moglichen schidlichen Wirkungen von
Pflanzenschutzmitteln in oder auf Lebensmitteln zu schiitzen. Die Festsetzung eines Riick-
standshochstgehaltes orientiert sich allerdings in der Regel nicht an der Menge, die aus
gesundheitlicher Sicht noch vertretbar wire, sondern vielmehr an der Menge, die gemil guter
landwirtschaftlicher Praxis erforderlich ist.

Demgegeniiber steht jedoch die Beauftragung des Bundesinstituts fiir Risikobewertung (BfR,
Berlin) durch § 15 des Pflanzenschutzgesetzes [46]. Das BfR ist demnach mit der Bewertung
der potentiellen Auswirkungen von Pflanzenschutzmitteln auf die Gesundheit von Mensch
und Tier beauftragt. Voraussetzung fiir die Zulassung eines Pflanzenschutzmittels ist u. a.,
dass das Produkt ,bei bestimmungsgemdfper und sachgerechter Anwendung ... keine
schddlichen Auswirkungen auf die Gesundheit von Mensch und Tier und auf das Grundwas-
ser hat”. Grundlage fiir die gesundheitliche Bewertung sind insbesondere die vom
Antragsteller erarbeiteten toxikologischen Untersuchungen, die entsprechend der Richtlinie
91/414/EWG hinreichend sein miissen, um eine Bewertung des Risikos fiir den Anwender des
betreffenden Pflanzenschutzmittels sowie des Risikos fiir den Verbraucher durch Riickstdnde
in Nahrung und Wasser zu ermdglichen. Die Angaben miissen ausreichen, um den Wirkstoff
hinsichtlich der potentiellen Gesundheitsgefahren bewerten und Expositionsgrenzwerte (wie
ADI und ARD — siehe unten) ableiten zu kdnnen. Die fiir die Risikobewertung von Pflanzen-
schutzmitteln erforderlichen Expositionsgrenzwerte werden in Deutschland und in der EU
sowie von internationalen Organisationen (Weltgesundheitsorganisation, WHO) in aller Regel

nach dem NOAEL / Sicherheitsfaktor-Konzept abgeleitet. Bei der Ermittlung der chronischen
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Toxizitdit wird in Tierversuchen die Wirkstoffmenge bezogen auf ein Kilogramm
Korpergewicht ermittelt, die in Langzeitversuchen ohne unerwiinschte Wirkungen bleibt
(NOAEL = No Observed Adverse Effect Level) [47]. Der NOAEL wird durch einen
Sicherheitsfaktor von 100 dividiert, um die duldbare tdgliche Aufnahmemenge — ADI (=
Acceptable Daily Intake) [47] — zu ermitteln. Dieser Sicherheitsfaktor beriicksichtigt sowohl
Unterschiede, die zwischen Tier und Mensch (Faktor 10: Interspezies) auftreten konnen, als
auch Unterschiede zwischen einzelnen Individuen (Faktor 10: Intraspezies). Der in den
sechziger Jahren eingefiihrte ADI-Wert gibt die Menge des Stoffes an, die ein Mensch téglich
ein Leben lang ohne erkennbare schidigende Wirkungen aufnehmen kann [47]. Zur Bewer-
tung von Pflanzenschutzmittelwirkstoffen, die eine hohe akute Toxizitét aufweisen und schon
bei einmaliger oder kurzzeitiger Aufnahme gesundheitsschidliche Wirkungen auslésen kon-
nen, eignet sich der ADI-Wert nur eingeschrankt. Mitte der 1990er Jahre wurde deshalb neben
dem ADI-Wert die so genannte Acute Reference Dose (akute Referenzdosis, ARfD [48])

eingefiihrt, die die akute Toxizitét bei einmaliger Aufhahme ermittelt:

Pflanzenschutzmittelriickstand

Toxikologische Toxikologische

Risikoabschétzung bei
chronischer Aufnahme:

Unwirksame Dosis beim Tier

NOAEL
Division mit Division mit
Sicherheitsfaktor 10: Sicherheitsfaktor 10:
Intraspezies Interspezies

Ergibt insgesamt einen
Sicherheitsfaktor von: 100

ADI (Acceptable Daily Intake):
Lebenslange, chronische Aufnahme

Risikoabschétzung bei
akuter Aufnahme:

Pestizid mit hoher akuter
Toxizitiat: ADI-Wert nur
eingeschrinkt geeignet, da er
aus lédngerfristigen Studien
abgeleitet wird

Expertengruppen der
WHO, des BfR sowie der
EFSA

ARTD (Acute Reference Dose):
Akute / kurzzeitige Aufnahme

Abb. 3: Zusammenhénge zwischen NOAEL, ADI sowie ARfD
Als ARfD wird die Menge bezeichnet, die ein Mensch iiber einen Tag ohne erkennbares
Risiko aufnehmen kann [48]. Mit dem prozentualen Ausschopfungsgrad der akuten

Referenzdosis (ARfD) ldsst sich ein potentielles gesundheitliches Risiko beim einmaligen
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Verzehr einer hohen Menge von Obst oder Gemiise wéhrend einer Mahlzeit bzw. an einem
Tag zahlenmiBig erfassen und vergleichen. Ein Ausschopfungsgrad von mehr als 100 % zeigt
an, dass ein mdgliches Risiko mit der geforderten Sicherheit nicht mehr auszuschlieBen ist.
Die Berechnungen zur Ausschopfung der ARfD werden mit Verzehrsdaten fiir Kinder unter
Berticksichtigung ihres Korpergewichtes vorgenommen, weil hier das Verhéltnis von
Nahrungsaufnahme zum Korpergewicht am ungiinstigsten ist. Die Basis fiir das Verzehrs-
Modell liefert in Deutschland die so genannte VELS-Studie (Verzehrsstudie zur Ermittlung
der Lebensmittelaufhahme von Sduglingen und Kleinkindern fiir die Abschédtzung eines
akuten Toxizitétsrisikos durch Riickstdnde von Pflanzenschutzmitteln) [48], die zwischen Juni
2001 und September 2002 durchgefiihrt wurde. Fiir 816 Sduglinge und Kleinkinder im Alter
von 6 Monaten bis unter 5 Jahren wurden aus Deutschland Daten ermittelt. Als mittleres
Korpergewicht fiir 2- bis unter 5-jahrige Kinder werden 16,15 kg angenommen. AuB3erdem
erfolgt bei groBstiickigen Produkten zusitzlich die Multiplikation mit dem Variabilititsfaktor
3 bis 7, um mogliche hohere Belastungen von Einzelstiicken gegeniiber der untersuchten

Mischprobe zu erfassen [48]:

Exp = Aufnahme/Exposition

C = gemessener Riickstandsgehalt

VM = Verzehrsmenge Exp = cx VMx VF (D
VF = Variabilititsfaktor KG

KG = Korpermasse

RHG = Riickstandshochstgehalt (siehe unten)

Beispiel: Tebufenpyrad in Mandarinen

— RHG =0,5 mg/kg A

— Messwert = 0,02 mg/kg Exposition =

— VM =231,0¢g > 0,0020 mg/kg Korpergewicht Ausschopfung = 10%
— VF =17 ARfD =

— KG =16,15kg= 16.150g/ 0,02 mg/kg Korpergewicht

Abb. 4: Berechnungsmodell zur ARfD-Wert Ausschopfung

Um die Verbrauchersicherheit zu gewihrleisten, kontrolliert die deutsche amtliche Lebens-
mitteliiberwachung der Bundeslinder die Einhaltung der in der Verordnung (EG) Nr.
396/2005 [44] festgelegten Riickstandshochstgehalte. Hierzu werden insbesondere

Lebensmittel untersucht, bei denen ein erhohtes Risiko fiir den Verbraucher (risikoorientierte
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Beprobung) vermutet wird - z.B. aufgrund aktueller Lebensmittelskandale. Die im Rahmen
dieser Kontrolle ermittelten Pflanzenschutzmittelriickstdnde der untersuchten Lebensmittel
werden von den Bundeslandern an das Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittel-

sicherheit (BVL) libermittelt und dort ausgewertet.

Weiterhin wertet das BVL auch die Ergebnisse des so genannten Lebensmittel-Monitorings
aus. Im Rahmen des Lebensmittel-Monitorings wird eine fiir jedes Untersuchungsjahr
festgelegte Gruppe von Lebensmitteln von den Bundeslindern untersucht, um z.B.
reprasentative Daten iiber das Vorkommen gesundheitlich unerwiinschter Stoffe in diesen
Lebensmitteln zu gewinnen. Dieses so genannte ,,Warenkorb”-Monitoring umfasst dabei
innerhalb eines Jahres nicht die gesamte Breite der angebotenen Lebensmittel, sondern einen
festgelegten Ausschnitt des Warenkorbes. Die Proben werden nach einem definierten Probe-
nahmeplan gezogen, der auch biostatistische Aspekte enthélt. Die Probenahmeplédne werden

jéhrlich vom BVL gemeinsam mit den Bundeslidndern festgelegt.

Die Labore der Untersuchungsdmter verfiigen iliber eine Akkreditierung der Staatlichen
Anerkennungsstelle der Lebensmitteliiberwachung (z.B. AKS / SAL, siehe Seite 4). Sie haben
sich verpflichtet, regelmédBig an qualititssichernden MaBBnahmen teilzunehmen - wie z.B. an
Ringversuchen und Laborvergleichsuntersuchungen [15]. Weiterhin werden iiber die analy-
tische Kompetenz hinaus auch hohe Anforderungen an die Beurteilungskompetenz der Labore
gestellt. Die Messwerte an sich sind hierbei in einen ganzheitlichen Zusammenhang zu setzen,

der sich u.a. aus den lebensmittelrechtlichen Anforderungen ergibt.
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3.2.3 Kontrolle von Riickstandshochstgehalten in Lebensmitteln durch den LEH

Der LEH hat u.a. aufgrund der sensibilisierten Verbraucher-Wahrnehmung hinsichtlich der
gesundheitlichen Bedenklichkeit von Pestiziden reagiert und fordert von seinen Lieferanten
Qualitétsprofile (Produktpisse / Spezifikationen), die liber die lebensmittelrechtlichen Anfor-
derungen hinausgehen. Hierbei ist keine einheitliche Vorgehensweise zu erkennen. Vielmehr
entwickeln die einzelnen Handelshduser stark differenzierte Anforderungen bei der Spezifika-
tionserstellung. So sind auch hinsichtlich der maximalen Anzahl von Pestiziden in Lebens-
mittel unterschiedliche Anforderungen aufgestellt worden. Auch die Ausschopfungsgrenzen

von RHG, ADI- und ARfD-Werten sind je nach Handelsunternehmen unterschiedlich:

Tabelle 3: Spezifikationen des LEH in der Ubersicht [49]

ALDI | EDEKA | KAUF- | KAISERS | LIDL | METRO | REWE
Stid LAND

Stand 01.08.08 | 30.05.07 01.09.08 22.05.09 03.04.06 | 15.02.07 | 02.02.07
Max. Anzahl

3-5%
Wirkstoffe
Ausschopfung 70% 33%
Hochstgehalt 70% bzw. 33% 70% bzw. 70% 70%
Einzelwirkstoff 50%** 66%
Ausschopfung
Hochstgehalt 80% 150%
> Wirkstoffe
Auslastung  ARfD

100% 70% 70% 100% 100% 70%
Einzelwirkstoff
Ausschopfung

80% 100% 100%
> ARfD
Ausschopfung
RHG/Messwert nein nein nein ja nein nein
0,01 mg/kg

*Produktspezifisch / **Eigenmarken

Neben der Ermittlung der Anzahl und Menge von Pestiziden wird folglich von den Labora-
torien erwartet, die Befunde hinsichtlich der Ausschopfungen der Hochstgehalte sowie der

Expositionsgrenzwerte (ADI / ARfD) zu tiberpriifen.
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Anforderungen an die analytische Kompetenz

Neben der Beurteilungskompetenz wird die analytische Kompetenz der Labore grundsitzlich
vorausgesetzt. Eine Akkreditierung der Priiflaboratorien nach ISO 17025 [11] gilt nach wie
vor als Qualitdtskriterium fiir verldssliche Analytik— ebenso wie die Verpflichtung der
Labore, an Laborvergleichsuntersuchungen, Kompetenztests sowie Ringversuchen teilzu-
nehmen [5]. Neben etablierten Ringversuchsanbietern wie FAPAS und Bipea hat seit 2006
ein weiteres Priifsystem an Bedeutung gewonnen. Dieses Priifsystem sieht fiir Laboratorien
eine Zulassungsverfahren vor, welches die Aufnahme von Laboren in das System sowie die
Aufrechterhaltung der System-Anerkennung u.a. durch so genannte Laborkompetenztests ein-
fordert. Dieser privatwirtschaftliche Laborstandard (,,QS-Anerkennung”) richtet sich an
Labore, die Ware aus dem System der QS Fachgesellschaft Obst-Gemiise-Kartoffeln GmbH
auf Pestizidriickstinde untersuchen und die Ergebnisse in die QS-Riickstandsdatenbank

stellen:

Probenahme

Ll

Probenanalyse

QS-anerkannte Labore

Ll
Ergebnis

Meldung an die Datenbank
g g

Keine Beanstandung Mit Beanstandung

Lieferfahige Sperrung, Einleitung
QS-Ware. von Maf3inahmen

[[] Unabhéngige Analysen durch QS-anerkannte Labore

Abb. 5: Uberwachung von QS-Produkten durch QS-anerkannte Labore

Seit der Einfiihrung der QS-Anerkennung hat die Anzahl der zugelassenen Laboratorien stetig
zugenommen. Zurzeit (Juni 2011) werden etwa 50 Labore (aus Europa, der Tirkei und

Agypten) auf der Liste der QS-anerkannten Labore gefiihrt.
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Anforderungen an die Beurteilungskompetenz

Es werden neben der analytischen Kompetenz auch hohe Erwartungen an die Beurteilungs-
kompetenz der Labore gestellt. Diese Kompetenz wird insbesondere im Rahmen des Labor-
anerkennungsverfahrens des Bundesverbandes Naturkost Naturwaren (BNN) Herstellung und
Handel e.V. iiberpriift. Zentrale Frage ist hierbei die Beurteilung von Pflanzenschutzmittel-
riickstandsbefunden in Bio-Lebensmitteln, da der Einsatz von chemisch-synthetischen
Pflanzenschutzmitteln im Bio-Anbau nicht erlaubt ist — Abdrift oder ungewollte Kontamina-
tionen z.B. durch verunreinigtes Beregnungswasser allerdings auch zu Riickstandsbefunden
fiihren konnen.

Die Beurteilungskompetenz kann jedoch aufgrund der zum Teil intransparenten und unklaren
Regulierungen auch fiir konventionell erzeugte Lebensmittel nur mit erhdhtem Aufwand von
den Laboratorien nachgehalten werden [50]. Riickstandshdchstgehalte werden auf EU-Ebene
beschlossen (s. S. 18). Die Zulassung von Pflanzenschutzmittelformulierungen (Pflanzen-
schutzmittel enthalten neben dem eigentlichen Wirkstoff (= aktive Substanz) auch Begleit-
und Fiillstoffe, die dazu dienen, die Wirkung und Handhabung eines Priparates zu opti-
mieren) wird auf nationaler Ebene (EU-Mitgliedstaat) vorgenommen. Dies fiihrt zu unbefrie-
digenden Umsténden fiir alle Beteiligten, weil z.B. eine auf nationaler Ebene zugelassene
Pflanzenschutzmittelformulierung einen Beistoff enthilt, der fiir die zur Anwendung vor-

gesehenen Kultur (z.B. Petersilie) mit einem strengen Riickstandshdchstgehalt geregelt ist:

Tabelle 4: Biphenyl-haltige Pflanzenschutzmittelformulierung SCORE fiir frische Kréauter

Pflanzenschutzmittelformulierung: Wirkstoff Riickstandshochstgehalt
SCORE fur frische Krauter
Fungizid (zu etwa 23,9% in der | Difenoconazol 10 mg/kg

Formulierung Score enthalten)

Beistoff (zu etwa 1% in der Formu- | Biphenyl 0,01 mg/kg

lierung Score enthalten) (allgemeiner Hochstgehalt)

Obwohl die Pflanzenschutzmittelformulierung SCORE fiir den Einsatz bei frischen Kriutern
zugelassen war, fiihrten bereits geringe Anwendungsmengen zu einer Uberschreitung des
allgemeinen Hochstgehaltes von 0,01 mg/ kg. Insofern sind die Beurteilungsgrundlagen fiir
Biphenyl-Riickstinde in frischen Kriutern ungliicklich und erfordern eine intensive Ausein-
andersetzung beziiglich einer kompetenten Beurteilung des Riickstandes, zumal ein vor-

sétzlicher Einsatz des Biphenyls in Petersilie bei Verwendung des Mittels Score nicht unmit-
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telbar ableitbar ist. Das BVL hat im April 2009 als Konsequenz dieser Problematik das Ruhen
der Anwendung des Pflanzenschutzmittels SCORE angeordnet.

Weiterhin stellt sich die Situation hinsichtlich zugelassener Pflanzenschutzmittel-
formulierungen insbesondere in der Bundesrepublik Deutschland bedingt durch das foderale
System sehr intransparent dar und erschwert eine kompetente Beurteilung von Pestiziden in
den jeweiligen Produkten. Seit dem 1. Juli 2001 gilt in Deutschland die Indikationszulassung.
Die Pflanzenschutzmittelformulierungen werden {iber eine so genannte Hauptindikation
gemdl §15 Pflanzenschutzmittelgesetz (PfISchG) [51] abgedeckt. Danach diirfen Pflanzen-
schutzmittel nur noch in den in der Gebrauchsanweisung angegebenen Anwendungsgebieten
(Kulturen) und nur zu den entsprechenden Anwendungsbestimmungen (z.B. nur bei
bestimmten Erkrankungen) eingesetzt werden. Anwendungen auflerhalb der in der Zulassung

genannten Gebiete sind verboten.

Samtliche Anwendungsgebiete, die nicht iiber eine Hauptindikation gemdfl §15 PflSchG
abgedeckt sind, konnen in der Regel nicht nach §18,18a PfISchG fiir eine Liickenindikation
(Anwendungsgebiete von geringfligigem Umfang bzw. geringer gesamtwirtschaftlicher
Bedeutung) beantragt werden, sondern miissen nach Einzelfallgenehmigung nach §18b
PfISchG von dem jeweiligen Betreiber bzw. der ausfithrenden Person bei den zustindigen
Behorden (Landerebene) beantragt werden. § 18b PflSchG regelt die Genehmigung im
Einzelfall. Somit kénnen auf Landerebene Einzelfall-Zulassungen fiir bestimmte Betriebe und
deren Anbaugebiete erlassen werden. Eine zentrale Stelle, die bundesweit iiber solche

Einzelfall-Genehmigungen informiert ist, existiert nicht.
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3. 3 Analytik von Pflanzenschutzmitteln: Die Grundlagen der Multimethoden

Die grundsétzlichen Anforderungen an Multimethoden fiir die Pestizidanalytik von
pflanzlichen Lebensmitteln sind in der Norm DIN EN 12393 [52, 53, 54] geregelt. Diese
Norm mit dem Titel ,,Pflanzliche Lebensmittel — Multiverfahren zur gaschromatographischen

Bestimmung von Pestizidriickstdnden” ist in drei Teile gegliedert:

Teil 1: Allgemeines

Anwendungsbereich; Kurzbeschreibung; Anforderungen an Chemikalien, Gerdte, Durch-

fithrung, Bestimmung, Absicherungsverfahren sowie an Untersuchungsberichte.

Teil 2: Verfahren zur Extraktion und Reinigung

- Extraktion mit Aceton, Fliissig/fliissig-Verteilung mit Dichlormethan und Reinigung
an einer Kieselgel-/ Aktivkohle-Séule

- Extraktion mit Aceton und Fliissig/fliissig-Verteilung mit Dichlormethan / Petroleum-
benzin, ggf. weitere Aufreinigung

- Extraktion mit Aceton, Fliissig/fliissig-Verteilung mit Dichlormethan oder Cyclo-
hexan/Ethylacetat und Reinigung durch Gelpermeations- und Kieselgel-Chromato-
graphie

- Extraktion mit Ethylacetat und, falls erforderlich, Reinigung durch Gelpermeations-

Chromatographie

Teil 3: Verfahren zur Bestimmung und Absicherung

Absicherungsverfahren (iibliche GC-Bedingungen); Untersuchungen mittels Massenspektro-

metrie; Literaturhinweise

Diese grundsétzlichen Anforderungen sind in der Praxis von den Laboratorien unterschiedlich
umgesetzt worden. Gleichwohl streben alle Multimethoden nach der Uberwindung nachfolge-

nder Herausforderungen:

- Wie konnen moglichst viele Wirkstoffe mit unterschiedlichen chemisch-
physikalischen Eigenschaften mit moglichst wenig Aufwand im Bereich der
Probenvorbereitung, -aufreinigung, instrumenteller Messanalytik und Auswertung er-

fasst werden [20]?

- Wie kann moglichst viel Matrix abgetrennt werden (um Storeffekte zu minimieren)
bei gleichzeitiger Bewahrung der zu untersuchenden Wirkstoffe, die durch die Abtren-

nungsprozesse der Matrix nicht beschddigt werden diirfen [20, 21]?
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Vor dem Hintergrund

- der signifikanten Anzahl weltweit patentierter Pestizide (etwa 1.350) [8],

- der sich daraus ergebenen Vielzahl ihrer unterschiedlichen chemisch-physikalischen

Eigenschaften,

- der Vielfalt an Lebensmitteln mit ganz unterschiedlichen Matrixeigenschaften (Fett-
gehalt, Wassergehalt, pH-Wert, Zuckergehalt, Chlorophyllgehalt, Gehalt an

etherischen Olen usw.)

kann eine Multimethode nur einen analytischen Kompromiss darstellen, da diese Vielfalt

nicht in einer Methode unter standardisierten Bedingungen abgedeckt werden kann [20].

Um bestmogliche Analysenkompromisse bei der Durchfiihrung von Multimethoden zu
erzielen, wurden unterschiedliche Verfahren fiir die einzelnen Methodenschritte der ,,Proben-
vorbereitung, Probenaufreinigung sowie der instrumentellen Analytik (Chromatographie /

Detektion)” entwickelt und kombiniert.

Die Prinzipien der Multimethoden sowie deren Umsetzungen in die Praxis werden anhand der
(insbesondere in Deutschland etablierten) Sammelmethode DFG S 19 [55, 56] vorgestellt. Sie
ist auch als offizielle amtliche Analysenmethode in Deutschland in der amtlichen Sammlung
von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB unter der Methodennummer L 00.00-34 [57]
aufgefithrt und wird fiir die Pestizidanalytik fettarmer Lebensmittel pflanzlichen Ursprungs
verwendet. Weiterhin werden weitere neu entwickelte Multimethoden (QuEChERS / BfR) [9,
10] vorgestellt, um die unterschiedlichen Ansétze im Umgang mit den analytischen Kompro-

missen von Multimethoden darzustellen.
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3.3.1 Die Multimethode DFG S 19

Bei dieser Multimethode erfolgt die Extraktion und Aufreinigung durch Extraktion mit
Aceton, Fliissig/fliissig-Verteilung mit Cyclohexan/Ethylacetat und Reinigung durch Gelper-
meations- und Kieselgel-Chromatographie. Nach der Extraktaufreinigung kann die Probe
nach gaschromatographisher Trennung der Wirkstoffe erstmalig gemessen werden. Hierbei
koénnen unterschiedliche Detektoren zum Einsatz kommen - z.B. ECD, FPD, NPD sowie

massenselektive Detektoren:

Probenmenge: 25 - 100 g
Standardisierung der Extraktionsbedingungen
durch Wasserzugabe

|

Extraktion mit 200ml Aceton

A

Fliissig/fliissig-Verteilung
mit 200 mL Ethylacetat / Cyclohexan (1/1, v/v)
und 35g Natriumchlorid

A 4

Gel Permeations- Gasch ¢ hi
Chromatographie asciiromatograpiie
GPC
Chromatographie an
Mini-Kieselgelsidulen
MSC
A\ 4 \ 4 A\ 4 \ 4
Eluat 1 Eluat 2 Eluat 3 Eluat 4 Eluat 5
65% Hexan 1 01(1)0/ Toluol 5% Aceton 20% Aceton
35% Toluol o Loluo 95% Toluol 80% Toluol 100% Aceton

@ @ @ @ o

Abb. 6: Ablaufschema der Multimethode DFG S 19 [57]
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Probenvorbereitung

Ziel der Probenvorbereitung ist es, die Homogenitdt der Analyten in der Matrix sicherzustel-
len. Da nicht das komplette Probenmaterial, sondern eine relativ geringe Probenmenge (25 —
50 g) bei der Multimethode DFG S 19 aufgearbeitet werden, ist der Anspruch an die
Représentativitidt der Laborprobe ebenfalls sehr hoch. So werden die fiir die Untersuchung
vorgesehenen Probenteile z.B. nach dem Sektorverfahren [58] entnommen. Hierbei werden
die Proben (Obst / Gemiise) in Léngsrichtung geviertelt, und zwei diagonal
gegeniiberliegende Sektoren werden fiir die weitere Probenautbereitung verwendet. Mit Hilfe
von Morsermiihlen, Cuttern, Mixern oder Rithrern werden diese Probenteile anschliefSend

homogenisiert [59].

Probenaufreinigung

Die Aufreinigung verfolgt das Ziel, die Pestizidriickstinde quantitativ zu extrahieren und
gleichzeitig moglichst wenig (stérende) Matrixsubstanzen aus der Probe in den Extrakt
iibergehen zu lassen. Weiterhin hat sie zum Ziel, niedrige Stoffkonzentrationen durch
Anreicherungsschritte nachweisbar zu machen.

Die Polaritit der Pestizide sowie ihr Loslichkeitsverhalten sind hierbei von Relevanz, denn je
vielfdltiger die Polaritit der Pestizide ist, desto mehr Matrixmolekiile werden mit extrahiert.
Eine Probenaufreinigung, die alle potentiellen Pestizide aus allen moglichen Matrices extra-
hieren kann, ist praktisch nicht moglich [60]. Bei der Pestizidanalytik fettarmer Lebensmittel
pflanzlichen Ursprungs werden in der Regel als Extraktionsmittel organische Losungsmittel
(auch Gemische) verwendet. Hierzu zéhlen beispielsweise Methanol, Aceton, Acetonitril
sowie Ethylacetat [61].

Nachfolgend werden die einzelnen Bausteine der Multimethode DFG S 19 detailliert vorge-

stellt und in Zusammenhang gesetzt:

Standardisierung der Extraktionsbedingungen

Unterschiedliche Lebensmittel enthalten unterschiedlich viel Wasser. So enthélt z.B. eine
Salatgurke etwa 96-97% Wasser, wohingegen Sojabohnen nur zu etwa 23% Wasser enthalten
[62]. Um vergleichbare Extraktionsbedingungen zu schaffen — und somit auch reproduzier-
bare Wiederfindungsraten fiir die Pestizide unabhingig vom Wassergehalt des zu unter-
suchenden Lebensmittels zu erhalten — orientiert man sich an wassereichen pflanzlichen
Lebensmitteln (wie den aufgefithrten Salatgurken) und standardisiert den Wassergehalt
wasserdrmerer Lebensmittel auf diese vergleichbaren Wasserbedingungen. Das eingewogene

Sojabohnen-Homogenat wird deshalb vor der Extraktion mit Aceton mit einer entsprechenden
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Wassermenge versehen, damit dhnliche Extraktionsbedingungen wie bei Salatgurken gegeben

sind. Ein weiteres Ziel ist die Erhohung der Extraktionsausbeute.

Aufreinigungsschritt: Extraktion mit Aceton

Die Multimethode DFG S 19 verwendet Aceton als Extraktionsmittel, welches aufgrund
seiner geringeren Toxizitdt im Vergleich zu anderen organischen Losungsmitteln (wie
beispielsweise Acetonitril, Methanol sowie Dichlormethan), seiner hoheren Fliichtigkeit
(Siedepunkt: 56,5°C) [63], der Ermoglichung eines breiteren Pestizid-Polarititsspektrums
sowie seinen niedrigeren Beschaffungskosten bevorzugt wird [56]. Aceton hat insbesondere
die Funktion als Losungsvermittler. Durch den osmotischen Druck werden die Pflanzenzellen

aufgesprengt und die in den Zellen enthaltenden Pestizide konnen so extrahiert werden.

Aufreinigungsschritt: LLE (Liquid-Liquid Extraction) - Fliissig/fliissig-Verteilung

Bei dieser Verteilungsart werden zwei nicht miteinander mischbare Losungsmittel verwendet
— eine wéssrige Losung sowie eine Losung aus organischen Losungsmitteln (Verteilungschro-
matographie). Die zu extrahierenden Pestizide lassen sich somit von einem Grofiteil stérender
mit-extrahierter Matrixsubstanzen abtrennen. Grundvoraussetzung der LLE ist es, dass sich
die organische Phase sowie die wissrige (Proben-)Losung sich bei der LLE nicht mischen

dirfen.

Die Verteilung erfolgt nach dem Nernstschen Verteilungssatz: Das Verhéltnis der Konzentra-

tionen eines geldsten Stoffes ist in beiden Phasen konstant:

c1 C1/2 =Konzentration des Analyten in Phase 1 bzw. Phase 2

T2 _ : : ()
K = Nernstscher Verteilungskoeffizient

K

Die Konzentration des Analyten in der organischen Phase C'1 wird umso hoher, je groBer der

Verteilungskoeffizient K ist.

Die Multimethode DFG S 19 sah in ihrer ersten verdffentlichten Version [55] Dichlormethan
als Losungsmittel fiir die LLE vor. Aufgrund des toxikologischen Profils von Dichlormethan
(u.a. R-Satz 40: Verdacht auf krebserzeugende Wirkung) wurde nach Alternativen gesucht. In
der modifizierten Methode [56, 64] wird deshalb ein Losungsmittelgemisch aus Ethylacetat /
Cyclohexan (1/1, v/v) verwendet. Das Aussalzen durch Zugaben von NaCl verbessert den
Ubergang der Pestizide in die organische Phase bzw. verschlechtert deren Loslichkeit in der
wissrigen Phase (,,Aussalzen”) und optimiert so die Extraktionsausbeute. Stark polare

Pflanzeninhaltsstoffe wie beispielsweise Mono- und Disaccharide, Proteine sowie Salze
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befinden sich in der wiéssrigen Phase — wohingegen Fette und Fettbegleitstoffe sowie die

mittelpolaren bis unpolaren Pestizide in der organischen Phase enthalten sind.

Aufreinigungsschritt: GPC (Gel Permeationschromatographie)

Die GPC ist eine Fliissigkeitschromatographie (Verdrangungschromatographie), die automati-
siert an Trennsdulen durchgefiihrt wird. Sie ist ein schonendes Reinigungsverfahren, welches
fiir unpolare und polare Pestizidriickstinde sowie fiir thermisch empfindliche Wirkstoftfe
geeignet ist. Die fliissige Phase (Probenextrakt) wird iiber Trenngele (feste Phase) aus
pordsen Gelperlen gegeben. Aufgrund sterischer Eigenschaften, die mit der MolekiilgroBBe
korrelieren, dringen kleinere Molekiile in die Poren ein, wihrend grofere Molekiile an dem
Trenngel vorbeilaufen und die Séule zuerst verlassen. Da Pestizide eher geringere Molmassen
aufweisen als jene von natiirlichen Pflanzenbestandteilen, werden die Pestizide erst nach den
Begleitsubstanzen eluiert. Die GPC bietet daher die Mdglichkeit, einen Probenextrakt von
Matrixbestandteilen groBerer Molekiilmassen — wie z.B. Proteine, Fette sowie Fettbegleitstof-
fe — zu trennen. Bei der Untersuchung von iiber 400 Pestiziden und deren Metaboliten

konnten keine Substanzverluste durch die GPC festgestellt werden [55].

Wechselwirkungen zwischen Gel, Losungsmittel und chromatographierten Pestiziden sind
jedoch zu beriicksichtigen, da sie die Reihenfolge der Eluate beeinflussen [65]. Weiterhin ist
bei der GPC die Flusskonstanz ein einflussreicher Faktor. Kleinste Anderungen im Fluss
haben grofle Auswirkungen auf die berechneten Molekulargewichte und damit auf die
Reinigungseffizienz.

Wie Hemmerling et al. [20] bei einem Vergleich von Multimethoden feststellen konnte, ent-
halten die GPC-Extrakte noch zu viele Matrixbegeleitstoffe, wodurch die Messwerte ver-
falscht werden konnen. Wirkstoffe wie Propamocarb und Pymetrozin lieBen sich in keiner der
getesteten Matrices (Zitrone, Gurke, Rosine, Mehl, Haselnuss, Milch und Ei [15]) mit einer
zufriedenstellenden Wiederfindung feststellen. Die kann allerdings auch auf andere Eigen-
schaften der Wirkstoffe zuriickzufiihren sein, zumal das Pymetrozin sdure-labil ist, und das
Propamocarb nahezu zeitgleich mit dem Todvolumen bei der LC-M/MS-Analytik eluiert [20,
21].

In der Praxis werden sequentielle Verfahren angewendet, bei denen die Pestizide nacheinan-
der (und nicht gleichzeitig) von dem Trenngel eluiert werden. Der Aufreinigungsschritt
mittels GPC wird allerdings nicht routinemdfig von allen Laboren (privat / o6ffentlich)
betrieben, da er relativ zeitaufwendig ist, obgleich er das zentrale Modul dieser Multimethode

darstellt.
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Chromatographie an Mini-Kieselgelsdulen (MSC — Mini Silicar Column)

Bei diesem Clean-up-Schritt handelt es sich um eine Festphasenextraktion (Solid Phase
Extraction, SPE) an einer so genannten Normalphase. Bei der Normalphasen-SPE werden
typischerweise polare stationdre Phasen (hier: Kieselgel) verwendet. Das Prinzip der Fest-
phasenextraktion besteht in diesem Fall darin, dass die in der mobilen Probenextrakt-Phase
gelosten Analyten in reversible physikalische Wechselwirkung mit dem Festphasenmaterial
(Sorbens / stationédre Phase) treten und dort angereichert werden. Zu den Wechselwirkungen
zdhlen apolare (Van-der-Waals-Kriéfte), polare (Wasserstoffbriickenbindungen und Dipol-
Dipol-Krifte) sowie ionische (elektrostatische) Krifte. Die Wechselwirkungen sollten
reversibel sein, damit die Pestizide mit einem geeigneten Losungsmittel desorbiert werden
konnen. Die Probenmatrix sollte moglichst keine bis wenige Wechselwirkungen mit der
Festphase eingehen.

Die Elution der Pestizide erfolgt wiederum sequentiell, d.h. die Pestizide werden
entsprechend ihrer Polaritdit nacheinander mit fiinf verschiedenen Ldsungsmitteln
(zunehmender Polaritit: Hexan/Toluol 2 Aceton) von den Mini-Kieselgelsdulen desorbiert.
Die vereinfachte Variante der Sdulen- SPE ist die dispersive SPE, bei der das Sorbens direkt

mit dem Extrakt vermischt und anschlieBend durch Zentrifugation entfernt wird [10].

Instrumentelle Analytik

Nach dem GPC-Aufreinigungsschritt ist bereits die erste chromatographische Trennung der
Pestizide mit anschlieBender Detektion der Analyten moglich. Die nachfolgenden
beschriebenen chromatographischen Trennverfahren verfolgen grundsétzlich das gleiche Ziel:
Sicherstellung der analytischen Selektivitit sowie der Sensitivitdt bei moglichst kurzer

Analysenzeit:

- Die Selektivitdt ist die Fahigkeit, verschiedene, nebeneinander zu bestimmende
Pestizide ohne gegenseitige Storung zu erfassen und sie somit eindeutig zu

identifizieren [66].

- Die Sensitivitit (Empfindlichkeit) ist die Féhigkeit, Pestizide hinsichtlich ihrer
Bestimmungsgrenze so empfindlich wie moglich zu quantifizieren (Quantifizierung

geringster Gehalte) [66].

Hierzu muss bei allen Verfahrensschritten die Trennung der Analyten optimal sein bei
optimaler Auflosung. Wahrend der Migration der Analyte durch die Trennsdule findet eine
Zonenverbreiterung (Dispersion) statt, d.h. die Peaks werden im aufgezeichneten Chromato-

gramm breiter. Die Dispersion ist stirker ausgeprédgt, je ldnger die Verweilzeit in der
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Trennsdule d.h. je langer die Retentionszeit ist. Somit sind zwei Effekte mit gegenteiliger
Wirkung vorhanden, die im Rahmen des angewendeten chromatographischen Verfahrens
optimal abgewogen werden miissen, um insbesondere die Selektivitit des Trennverfahrens

sicherzustellen:
- unterschiedliche Retentionszeiten bilden die Basis fiir die Auftrennung,
- Dispersion (Peakverbreiterung) fiihrt zu Uberlappung der Peaks.

Eine optimale Peakform der jeweiligen Peaks hdngt von der Fliessgeschwindigkeit der
mobilen Phase ab, von Diffusionseffekten und dem eigentlichen chromatographischen Effekt
(Probenaustausch zwischen stationdrer und mobiler Phase). Dieser Zusammenhang wird in

der Van-Deemter-Gleichung ausgedriickt:

H = Bodenhohe
H= A+ B + Cxu = HETP HETP = Hohenequivalent eines theoretischen Bodens  (3)
“ A = Eddy-Diffusion
B = Diffusion
C = Stofftransport
u = FlieBgeschwindigkeit

Die Van-Deemter-Gleichung erklért sich durch die so genannte Theorie der Boden:

Saule lmobile
A Phase H = theoretische Trennstufenh6he
«— ¢ H L = Saulenldnge
— I =
0 Eine Trennstufe "theoretischer Boden" ist
L 0 ein Teilstiick der chromatographischen
g Trennstrecke, in dem gerade mal eine
g Gleichgewichtseinstellung des Analyten
! — ¢ - zwischen mobiler und stationdrer Phase

stattfindet.
Abb. 7: Theorie der Boden
Ist die Hohe der theoretischen Boden am kleinsten, dann ist die Anzahl der Bdden in einer

stets gleichlangen Sdule am gréften. Unter diesen Randbedingungen ist deshalb die Trenn-

stirke der Sdule am groBten. Da eine Trennstufe eine gewisse Zeit bendtigt, beglinstigen
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geringe Flussraten den Stoffaustausch. Allerdings verstirken geringe Flussraten den
gegenldufigen Prozess der Diffusion / Eddy-Diffusion (Peakdispersion), so dass der optimale
Kompromiss zwischen den beschriebenen Einfliissen zu finden ist, um die schmalsten Peaks
bei optimaler Aufldsung zu erreichen:

A

H

Boden-
/ = H-hohe
Stoffaustausch
+
Eddy-Diffusion
+
N— B — Diffusion FlieBge-
schwindigkeit R
u optimal u

Abb. 8: Van-Deemter-Diagramm

Die resultierende Funktion zeigt ein Minimum der Bodenhdhe bei einer bestimmten Fliessge-
schwindigkeit der mobilen Phase. In diesem Minimum sind also die grofite Trennstérke der

Saule und die schmalsten Peaks zu erreichen (Optimum der Van-Deemter-Kurve).

Die Selektivitit wird insbesondere durch die Effektivitdt der Aufreiniguns- und Anreich-
erungsschritte beeinflusst. Die den chromatographischen Trennungen nachgeschaltete Detek-

tion ist schlieBlich entscheidend fiir die Sensitivitit der angewendeten Methode.

Gaschromatographische Verfahren

Gaschromatographische Trennverfahren setzten voraus, dass die Analyten bei 50 bis 300°C
thermostabil und ausreichend fliichtig sind, weil die Trennung durch eine Verteilung in der
gasformigen (mobilen) Phase und der stationdren Phase erfolgt (Verteilungschromatogra-
phie). Die stationdre Phase ist entweder ein pordser, polymerer Feststoff oder eine viskose
Fliissigkeit, die in Form eines diinnen Films mit unterschiedlichen Schichtdicken (0,1 — 5 pm)
auf die Sdulenwandung gebracht wird. Der Innendurchmesser der Séaule betrdgt etwa 200-300
pm. Aufgrund ihrer Robustheit werden unpolare stationdre Phasen (z.B. Silicone) bevorzugt

[67]. Die Kapillargaschromatographie mit Quarzkapillarsdulen (engl: fused silica columns)
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von geringem Innendurchmesser ist in der Pestizidanalytik weit verbreitet [68] und hat in den
90-er Jahren die Verwendung gepackter Sdulen nahezu ersetzt [69, 70].

Die Wahl des Tragergases hingt von dem Detektor ab. Verwendet werden He, Ar, N, sowie
H,. Helium ist aufgrund seiner inerten Eigenschaften und sicheren Handhabung universell
einetzbar. Wihrend der Chromatographie wird die mobile Phase bei kontrolliertem Druck
iiber den Injektor in die Trennséule iiberfiihrt, durchlduft diese entlang der stationdren Phase

und verldsst das chromatographische System durch den Detektor.

Die Probe wird mit Hilfe einer Spritze in den Injektor eines Injektorsystems gebracht und mit
dem Trigergasstrom auf die Trennsdule gespiilt, die sich in einem beheizten und temperatur-
programmierbaren Ofen befindet. Die Trennung der Substanzen erfolgt durch wiederholte
Verteilung der Einzelkomponenten zwischen mobiler und stationédrer Phase (Adsorptionschro-
matographie bei fester stationdrer Phase, Verteilungschromatographie bei fliissiger stationérer
Phase). Der Transport der Probe erfolgt ausschlieBlich in der mobilen Phase, wohingegen die
Trennung nur in der stationdren Phase stattfindet. Die Trennung der Verbindungen einer
Probe erfolgt aufgrund unterschiedlicher Dampfdriicke (Temperaturprogramm) und
unterschiedlich starker Wechselwirkungen mit der stationdren Phase. So halten sich
Verbindungen mit hohem Dampfdruck und/oder niedriger Affinitdt zur stationéren Phase nur
fiir kurze Zeit in der Trennsdule auf. Umgekehrt werden Verbindungen mit niedrigem
Dampfdruck und / oder héherer Affinitdt zur stationdren Phase langsamer eluiert.

Durch die Anwendung eines Temperaturprogrammes werden die physikalisch-chemischen
Eigenschaften des Trigergases (Viskositit, Kommpressibilitit) verdndert und der Trégergas-
fluss sowie dessen Geschwindigkeit dariiber hinaus beeinflusst.

Parameter zur maf3geblichen Beeinflussung der Trennleistung — und damit der Selektivitit —
sind folglich die Wahl der stationdren Phase sowie das entsprechende Temperaturprogramm

wiahrend des Trennlaufes.

Phenylharnstoffe und Carbamate sind thermisch zu labil und Carbonsduren zu polar, um sie
gaschromatographisch analysieren zu konnen. Deshalb werden fiir diese Substanzen z.B.
Derivate hergestellt, die fiir die GC-Trennung besser geeignet sind, weil sie fliichtiger und
unpolarer als die Ausgangssubstanzen sind [71, 72, 73]. Auch die LC-MS/MS-Analytik er-
moglicht die Analytik von Pestiziden, die aufgrund ihrer chemisch-physikalischen Eigen-

schaften nicht mittels GC analysiert werden konnen.
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Hochleistungs-Fliissig-Chromatographie (HPLC)

Im Bereich der Pestizidanalytik wurde die High Performance Liquid Chromatography ur-
spriinglich nur ergdnzend zur GC-Analytik eingesetzt. Pestizide, die aufgrund ihrer geringen
Fliichtigkeit, Thermolabilitdt sowie aufgrund ihrer hohen Polaritét nicht gaschromatografisch

erfasst werden konnten, wurden deshalb mittels HPLC untersucht.

Bei der HPLC wird das Laufmittel durch die chromatographische Trennsédule (i.d.R mit 50-
300mm Lénge und einem Innendurchmesser von 2-4mm) gefiihrt. Die Trennung wird
thermostatisiert bei einem Druck zwischen 50 und 250bar vorgenommen. Zur Erzielung einer
hohen Trennleistung bei gleichzeitiger Minimierung der Peakdispersion wird im Analytik-
bereich mit kleinen Teilchen stationdrer Phase (Grofe: 3-10um) und entsprechenden Fluss-

raten (0,5-2ml/min) gearbeitet [74, 75].

Bei der Fliissigchromatographie wird je nach Polaritdt der stationiren Phase zwischen
Normalphasen- (NP) und Umkehrphasen- (RP) Chromatographie unterschieden. Bei der NP-
Chromatographie wird als stationdre Phase hochpordses Material mit grofer spezifischer
Oberfldche, oft Kieselgel (Si0O;) oder Aluminiumoxid (Al,O3) verwendet (Adsorptionschro-
matographie). Um die Trenneigenschaften weiter zu modifizieren, konnen diese Materialien
durch Einbringen funktioneller Gruppen (z.B. NO,-, NHs-) verdndert werden. Die Analyten
werden durch unterschiedlich starke Adsorption an die stationdre Phase getrennt. Als mobile
Phase werden unpolare Losungsmittel, z.B. n-Hexan eingesetzt [71].

Im Bereich der Riickstandsanalytik wird haufig die Reversed-Phase-HPLC verwendet bei der
die Polaritit der stationdren Phase durch chemische Anbindung einer unpolaren Verbindung
an das Basismaterial umgekehrt wird. Die ODS-Phase (Abkz.: Octadecyl Silica) auf
Kieselgelbasis, bei der an das Kieselgel durch Reaktion mit Alkyldimethylchlorsilan eine
lange apolare C18-Alkylgruppe chemisch gebunden wird, ist hier sehr verbreitet.

Als mobile Phase dienen wissrig-organische Losungsmittel [76, 77], die bindre Gemische aus
Wasser und organischen Losungsmitteln (z.B. Acetonitril) sind. Fiir Untersuchungen sehr
polarer Molekiile werden polare RP-Sorbentien eingesetzt. Bei diesen Phasen werden
zwischen hydrophober Alkylkette und Kieselgeloberfliche polare Gruppen eingebunden, die
vorhandene Restsilanole ,,deaktivieren” und sogar den FEinsatz rein wéssriger Eluenten
ermdglichen.

In der HPLC wird die Auftrennung der Analyten im Wesentlichen durch die Variation der
Eluentenzusammensetzung beeinflusst. Neben der isokratischen Elution, bei der die Zusam-
mensetzung des Elunenten konstant bleibt, ist auch eine Gradientenelution moglich, bei der

sich der organische Losungsmittelanteil mit fortschreitender Analysendauer kontinuierlich er-
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hoht. Dadurch konnen stirker retardierte Analyten schneller eluieren (Verbesserung der Peak-
schirfe), und weniger stark retardierte Analyten konnen trotzdem noch ausreichend aufge-
trennt werden. Somit konnen durchaus kiirzere Analysezeiten mit schérferen Peaks und ggf.
besserer Auflosung erzielt werden. Insbesondere im Hinblick auf die Entwicklung von Multi-
methoden ist die Gradientenelution der Isokratischen iiberlegen [78]. Die Selektivitit des
Trennverfahrens kann auch durch Verdanderungen der Eigenschaften der mobilen und statio-
ndren Phasen (z.B. Polaritat, pH-Wert, Hydrophobizitdt, Partikelgro3e, Porenvolumen) beein-
flusst werden [79].

Die Anwendung fliissigkeitschromatographischer Trennverfahren in Kombination mit mas-
senspektrometrischer Detektion (MS) hat im Bereich der Pestizidanalytik deutlich
zugenommen. Zu den untersuchten Substanzgruppen zédhlen Benzoylharnstoffe [80], Benz-
imidazole [81, 82], Carbamate [83], Imidazole [84, 85], Sulfonylharnstoffe [86], Phenylharn-
stoffe [87], Triazine [88], hochpolare Pestizide wie u.a. Chlormequat, Daminozid, Ethephon,
Glufosinat und Glyphosat [89] sowie quartire Ammoniumverbindungen wie Paraquat und

Diquat [90].

Detektionsverfahren

Nach Verlassen der Trennsdule werden die Substanzen detektiert. Mit Hilfe der verschiedenen
Detektoren konnen die Wirkstoffe in Abhingigkeit von ihren chemisch-physikalischen Eigen-
schaften selektiv nachgewiesen werden.

Die Multimethode S 19 sieht bereits nach der GPC-Aufreinigung eine gaschromatographische
Trennung der Pestizide mit nachfolgender Detektion vor. Die verwendeten Detektoren
missen mit ausreichender Robustheit und Spezifitdit messen konnen, denn im Probenextrakt
befinden sich auch nach der GPC-Aufreinigung noch Matrixbestandteile, die die analytischen
Signale beeinflussen kénnen [20]. Der Elektronen-Einfang-Detektor (ECD) erfiillt diese An-
forderungen nicht. Eine Messung des Probenextraktes unmittelbar im Anschluss an die GPC-
Aufreinigung wiirde zu zahlreichen Storsignalen (Messung von Matrix-Verschmutzung)
fiihren, die die Auswertung erschweren. Deshalb werden die fiir die ECD-Messung

vorgesehen Probenextrakte mit Mini-Kieselgelsdulen nochmals aufgereinigt.

NPD (Nitrogen phosphorus detector):

Der Stickstoff-Phosphor-Detektor ist aufgrund seiner hohen Spezifitit gegeniiber Stickstoff
und Phosphor fiir die Analyse von Pestiziden (die diese Elemente enthalten) besonders
geeignet. Man unterscheidet zwischen dem Alkali-Flammenionisationsdetektor (AFID) und

dem Thermoionischen Detektor (TID).



Grundlagen der Multimethoden 37

Der AFID ist ein modifizierter Flammenionisationsdetektor und enthilt eine Alkaliquelle
(z.B. Rubidium-Salz). Die Alkaliquelle wird durch eine Flamme erhitzt, so dass Alkaliatome
in die Gasphase iibergehen und ionisiert werden. Die Alkali-lonen bilden den Grundstrom des
Detektors. Probenmolekiile, die in den AFID gelangen, werden in der Flamme verbrannt.
Sofern stickstoff- und/oder phosphorhaltige Verbrennungsprodukte anwesend sind, steigt der
Grundstrom an. Dieser Stromanstieg wird als Detektorsignal gemessen. Die Ursache fiir die
Spezifitit des AFID gegeniiber Stickstoff und Phosphor sind nicht genau bekannt. Es wird
vermutet, dass stickstoff- und phosphorhaltige Verbrennungsprodukte — wie Cyanid- und
Phosphat-Radikale — die Ionisierungsrate der Alkaliatome, die sich in der Gasphase befinden,

deutlich erhéhen [91].

Bei dem TID wird die Alkaliquelle elektrisch beheizt und Wasserstoff nur in so geringen
Mengen zugefiihrt (1-5ml statt 30ml/min) [92], dass die Ionisierung der Alkaliatome abseits
der Flamme im flammenlosen Modus erfolgt. Ein Vorteil des TID gegeniiber dem AFID
besteht darin, dass dieser Detektor ausschlieBlich stickstoff- und phosphorhaltige Komponent-
en anzeigt, wihrend der AFID zusétzlich auf halogenhaltige Substanzen reagiert [93].

ECD (Electron Capture Detector)

Der ECD zeigt Verbindungen an, die Elektronen einfangen. Er reagiert deshalb selektiv auf
elektronegative Verbindungen, besonders auf chlorierte, fluorierte oder bromierte Molekiile.
Radioaktives Nickel-63 im Detektor emittiert Elektronen (B-Strahlung), die das Triagergas
ionisieren. Es entsteht eine Elektronenwolke, iiber die ein konstanter Strom mit Hilfe perio-
discher Spannungspulse aufrechterhalten wird. Das heilt, bei der Kollision der ionisierten
Gasmolekiile entstehen Sekundirelektronen, die aufgrund ihres Energieniveaus (0,02-0,05eV)
als ,,thermische Elektronen” bezeichnet werden.

Alle geladenen Komponenten bilden gemeinsam den Grundstrom des Detektors. Sobald
elektronegative Komponenten in den Detektor gelangen, reagieren diese direkt mit den
Elektronen aus der Elektronenwolke. Die elektronegativen Probenverbindungen, die in der
Lage sind, ,,thermische Elektronen” einzufangen, setzen den Grundstrom herab. Es kommt zu
einer kurzfristigen Abnahme der Elektronendichte in der Elektronenwolke. Diese Anderungen
werden in ein Signal {ibertragen, dass das entsprechende Pestizid identifiziert und dessen

Intensitét flir die Quantifizierung herangezogen wird [93].
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FPD (Flame Photometric Detector)

Dieser Detektor reagiert selektiv auf Phosphorverbindungen. Die Probe trifft auf eine wasser-
stoffreiche Flamme (Knallgasflamme) und regt Phosphor zu einer elementspezifischen
Emission an. Der Detektor misst die Wellenldnge (Extinktion) der durch die Flamme
emittierten Strahlung, wenn die entsprechende Verbindung verbrannt wird. Um
phosphorhaltige Verbindungen zu analysieren, ist ein Filter mit einer Wellenldnge von A=526
nm erforderlich. Mit dem FPD sind auch Schwefelverbindungen detektierbar, sofern der

entsprechende Filter verwendet wird [94].

Massenselektive Detektoren

MS-Detektoren werden der GC- sowie HPLC-Trennung nachgeschaltet. Das Prinzip der
Massenspektrometrie beruht auf der Ionisierung der Analytmolekiile oder Atome, welche
anschliefend anhand ihres Masse/Ladungsverhiltnisses m/z getrennt und detektiert werden.
Der generelle Aufbau der Geréte setzt sich aus einem Einlasssystem, einer lonenquelle, einem
Trennsystem und einem Detektor zusammen [96].

Gasformige
Ionen

~ ~
Ionen- Massen- Ionen-
quelle analysator detektor

- > -

Ionentrennung Detektion

-
* Vakuum

Computer

Die zu bestimmenden Substanzen gelangen nach Verlassen der chromatographischen Trenn-

Abb. 9: Schematischer Aufbau eines Massenspektrometers [96]

sdule liber ein Interface in die lonenquelle des Massenspektrometers. Die Bedingungen eines
Massenspektrometers (Hochvakuum, hohe Temperatur, Ionen in Gasphase) sind denen der
HPLC gegenldufig (fliissige Phase, hoher Druck, niedrige Temperaturen). Aufgrund dieser
Gegensitzlichkeit waren Kopplungen dieser Trennverfahren mit MS-Systemen anfangs nicht

moglich. Erst Ende der 90-er wurden lonisierungsverfahren entwickelt, die bei Atmosphéaren-
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druck (Atmospheric Pressure Ionisation) arbeiten [97], so dass auch ,,GC-untaugliche” thermo-

labile und schwerfliichtige Substanzen mit LC-MS-Kopplungen analysiert werden konnten.

In der Ionenquelle werden die Verbindungen im Vakuum unter festgelegten Bedingungen
ionisiert. Charakteristisch fiir die lonisierungstechniken ist die geringe Energie, die auf die
Analyten iibertragen wird. Hieraus resultieren nur eine geringe Fragmentierung und einfache
Spektren, deren Basispeak dem protonierten (im positiven Modus) bzw. deprotonierten (im
negativen Modus) Molekiil der Fragmente entspricht. Es werden auch Addukte der Analyten
mit Ammonium- und Natriumionen im positiven Modus oder Chloridionen im negativen
Modus beobachtet. Diese chemischen Reaktionen sind Gleichgewichtreaktionen und damit

von der Gasphasen-Siure-Base-Chemie der beteiligten Molekiile abhédngig [98, 99]:

Elektronentransfer: [M]———— — € — [M]"

Protonentransfer: M]—— + HY —— [M+H]

Kationenanlagerung: [M]——— + Kat'— [M +Kat]" (Kat™: z.B. NH;", Na", K")
Elektronentransfer: [M]——— + ¢& —> [M]

Protonentransfer: M]—— - H —— [M-HJ

Anionenanlagerung: [M]——— + A~ —— [M+ A] (A z.B. CI, Br, HCOO)

Die Uberfiihrung in die Gasphase und die Ionisierung der Analyten erfolgen in einer dem
hochevakuierten Massenanalysator vorgeschalteten Ionenquelle. Bei GC-MS-Kopplungen
kommen insbesondere folgende lonisierungstechniken zum Einsatz:

1. ElektronenstoBionisation (EI = electron impact)

2. Chemische Ionisation (CI).

Die Ionisierungstechniken bei LC-MS-Kopplungen sind iiblicherweise

3. Electrospray-lonisation (ESI) sowie

4. APCI (atmospheric pressure chemical ionisation).

Bei der ElektronenstoBionisation werden Elektronen durch ein elektrisches Feld auf eine kine-
tische Energie von 5-200eV (i. d. R. 70eV) beschleunigt und iiber eine Gaswolke zu den zu
ionisierenden Molekiilen gefiihrt. Bei der chemischen lonisation wird ein Gas zugefiihrt, wel-
ches zuvor durch ElektronenstoBionisation ionisiert wurde. Die aus dem Gas gebildeten Ionen
reagieren schlieBlich mit dem Analyten und ionisieren diesen. Der Fragmentierungsgrad ist
hier geringer als bei der Elektronenionisation. Die chemische lonisation gehort zu den schon-
enden lonisierungstechniken — ebenso wie die nachfolgenden beschriebenen zwei Verfahren

[98].
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Elektronenspray-Ilonisierung (ESI)

Bei der Elektronenspray-Ionisierung werden die Ionen, die in der fliissigen Phase vorgebildet
wurden, in die Gasphase iiberfiihrt [100]. Hierzu wird die fliissige Probe mit Hilfe von Stick-
stoffgas in einem Hochspannungsfeld vernebelt, wobei kleine positiv (ESI positiv Modus)
oder negativ geladene Tropfchen (ESI negativ Modus) entstehen. Durch anschlieende
Losungsmittelverdampfung verkleinert sich der Tropfenradius, wodurch sich die Ober-
flichenspannung bis zu einer kritischen Grofe erhoht und der Tropfen schlieBlich platzt
(Coulomb-Explosion). Nach komplettem Verdampfen und Absaugen des Losungsmittels
liegen die geladenen Teilchen gasformig in der Ionenquelle vor. Bei Molekiilen mit groBem
Molekulargewicht (z.B. Peptide) entstehen mehrfach geladene (protonierte) Molekiilionen
[100]:

1.Dispersion 2. Desolvatation 3. Massenanalyse
Analyt in _hoch geladene _ gasformige -
Losung “Initialtrépfchen " Tonen g

Atmosphéarendruck o Vakuum
Losung Q@ Q%% /
s @LQQQ% O &% By MS

TSN

Abb. 10: Aufbau einer ESI-Ionenquelle [100]

Athmospheric Pressure Chemical Ionisation (APCI)

Bei der APCI sind die Ionisationsbedingungen hirter als bei der ESI-Technik, so dass auch
die Ionisierung weniger polarer Verbindungen moglich ist. Es findet eine chemische
Ionisierung statt, bei der die Ladung mittels eines Reaktands auf die Analyten iibertragen
wird. Die Mischung aus Losungsmittel und Analyten wird unter Temperaturen von bis zu
600°C durch eine Kapillare verspriiht und komplett verdampft. Eine unter Spannung stehende
Stahlnadel erzeugt Entladungen, in deren Folge die im Uberschuss vorhandenen Bestandteile

des Losungsmittels (wie z.B. Methanol oder Wasser) protoniert bzw. deprotoniert werden.
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AnschlieBend erfolgt ein Protonentransfer zu (positiver Modus) oder von (negativer Modus)
den Analytmolekiilen. Die Analytionen werden anschlieBend in einen Vakuumbereich

iiberfiihrt [98, 99]:

Spriih-Nadel/Kapillare Analyt-/Losungsmittel-
\ tropfen (Spray)
N, Fluss
Analyt/Lésungs- — . / . I— 2 Zum Massen-
mittel e / spektrometer
— .... Py .’ﬂ%::‘:.:::..om.oooo —_—
‘ | / lonen .
Uberfiihrungs-
Gas Heizvorrichtung \ kapillare

Corona Nadel

Abb. 11: Atmospheric Pressure Chemical Ionisation [98, 99]

Massenspektrometersysteme

Es werden vier Massenspektrometertypen nach ihren Massentrennsystemen unterschieden:
Die einfach oder doppelt fokussierenden magnetischen Sektorfeldgerite, die Quadrupol-
Gerite, Ionenfallen (Ion traps) und Time-of-Flight-Gerite [96]. In Abhédngigkeit von ihrem
Masse/Ladung-Verhéltnis werden die Gasphasenionen im Massenanalysator physikalisch
getrennt und dann zum Detektor (Sekundirelektronenvervielfacher) weitergeleitet. Um ein
Massenspektrum zu erhalten, werden die gebildeten Ionen nach ihren Massen getrennt.
Hierzu werden die Ionen durch ein schwaches Feld aus der Ionisierungsregion der Quelle ent-
fernt und anschlieBend {iber ein Potentialgefille beschleunigt. Die Geschwindigkeit v der ein-
zelnen Ionen hingt von der Ladung e und der Masse m der lonen sowie von der Beschleuni-

gungsspannung U ab:

m Xv2

2 4) beziehungsweise p = \/2 xe xU

e XU =

()

Beim Sektorfeld-Massenspektrometer werden die Ionen mit Hochspannung beschleunigt,
dann in ein Magnetfeld entsprechend ihres Masse-/Ladungsverhiltnisses getrennt. In einem
weiteren Sektorfeld werden die Fragmente beziiglich ihrer Energiedispersion klassifiziert. Nur
Ionen, die eine Kreisbahn mit einem bestimmten Radius beschreiben, konnen den Kollektor-

spalt passieren.
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Quadrupol-Massenspektrometer

Der Quadrupol ist ein Massenfilter aus vier parallelen Metallstdben. Unter vorgegebenen
physikalischen Bedingungen erreichen nur Ionen mit bestimmten m/z-Werten den Detektor
(elektromagnetische Wechselwirkungen). Die Metallstdbe sind kreuzweise miteinander lei-
tend verbunden. Die Ionentrennung erfolgt mit Hilfe elektrischer Felder. An je zwei gegen-
iiberliegende Stibe werden jeweils eine Wechselspannung und eine positive bzw. eine
negative Gleichspannung angelegt. Die Wechselspannung bewirkt, dass relativ zur
Mittelachse abwechselnd positive und negative Felder entstehen. Durch das Stabsystem
fliegende positive lonen werden wihrend der positiven Phase zur Mittelachse, wéihrend der

negativen zu den Stiben hin beschleunigt.

Die seitliche Ablenkung hingt von der angelegten Spannung, der Frequenz und der Masse der
Ionen ab. Die positive Gleichspannung bewirkt eine generelle Ablenkung zur Mittelachse hin
und unterstiitzt damit schwere Ionen, die das System passieren konnen. Leichte Ionen schwin-
gen aus und werden entladen, indem sie die Stibe treffen. Eine umgekehrte Wirkung hat die
negative Gleichspannung, die Ionen iiber eine bestimmte Masse zu den Stiben hin ablenkt.
Das positive Feld der entsprechenden Wechselspannung reicht aus, um Ionen mit geringer
Masse zur Mitte des Stabsystems zu bringen. Zwei gegeniiberliegende Stibe sperren somit fiir
geringe Massen, die anderen zwei fiir hohe Massen. Durch geeignete Abstimmungen dieser
Spannungen wird erreicht, dass jeweils nur lonen einer Masse das Stabsystem durchfliegen

konnen [96]:

me= (L] miz= miz=
100 10 1000
—»—W\—» Detektor — | Detektor — | Detektor

L ] L 1

Abb. 12: Ablenkung der Ionen mit bestimmten m/z-Werten im Quadrupol-Massen-
spektrometer
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Tandem Massenspektrometer (MS-MS)

Da die ESI schonend ist, entstehen bei der lonisierung in der Regel keine Fragmente. Um
dennoch Informationen iiber die Struktur eines Molekiils zu gewinnen, werden die Molekiile
in Tandem-Massenspektrometern gezielt zur Fragmentierung angeregt. Das Tandem-MS
umfasst 3 Quadrupole (Triple-Quadrupol), wobei nur beim ersten und beim dritten eine Messung
erfolgt. Man verwendet hierbei zwei Stufen der Massenanalyse: In der ersten wird eine Ionen-
sorte aus einer Mischung ausgewéhlt, und in der zweiten Stufe werden die z.B. durch Sto3 mit
Inert-Gasmolekiilen (z.B. Helium) induzierten Fragmente analysiert. Diese Doppelanalyse

kann sowohl raumlich als auch zeitlich getrennt ablaufen [100].

Quadrupol 1 (Q1) Quadrupol (Q2) Quadrupol 3 (Q3)
Massenanalysator Stolkammer Massenanalysator
. 1] 1
—_— —_—
- R —_—
» » ﬁ
—_— —

Abb. 13: Prinzip der Tandem-Massenspektrometrie [100]

Flugzeit-Massenspektrometer (Time of Flight, ToF)

TOF-Analysatoren nutzen unterschiedlich lange Flugzeiten von Ionen mit unterschiedlichen
m/z-Werten durch den evakuierten Raum. Leichtere Ionen erreichen das Ende des Flugrohres
schneller als schwerere, und so kdnnen beide nacheinander registriert werden. Die Analysa-
toren werden nur mit einer gepulsten Ionenerzeugung und nicht mit einem kontinuierlich ge-
bildeten lonenstrahl betrieben. Die Messung findet gepulst statt, um die gleichzeitige Ankunft

von lonen mit unterschiedlichen m/z-Werten zu vermeiden [98]:
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Abb. 14: Ionentrennung in einem Flugzeit-Massenspektrometer [98]
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Die MS-TOF Technik wurde beispielsweise in einer Studie zum Multimethodenvergleich von
Hemmerling et al. [20] verwendet. Aufgrund der punktgenauen Selektion der einzelnen Frag-
mentionen war es im Rahmen der Studie moglich, in den meisten Féllen ein (von Matrix-
effekten) ungestortes lon zur Quantifizierung komplexer Wirkstoff-/Matrix-Gemische zu
extrahieren. Hierzu wurden fiinf Lebensmittel — die entsprechend dem ,,Document No.
SANCO/10684/2009” [15] Lebensmittelkategorien mit unterschiedlichen FEigenschaften
(fettreich, sauer etc.) reprasentieren sollen — mit insgesamt 88 Wirkstoffen dotiert und auf ihre

Wiederfindungsraten tiberpriift.

Einfluss der Messzeit: Full Scan und Selected Ion Monitoring

Die Messung der Tonen kann durch die Aufnahme eines kompletten Spektrums (sogenannter
Full Scan Modus) oder durch eine empfindlichere massenselektive Detektion (Selected Ion
Monitoring, sogenannter SIM-Modus) erfolgen.

Im Full Scan Modus wird wéhrend des Laufs ein vom Anwender festgelegter Massenbereich
vermessen. Die lonenstrome der einzelnen Massen werden mit Hilfe der elektronischen
Datenverarbeitung aufsummiert und als TIC-Chromatogramm (Total-lonen-Chromatogramm)
dargestellt, aus dem sowohl die jeweiligen Massenspektren (bei einer bestimmten Retentions-
zeit) oder die rekonstruierten Ionen-Chromatogramme (RICs) der einzelnen Ionen (iiber einen
bestimmten Zeitbereich) extrahiert werden konnen.

Im SIM-Modus werden innerhalb eines Messzyklus wenige vom Anwender individuell ausge-
wihlte lonen gemessen. Im Gegensatz zum Full Scan Modus, bei dem innerhalb eines Mess-
zyklus (etwa 1 s) der gesamte Massenbereich detektiert wird, steht im SIM fast die ganze
Messzeit fiir diese wenigen ausgewdhlten lonen zur Verfiigung. Die Verldngerung der indivi-
duellen Messzeiten (dwell time) der Ionen auf 100 bis 300 ms fiihrt im Vergleich zum Full
Scan Modus zu einem deutlich verbesserten Signal / Rauschen-Verhiltnis. Damit kommt es
zu einer erheblichen Empfindlichkeitssteigerung um einen Faktor von etwa 100. Aus der Be-
schrinkung auf wenige charakteristische lonen resultiert aber auch ein Informationsverlust.
Die lonenstrome aller Analyten werden anschlieBend zu einem sogenannten Multiple lon

Detection (MID)-Chromatogramm aufsummiert.

Ein grundsitzliches Problem bei der Detektion mittels MS ist der Umstand, dass die dwell
time und damit die Zeitfenster, innerhalb derer die Masseniiberginge gemessen werden, vom
Anwender individuell angelegt werden. Laufen ausgewihlte Ionen auflerhalb ihres charakt-
eristischen Zeitfensters in den Detektor, ist die Gefahr grof3, dass sie iibersehen werden. Sind

die Fragmente in geringer Konzentration vorhanden (wenn ein Pestizid nur im Bereich der
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Bestimmungsgrenze von etwa 10 ppb in der Ausgangsprobe enthalten ist), so kommt dariiber
hinaus die Schwierigkeit hinzu, dass die Signale im Full Scan Modus nicht gesehen werden
(nicht-ausreichende Sensitivitidt) und die Verstdrkung der Signalintensitit auch im SIM-
Modus hier keinen Vorteil mit sich bringt, da sich der Analytiker (aus Unwissenheit) nicht auf

das entsprechende Zeitfenster setzt (nicht ausreichende Selektivitét).

Einfluss und Beriicksichtigung der Matrixeffekte / Laborroutine

Der Matrixeffekt ist in seinen Ursachen sehr vielfdltig. Durch konkurrierende Ionisierungen
zwischen Matrixkomponenten und Analyten kann es z.B. zu Ionen-Supressionen und damit
zu reduzierten Gehaltbestimmungen kommen. Weiterhin kdnnen Matrixkomponenten auch
die Oberflichenspannung beeintrichtigen und mit den Analyten Addukte bilden. Dabei

werden andere Ionen gebildet als bei Proben in organischem Losungsmittel. So bildet der
+
Pestizid-Standard beispielsweise [M+H] Molekiilionen, wihrend das gleiche Pestizid in der

aufgearbeiteten Matrix [MJrNa]+ Molekiilionen bildet [102]. Matrixeffekte konnen auch zu
gegenteiligen Effekten fithren (Signalverstirkung), d.h. auch erh6hte Ionenausbeuten konnten
bei Anwesenheit von Stormatrices bereits festgestellt werden [103]. Hemmerling et al. hat die
Beobachtungen der Peaksubpression sowie der Signalverstarkung im Rahmen seines Multi-
methodenvergleiches bei allen drei Multimethoden (DFG S 19, QuEChERS und BfR-
Methode) festgestellt. Dabei konnte er zeigen, dass der Matrixeinfluss bei hoheren Konzentra-
tionen schwécher in Erscheinung tritt, da das Signal des gesuchten Analyten entsprechend

starker auftritt:

Tabelle 5: Einfluss der Matrix auf die Peakverstirkung (Hemmerling et al. [20])

Wirkstoff Wiederfindung Wiederfindung
(Dotierung: 0,01 mg/kg) (Dotierung: 0,1 mg/kg)
Buprofezin 168 % 111 %
Pirimiphos-ethyl 176 % 147%
Propagit 174 % 128 %
Trifloxystrobin 184 % 158 %

Vergleichbare Effekte fiir Peaksupressionen stellt Hemmerling et al. gleichermallen dar, und
auch hier nimmt der Matrixeffekt bei hoheren Konzentrationen ab [20].
Im zweiten Teil der Hemmerling-Trilogie [21] wird im Rahmen einer Interlaborstudie am

Beispiel von Pirimicarb und Cyprodinil die Ursache fiir einen auffillig hohen Befund dieses

Wirkstoffes bei der Methode DGF S 19 im Vergleich zur QUEChERS- und BfR-Methode
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herausgearbeitet. Wihrend im BfR- und QuEChERS-Extrakt die coeluierende Matrix &hnlich

klein ist, wird die Pirimicarb-Elution im DFG S 19-Extrakt durch einen groen Matrixpeak

gestort:
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Abb. 15: Elutionsbereich von Pirimicarb in der Matrix Siikirsche [21]
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Abb. 16: Elutionsbereich von Cyprodinil in der Matrix Johannisbeere [21]

SchlieBlich fiihrt ein wenig gereinigter Probenextrakt zu einer zusétzlichen Belegung der
Trennsdule (hier: GC) und damit zu einer erheblichen Verschiebung der Retentionszeit. Eine

Identifizierung des Wirkstoffes anhand herkdmmlicher Mittel (Retentionszeittabellen,
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Ionenspur im SIM-Fenster) wiirde zu einer Fehlinterpretation und somit zu einem falsch-

negativen Befund fiihren:

Retz.729 sek.
"

T T T T T T S 19

Zeit (s) 690 700 710 720 730 740
Retz.709 sek.

T T T T T T BfR
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Retz. 705 sek.

. : , . : QuEChERS

Zeit (s) 690 700 710 720 730 740

Abb. 17: Retentionszeitverschiebungen von 20 pg/kg Mepanipyrim in Gurke [21]

Zur Reduzierung des Matrixeffektes bei der Quantifizierung werden unterschiedliche Ansitze
verfolgt. Neben einer effektiven Probenaufreinigung sowie Analytanreicherung durch die
einzelnen Module der Multimethoden wird der Matrixeffekt dariiber hinaus durch

nachfolgende Verfahren simuliert und somit abgeschitzt:

- Standardaddition [100]: Hierbei wird das Signal der Probe gemessen, anschlieBend
wird eine bekannte Menge des zu quantifizierenden Analyten zugegeben
(Standardaddition), und die Probe wird erneut gemessen. Die zu erwartende
Konzentration der Analyten in der Probe muss bekannt sein, weil die Konzentration

des addierten Mischstandards in demselben Konzentrationsbereich liegen sollte, um
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moglichst reale Bedingungen zu schaffen. Dieses Verfahren ist arbeitsaufwendig und
wird durch die Komplexitdt insbesondere bei der Anwendung von Multimethoden
(unterschiedliche Pestizide mit unterschiedlichen Bestimmungsgrenzen je nach

Matrix) erschwert.

- Externe Matrixkalibrierung [100]: Der Extrakt einer unbelasteten Probe wird in
Analogie zur Probe aufgearbeitet und mit den Kalibrierldsungen versetzt. Die
aufgearbeitete Matrix des ,,Blanks” beinhalten im besten Fall identische Matrixkom-
ponenten wie die unbekannte Probe. Die Matrixeffekte betreffen dadurch die Analyten
im Kalibrierstandard und die Analyten in der Probe gleichermallen, was zu richtigen
Ergebnissen fiihrt. Die Methode ist zeit- und arbeitsaufwendig, wird jedoch in der
Pestizidanalyse haufiger eingesetzt [10, 102].

- Quantifizierung iiber interne isotopenmarkierte Standards [96]: Als interne Standards

13 2
werden C- oder D-markierte Wirkstoffe verwendet. Die Matrixeffekte werden

dadurch nicht verhindert, sie beeinflussen aber die nativen und markierten Substanzen
gleichermafen und kénnen somit effektiv simuliert werden. Verluste, die wéhrend der
Aufarbeitung auftreten, werden durch die Berechnung der Ergebnisse {iber

isotopenmarkierte interne Standards genau ausgeglichen.

Alle drei beschriebenen Verfahren stellen in der Routineanalytik einen erhéhten Aufwand dar
(Kosten z.B. fiir (isotopenmarkierte) Standards sowie erhdhter Zeitaufwand durch Wiederhol-
analysen und zusitzliche Aufarbeitung von ,Blank”-Proben). Weiterhin ist nicht jeder
Wirkstoff als isotopenmarkierter Standard erhéltlich. Insofern sind zwar Maoglichkeiten
gegeben, die vielfdltigen Matrixeinfliisse zu reduzieren. Thr Einsatz in der Laborroutine ist

deswegen jedoch nicht sichergestellt.

Mit der Etablierung der Multimethode nach QUEChERS wurde auch ein neuer Ansatz aufge-
griffen, der insbesondere im Bereich der Gaschromatographie die Reduzierung des
Matrixeffektes zum Ziel hat: Durch die Zugabe von so genannten ,,Analyte Protectants” (AP)
[104] zum Probenextrakt soll der Matrixeffekt nivelliert werden. Das Prinzip der Analyte

Protectants basiert auf der Annahme, dass Matrixmolekiile so genannte ,,aktive Stellen” in der

Trennsdule / Liner (z.B. Siloxane oder abgelagerte Matrixbestandteile) blockieren, wodurch
die Analyten nicht mehr mit diesen wechselwirken konnen und ihre Peaks dementsprechend
weniger zum Tailing neigen und saubere sowie groBere Signale im Chromatogramm zeigen
(matrixinduzierte PeakvergroBerung). Sind keine Matrixbestandteile anwesend (z.B. in einer

Standard-Kalibrierlosung, in der der Standard des Analyten nur im Losungsmittel vorliegt), so
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tritt dieser Matrixeffekt nicht ein, das Signal wird kleiner und der Peak tailt. Bei Verwendung
von Kalibrierstandards in reinem Losungsmittel fiihrt dies bei der Quantifizierung der
Analyten deshalb zu Fehlern. Analyte Protectants sind Substanzen, die mit aktiven (freien)
Stellen im Gaschromatographen in Wechselwirkung treten und diese weitestgehend
blockieren, so dass die Analyten geschiitzt werden und einen schirferen ggf. auch groBeren
Peak frei von Peak-Tailing im Chromatogramm zeigen. Durch die Zugabe von Analyte

Protectants zur Probeldsung und Kalibrierlosung (in reinem Losungsmittel) werden die

Matrix-Effekte sowie die der Analyte Protectants nivelliert [104, 105]. Der beste Schutz
wurde mit Polyhydroxy-Verbindungen wie Zucker und Zuckerderivaten erzielt [104]. Weiter-

hin wird auch der Ansatz optimaler AP-Kombinationen verfolgt [106].
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3.3.2 Die Multimethode L 00.00-115 (QuEChERS)

Aufgrund der geringen Probeneinwaage von 10g (Risiko von Inhomogenitit) wird die Probe
im tiefgekiihlten Zustand unter Zugabe von Trockeneis homogenisiert. Die Extraktion erfolgt
mit Acetonitril unter Zugabe von Salzen und einem Zitratpuffer. Die Extraktaufreinigung
wird mit einer dispersiven SPE mit primarer und sekundédrer Aminfunktion (PSA) zur Ent-
fernung von insbesondere Zuckern und organischen Sduren vorgenommen. Aufgrund der
alkalischen Eigenschaften des PSA sollen eventuell enthaltene alkali-labile Pestizide durch
Sdurezugabe vor Abbau geschiitzt werden. Die Konzentration des Probenextraktes betragt
1,0g/ml. Dieser wird schlieBlich instrumentell analytisch (z.B. GC- und LC-Trennung/MS-

Detektion) vermessen:

Probenmenge: 10 g
Standardisierung der
Extraktionsbedingungen

(Wasserzugabe) e -
__________ .~ Homogenisierung™
v ‘\\{nit Trockeneis .-
LT Extraktion mit 10 ml Acetonitril
/ Schiitteln: ™,
+ 1. Extraktions-i- = = == === - - -
\‘\ schritt ./ v
et g Zugabe von MgSOy4, NaCl e )
sowie Zitratpuffer ,/’/ Schiitteln: 2. Extraktions- s
____________ + Schritt mit anschliefender Zen-
v “~.trifugation (Phasentrennung).-”
o Zugabe von PSA sowie MgSO, — ggf. e -
T T Graphitized Carbon Black (GCB)
/“Aufreinigung mit,
. anschlieBender ——~~==~----7
v

\ . . ’
*v Zentrifugation -
S -7 Zugabe von

- -~

Ameisensi /“Stabilisierung'
meisensaur o
clsensaure _ -+ alkali-labiler |

~

*~. Pestizide .-~

|

Instrumentelle Analytik: Instrumentelle Analytik: Fliis-

Gaschromatographie mit sigkeitschromatographie mit

anschliefender Detektion anschlieBender Detektion
(z.B. GC-MSD) (z.B. LC-MS/MS)

Abb. 18: Ablaufschema der Multimethode L 00.00-115 (QuEChERS, [10])
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Aufgrund der geringen Probeneinwaage wird in der Methodenvorschrift darauf hingewiesen,

die Variabilitét (zufdllige Abweichung von Werten um einen Mittelwert [13]) zu iiberpriifen,

indem man mehrere Sub-Proben des gleichen Ausgangsmaterials untersucht und die

Abweichungen entsprechend iiberwacht [10]. Die Methodenvorschrift weilit auch darauf hin,

dass Pestizide mit bestimmten Eigenschaften unter den Randbedingungen der Methode nicht

erfasst werden konnen, weshalb alternative Vorgehensweisen beschrieben werden:

Phenoxyalkancarbonséduren (z.B. Fluazifop, Bromoxynil): Da diese mit dem PSA rea-
gieren, sind sie in dem NICHT aufgereinigten Extrakt, d. h. nach der 1. Zentrifugation

des Rohextraktes zu liberpriifen.

Der Zitratpuffer erreicht i. d. R. einen pH-Wert Bereich von 5-5,5. Dieser stellt einen
Kompromiss dar, um einerseits alkali-labile Pestizide (z.B. Captan, Folpet) vor Abbau
zu schiitzen, und um andererseits sdure-labile Wirkstoffe (z.B. Pymetrozin, Dioxa-
carb) in einem leicht sduerlichen pH-Bereich noch stabilisieren zu konnen. Sofern die
Matrix selbst saure Eigenschaften aufweist (z.B. Zitronen), ist davon auszugehen, dass
durch die Zitratpuffer-Zugabe der pH-Wert auf einen Bereich < pH 3 fillt, so dass
durch eine entsprechende Zugabe von Natronlauge diesem Effekt entgegengewirkt

werden soll.

Wachse und Fette, die entsprechende Proben (z.B. mit Wachs behandelte Zitrus-
friichte) enthalten, konnen durch Ausfrieren vor oder nach der PSA-Aufreinigung
entfernt werden, um die Robustheit der Methode nicht zu gefdhrden. Weiterhin
konnen Fette auch durch Zugaben von Sorbentien (basierend auf C18- sowie C8-

Umkehrphasen) im Rahmen der PSA-Aufreinigung entfernt werden.

Fiir Proben, die reich an Carotinoiden (z.B. Paprika, Karotten) oder Chlorophyll (z.B.
Spinat, Salat) sind, soll bei der Aufreinigung ein ,,Kombinations”’-Sorbens aus PSA
sowie Graphitized Carbon Black (GCB=graphitisierter Kohlenstoff) verwendet
werden, um die entsprechende Stormatrix zu entfernen. Hierbei werden allerdings
auch planare Pestizide (z.B. Coumaphos, Thiabendazol, Quintozen) aus dem Extrakt

entfernt.

Durch die PSA-Zugabe erhoht sich der pH-Wert kurzzeitig auf pH > 8, so dass die
Stabilitdt von alkali-sensitiven Pestiziden (z.B. Captan, Folpet, Dichlofluanid sowie
Chlorothalonil) gefdahrdet wird. Deshalb sollte durch Zugabe von Ameisensdure der
pH-Wert auf 5 herabgesetzt werden. In diesem pH-Wert-Bereich kann jedoch die
Stabilitit der sidure-labilen Pestizidgruppen (z.B. der Sulfonyl-Harnstoffe, Carbosulfa-
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ne und Benfuracarb) nicht sichergestellt werden, weshalb empfohlen wird, einen nicht

mit Ameisensaure behandelten Extrakt auf diese Wirkstoffe zu untersuchen.

- Um die erforderliche Sensitivitdt (Empfindlichkeit) der Analytik sicherstellen zu kon-
nen, werden im Bereich der GC-Analytik so genannte PTV (Programmed
Temperature  Vaporizer) Einlasssysteme empfohlen, weil dadurch das
Injektionsvolmen des Probenextraktes (1g/ml) mindestens verdreifacht werden kann

(Injektionsvolumen > 3ul — statt 1pul).

Zusammenfassend ldsst sich somit feststellen, dass die Multimethode nach QUEChERS — im
Vergleich zu der Multimethode DFG S 19 — mit deutlich weniger Aufwand betrieben werden
kann. Allerdings ist auch die QuEChERS Methode ein analytischer Kompromiss. So
erfordern beispielsweise alkali-sensitive sowie sdure-labile Pestizide eine gesonderte
Extraktaufreinigung, da die Stabilitit der Pestizide andernfalls gefdhrdet ist, was das Risiko
falsch-negativer Analysenergebnisse deutlich erhoht. Die Verwendung von GCB kann zur

Entfernung planarer Pestizide fiihren.

3.3.3 Die Multimethode L 00.00-113 (BfR-Methode)

Aufgrund der geringen Probeneinwaage von 10g (Risiko von Inhomogenititen) wird auch
hier die Zugabe von Trockeneis zur tiefgekiihlten Probe bei der Homogenisierung empfohlen.
Die anschliefende Extraktion erfolgt nach Standardisierung der Extraktionsbedingungen
(Wasserzugabe) mit Methanol. Die Extraktaufreinigung wird durch Solid Supported Liquid
Extraktion (SLE) vorgenommen. Der Analyt verteilt sich hierbei zwischen der wasserhaltigen
Probe und einem (mit Wasser nicht mischbaren) organischen Losungsmittel (in Analogie zur
Fliissig/fliissig-Extraktion). Der wissrige Probenextrakt wird auf trockene Diatomeenerde
(Kieselgur) gegeben. Diatomeenerde wird aus Ablagerungen abgestorbener Kieselalgen
(Diatomeen) gewonnen, calciniert (gebrannt), gesiebt und in Fertig-Kartuschen (ChemElut)
zur Verfiigung gestellt. Die Wasserphase verteilt sich auf dem inerten Trdgermaterial und
stellt die fliissige stationdre Phase dar. Die Elution erfolgt mit dem organischen (mit Wasser
nicht mischbaren) Losungsmittel Dichlormethan. Die lipophilen Analyten gehen in die organ-
ische Phase iiber, und die Wasserphase bleibt auf der Diatomeenerde, so dass der Extrakt frei
von Wasserspuren bleibt. Der Extrakt wird schonend eingeengt, mit Stickstoff bis zur
Trockene abgeblasen und in geeigneten Losungsmitteln (z.B. Methanol) im Ultraschallbad
gelost. Ziel ist es, eine Konzentration des Probenextraktes von etwa 1,0g/ml zu erhalten.
Dieser wird schlieBlich instrumentell analytisch (z.B. GC und LC Trennung / MS-Detektion)

vermessen:
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Probenmenge: 10g
Standardisierung der
Extraktionsbedingungen

(Wasserzugabe) |
__________ ,/"ﬁomogenisierur\fg\‘
v *~._mit Trockeneis. -’
e ">« | Extraktion mit 20 ml Methanol
/ Zentrifugieren:,
. Extraktions- ~-=-=-=-=-=-=----
. schritt . y ———
e Zugabe von NaCl- e
ugd 56:32 aCl- o =" Optimierung der .
g + Extraktionsbedingungen flir N
[ die anschlielende \‘.
v v fliissig/fliissigVerteilung bei i
Zentrifugat + NaCl-Losung auf ", gleichzeitiger Aufreinigung -’
ChemElut-Kartusche geben [~~~ 7 >~.an Diatomeenerde _ -
V- _____________ b S ~ N mmmmmme
Elution mit (/\" Aufreinioun N
Dichlormethan S gung P
\ 4
A\ 4 A\ 4
Instrumentelle Analytik: Instrumentelle Analytik: Fliis-
Gaschromatographie mit sigkeitschromatographie mit
anschlieBender Detektion anschlieBender Detektion
(z.B. GC-MSD) (z.B. LC-MS/MS)

Abb. 19: Ablaufschema der Multimethode L 00.00—113 (BfR-Methode [9])

Die BfR-Methode stellt eine vereinfachte, weniger zeitaufwendige Alternative fiir Multi-
methoden dar. Auch wenn toxikologisch unerwiinschte chlorierte Losungsmittel zum Einsatz
kommen, hat sich die BfR-Methode insbesondere in Deutschland etabliert. Diese
Multimethode hat ebenfalls zum Ziel, in einem Arbeitsgang moglichst viele Wirkstoffe nach-
weisen zu konnen, was sie zu einem analytischen Kompromiss macht. So fiihrt die Methanol-
extraktion von fetthaltigen Lebensmitteln (z.B. Niisse) bei unpolaren Pestiziden zu schlechten
Ausbeuten [20]. Weiterhin kann die Stabilitdt saurer Verbindungen (z.B. Fluazifop) nur durch
eine modifizierte Extraktaufreinigung erfolgen, bei der die Diatomeenerde gepuffert wird (auf

etwa pH 4,5) [20].
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3.3.4 Multimethoden im Vergleich: DFG S 19, QUEChERS und BfR-Methode

Der Trend zu immer schnelleren und kostengiinstigeren Multimethoden hat dazu gefiihrt, dass
die analytische Qualitdt und die Vergleichbarkeit etablierter Multimethoden fiir Pflanzen-
schutzmittelriickstandsanalytik immer ofter in der Kritik stehen [20]. Der Verzicht auf
umfangreiche Extraktreinigungen fiihrt iiberdies zu der Frage, inwieweit die Extraktaufreini-
gung FEinfluss auf das Analysenergebnis hat — oder ob der Matrixeinfluss eventuell
iiberschitzt wird. Die Hemmerling-Trilogie [21, 22, 23] hat sich intensiv mit diesen Fragen
beschiftigt und die in dieser Arbeit beschriebenen Multimethoden einem Vergleich
unterzogen. Als Beurteilungskriterium fiir die Validitit der Methoden wurde die
Wiederfindung herangezogen. Wirkstoffe, die entsprechend der Anforderungen des
,2Document No. SANCO/10684/2009” [15] Raten von 70-120% zeigten, wurden als
zufriedenstellend bewertet. Gehalte, die mit Wiederfindungsraten von < 70% bzw. > 120%
berichtet wurden, wurden als unbefriedigend beurteilt. Da die Ergebnisse der Studie durch die
individuellen Analysebedingungen des Labores (GC-MS-TOF Pegasus II, LC-MS/MS
Quattro LC Alliance 2695, Temperaturprogramm, Gradient, Séule, Injektionsbedingungen
etc.) im Einzelfall beeinflusst wurden, werden die allgemein abgeleiteten Erkenntnisse

zusammengefasst:

1. Es gibt keine Idealmethode (Multimethode = analytischer Kompromiss).

2. Alle Methoden liefern neben sehr guten auch einige falsche Ergebnisse, die auf
Matrixeffekte zuriickgefiihrt werden.

3. Auch Messungen mit hochselektiven Massenspektrometern garantieren nicht ein
richtiges quantitatives Ergebnis, da das zu integrierende Signal bereits durch
Matrixeffekte verfélscht sein kann (nur man sieht es nicht!).

4. Fine Kalibrierung auf einem Matrixextrakt ist die Mindestanforderung. Sie ist aber
nicht immer ausreichend.

5. Die Analytik homogenisierter Proben mit gewachsenen Riickstdnden fiihrt zu Ab-

weichungen der berichteten Ergebnisse bis zu einem Faktor von 10.

Die gewonnenen Erkenntnisse fithren zu der Frage nach einer sinnvollen Laborkompetenz-
Bewertung. Wie kann ein Labor seine tatsdchliche Laborkompetenz transparent-kommuni-
zierbar darstellen? Inwieweit werden die analytischen Herausforderungen der Multimethoden
bei der Kompetenzbewertung beriicksichtigt, um nachhaltiges Vertrauen und Glaubwiirdig-
keit in die Analytik zu schaffen? Welche Zwinge nehmen dariiber hinaus durch die Tages-

routine Einfluss auf die analytische Laborleistung?
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3. 4 Etablierte Systeme zur Bewertung der Laborkompetenz

Die Akkreditierung eines Labores nach der Norm ISO/IEC 17025:2005 [11] ist als
malgebliche Voraussetzung fiir kompetente Analytik anerkannt. Akkreditierungen werden in
Deutschland von der Deutschen Akkreditierungsstelle GmbH (DAKkkKS) durchgefiihrt, die eine
»Akkreditierung” wie folgt versteht [107]: ,,Entsprechend der Definition in der DIN EN
ISO/IEC 17000 ist Akkreditierung die Bestdtigung durch eine dritte Seite, die formal darlegt,
dass eine Konformitditsbewertungsstelle die Kompetenz besitzt, bestimmte Konformitdtsbewer-
tungsaufgaben durchzufiihren.”

Ein zentrales Element der Akkreditierungsanforderungen ist auch die Teilnahme der Labore
an so genannten Eignunspriifungen / Ringversuchen. Das Bestehen eines Labores bei
derartigen Priifungen hat auch im privatwirtschaftlichen Sektor deutlich an Bedeutung
gewonnen [5]. Da sich Eignungstests / Ringversuche in ihrem Design und ihrer Zielsetzung
(,,fit for purpose”) deutlich voneinander unterscheiden, wird auf diese Anforderung detailliert

eingegangen.

3.4.1 Akkreditierungsanforderungen fiir Multimethoden

Neben formalen Aspekten wie z.B. Definitionen und Begriffsbestimmungen sowie Literatur-
hinweisen werden auch konkrete Anforderungen formuliert, die das Labor umsetzen muss,

um die Akkreditierung fiir die jeweilige Multimethode zu erhalten:

Validierungen

Ziel einer Validierung ist es, den nachvollziehbaren Nachweis zu erbringen, dass die ,,Priif-
aufgabe” erfiillt werden kann [13]. Ubertragen auf den Bereich der Pestizidanalytik von Le-
bensmitteln durch die Anwendung von Multimethoden, bedeutet eine Validierung, dass das
Labor durch transparente Nachweise zeigen kann, dass es eine Vielzahl (i. d. R. mehrere Hun-
dert) von Pestiziden mit unterschiedlichen chemisch-physikalischen Eigenschaften in den
vom Labor analysierten Lebensmitteln / -gruppen sicher und zuverlédssig bestimmen kann. Es
muss belegen konnen, dass die Methoden unter Einhaltung der Validierungskriterien intern

beherrscht werden.

Validierungskriterium: ,, Selektivitdt”
Die Selektivitit ist die Fahigkeit einer Methode, verschiedene, nebeneinander zu bestimmen-
de Komponenten ohne gegenseitige Storung zu erfassen und sie somit eindeutig zu iden-

tifizieren [108, 109]. Eine Analysenmethode ist selektiv, wenn ein ermitteltes Analysenergebnis
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unabhingig ist von der Anwesenheit von moglicherweise erwarteten Begleitstoffen (Pestizide,

Matrix etc.).

Validierungskriterium: ,, Spezifitdt”
Unter Spezifitit versteht man die Fiahigkeit, eine Substanz (oder Substanzklasse) ohne
Verfilschung durch andere in der Probe vorhandene Komponenten zu erfassen und sie somit

eindeutig zu identifizieren [108, 109].

Validierungskriterium: ,, Prdzision”
Die Prézision beschreibt die zufdllige Abweichung von Werten um einen Mittelwert. Man
unterscheidet zwischen

- Wiederholprizision mit festgelegten Wiederholbedingungen: gleiche Probe, gleiches
Gerdit, gleiche Standardldsungen, kurze Zeitfenster fiir die Durchfithrung der jeweili-
gen Analysen etc. Auf Englisch: Repeatability bzw. within-laboratory precision.

- Laborprézision: Wiederholungen der Bestimmung in einem Labor an derselben Probe
unter wechselnden Bedingungen (unterschiedliche Geréte, unterschiedliche Standard-
l6sungen / Reagenzien, liangere Zeitfenster fiir die Durchfiihrung der jeweiligen
Analysen etc.). Auf Englisch: Intermediate precision.

- Vergleichprizision: Die Bestimmungen werden unter wechselnden Bedingungen
durchgefiihrt (,,Vergleichsbedingungen”: z.B. Messung von Ringversuchsproben in
unterschiedlichen Laboratorien). Auf Englisch: Reproducibility bzw. total between-

laboratory precision.

Die Abweichung der Werte kann als Standardabweichung oder prozentuale relative Standard-
abweichung RSD% (Relative Standard Deviation; auch Variationskoeffizient genannt) ange-

geben werden. Sie ist ein zentrales Messinstrument fiir die Beurteilung von Messergebnissen.

Zum besseren Verstiandnis statistischer Groflen

Fiir das Verstehen statistischer Gréfen (wie z.B. der Standardabweichung), die fiir die Beur-

teilung der Laborkompetenz herangezogen werden, ist zwischen einer Grundgesamtheit und

einer Stichprobe zu unterscheiden. Die Grundgesamtheit ist die gesamte Menge aller

Elemente eines untersuchten Systems (z.B. Befragung aller Raucher der Bundesrepublik zu
threm Zigaretten-Konsum pro Tag) — wohingegen eine Stichprobe nur eine Auswahl der

Grundgesamtheit darstellt (z.B. nur 100 Raucher aller Raucher der Bundesrepublik). Die

Grundgesamtheit ist iiblicherweise unendlich grof3, da die Grundgesamtheit die Menge aller
moglichen Messungen umfasst (eine Probe kann 1 Mal, ... 10 Mal, ... 100 Mal, 101 Mal,...

vermessen werden). Die Normalverteilung ist in diesem Zusammenhang in der analytischen
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Chemie von grofler Bedeutung, da sie sich aus praktischen Erfahrungswerten herleitet, und
weil die Verteilung mehrerer / vieler Messungen (z.B. 10-malige Messung von Orangenho-
mogenat mit einem dotierten Gehalt von 20 ppb Chlorpyrifos-ethyl) i. d. R. der Normalver-
teilung (die als Verteilung der Grundgesamtheit verstanden werden kann) folgt —
entsprechend des zentralen Grenzwertsatzes: /... eine Summe von vielen unabhdngigen,
beliebig verteilten Zufallsvariablen gleicher Gréfienordnung [ist] anndhernd normalverteilt,
und zwar umso besser angendhert, je grofier ihre Anzahl ist. [...] Die Zufallsvariable kann
z.B. ein Messwert der oben beispielhaft aufgefiihrten 10-maligen Messungen des Chlor-

pyrifos-ethyl im Orangenhomogenat sein.

u
Abb. 20: Normalverteilung: Mittelwert p sowie Standardabweichung

Aus der Normalverteilung kann abgeleitet werden, dass sich alle Werte symmetrisch um den
Wert p verteilen. Dariiber hinaus ist die Hiufigkeit der Werte am Punkt p am groften und
nimmt in beide Richtungen gleichméBig ab. Der Abstand zwischen dem Wert der groften
Haufigkeit (= Mittelwert der Grundgesamtheit = p) und dem Wendepunkt (die 2. Ableitung
der Normalfunktion = 0; bzw. der Punkt, an dem sich die Kurve von der konvexen zur
konkaven Form dndert — und umgekehrt) ist die Standardabweichung der Grundgesamtheit c.

29

Die Standardabweichung ,,s” einer Stichprobe néhert sich mit zunehmender Gréfe der
Stichprobe der Standardabweichung der Grundgesamtheit ,,)1”” an.

Die Standardabweichung (s) einer Stichprobe wird wie folgt errechnet:

—x)2
g = ’E(:_;c) (6)

n = Anzahl der Messwerte

x = ein Messwert von insgesamt n Messwerten

X = Mittelwert der Stichprobe
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Sofern eine Grundgesamtheit Basis der Statistik ist, errechnet sich die Standardabweichung

als:

Die Fliche unter der Normalverteilungskurve kann als Wahrscheinlichkeit verstanden
werden. Die Gesamtflache unter der Kurve ist auf ,,1” (= 100%) normiert. Wenn X eine
beliebige, zufillige Messgrofle ist, so entspricht die Wahrscheinlichkeit (P), dass X zwischen
den Werten p - 6 und p + o (also p £ o) liegt, der Fldche unter der Kurve zwischen u - ¢ und

w+o:
Pla<X<b)= fu”_*: f(x)dx (8)

Wobei f (x) gleich der Funktion entspricht, die die Normalverteilung beschreibt. In dem kon-
kreten Fall erhdlt man den Wert 0,6872 (~68%). Somit ergeben sich weitere Eigenschaften

aus der Normalverteilung:

In p + 1o liegen 68,27%
in 1+ 20 liegen 95,45%, und
in p + 30 liegen 99,9% aller Messwerte

bzw. anders berechnet:

In p+1,960 liegen 95 %,
inp+ 2,580 liegen 99 %, und
inp+3,290 liegen 99,9 % aller Messwerte.

Der aus einer Stichprobe ermittelte Mittelwert (X) sowie die nach wiederholten Messungen
bestimmte Standardabweichung s (z.B. Mehrfach-Bestimmung im Rahmen von Validierungs-
messungen) sind lediglich Schiatzwerte fiir die wahren Werte p und o. Eine Angabe in der
Form x + s ist bei Messwerten deshalb irrefithrend. Aus diesem Grund wurde ein anderer
Parameter fiir die Eigenschaft einer Messung eingefiihrt, die den zusétzlichen Fehler beriick-
sichtigt, der daraus resultiert, dass nur (kleine) Stichproben vorliegen. Dieser Parameter ist
der so genannte Vertrauensbereich, der das Intervall definiert, in dem sich der wahre Wert mit
einer bestimmten Wahrscheinlichkeit befindet. In dem ,,Document No. SANCO/10684/2009”

[15] ist dieser Vertrauensbereich als ,,erweiterte Messunsicherheit” definiert worden.
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Validierungskriterium: Messunsicherheit

Die Messunsicherheit ist ein dem Messergebnis zugeordneter Parameter, der die Streuung der
Werte kennzeichnet, die verniinftigerweise der Messgroe zugeordnet werden kénnte [111].
Messungen sind Unzuldnglichkeiten unterworfen, die nicht eindeutig quantifiziert werden
konnen. Ursachen hierfiir kdnnen zufillig sein, wie beispielsweise kurzzeitigen Schwank-
ungen der Temperatur, der Feuchtigkeit und des Luftdruckes der Umgebung. Die Leistungs-
fahigkeit des Analytikers hat einen starken Einfluss auf die Messunsicherheit — ebenso wie
systematische Effekte, die dariiber hinaus nicht immer exakt korrigiert werden kdnnen oder

sogar nicht bekannt sind.

Messabweichung
A 4 A 4
Systematische zufillige
Messabweichung Messabweichung
bekannte unbekannte
systematische systematische
Messabweichung Messabweichung
Korrektur Restabweichung
A 4 Y
Messergebnis Messunsicherheit

Abb. 21: Einfliisse auf die Abweichungen bei der Ermittlung von Messergebnissen [112]

Die Messunsicherheit resultiert aus experimentell bestimmten Unsicherheiten und / oder
geschitzten Unsicherheiten. Sie mufl das gesamte Priifverfahren umfassen. Bezieht sich ein
Ergebnis auf eine homogenisierte Probe, umfasst die Messunsicherheit nur den analytischen
Teil (und nicht mehr den préanalytischen Teil wie z.B. Probenahme, Transport, Lagerung und
Zerkleinerung / Homogenisierung). Die Messunsicherheit kann experimentell ermittelt
werden, indem z. B. potentielle Unsicherheitsquellen identifiziert und gewichtet werden, der
Beitrag der Prdzision zur Messunsicherheit und Richtigkeit abgeschitzt wird und die so

ermittelten Daten statistisch nach ISO [113] sowie EURACHEM [114] ausgewertet werden:
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Spezifizierung der Messgrofle

U

Identifizierung der Unsicherheitsquellen

I

Quantifizierung der Unsicherheitskomponenten (z.B. Prézision und Richtigkeit)

7

Umwandlung der Komponenten in Standardunsicherheiten

l

Berechnung der kombinierten Messunsicherheit

I

Uberpriifung und, falls notwendig, Re-Evaluierung der signifikanten Komponenten

J

Berechnung der erweiterten Messunsicherheit und Angabe im Priifbericht

Abb. 22: Bestimmung der Messunsicherheit [113, 114]

Bei der Berechnung der kombinierten Messunsicherheit werden die bestimmten und abge-
schiatzten Unsicherheiten in Standardeinheiten in der Form einer Standardabweichung
umgerechnet und unter Beriicksichtigung der Fehlerfortpflanzung miteinander kombiniert.
Fiir die Angabe der Standardabweichung gibt es keine einheitliche Abkiirzung, weshalb in der

Literatur oftmals unterschiedliche Bezeichnungen hierfiir verwendet werden.

Diese Messunsicherheit (im Entwurf zur ISO 17025 [11] als ,,Ergebnisunsicherheit” be-
zeichnet) kennzeichnet den Bereich, innerhalb dessen der wahre Wert einer Messgrofie einer
untersuchten Probe schidtzungsweise — im Allgemeinen mit einer gegebenen Wahrschein-
lichkeit — liegt. Sie soll nach dem Document No. SANCO/ 10684/2009 [15] < 20% sein. Die

Messunsicherheit beriicksichtigt jedoch nur diejenigen Streuungen, die innerhalb des

betreffenden Labores (,,within-laboratory-precision”) beim Arbeiten unter Wiederholbeding-
ungen auftreten. Der beschriebene ,,Bottom-up”-Ansatz (= Ansatz aus der Perspektive der
Ursachen) verliert an Validitét, sofern die Unsicherheiten nicht vollstindig erfasst werden
konnen bzw. bei mehrstufigen Analysenverfahren die funktionalen Zusammenhéinge nicht
formuliert werden konnen. Auch die Unkenntnis systematischer Abweichungen, die mit dem
Verfahren nicht ermittelt oder abgeschitzt werden konnen, konnen durch den Bottom-up-

Ansatz nicht erfasst werden. So sind z.B. die Einfliisse
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- der Probenaufarbeitung und -aufreinigung auf die Stabilitdt der Analyten (z.B.
Verhinderung des Abbaus alkali-labiler Pestizide wie Captan und Folpet durch Zugabe
des Zitrat-Puffers — pH5-5,5 — bei der QUEChERS-Aufarbeitung),

- des Extraktionsmittels auf die Extraktions-Ausbeute (z.B. wird Methamidophos durch
Aceton nur unzureichend extrahiert [115]),

- der Probenmatrix auf die Extraktions-Ausbeute (z.B. ist 2,4-D (=Sédure) aus sauren
Matrices mit gidngigen Losungsmitteln nicht extrahierbar; erst nach alkalischer
Hydrolyse zeigen sich gute Extrakt-Ausbeuten von 2,4-D [116]),

- des Verlustes von polaren Analyten durch die Adsorption an Glassoberflichen (z.B.
Glyphosat und Chlormequat [115]),

- des Abbaus von Analyten im GC-Liner (z.B. DDT, Captan und Dicofol [115]),

- des Abbaus von Analyten in der Trennsdule (z.B. Iprodion in GC-Séulen [115]), sowie

- Verstiarkungen / Subpressionen von Signalstirken auf den Probenpreak bedingt durch

Matrixeffekte [115]

extrem vielféltig und nicht von vornherein bestimmbar. Thr Einfluss ist dartiber hinaus u.a.
abhingig von der Reinheit der verwendeten Reagenzien, der Sauberkeit und Art der
Glassgerite, der verwendeten Analysenmethode und der Kompetenz des Analytikers [115]. In
der Praxis ist ihr Einfluss folglich nicht in Form einer standardisierbaren Messunsicherheit
ermittelbar. Die auf Basis des Bottom-up-Ansatzes ermittelte Messunsicherheit ist somit

lediglich als Kompromiss bzw. in Form einer Anndherung bestimmbar [15].

Ein alternativer Ansatz wurde von Horwitz eingefiihrt [117]. Horwitz hat bei seinen Aus-
wertungen die Ergebnis-Streuung unter Vergleichsbedingungen ermittelt, d. h. er hat jene
Streuungen gemessen die auftreten wenn identisches Probenmaterial im Rahmen von Labor-
vergleichsuntersuchungen von unterschiedlichen Laboratorien analysiert wird. Horwitz wollte
so auch den Einfluss der Unterschiede zwischen den Laboratorien auf die Messunsicherheit
ermitteln. Bei diesem so genannten ,,Top-down”-Ansatz (= Ansatz aus Perspektive der Ergeb-
nisse) wird die Messunsicherheit durch einen Labor-Vergleich mit zertifizierten Referenz-
materialien ermittelt. Systematische Messabweichungen konnten somit durch zertifizierte
Referenzmaterialien aus den Ringversuchen messtechnisch ermittelt werden. Horwitz hat bei
der Auswertung von insgesamt 150 Labor-Vergleichstests der Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) unabhingig von den Analyten (Pestizide, Schwermetalle,
Mykotoxine, Nédhrwerte etc.) festgestellt, dass die Messunsicherheit eine erkennbare

Beziehung zum Konzentrationsniveau aufweist. Diesen Zusammenhang hat Horwitz durch
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die Gegeniiberstellung des Variationskoeffizienten (in %) zur Analyt-Konzentration in der so

genannten ,,Horwitz Trumpet” wie folgt dargestellt:
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Abb. 23: Verhiltnis Variationskoeffizient zu Analyt-Konzentration (Horwitz-Trompete)

Der Variationskoeffizient ist in diesem Fall der Quotient der ermittelten Standardabweichung
der jeweiligen Stichproben (berichtete Ergebnisse der Ringversuchsteilnehmer aus 150 Labor-
vergleichstests) in Prozent. Er halbiert sich, wenn die Konzentration des Analyten um den
Faktor 100 steigt. Der Variationskoeffizient betrdgt etwa 20-25% der Analytkonzentration
(innerhalb eines Analyt-Konzentrationsbereiches von 1pg/kg bis 10mg/kg) in der Pestizidana-
lytik von Lebensmitteln [117].

Entsprechend der Bestimmungen zur Messunsicherheit [113, 114] ist die ,,erweiterte Mess-
unsicherheit” im Priifbericht anzugeben [11]. Sie hat zum Ziel, ein Wertintervall anzugeben,
das den Wert der gemessenen Grofle mit hoher Wahrscheinlichkeit {iberdeckt. Sie entspricht
dem ,,Vertrauensbereich” (s. Abb. 24). Die erweiterte Messunsicherheit ergibt sich aus der
Standardmessunsicherheit durch Multiplikation mit einem Erweiterungsfaktor. Je groBer
dieser Faktor ist, desto groBer ist die Wahrscheinlichkeit der Uberdeckung bzw. desto groBer

ist das Vertrauen, dass der Wert der Messgrof3e in dem angegebenen Wertintervall liegt.
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Mathematisch ausgedriickt ist der Vertrauensbereich (= Vertrauenswahrscheinlichkeit) die
Flache der Verteilungskurve zwischen den Werten X < X < Xpeenss. Als Vertrauenswahr-
scheinlichkeit werden {iblicherweise 0,95 (95%) oder 0,99 (99%) verwendet, was bedeutet,
dass das Intervall (zwischen Xk und X,ecnis) den wahren Wert im ersten Fall mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 95%, und im anderen Fall mit einer Wahrscheinlichkeit von 99% iiber-
deckt. Bei einer Uberdeckungswahrscheinlichkeit von 95% ist ein Erweiterungsfaktor von 2
(in der nachfolgenden Abbildung dargestellt als ,,+ 20, dargestellt) zu verwenden [118, 119].
In p + 20 liegen insgesamt 95,45% aller Messwerte, sofern als Grundgesamtheit die

Normalverteilung zugrunde gelegt wird. Dadurch erklért sich der Erweiterungsfaktor von 2:

| |

: : — X - <>
a, 20, 30,

-30, -20, -0,

Abb. 24: Vertrauensbereich bei vorausgesetzter normalverteilter Grundgesamtheit

Der (zweiseitige) Vertrauensbereich errechnet sich nach folgender Formel (sofern die

Standardabweichung der Grundgesamtheit ¢ nicht bekannt ist):

_ s
xitﬁ (9)

x = Mittelwert der Stichprobe

t = t-Werte aus der Student-t-Verteilungstabelle, die dort in Abhéngigkeit von Freiheits-
graden sowie fiir 3 Wahrscheinlichkeiten (90%, 95%, 99%) tabelliert sind. Der
Freiheitsgrad ist die um eins verminderte Anzahl der Messwerte. Bei 6 Messwerten
liegen so 5 Freiheitsgrade vor.

n = Anzahl der Messwerte

s = Standardabweichung der Stichprobe

In Anlehnung an das ,,Document No. SANCO/10684/2009” [15], auf welches die Akkredi-

tierungsstelle DAkkS Bezug nimmt, wird fiir die Analytik von Pestiziden in Lebens- und

Futtermitteln eine erweiterte Messunsicherheit von 50% angenommen. Diese 50% wurden

anhand von Ergebnis-Auswertungen von Laborvergleichsuntersuchungen européischer Uber-

wachungslabore empirisch ermittelt [15]. Dies erscheint insofern plausibel, als die
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Vergleichsstandardabweichung @'y (relative Standardabweichung der Vergleichsprizision) in
einem Bereich von etwa 20-25% liegt, und somit in etwa der Hélfte der erweiterten Messun-
sicherheit entspricht.

Da sich die Vergleichsstandardabweichung auf Analysen unter wechselnden Bedingungen
bezieht (,,between-laboratory-reproducibility” z.B. Messung von Ringversuchsproben in

unterschiedlichen Laboratorien) kann der Fall auftreten, dass ein Labor einen Messwert

bestimmt, der um maximal 50% von dem Messwert eines anderen Laboratoriums (was die
gleiche Ringversuchsprobe untersucht hat) abweicht; beide Labore haben aber dennoch unter
Beriicksichtigung des Einflusses von Unsicherheiten unter Vergleichsbedingungen im
Rahmen der erweiterten Messunsicherheit noch vergleichbare Befunde berichtet. Dies ist
unter Bertiicksichtigung der erweiterten Messunsicherheit bei einem Vergleich der Werte wie

folgt herzuleiten:

Abb. 25: Verhiltnis der Vergleichsstandardabweichung @ zur erweiterten Messunsicherheit

Multiplikation der Vergleichsstandardabweichung @ (20-25%) mit dem Faktor 2 ergibt in
etwa die erweiterte Mess-/ Ergebnisunsicherheit von 50%. Dies entspricht dem ,,worst case”,
bei dem unter vergleichbaren Bedingungen (z.B. Ringversuchsprobe) bei einem Labor der
Messwert um ~25% nach unten (Abb. 24, Messwert A) — und beim Vergleichslabor (Abb. 24,
Messwert B) um ~25% nach oben abweicht, so dass es unter Beriicksichtigung der
erweiterten Mess-/Ergebnisunsicherheit (50%) noch eine gemeinsame Schnittmenge gibt und

die Labormesswerte unter diesen Umstidnden somit vergleichbar sind.
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Validierungskriterium: ,, Richtigkeit”

Die Richtigkeit ist die systematische Abweichung eines bestimmten Wertes von einem als
richtig angesehenen Wert. Die Richtigkeit eines Messergebnisses bedeutet die Ubereinstimmung
mit dem wahren Wert (z.B. dotiertes Referenzsmaterial). Die Richtigkeit kann als Prozentwert
(Wiederfindung) angegeben werden. Die Differenz zwischen wahrem Wert und Analysener-
gebnis wird auch als Bias (lack of trueness) bezeichnet. Ein Verfahren liefert nur dann
richtige Werte, wenn es gelingt, systematische Fehler zu vermeiden. Das Document No.
SANCO/10684/2009” [15] fordert Wiederfindungen im Bereich von 70-120%. Sofern dieser
Zielbereich nicht erreicht wird, muss das Labor zeigen, dass es die Wiederfindung
wiederholbar bestimmen kann (z.B. in der Regel bei 40%). Die Wiederfindung ist dann im

Priifbericht — mit der Angabe, ob der Analysenwert korrigiert wurde oder nicht — anzugeben.

Validierungskriterium: ,, Robustheit”
Die Féhigkeit einer Methode, gleichbleibende Resultate unter variierenden Bedingungen
(unterschiedliche Analytiker, unterschiedliche Gerdte- und Umgebungsbedingungen,

unterschiedliche Zeitpunkte) zu liefern. Auf Englisch: Robustness.

Validierungskriterium: Bestimmungsgrenze (BG) = Limit of Quantification (LoQ)

Kleinster Gehalt eines Analyten, der quantitativ mit einer vorgegebenen Préizision und
Richtigkeit quantitativ bestimmt werden kann. Erst oberhalb der Bestimmungsgrenze werden
quantitative Analysenergebnisse angegeben. Per Definition ist die Bestimmungsgrenze der
mittlere Blindwert plus sechsmal die Standardabweichung des Blindwertes [120]:

BG=X3+6 X sp (10)
Xp = Mittlerer Blindwert

sp = Standardabweichung des Blindwertes

Validierungskriterium: Umfang der Validierungen

Die Akkreditierungsanforderungen unterscheiden zwischen Validierungen und Verifizierung-
en. Verifizierungen sind dann vorzunehmen, wenn bereits externe Validierungsdaten vor-
liegen. Dies ist z.B. bei den verdffentlichten amtlichen Methoden [9, 10] der Fall. In solchen
Fillen reicht eine Uberpriifung der externen Validierungsdaten aus. Es wird von der DAKKS
gefordert, dass mindestens 75% der Wirkstoffe verifiziert werden, zu denen die amtliche
Methode externe Validierungsdaten zur Verfiigung stellt. Im Rahmen der Verifizierung muss
gezeigt werden, dass die Bestimmungsgrenze (i. d. R. 0,01mg/kg), eine Prézision unterhalb

von 20% und eine Wiederfindung im Bereich von 70-120% erreicht werden [110].
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Die umfassende Validierung von Matrix-/Wirkstoffkombinationen ist erforderlich, sofern
keine externen Validierungsdaten vorliegen (z.B. bei etablierten Hausverfahren). Alle im
Untersuchungsspektrum befindlichen Substanzen miissen Matrix-validiert bzw. —verifiziert
sein, wobei diese Validierungen / Verifizierungen an reprdsentativen Matrices fiir ausge-

wihlte Lebensmittelgruppen vorgenommen werden konnen:

Tabelle 6: Anforderungen an die Validierung / Verifizierung (Auszug) [110]

Lebensmittelgruppe | Kennzeichen Beispiele Bestilﬁll:li;?;(gi:;::ngz:: (BG)
] Obst und Gemiise
Kirschen Mindestanforderungen: 0,01
la | Ob . hoher ’ mg/kg bzw. 10% der
a st und Gemiise W Erdbeeren, S " %
assergehalt Gurke. Salat Hochstmengen gemi3 RHmV
’ bzw. VO(EG) 396/2005
Zitrone Mindestanforderungen: 0,01
1b | Saures Obst hoher Orance. mg/kg bzw. 10% der
Sduregehalt A feig ’ Hochstmengen gemi3 RHmV*
P bzw. VO(EG) 396/2005
Mindestanforderungen: 0,01
le | Trockenobst hoher Rosinen, mg/kg bzw. 10% der
Zuckergehalt | getr. Feigen | Hochstmengen gemdfl RHmV*
bzw. VO(EG) 396/2005

*RHmV = Riickstandshdchstmengen-Verordnung

Ringversuche / Eignungspriifungen

Vor dem Akkreditierungsaudit gemaB3 ISO/IEC 17025:2005 [11] muss das Labor mindestens
an einem Pestizidringversuch in Lebensmitteln erfolgreich teilgenommen haben. Jahrlich soll
das Labor erneut mindestens an einem Pestizidringversuch im Bereich seiner Akkreditierung
erfolgreich teilgenommen haben. Ein Ringversuch gilt nur dann als erfolgreich bestanden,
wenn alle Wirkstoffe qualitativ richtig nachgewiesen (falsch positiv ermittelte Wirkstoffe
gelten auch als nicht bestanden) und mindestens 75% der Wirkstoffe quantitativ mit einem z-

Score von |z| <2 bestimmt wurden.

Wenn das Laboratorium fiir mehrere Lebensmittelgruppen akkreditiert ist, reicht entsprechend
den Anforderungen der DAKkS eine Teilnahme pro Jahr aus, unabhingig von der Anzahl der
akkreditierten Lebensmittelgruppen. Bei zwei nicht erfolgreich abgeschlossenen Ringver-
suchen in Folge wird die Akkreditierung fiir diesen Bereich bis zum erneuten Kompetenz-

nachweis ausgesetzt.
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Qualititssicherung im Laboralltag / Untersuchungsspektren

Die Akkreditierungsanforderungen sehen vor, dass ein Labor durch tigliche Mitfiihrung
interner Standards die Einhaltung definierter Bestimmungsgrenzen gewéhrleistet. Weiterhin
muss das Labor ein System etabliert haben, welches die Absicherung von Riickstandsbefun-
den vorsieht. Dies ist im Bereich von Richt- oder Grenzwerten zwingend. Als Absicherungs-
maBnahmen werden eine zweite Aufarbeitung, Standardaddition oder die Mitfiihrung von
Matrix-Standards aufgefiihrt.

Das Untersuchungsspektrum sollte den zu untersuchenden Lebensmittelgruppen angepasst
sein und mindestens zwei Mal pro Jahr der aktuellen Riickstandslage angepasst werden.
Somit ist auch die Validierung / Verifizierung kein einmaliger und danach abgeschlossener

Vorgang.

Zusammenfassend wird festgehalten, dass im Bereich der Laborkompetenz-Priifung bereits
umfangreiche Kriterien ausgearbeitet und auch empirisch ermittelt wurden — wie z.B. die
Vergleichstandardabweichung @, nach Horwitz [117]. Es wird auch konkret Bezug
genommen auf Anforderungen, die im Routinebetrieb einzuhalten sind (z.B. Absicherungen).
Da Ringversuche ein zentrales Element der Laboreignungspriifung darstellen, werden diese

im nachfolgenden Kapitel auf ihre Aussage beziiglich der Laborkompetenz-Priifung beurteilt.
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3.5 Laboreignungstests / Laborvergleichsuntersuchungen

»The important question to be answered in the evaluation of methods of analysis is how much

allowance must be made for between-laboratory variability in interpreting the values produced

by different laboratories. If the variability is excessive — that is, it does not permit effective

regulation as required by the statute — the method must be judged unacceptable for the intended

purpose.”
William Horwitz, 1982 [121]

Diese Aussage hat Wiliam Horwitz als zu erreichendes Ziel formuliert, welches er sich bei der
Auswertung von 150 Methodenringversuchen setzte. Nach Horwitz ist somit ,the intended
purpose” — d.h. das Ziel, welches durch einen Ringversuch erreicht werden soll — die
Sicherstellung der Vergleichbarkeit von Laborergebnissen. Ist die Vergleichbarkeit von
Laborergebnissen nach Auswertung eines Ringversuches nicht sichergestellt, dann ist die

Methode fiir das vorgegebene Ziel nicht akzeptabel.

Um die Vergleichbarkeit von Laborergebnissen messbar zu machen und damit auch entsprech-
ende Anforderungen an die Vergleichbarkeit stellen zu kdnnen, hat Horwitz einen Zusammen-
hang zwischen der Analytkonzentration einer Ringversuchsprobe und der zu erwartenden
,variability” im Rahmen von 150 Labor-Vergleichstests ermittelt. Die Variabilitdt entspricht bei
den Experimenten von Horwitz der Vergleichsprédzision, d.h. der Reproduzierbarkeit von
Analyseergebnissen unter Vergleichsbedingungen wie z.B. bei der Messung von Ringversuchs-
proben in unterschiedlichen Laboratorien (nach Horwitz: ,,Reproducibility” bzw. ,,total between
laboratory precision” [121]). Diese Vergleichspréizision hat Horwitz als Vergleichsstandardab-
weichung (a) definiert, die in Massefraktionen (1 ppm = 10°) angegeben wird. Horwitz stellte
fest, dass sich die Vergleichsstandardabweichung halbiert, wenn die Konzentration des Analyten
um den Faktor 100 steigt (siche auch Abb. 23 auf Seite 62). Dieser Zusammenhang wird in der
empirischen Horwitz-Gleichung wie folgt zusammengefasst:

oy =0,02 c08495 (11)
¢ = Angabe des Gehaltes als Massefraktion (1 ppm = 10

o = Vergleichsstandardabweichung in Massefraktionen (1 ppm = 10
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Bei einer gegebenen Konzentration ,,c” ist somit eine Vergleichsstandardabweichung o (=
relative Standardabweichung der Vergleichsprizision = RSDR = Relative Standard Deviation of
Reproducibility = ,,between-laboratory-reproducibility”) entsprechend der o.g. Formel zu erwar-
ten. Sie betrigt etwa 20-25% der Analytkonzentration (innerhalb eines Analyt-Konzentrations-
bereiches von 0,001 mg/kg bis 10 mg/kg) in der Pestizidanalytik von Lebensmitteln [15, 115].
Die Horwitz-Gleichung wurde nach ihrer Publikation in wissenschaftlichen Verdffentlichungen
hinterfragt und auf ihre Aussagekraft und Validitit tiberpriift [115, 122]. Von grofler Bedeutung
waren hierbei die Feststellungen, dass

- die Horwitz-Gleichung sowohl im unteren Konzentrationsbereich (< 10ppb, d.h. <

0,0lmg/kg = 107®),

- als auch im oberen Konzentrationsbereich (> 13,8% m/m)
zu pessimistisch ist und eine groBere Vergleichsstandardabweichung erlaubt, als sie anhand em-
pirischer Experimente festgestellt werden konnte [122]. Deshalb wurde fiir diese Konzentra-

tionsbereiche die Horwitz-Gleichung entsprechend modifiziert:

022 ¢ sofern ¢ < 1,2 x 107 (¢ < 120 ppb)
Gy =1{ 0,02c**%5 sofern 1,2 x 107 <c<0,138 (0,12 mg/kg <c<0,138 kg/kg) (12)
0,01 ¢%° sofern ¢ < 0,138 (¢ > 0,138 kg/kg)

¢ = Angabe des Gehalts als Massefraktion (1 ppm = 1 mg/kg = 10

Oy - Vergleichsstandardabweichung in Massefraktionen (1 ppm = 1 mg/kg = 10'6)

Auf konkrete Messwerte bezogen, ergibt die Modifizierung der Horwitz-Gleichung [122]:

Tabelle 7: Vergleich zwischen der Horwitz-Gleichung und dem modifizierten Modell [122]

Analytkonzentration Berechnung nach Horwitz | Berechnung modifiziert
0,01 mg/kg (10 ppb) 3,2 ppb (=32%) 2,2 ppb (=22%)

0,12 mg/kg (120 ppb) 26,41 ppb (22%) 26,41 ppb (=22%)

1,0 mg/kg (1.000 ppb) 159,97 ppb (16%) 159,97 ppb (16%)
138.000 mg/kg 3718410,04 ppb (= 2,7%) 3714835,12 ppb (2,7%)
(13,8% bzw. 138.000.000 ppb)

500.000 mg/kg 11.099.540,86 ppb (=2,2%) | 7.071.067,81 ppb (1,4%)
(50% bzw. 500.000.000 ppb)
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Ein weiterer Ansatz, der im Rahmen der Abschitzung der Vergleichsstandardabweichung
vorgenommen wurde [115], basiert auf der Auswertung von 61 ,,Proficiency Tests”, bei denen
24 verschiedene Matrices auf Pestizide untersucht wurden. Die Auswertung ergab, dass inner-
halb eines Konzentrationsbereiches von 1pg bis zu 10mg/kg bei nicht-fetthaltigen Lebensmitteln

(wie z.B. Obst und Gemiise) die Vergleichstandardabweichung 25% betragt.

3.5.1 Anforderungen, Zielsetzungen und die Aussagekraft von Laboreignungstests

Allgemeine Qualitétskriterien fiir Eignungspriifungen wurden bisher in folgenden Normen/
Richtlinien formuliert: ISO/IEC Guide 43-1 [123], ISO/IEC 17025 [11], ISO/IEC 17020 [124]
sowie ILAC Guide 13 [125]. Mit der Norm ISO/IEC 17043 , Konformititsbewertung — Allge-
meine Anforderungen an Eignungspriifungen” wurde ein neuer Standard erarbeitet, welcher die
unterschiedlichen Anforderungen an Eignungspriifungen harmonisiert und erweitert [126].
Weiterhin fordert die Norm ISO/IEC 17043 in Kapitel 5.5.2, dass zentrale Aufgaben vom
Laboreignungstest-Anbietern nicht an Unterauftragnehmer vergeben werden diirfen. Hierzu
zdhlen die Planung des Tests (nach Kapitel 4.4.1.2), die Beurteilung der Laborleistung (nach
Kapitel 4.7.2.1) sowie die finale Berichtsfreigabe (nach Kapitel 4.8.1). Der Begriff ,,.Laboreig-
nungstest” (englisch: ,,Proficiency Testing”) wird in dieser Norm wie folgt definiert:
»~Proficiency Testing (PT) is defined as the evaluation of participant performance against pre-
established criteria by means of inter-laboratory comparison”. Laboreignungstests entsprechen
hierbei ganz grundsétzlich folgender Vorgehensweise: Es werden Proben homogener Zusam-
mensetzung an unterschiedliche Laboratorien verschickt und von diesen untersucht. Die Ergeb-
nisse werden anschlieBend an den jeweiligen Ausrichter berichtet, der die Teilnehmer-Ergebnis-
se statistisch auswertet. Statistische Modelle fiir Auswertungen von Ringversuchen sind in der
Norm ISO 13528 niedergelegt [127]. Die statistische Auswertung und Bewertung eines
Laboreignungstests ist dabei von dessen Zielstellung (fitness for purpose [18, 127]) abhéngig.

Fiir die statistische Auswertung werden unterschiedliche Verfahren herangezogen. Weit verbrei-
tet ist hierbei das z-score-Modell [18], bei dem die Abweichung des jeweiligen Teilnehmers von

einem bestmoglichen abgeschdtzten wahren Wert (,,assigned value”) ermittelt wird:

z=(x—x,) /0 (13)
x = berichteter Analysenwert des Teilnehmers
x, = assigned value

0 = Ziel-Standardabweichung (,fitness-for-purpose standard deviation™)
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Nachfolgend werden die einzelnen Variablen der z-score-Formel vorgestellt und ihre Aussage-

kraft in Bezug auf die Laborkompetenz dargestellt:

X - Berichteter Analysenwert des Teilnehmers
In Laboreignungstests, die im Rahmen der Pestizid-Analytik ausgerichtet werden, berichten die
Teilnehmer ihre Analysenwerte in pg/kg. Welchen Analysenwert das teilnehmende Labor be-

richtet und wie dieser ermittelt wurde, liegt in der Verantwortung des teilnehmenden Labors.

X, - assigned value
Dieser wird von den jeweiligen Laboreignungstest-Anbietern unterschiedlich ermittelt. Folgende
Moglichkeiten fiir die Bestimmung des ,,wahren Wertes” x, werden aufgefiihrt [18, 127]:
1) Ubereinstimmungswert ermittelt aus den Werten der Teilnehmer
2) Messwerte eines anerkannten Referenzlabores
3) Zertifiziertes Referenzmaterial
4) Die dotierten Gehalte entsprechen dem Referenzwert (,,Formulation” = Referenz)
5) Ubereinstimmungswert ausgewihlter Experten-Laboratorien
Im Bereich der Pestizid-Analytik sind insbesondere die Verfahren zur Ermittlung des wahren

Wertes nach 1) und 4) etabliert.

Ubereinstimmungswert ermittelt aus den Werten der Teilnehmer

Allen Verfahren zur Bestimmung des Ubereinstimmungswertes liegt das Prinzip zu Grunde, die
best-mdgliche Tendenz der berichteten Werte herauszuarbeiten. Der Bereich der bestmdglichen
Gemeinsamkeit wird hierbei als Optimum angesehen. Je weiter ein teilnehmendes Laboratorium

von diesem Optimum entfernt ist, umso ,,schlechter” wird das Ergebnis beurteilt.

Robustes Schitzverfahren / Robuste Statistik zur Ermittlung des Ubereinstimmungswertes

Dieses Verfahren setzt voraus, dass die Verteilung der Werte uni-modal (eingipflig) ist und, ab-
gesehen von Ausreillern, die Verteilung der Werte symmetrisch ist. Robuste Schitzverfahren
sind unsensibel fiir Ausreifler, d.h. der Einfluss von Ausreilern wird im Rahmen der Berech-
nung des statistischen Mittelwertes minimiert. So wird bei der Anwendung des Huber-Algorith-
mus [127, 128, 129] zur Bestimmung des robusten Mittelwertes der Effekt zufilliger Ausreifler
auf das Ergebnis minimiert. Dies erfolgt durch die Anwendung des Winsorisation-Verfahrens
[128]. Hierbei wird im ersten Schritt (Zyklus) ein Mittelwert sowie eine Standardabweichung

aus den berichteten Analyseergebnissen ermittelt. Daraufhin werden in einem weiteren Berech-
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nungszyklus all die Messwerte, die zuziiglich bzw. abziiglich dem 1,5-fachen der robusten Stan-
dardabweichung vom robusten Mittelwert abweichen, auf einen Maximalwert von ,,robustem
Mittelwert + (bzw. -) 1,5 x der robusten Standardabweichung” reduziert und gehen so in die
Berechnung ein. Diese Zyklen werden so oft wiederholt, bis sich der robuste Mittelwert nicht

mehr verdndert (ca. 8 — 11 Zyklen).

Anwendung des Medians zur Ermittlung des Ubereinstimmungswertes

Der Median ist der mittlere Wert der nach der GroBe geordneten berichteten Messwerte.
Einzelne abweichende Ergebnisse (z.B. Ausreifler) haben wenig Einfluss auf den Median.
Laboreignungstest-Anbieter wie beispielsweise die LVU [130] ermitteln den Median in zwei
Schritten: Zunéchst werden alle berichteten Ergebnisse fiir die Berechnung des Medians heran-
gezogen. In einer Zweitberechnung werden die Daten von Laboratorien, deren Ergebnisse

- um mehr als fiinf Zielstandardabweichungen vom Median abweichen oder

- um mehr als 50% vom Median abweichen und gleichzeitig der Betrag des z-score > 3 ist,
nicht fiir die Bestimmung des Medians herangezogen. Der Median ist insofern direkt abhédngig

von den Ergebnissen der Laborteilnehmer.

Kerndichteschitzung / Bootstrapping [131]

Die Ergebnisse der Teilnehmer kénnen z.B. aufgrund der Anwendung unterschiedlicher
Analyse-Methoden nicht normalverteilt sein, sondern sich um mehrere Gipfel verteilen (bi- bzw.
multi-modal verteilt). Es ist herauszufinden, wo die Gipfel liegen und wie die wahrscheinlichste
Verteilung der Werte um die jeweiligen Gipfel ist. Um diese Fragen beantworten zu kdnnen,
sind Kerndichteschdtzungen (der Wahrscheinlichkeitsverteilung) vorzunehmen. Hierbei wird
jeder Wert (berichtetes Laborergebnis) ersetzt durch einen Kern, um den eine Normalverteilung
mit der Standardabweichung ,h” (auch Bandbreite genannt) gelegt wird. Werden diese
Verteilungen addiert, resultiert daraus eine iibergeordnete Verteilung (s. Abb. 26).

Diese resultierende Verteilung kann durch das so genannte Bootstrap-Verfahren iiberpriift
werden. Hierbei wird die Verteilung direkt aus einer einzigen Gesamt-Stichprobe (= alle bertick-
sichtigen Laborwerte) rekonstruiert, indem viele (Bootstrap-Einzel-)Proben aus der gesamten
Stichprobe (alle beriicksichtigen Laborwerte) mit ,,Zurlicklegen” gezogen werden, um aus denen
sich daraus ergebenen Verteilungen auf eine iibergeordnete Grundverteilung schlieen zu

konnen.
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Sofern die Verteilung der Ergebnisse bi- oder sogar multi-modal ist, wird das Ziel verfolgt, den
Hrichtigen” Gipfel (Mode) und die entsprechende Verteilungen / Abweichungen der Werte um
diesen Gipfel zu identifizieren. Als ,,richtig” konnen z.B. Werte um einen Gipfel identifiziert
werden, die mit einer Methode ermittelt wurden, die als besonders geeignet fiir den Test

angesehen wird.

Dichte

Mess-Achse

Abb. 26: Die Datenpunkte (hier Punkte auf der X-Achse) werden als Kerne der um sie gelegten

Normalverteilungen dargestellt

Die dotierten Gehalte entsprechen dem Referenzwert (,,Formulation” = Referenz)

Der als 'assigned value' x, festgelegte Wert entspricht nicht einem statistisch ermittelten Wert,
sondern der assigned value entspricht dem Gehalt, der dem Testmaterial zugesetzt wurde (=
Dotierungslevel). Somit orientiert sich der assigned value nicht an den berichteten Ergebnissen
der Teilnehmer, sondern ist vollig unabhéngig von diesen definiert. Hierbei ist von dem Labor-
eignungstest-Anbieter sicherzustellen, dass die Analyten im Testmaterial nicht abbauen. Dies
wird z.B. durch Stabilititstests sichergestellt, die nach der Durchfiihrung des Tests an dem Test-

material vorgenommen werden [18].

0 - Ziel-Standardabweichung (,.fitness-for-purpose standard deviation”)

In der Literatur werden fiir die Zielstandardabweichung sowohl unterschiedliche Bezeichnungen
verwendet (target standard deviation, standard deviation for proficiency testing (SDPA),
performance criteria, tolerance interval etc.), als auch unterschiedliche Verfahren herangezogen,

um diese zu ermitteln. Grundsitzlich wird die tatsdchliche Standardabweichung, die aus den
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berichteten Ergebnisse der Teilnehmer ermittelt wird, nicht als Zielstandardabweichung
herangezogen, da sie zu stark von den Schwankungen der berichteten Ergebnisse beeinflusst
wird [18, 130]. Eine unabhingige Referenz zur Messung der Laborleistung wird bevorzugt.

Folgende Verfahren kommen in der Praxis zur Anwendung:

Zielstandardabweichung nach Horwitz (modifiziert)

Die von Horwitz beobachtete konzentrationsabhingige Vergleichsstandardabweichung (a')
wird als Ziel-Standardabweichung herangezogen. Etablierte Laboreignungstest-Anbieter wie
z.B. das Food Analysis Performance Assessment Scheme (FAPAS) wendet die modifizierte
Horwitz-Gleichung [121] fiir die Bestimmung der Zielstandardabweichung an. Sie betrdgt im
unteren Spurenbereich, in dem Pestizide insbesondere in Routineproben enthalten sind, 22%. Da
nach Horwitz die Vergleichsstandardabweichung von der Analytkonzentration abhéngt, ist
vorab vom Proficiency-Testing-Anbieter zu definieren, was als Analytkonzentration fiir die
Berechnung der Zielstandardabweichung nach Horwitz herangezogen wird. In der Regel wird
der assigned value x, fiir die Berechnung der Zielstandardabweichung herangezogen, d.h. auch

die Zielstandardabweichung ist vom statistischen Durchschnitt der Teilnehmer abhéngig.

Vorab festgelegte Zielstandardabweichung (i. d. R. in %)

Hierbei handelt es sich um eine Zielstandardabweichung, die — unabhingig von den berichteten
Ergebnissen der Teilnehmer — vorab bekannt gegeben wird. Laboreignungstest-Anbieter ver-
wenden hierbei unterschiedliche Zielstandardabweichungen:

a) Laboreignungstests, die fiir jene Laboratorien ausgerichtet werden, die im 6ffentlichen
Auftrag an Uberwachungs- / Monitoringprogrammen teilnehmen (so genannte ,,Com-
munity Reference Laboratory” {CRL} - European Commission Proficiency Testings)
verwenden eine Fit-for-Purpose Relative Standard Deviation (FFP RSD) von 25% fiir
Pestizid Proficiency Testings im Konzentrationsbereich von lpg bis zu 10mg/kg in
nicht-fetthaltigen Lebensmitteln (wie z.B. Obst und Gemiise) [115]. Als Referenzwert
fiir die Berechnung der Zielstandardabweichung wird der assigned value herangezogen,
der im Fall der CRL European Commission Proficiency Testings iiber den Median

ermittelt wird [132].

b) Weiterhin werden ,,strengere”, vorab festgelegte Zielstandardabweichungen von unter-
schiedlichen Laboreignungstest-Anbietern bei der Auswertung verwendet: Die LVU legt

die Zielstandardabweichung auf maximal 22% fest [130] — sofern die Berechnung nach
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Horwitz keine kleinere Abweichungen aufzeigt, die dann herangezogen werden. Als

Referenz fiir die Berechnung der Zielstandardabweichung wird der Median verwendet.

c) Der britische Anbieter ,,LGC Proficiency Testing Group” verwendet fiir die Auswertung
von Pestizid-Proficiency Testings in fettarmen Lebensmitteln eine festgelegte Zielstan-
dardabweichung von 20%. Als Referenz fiir die Berechnung der Zielstandardabweich-

ung wird der dotierte Gehalte (,,Formulation” = Referenz) herangezogen [133].

Was bedeute also z = (x —x,) /& ? Und wie ist das Ergebnis zu verstehen?

Folgendes Bewertungsschema basierend auf dem z-score-Modell ist weit verbreitet:

z-score Intergretation
Iz <2 Zufriedenstellend

2<|7<3 Fragwiirdiges Ergebnis

lzZ| >3 Nicht zufriedenstellendes Ergebnis

Ein zufriedenstellendes Ergebnis (|z| < 2) ist dann erreicht, wenn das berichtete Teilnehmer-
ergebnis um weniger als das doppelte der Zielstandardabweichung von dem assigned value x,
abweicht:
assigned value x, = 100 pg/kg
Zielstandardabweichung @ = 25 pg/kg
Ergebnisse = 75 pg/kg (Lab. A) / 150 pg/kg (Lab. B) / 50 ng/kg (Lab. C) /

40 pg/kg (Lab. D) / 180 pg/kg (Lab. E)

Labor A: z-score = (75 pg/kg - 100 pg/kg) / 25 pg/kg =-1,0. Betrag |-1,0| = 1,0
Labor B: z-score = (150 pg/kg - 100 pg/kg) / 25 pg/kg = 2,0. Betrag |2,0| = 2,0
Labor C: z-score = (50 pg/kg — 100 ng/kg) / 25 pg/kg = -2,0. Betrag |-2,0| = 2,0
Labor D: z-score = (40 ng/kg — 100 pg/kg) / 25 ng/kg =-2,4. Betrag |-2,4| = 2,4
Labor E: z-score = (180 pg/kg — 100 ng/kg) / 25 pg/kg = 3,2. Betrag |3,2| = 3,2

Das Prinzip des z-score-Modells kann im Zusammenhang mit der erweiterten Messunsicherheit
erklart werden: Die nach Horwitz ermittelte Vergleichsstandardabweichung, die nach Thompson
[122] modifiziert wurde, liegt fiir Pestizide in fettarmen Lebensmitteln im Konzentra-
tionsbereich von 1ug/kg bis 10mg/kg etwa bei 20-25% [18, 115]. Das bedeutet, dass unter
Vergleichsbedingungen die berichteten Analyseergebnisse der Teilnehmer um etwa 20-25%

schwanken. Durch Multiplikation der Vergleichsstandardabweichung mit dem Faktor 2 ergibt
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sich die erweiterte Messunsicherheit von 50%. Dies entspricht dem ,,worst case”, bei dem unter
vergleichbaren Bedingungen (Laboreignungstest) bei einem Labor der Messwert um ~25% nach
unten (Abb. 21, Messwert A) und beim Vergleichslabor (Abb. 21, Messwert B) um ~25% nach
oben abweicht, so dass es unter Beriicksichtigung der erweiterten Messunsicherheit (50%) noch
eine gemeinsame Schnittmenge gibt und die Labormesswerte unter diesen Umstdnden somit
vergleichbar sind. Bei einem z-score-Ergebnis von |2| ist genau dieser 'worst case' gegeben, bei
dem das Ergebnis eines Teilnehmers um die doppelte Standardabweichung von dem assigned
value abweicht. Das Ergebnis ist somit gerade noch vergleichbar mit dem assigned value, weil
es bei einer Vertrauenswahrscheinlichkeit von 95% durch das Wertintervall {iberdeckt wird

(siehe auch Seite 64, Abb. 25) [118,119]:

Ergebnis: 150 ug/kg (z-score = |2|)

-=iy -
Zielstandardabweichung:
25 ng/kg
-l 5 Doppelte
> +50% Zielstandardabweichung:
Zielstandardabweichung: i 2 x 25 ng/kg
25 ng/kg :
assigned_Value: 100 kg assigned_Valuc: 100 pg/kg
Zielstandardab-
weichung: 25 pg/kg
Doppelte - — =il
Zielstandardabweichung: -30% < :
2 x 25 ug/kg Zielstandardab-
H weichung: 25 png/kg
_ i Bruebnis: SO uglkg (zrscore = 2] _

Abb. 27: Verhiltnis der Vergleichsstandardabweichung @, zur erweiterten Messunsicherheit:
Ein Labor, welches 50pg/kg berichtet, ist mit dem Referenzwert von 100pug/kg
(assigned value) noch genauso vergleichbar wie ein Labor, welches 150pg/kg misst.
Beide Labore berichten unter Anwendung der erweiterten Messunsicherheit von 50%

bezogen auf den assigned value (100png/kg) gerade noch vergleichbare Ergebnisse.
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3.5.2 Angebote von Laboreignungstests (Proficiency Testings)
Tabelle 8: Designs von Laboreignungstests fiir fettarme Lebensmittel (Obst / Gemiise)
Anbieter | Design Referenzwert Ziel- Beur-
standard- teilungs-
abwichung kriterium
FAPAS * Probenversand wird mittelfristig ange- Statistischer Nach z-score < |2
kiindigt (Wochen zuvor) Mittelwert — Horwitz —
(UK) * 2 bis 8 unterschiedliche Wirkstoffe im i. d. R. nach modifiziert
Testmaterial Auswertung durch
» Auswahl aus 146 mdoglichen Pestiziden robuster Thompson
* Analysezeit: 4-6 Wochen Statistik
* Blank Material bei Bedarf verfligbar (Winsorisation)
EU-PT * Probenversand wird mittelfristig an- Median +25% des z-score < |2
gekiindigt (Wochen zuvor) Medians
(EV) * etwa 19 unterschiedliche Wirkstoffe
im Testmaterial
» Auswahl aus 58 moglichen Pestiziden
* Analysezeit: 4 Wochen
* Blank Material bei Bedarf verfligbar
Bipea * Probenversand wird mittelfristig an- Statistischer Robuste +/-40% des
gekiindigt (Wochen zuvor) Mittelwert — Standardab assigned
(F) * etwa 11-19 unterschiedliche i. d. R. nach weichung values
[134] Wirkstoffe im Testmaterial Auswertung (aus den
» Auswahl aus 20-25 moglichen robuster Labor- Zusétzlich:
Pestiziden Statistik ergebnissen | z-score < |2
* Analysezeit: > 4 Wochen (Winsorisation) der Teil-
 Blank Material bei Bedarf verfligbar nehmer)
LGC * Probenversand wird mittelfristig ange- | Dotierter Gehalt | +£20% des z-score < |2
(UK) kiindigt (Wochen zuvor) (= spiked level) dotierten
* etwa 10 unterschiedliche Wirkstoffe Gehaltes
im Testmaterial
» Auswahl aus 151 mdéglichen Pestiziden
* Analysezeit: 3 — 4 Wochen
 Blank Material bei Bedarf verfligbar
LVU * Probenversand wird mittelfristig ange- Median Nach z-score < |2
(D) kiindigt (Wochen zuvor) Horwitz —
* etwa 8 unterschiedliche Wirkstoffe im aber
Testmaterial maximal
» Auswahl aus 175 mdoglichen Pestiziden 22% des
* Analysezeit: ca. 7 Wochen Medians

Tabelle 8 ist zu entnehmen, dass

- die Teilnehmer Wochen zuvor iiber das Eintreffen des Testprobe informiert werden,;

- neben dem Testmaterial auch Blank Material (Matrix ohne Riickstinde) zur Verfiigung

gestellt wird, um die Gerite besser kalibrieren zu kdnnen;

- der Umfang moglicher in der Probe enthaltener Pestizide vorab bekannt gegeben wird;

- die den Teilnehmern zur Verfiigung stehende Analysezeit mehrere Wochen betrégt;
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- ein Austausch der Ergebnisse der Labore untereinander bei den Randbedingungen nicht
ausgeschlossen werden kann;
- die Auswertung der Laborleistung sich bei der Mehrheit der Anbieter (bis auf BIPEA
und LGC) an dem Labordurchschnitt orientiert.
Das Design der in Tabelle 8 dargestellten Laboreignungstests entspricht nicht Labor-Routine-
bedingungen, bei denen
- die Proben in der Regel unangekiindigt eintreffen;
- kurze Analysezeiten von den Kunden gefordert werden (48 Stunden bzw. weniger)
- die Art der in der Probe enthaltenen Pestizide unbekannt ist und insofern auch kein
Umfang moéglicher Pestizide, die in der Probe enthalten sein konnten, bekannt ist;
- Blank Material nicht von den Kunden bereitgestellt wird;
- eine Riickversicherung mit anderen Laboren nicht mdglich ist;
- das Analysenergebnis isoliert vom Kunden betrachtet wird und nicht im Vergleich zu
einem Labordurchschnitt.

Zusammenfassend konnte im Kapitel 3.5.1 festgestellt werden, dass etablierte Verfahren zur

Bestimmung der Laboreignung die Vergleichbarkeit der einzelnen Laborleistung mit anderen
Teilnehmern heranziehen. Hierzu wird mit unterschiedlichen Verfahren ermittelt, welche
Bezugswerte fiir die Vergleichbarkeit heranzuziehen sind (z.B. der assigned value, ermittelt
durch robuste Statistik, oder der Median) und wie stark die Laborleistung des einzelnen Teil-
nehmers von diesen Bezugswerten abweichen diirfen (etwa um das Zweifache der Standardab-
weichung). Das nach Horwitz definierte ,,fit-for-purpose”-Kriterium ist folglich die Vergleich-
barkeit, denn ein Uberwachungslabor (z.B. aus der Lebensmitteliiberwachung) verfolgt das Ziel,
dass seine Laborergebnisse von anderen Laboren bestétigt werden. Die Analytik sollte somit zu
vergleichbaren Ergebnissen fiihren, so dass Laborteilnehmer, deren Ergebnisse im Bereich der
erweiterten Messunsicherheit von +/-50 % des Bezugswertes (z.B. assigned value) liegen,
zufriedenstellende Ergebnisse bei Laboreignungstets erzielen. Eine Aussage liber die Richtigkeit
der Ergebnisse des Teilnehmers ist durch ein zufriedenstellendes Abschneiden bei einem Labor-
eignungstest jedoch nicht ableitbar. Ein Labor, welches ,,vergleichbare Ergebnisse” berichtet,
kann z. B. auch nur vergleichbar schlechte Ergebnisse wie der Labordurchschnitt (assigned
value) haben.

Ein labiles Pestizid, welches z.B. im Rahmen der Aufarbeitungen bei ungiinstigen pH-Wert-Be-

dingungen stark abbaut (wie z.B. Pymetrozin) wird vom Teilnehmer-Durchschnitt nur sehr
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schlecht bestimmt — d. h. es werden im Vergleich zum tatsdchlich dotierten Gehalt deutlich
geringere Gehalte vom Teilnehmer-Durchschnitt ermittelt. Ein Labor, welches diesen Sach-
verhalt beriicksichtigt (z. B. durch sorgfiltige Uberwachung des pH-Wertes wihrend der Auf-
arbeitung) und dadurch Gehalte berichtet, die dicht bei der dotierten Konzentration liegen, ist
mit dem Durchschnitt nicht mehr vergleichbar und liegt auflerhalb des z-scores von |z] < 2:
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Abb. 28: Laboreignungstest der LVU Frithjahr 2009: Pymetrozin in Tomaten. Bei einem
Dotierungsniveau von 50ug/kg Pymetrozin zum Testmaterial konnten Labore (hier:
Labor 28 und 17), die Gehalte nahe des Dotierungsniveaus berichten, nicht
zufriedenstellende z-scores erzielen, da sie zu stark vom Labordurschnitt (Median:

0,031pg/kg) abwichen.

Die vorliegende Arbeit verfolgt den Ansatz als fit-for-purpose Kriterium die Richtigkeit — und
nicht die Vergleichbarkeit — von Laborergebnissen in den Mittelpunkt von Laboreignungstets zu
stellen. Die analytische Kompetenz eines Labores sollte zu richtigen Ergebnissen fiihren —

unabhéngig davon, ob sie vergleichbar sind oder nicht.
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4 Material und Methoden

Nachfolgende Gerite und Hilfsmittel wurden fiir die Laboranalysen sowie fiir die Herstellung

von Testmaterialien verwendet:

4.1 Gerite und Hilfsmittel

Probenherstellung und -homogenisierung

Stephan Universalmaschine Typ UMC 12, 1500 / 2780 U/min, Stephan Machinery GmbH,

Hameln, Deutschland

Probenaufreinigung

Homogenisierstab: Art-Miccra D-8 Stativmixer, ART moderne Labortechnik, Miihlheim,

Deutschland

Kolbenhubpipetten mit Pipettenspitzen: 10-100 ul, 20-200 uL sowie 100 bis 1.000 ul, Rotilabo,
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Mikroliterspritze: 1-10uL sowie 1-50uL, Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz

Prdzisionswaage: Scaltec SBC 51, Scaltec Instruments, Heiligenstadt, Deutschland

Prdzisionswaage: Sartorius Basic, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Zentrifuge: Sigma 4-15, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Zentrifuge: Sigma 1-14, Sigma Laborzentrifugen, Osterode im Harz, Deutschland
Schiittler: Vortex Genius 3, IKA GmbH, Staufen Deutschland

Schiittler: GenoGrinder, 2010, SPEX Sample Prep, Stanmore, UK

Losungsmittelverdampfer: TurboVap® LV Caliper Life Sciences, Hopkinton, Massachusetts, USA

Zentrifugenrohrchen: 50ml Einmal-Réhrchen aus Polypropylen mit Schraubverschluss, Greiner

Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Zentrifugenrohrchen: 15-ml Einmal-Réhrchen aus Polypropylen mit Schraubverschluss, Carl

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Rotationsverdampfer: Laborota 4000 efficient mit Heizbad HB digit, Heidolph Instruments,

Deutschland
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Ultraschallbad: Bandelin Sonorex RK 52, Bandelin electronic GmbH, Berlin, Deutschland

Papier-Faltenfilter: MN 615 % 125mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland

Scheidetrichter 250-ml, Isolab, Deutschland

Zentrifugengldschen

GPC-Anlage

GPC Vario System, LCTech GmbH, Dorfen, Deutschland mit GPC 1122 Solvent Delivery
System
Saule: 33 x 3 cm mit Bio Beads SX3 200-400 mesh, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Laufmittel: Ethylacetat/Cyclohexan 1:1 mit einem Fluss von 5Sml/min

Weitere Gerdte

Muffelofen Carbolite ELF 11/143, Carbolite, Hope, England

Reinstwasseranlage Millipore Elix 5 mit Synergy UV, Molsheim, Deutschland

Instrumentelle Analytik / Messtechnik

Die Angaben zu den verwendeten GC-MS- sowie LC-MS/MS-Systemen werden an den

entsprechenden Stellen bei den jeweils zur Anwendung kommenden Methoden aufgefiihrt.
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4.2 Verwendete Materialien (Chemikalien, Lisungsmittel und Standardsubstanzen)

Die verwendeten Materialien werden entsprechend der jeweiligen Zielsetzung ausgewéhlt:
- Herstellung von homogenem Testmaterial mit definiertem Design,
- Uberpriifung des Testmaterials auf Homogenitit sowie Analyse des Testmaterials mit
unterschiedlichen Methoden und Quantifizierungsverfahren zur Identifizierung
analytischer Abweichungen unter Beriicksichtigung von Verfahrenskenngréf3en

(Wiederhol- und Laborprézision, Wiederfindungen) innerhalb desselben Labores.

Chemikalien

Natriumsulfat, > 99% p.a.(Carl Roth GmbH & Co. KG)

Natriumchlorid, >99,5% (Carl Roth GmbH & Co. KQG)
Magnesiumsulfat, getrocknet, reinst, DAC (Carl Roth GmbH & Co. KG)
Tri-Natriumzitrat dihydrat (Sigma Aldrich)

Natriumzitrat dibasisch sesquihydrat, >99,0% p.a. (Sigma Aldrich)
Bondesil-PSA, 40um, Agilent Technologies, USA

Festphase: Chem Elut CE 1005 5 ml, ungepuffert, Varian, USA

Losungsmittel und Siuren

Aceton, Rotisolv >99,8% , Pestilyse (Carl Roth GmbH & Co. KG),
Ethylacetat, Rotisolv Pestilyse (Carl Roth GmbH & Co. KG),
Cyclohexan, Rotisolv Pestilyse (Carl Roth GmbH & Co. KG),
Methanol, Rotisolv >99,9% Pestilyse (Carl Roth GmbH & Co. KG),
Acetonitril, Rotisolv HPLC Grade (Carl Roth GmbH & Co. KG),
Ameisensdure Rotipuran >98% p.a. (Carl Roth GmbH & Co. KG)
Dichlormethan Rotisolv Pestilyse (Carl Roth GmbH & Co. KG)

Standardsubstanzen

Standards fiir Herstellung der Dotierlosung des Testmaterials (Herstellung des Testmaterials)

Die Dotierl6sungen wurden so angesetzt, dass das Design des Testmaterials (s. Tabelle 9) best-
moglich umgesetzt werden konnte. Als Testmaterial wurden 10 kg Bio-Tafeltrauben (rot) der
Sorte Crimson Seedless im Lebensmitteleinzelhandel gekauft. Die Reinsubstanzen wurden in
jeweils einer Stammldsung angesetzt, aus denen entsprechende Aliquote entnommen wurden,
um sie zu einer Dotierldsung (100ml) zu kombinieren. Die Dotierldsung wurde dem Test-

material (8kg Bio-Trauben-Homogenat) zugegeben:
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Tabelle 9: Design des Testmaterials (Trauben-Homogenat-Proben)

Substanz Dotierter Ziel- Riickstandshochstgehalt Anbieter der
Gehalt [ug/kg] [mg/kg] in Trauben [44] Reinsubstanzen

Acetamiprid 45 0,01 Dr. Ehrenstorfer GmbH
Bifenthrin 35 0,2 Dr. Ehrenstorfer GmbH
Boscalid 115 5 Dr. Ehrenstorfer GmbH
Cyhalothrin-lambda 77 0,2 Dr. Ehrenstorfer GmbH
Cyprodinil 165 5 Dr. Ehrenstorfer GmbH
Deltamethrin 51 0,2 Dr. Ehrenstorfer GmbH
Fenhexamid 355 5 Dr. Ehrenstorfer GmbH
Fludioxinil 65 2 Dr. Ehrenstorfer GmbH
Iprodion 950 10 Dr. Ehrenstorfer GmbH
Pyrimethanil 1400 5 Dr. Ehrenstorfer GmbH

Die physikalisch-chemischen Eigenschaften der zu analysierenden Analyten sind im Anhang

aufgefiihrt (Tabelle Al).

Standards fiir die Laboranalysen der Testoroben (Homogenitdtstest / Analyse des Testmaterials)

Tabelle 10: Stammldsungen fiir die Erstellung des Mischstandards

Substanz Konzentration Losungsmittel
Acetamiprid 1 g/l Methanol
Bifenthrin 1 g/l Aceton
Boscalid 1 g/l Aceton
Cyhalothrin-lambda 1 g/l Aceton
Cyprodinil 0.5 g/l Aceton/Cyclohexan (1:1)
Deltamethrin 1 g/l Aceton/Cyclohexan (1:1)
Fenhexamid 1 g/l Aceton
Fludioxonil 1 g/l Aceton
Iprodion 1 g/l Aceton
Pyrimethanil 1 g/l Aceton

Aus den Stammldsungen wurde ein Mischstandard in Aceton hergestellt, der als Grundlage fiir
die Herstellung der Dotierungen, der gespikten Probenextrakte sowie fiir die Herstellung der

externen Standards verwendet wurde:

Tabelle 11: Mischstandard fiir die Dotierungen

Substanz Konzentration [ug/ml]
Acetamiprid 4.5
Bifenthrin 3.5
Boscalid 11.5
Cyhalothrin-lambda 7.7
Cyprodinil 16.5
Deltamethrin 5.1
Fenhexamid 35.5
Fludioxonil 6.5
Iprodion 95
Pyrimethanil 140
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4.3 Verwendete Methoden

Die Methoden wurden entsprechend der jeweiligen Zielsetzung verwendet.

Zielsetzung 1: Herstellung von Testmaterial
(8 kg Traubenhomogenat)

il

Zielsetzung 2: Uberpriifung der Homogenitit
dieses Testmaterials

{

Zielsetzung 3: Analyse des Testmaterials mit unterschiedlichen Me-
thoden und Kalibrierungen zur Identifizierung analytischer Abwei-
chungen unter Beriicksichtigung von Verfahrenskenngroflen (Wieder-
hol- und Laborprizision, Wiederfindungen) innerhalb desselben
Labores

g

Zielsetzung 4: Analyse des Testmaterials in unter-
schiedlichen Laboratorien unter Routinebedingungen:
Beurteilung der Richtigkeit sowie der Vergleichbarkeit der
berichteten Ergebnisse

{

Zielsetzung 5: Analyse von Einzelwirkstoffen (Ethephon,
Chlormequat und Mepiquat) in unterschiedlichen Laboratorien
sowie die Beurteilung der Richtigkeit und der Vergleichbarkeit der
Ergebnisse — Gegeniiberstellung der Einzelwirkstoffanalytik zum
analytischen Komporomifl von Multimethoden

Abb. 29: Verwendete Methoden je nach Zielsetzung

Grundsétzlich orientieren sich die Ziele an der Entwicklung eines Systems zur optimierten
Laborkompetenz-Bewertung. Vor diesem Hintergrund stellt sich schlieBlich die Frage nach der
tolerierbaren Schwankung von Laborergebnissen (unter Routinebedingungen) bei der Analyse

von Proben desselben Designs.

4.3.1 Zielsetzung 1: Herstellung von Testmaterial (8 kg Traubenhomogenat)

Nach einigen Vorversuchen zur Homogenisierbarkeit der Trauben wurden 8,0 kg Bio-

Tafeltrauben (rot) der Sorte Crimson Seedless in einer Stephan-Universalmaschine (mit Kiihl-
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und Vakuumeinrichtung) unter Zugabe von Trockeneis homogenisiert. Insgesamt wurde mit
steigender Drehzahl fiir 45 Minuten zerkleinert. In Vorversuchen war sichergestellt worden,
dass hierbei sdmtliche Fruchtbestandteile fein zerkleinert werden. Die Temperatur wurde
wihrend der Zerkleinerung kontrolliert und lag durchgehend unter 25°C. Durch Wégen des
leeren wie des gefiillten RiihrgefdBles vor und nach der Zerkleinerung wurde sichergestellt, dass
sich die Einwaage wihrend des Zerkleinerungsvorganges nicht wesentlich énderte. Zur an-
schlieBenden Uberpriifung der PartikelgroBe des Homogenates wurde dieses iiber Millimeterpa-

pier ausgestrichen:

Abb. 30: Ausgestrichenes Traubenhomogenat auf Millimeterpapier (Priifung der Partikelgrof3e)

Die Uberpriifung zeigte, dass das Testmaterial fein vermahlen war. Eine PartikelgroBe von 2mm

wurde nicht Uberschritten.

Die 10 ausgewdhlten Reinsubstanzen des Probendesigns (s. Tabelle 9) wurden genau einge-
wogen und jeweils in 10ml organischem Losungsmittel (s. Tabelle 10) angesetzt. Die Einwaage

berticksichtigte die Reinheit und richtete sich nach dem vorgesehenen Testmaterial-Design.
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Tabelle 12: Wirkstoffe und daraus hergestellte Stammldosungen

Wirkstoff Reinheit | Einwaage | Endvolumen | Konzentration Stammlosung
[%] [mg] [ml] [mg/1] bzw. [pg/ml]
Acetamiprid 99.0 10.10 10 1000
Bifenthrin 97.7 10.23 10 999
Boscalid 98.4 10.38 10 1021
Cyhalothrin- 98.5 10.26 10 1011
lambda
Cyprodinil 99.5 10.12 10 1007
Deltamethrin 98.0 10.22 10 1002
Fenhexamid 98.5 10.33 10 1018
Fludioxonil 99.0 10.09 10 999
Iprodion 97.5 10.47 10 1021
Pyrimethanil* 98.3 10.16 10 999
Pyrimethanil* 98.3 10.28 10 1011

*Beide Stammlosungen werden fiir die Dotierlosung verwendet, um die Sollgehalte erreichen zu kdnnen

Aliquote der insgesamt 10 Stammldsungen (bzw. 11 Stammldsungen, da flir Pyrimethanil zwei

Stammldsungen angesetzt wurden) wurden entsprechend ihrer Absolut-Konzentrationen zu

einer Dotierungslosung kombiniert, die auf insgesamt 100ml mit Aceton aufgefiillt wurde. Diese

Dotierungslosung wurde dem Homogenat (8,0kg Testmaterial) schlieBlich zugegeben:

Tabelle 13: Herstellung der Dotierungslésung und daraus resultierende Sollgehalte (bezogen auf

8,0kg Testmaterial)
Dotierungs- | Masse Wirkstoff Zugabe Konzentration
Wirkstoff level Soll [ngl, bezogen (Stammlosung) | (Stammlosung)
[ng/kg] auf die Gesamt- | [ul] auf 100ml [mg/1] bzw.
Probe (8,0kg) Endvolumen [ng/ml]
Acetamiprid 45 360 360 1000
Bifenthrin 35 280 280 999
Boscalid 115 920 901 1021
Cyhalothrin-lambda 77 616 609 1011
Cyprodinil 165 1320 1311 1007
Deltamethrin 51 408 407 1002
Fenhexamid 355 2840 2790 1018
Fludioxonil 65 520 521 999
Iprodion 950 7600 7444 1021
Pyrimethanil* 1000 8000 8008 999
Pyrimethanil* 400 3200 3165 1011

*Beide Stammlosungen werden fiir die Dotierlosung verwendet, um die Sollgehalte erreichen zu konnen

Die gesamte Dotierungslosung (s. Tabelle 13) wurde aus einem 100ml Messkolben unter

laufendem Riihren in kleinsten Teilportionen zugegeben. Es wurde darauf geachtet, die Probe

nicht tiber 25°C zu erwarmen.
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Unmittelbar im Anschluss an die Dotierung wurden 20 Proben plus 5 Riickstellproben von
mindestens 150g in vorbereitete Hart-Polyethylen-Weithals-Flaschen mit Schraubverschluss
abgefiillt. Dariiber hinaus wurden fiir die Untersuchung der Homogenitit weitere Gefille

abgefiillt. Diese Proben wurden sofort nach der Abfiillung bei minus 20°C tiefgefroren:

ok

Abb.31: Testmaterialien aus dotiertem Bio-Traubenhomogenat, aufgemacht als Gegenprobe

4.3.2 Zielsetzung 2: Uberpriifung der Homogenitit des Testmaterials

Die Homogenitidt der Wirkstoffverteilungen im Testmaterial wurde durch die Analysen von
insgesamt 10 zufillig ausgewihlten Testmaterial-Proben tberpriift. Diese Proben wurden im
Anschluss an die Dotierung entnommen und die Wirkstoffgehalte jeweils doppelt bestimmt, d.h.
aus jedem Homogenat wurden zwei Aufarbeitungen vorgenommen und die so erhaltenen zwei
Analysenextrakte entsprechend vermessen. Die Quantifizierung wurde mittels Matrix-
Kalibrierung (1-Punkt) ermittelt, d.h. der Pestizid-Kalibrier-Standard wurde zum aufgearbeiteten

Analysenextrakt (aus Bio-Tafeltrauben (rot) der Sorte Crimson) gegeben.
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Angewendetes Analyseverfahren
QuEChERS (Untersuchungsverfahren nach §64 LFGB 00.00-115) [10]. Die Aufreinigung des

Probenextraktes mit PSA wurde hierbei jedoch nicht vorgenommen.

Probenhomogenisierung

Nicht erforderlich, da das Testmaterial bereits als Homogenat vorlag.

Extraktion
5g werden mit Sml Acetonitril extrahiert (1. Extraktionsschritt)

Zugabe von MgSQO4, NaCl sowie Zitratpuffer (2. Extraktionsschritt)

Aufreinigung
Der Aufreinigungsschritt mit dispersiver SPE durch Zugabe von PSA sowie MgSO4 wurde nicht

vorgenommen.

Analysenextrakt
Der fiir die LC-MS/MS-Messung vorgesehene Analysenextrakt wird in Methanol/Wasser (1:1)
aufgenommen. Fiir die GC-MS-Analytik wird der Probenextrakt direkt verwendet (Losungsmit-

tel: Acetonitril).

Messung (GC-MS)

Die GC-MS-Analytik wurde mit dem GC-System 6890N Agilent Technologies, gekoppelt mit
dem Massenspektrometer 5975B Agilent Technologies, vorgenommen. Das System wird mit
der Agilent Chemstation Software DE0100237 betrieben. Die Ilonisierung erfolgt iiber
Elektronenstofionisation (EI positiv) bei 70 eV. Als Detektionsmodus wurde der Full Scan

Mode gewihlt. Weitere Betriebsbedingungen:

Tabelle 14: GC-MS-Betriebsbedingungen

Injektion

Autosampler COMBI PAL CTC ANALYTICS
Inlet (Probenaufgabe) PTV-Injektion
Injektionsvolumen Sul

Injektorblock-Temperatur 280°C

Mobile Phase Helium
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GC-Trennung

Saule VF5 (Aquivalent zu 5% Phenyl und 95 %
Dimethylpolysiloxan als Sdulenmaterial)

Lange 30m

Durchmesser 0,25mm

Filmdicke 0,25um

Temperaturprogramm

Modus Gradient

Ausgangstemperatur 50°C

Endtemperatur 350°C

Detektion

Quadrupol-Temperatur 150°C

Quellen-Temperatur 230°C

Target-lonenspuren:

Fludioxinil m/z: 248

Bifenthrin m/z: 181

Cyhalothrin-lambda m/z: 81

Deltamethrin m/z: 253

Boscalid m/z: 342

Cyprodinil m/z: 224

Messung (LC-MS/MS)

Die LC-MS/MS-Analytik wurde mit dem LC-System 1200 Series Agilent Technologies,
gekoppelt mit dem Massenspektrometer 320 MS Varian, vorgenommen. Das System wird mit
der Software der Varian Work Station 6.9.1 MS betrieben. Die Ionisierung erfolgte iiber
Electrospray-lonisation (ESI) im positiven Modus. Als Detektionsmodus wurde der Multiple

Reaction Mode (MRM) gewihlt. Weitere Betriebsbedingungen:

Tabelle 15: LC-MS/MS-Betriebsbedingungen

Injektion

Autosampler LC PAL CTC ANALYTICS

Injektionsvolumen 10ul
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LC-Trennung

Saule Phenomenex Aqua 3u C18 125A (RP-18)
Mobile Phase A: H,O mit 0,1% HCOOH

B: Me-OH mit 0,1% HCOOH
Flow 200ul/min
Eluentenmodus Stufengradient
Temperatur 30°C
Detektion
ESI Quelle Stickstoffgas, 34psi
Target-lonenspuren:
Acetamiprid m/z 223 > m/z 126
Pyrimethanil m/z 200 2 m/z 107
Fenhexamid m/z 302 > m/z 97
Iprodion m/z 330 2> m/z 245

Identifizierung / Quantitative Auswertung

Da die im Testmaterial enthaltenen Wirkstoffe bereits vor der Durchfiihrung des Homogenitéts-
tests bekannt waren wurden nur Target-lonenspuren (Masse / Ladung, m/z) herangezogen.
Weitere lonenspuren, die iiblicherweise zur qualitativen Absicherung herangezogen werden,
(Qualifier-Ionen) wurden nicht beriicksichtigt. Die Identifizierung erfolgte iiber die Retentions-
zeit (Probe / Matrix-Kalibrierlosung). Die Pestizidkonzentrationswerte der Probenlosung wur-
den mittels Integration der Pestizid-Peaks iiber die Software aus der gemessenen Kalibrierfunk-
tion (in Matrix) berechnet. Der Messwert der Probe musste innerhalb des kalibrierten Konzen-

trationsbereiches liegen, andernfalls wurde die Probe entsprechend verdiinnt.

Statistische Auswertung der Homogenititsdaten
Das Testmaterial muss ausreichend homogen sein, um die anschlieBende Interpretation der

Teilnehmer-Ergebnisse nicht durch inhomogenes Testmaterial zu gefahrden.

Prdzision des Analyseverfahrens und Varianz zwischen Testmaterial-Einheiten (s., vs sum)

Sofern die Prizision des angewendeten Analyseverfahrens zur Bestimmung der Homogenitét
gering ist (und somit eine starke Schwankung der Analysenergebnisse, bedingt durch

methodische Schwankungen, auftritt), konnen Inhomogenititen des Testmaterials nicht sicher
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festgestellt werden, da Inhomogenititen durch methodenbedingte Schwankungen ggf.

aufgehoben werden.

Auf der anderen Seite kann die Anwendung analytischer Verfahren mit sehr hoher Préizision
Schwankungen zwischen den Testmaterial-Einheiten aufzeigen, die jedoch fiir die abschlielen-
de Teilnehmerbewertung eines Laboreignungstests nicht von Relevanz sind. Dies ist z.B. dann
der Fall, wenn durch Schwankungen der Homogenitit zwischen den Testmaterial-Einheiten ein
ermittelter z-score erst in der dritten Nachkommastelle beeinflusst wird. Da die ermittelte Stan-
dardabweichung (bzw. die Varianz = Quadrat der Standardabweichung) zwischen Testmaterial-
Einheiten stark von der Prézision des Analyseverfahrens abhingt, wird die Prédzision bei der

Uberpriifung auf ausreichende Homogenitiit beriicksichtigt.

Durchfiihrung des Homogenitdtstests

1. 10 Testmaterial-Einheiten (m = 10) wurden fiir die Homogenitétstests rein zufdllig ausge-
wihlt. Von jedem der 10 Homogenate wurden zwei Teil-Proben entnommen, die in zufélliger
Reihenfolge unter Wiederholbedingungen mit einer angemessenen Wiederholpridzision
analysiert wurden. Eine dem Zweck der Homogenititspriifung angemessene Wiederholpra-
zision (o,,) liegt vor, wenn sie kleiner ist als das 0,5-fache der fiir die Analyse vorgesehen
Standard-Messunsicherheit. Im Bereich der Analytik von Pflanzenschutzmitteln mit Multi-
Methoden sollte sie somit etwa die Hilfte von 20% betragen [15]. bzw. anders ausgedriickt:
oum < 0,5 0 ; bezichungsweise 6, < 0,5 65 wenn die Vergleichsstandardabweichung nach
Horwitz fiir die Berechnung der Zielstandardabweichung zur Anwendung kommt:

¢ = Zielstandardabweichung nach Horwitz [121] fiir Laboreignungstests bzw.

o6, = Vergleichsstandardabweichung (relative Standardabweichung der Vergleichsprizi-

sion), die in einem Bereich von etwa 20-25% liegt. [121]

2. Die Messergebnisse wurden visuell (z.B. durch das Auftragen der Ergebnisse gegen die

Probennummern) auf nicht zufillige Auffilligkeiten liberpriift.

3. AnschlieBend wurden mit Hilfe des Cochran-Tests [136, 137] Analysenpaare, die aus einer
Testmaterial-Einheit ermittelt wurden, und die zu stark voneinander abweichen, identifiziert
und eliminiert. Sofern durch den Cochran-Test mehr als ein Analysenpaar identifiziert wird,
welches zu groB3e Differenzen aufweist, ist die komplette Analytik der Proben zu wieder-

holen.
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4. Es erfolgte eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA = ANalysis Of VAriance). Diese
Varianzanalyse nutzt die Tatsache, dass anhand der Stichprobendaten (Ergebnisse der Homo-
genitditsmessung = Population) zwei unabhdngige Schitzungen der Populationsvarianz

moglich sind:

a. ,,within-Varianz” = Varianz innerhalb definierter Gruppen (hier: Gruppe = Doppel-
bestimmung): Wie sehr schwanken die Differenzen zwischen den jeweils zwei Ergeb-
nissen einer Doppelbestimmung? Diese Varianz ergibt sich aus der Summe der
Differenzen der Analysenpaare einer Doppelbestimmung und der Anzahl aller
durchgefiihrten Analysen (2m = 20), hier: s2, = ¥ D? / 2m. Bevor diese Berechnung
durchgefiihrt wurde, wurden mit Hilfe des Cochran-Tests [136, 137] ,,Ausrei3er-Paare”
identifiziert, um diese fiir die anschlieBende Varianz-Berechnung ausschlieen zu
konnen. Solche AusreiBer-Paare einer Doppelbestimmung zeigen im Vergleich zu den
anderen Analyse-Paaren eine stark abweichende Differenz untereinander.

Man unterscheidet zwischen Ausreillern mit starken Differenzen bei der Doppelbestim-
mung und Ausreiflern, bei denen das jeweilige Paar zwar dhnliche Differenzen wie die

andere Paare zeigt, aber deutlich auBlerhalb der Messwerte anderer Paare liegt:
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Abb. 32: Klassifizierung von Ausreilern bei der Homogenitétspriifung [136, 137]
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Ein Ausreiler-Paar, dessen Einzelmesswerte eine signifikante Differenz aufweisen,
wird von der Varianzanalyse ausgeschlossen (siehe Homogenat-Einheit 3 in Abb. 32).
Sofern der Cochran-Test [136, 137] mehr als ein Ausreiller-Paar identifiziert, sind die
Homogenitdtsanalysen zu wiederholen. Paare mit vergleichbarer Differenz (unabhéngig
davon, wie vergleichbar die Einzelmesswerte mit denen anderer Paare sind; sieche Ho-
mogenat-Einheit 9 in Abb. 32) werden von der Varianzanalyse nicht ausgeschlossen.

Die Varianz der Doppelbestimmungen (s2,,) wird auf das verwendete Analyseverfahr-
en ("4, steht fiir ,,analytical”) zuriickgefiihrt, d. h. auf die durch die Prézision des Ana-
lyseverfahrens verursachte Schwankung. Nach Bestimmung der analytischen Varianz
und der Populationsvarianz (siehe unten) kann die so genannte sampling-(s.»)-Varianz
(Varianz zwischen Testmaterial-Einheiten = s2,,,,) berechnet werden, die als Maf fiir
die Inhomogenitidt der Proben (nach Bereinigung durch Abzug der analytischen

Varianz s2,) herangezogen wird und die bestimmte Anforderungen einzuhalten hat.

b. Populationsvarianz = Varianz aller Stichproben aus der gleichen Population (hier: 20
Analysenergebnisse des Homogenitétstests): Wie grof3 ist die Varianz aller Messergeb-
nisse untereinander? Die Berechnung der Populationsvarianz (Vs) erfolgt unter

Beriicksichtigung aller ermittelten Einzelmesswerte (3. S;):

Vs=X(8 —9)?%/(m—1)
mit S = (1 —m)/ Y. S; (= Mittelwert von S;)

c. Nach Berechnung der Populationsvarianz (Vs) kann durch Abzug der analytischen
Varianz (s2,) schlieBlich die Varianz zwischen Testmaterial-Einheiten (s2,,,) ermittelt

werden: s2,, = (Vs/2 — Sap) / 2

d. Die zulissige erlaubte (allowable) Sampling Varianz (62;) zwischen Testmaterial-Ein-
heiten hat folgende Anforderungen einzuhalten: 62, = (0,3 ), mit & = Zielstandardab-
weichung nach Horwitz [121] fiir Laboreignungstests. Sie wird herangezogen, um die

statistischen Anforderungen an die Homogenitit zu formulieren.

e. Die statistischen Anforderungen an eine ausreichende Homogenitdt des Testmaterials
beziehen sich auf die erlaubte Sampling-Varianz (62,;) und die analytische Varianz
(s2,) eines Verfahrens. Der Zusammenhang wird unter Beriicksichtigung der Fischer-

Verteilungs-Faktoren ,,F-Faktoren” [123] fiir die erlaubte Sampling-Varianz 62 sowie
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die analytische Varianz wie folgt dargestellt: ¢ = F; 62, + F, s2,. Hierbei ist ¢ der
critical value, d. h. die Summe der analytischen und der erlaubten Sampling-Varianz.
Sofern die tatsichlich ermittelte Sampling-Varianz s2,,,< c ist, ist mit 95%-iger Wahr-
scheinlichkeit (Vertrauensbereich) das Testmaterial homogen. Andernfalls wurden die

Anforderungen an die Homogenitét nicht erfiillt.

Die Anforderungen an die Homogenitét beriicksichtigen somit sowohl den Einfluss der analy-
tischen Varianz als auch den Einfluss der Varianz zwischen Testmaterial-Einheiten (Sampling

Varianz).

Stabilitatstest

Nach der Durchfiihrung des Labortests mit den verdeckten Proben (siehe 5.4) wurde das Test-
material unter den beschriebenen Analysebedingungen auf Stabilitdt der Analyten iiberpriift.
Hierzu wurden zwei Testmaterial-Proben aufgearbeitet und der Probenextrakt doppelt ver-

messen.
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4.3.3 Zielsetzung 3: Analyse des Testmaterials mit unterschiedlichen Methoden und
Kalibrierungen

Proben des nach 4.3.1 hergestellten und nach 4.3.2 auf Homogenitét iiberpriiften Testmaterials
(dotiertes Traubenpiiree) gleichen Designs (gleiche Pestizide zu gleichen Gehalten in der
gleichen Matrix) wurden mit unterschiedlichen Methoden sowie verschiedenen Kalibrierungen
(Matrix-Kalibrierung, Standardaddition, Messungen gegen externe Standardldsungen) innerhalb
desselben Laboratoriums unter standardisierten Arbeitsbedingungen analysiert. Bei der
Durchfiihrung der Laboranalysen der Proben-Homogenate kamen die nachfolgenden drei
verschiedenen Methoden zur Anwendung:

- Multimethode L-00.00-115 ,,QuEChERS” [10]

- Multimethode L-00.00-113, ,,BfR-Methode”[9], sowie die

- Sammelmethode DFG S 19 [55, 56].
Es sollte herausgearbeitet werden, inwieweit die Anwendung unterschiedlicher Analysemetho-
den zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihrt. Weiterhin wurde hierbei auch die Einhaltung der

VerfahrenskenngrofBen (Wiederfindungen, Wiederholprizision, Laborpréizision etc.) liberpriift.

Angewendetes Analyseverfahren

QuEChERS (Untersuchungsverfahren nach §64 LFGB 00.00-115 [10])

Probenhomogenisierung

Nicht erforderlich, da das Testmaterial bereits als Homogenat vorliegt.

Extraktion
10g werden mit 10ml Acetonitril extrahiert (1. Extraktionsschritt).
Zugabe von MgSO4, NaCl sowie Zitratpuffer (2. Extraktionsschritt).

Aufreinigung
Mittels dispersiver SPE durch Zugabe von PSA sowie MgSO4. Anschliefend ziigige Ansduer-

ung des Extraktes mit Ameisensédure in Acetonitril.

Analysenextrakt

Der fiir die LC-MS/MS-Messung vorgesehene Analysenextrakt wird aufkonzentriert (2,5g Ein-
waage (EW) auf Iml) und in Methanol/Wasser (1:1) aufgenommen; der fiir die GC-MS-

Analytik vorgesehene Extrakt verbleibt in angesduertem Acetonitril.
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Messung (GC-MS/MS)
Die GC-MS-Analytik wurde mit dem GC-System 7890A Agilent Technologies gekoppelt mit

dem Triple Quadrupol Massenspektrometer 7000A Agilent Technologies vorgenommen. Das
System wird mit der Agilent MassHunter Software B.05.00. betrieben. Die Ionisierung erfolgte
iiber ElektronenstoBionisation (EI positiv) bei 70 eV. Als Detektionsmodus wurde der MS/MS
Mode gewihlt (Multiple Reaction Mode, MRM). Weitere Betriebsbedingungen:

Tabelle 16: GC-Betriebsbedingungen

Injektion
Autosampler GC PAL CTC ANALYTICS
Inlet (Probenaufgabe) PTV-Injektion
Injektionsvolumen 2ul
Injektorblock-Temperatur 50°C / 0,1min / 700°C/min / 280°C
Mobile Phase Helium
GC-Trennung
Sdule HP-5MS Ul
(Agilent Part Number 19091S-433UI)
Lange 30m
Durchmesser 0,25mm
Filmdicke 0,25um
Temperaturprogramm
50°C/Imin
35°C/min = 100°C/0min
8°C/min = 320°C/1min
Backflush pressure: 100psi / 4,1min
Detektion
Quadrupol-Temperatur 150°C
Quellen-Temperatur 280°C
Target-lonenspuren:
Acetamipnd | -
Bifenthrin 181 2> 165
Boscalid 342 > 142
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Cyhalothrin-lambda 181 > 152
Cyprodinil 225 > 224
Deltamethrin 253 > 172
Fenhexamid 177 = 133
Fludioxinil 248 > 127
Iprodion 314 > 245
Pyrimethanil 198 > 118
Messung (LC-MS/MS)

Die LC-MS/MS-Analytik wurde mit dem LC-System 1100 Series Agilent Technologies, gekop-
pelt mit dem Massenspektrometer 1500 MS Varian, vorgenommen. Das System wird mit der
Software 1200 Version 2.1.045 betrieben. Die Ionisierung erfolgte liber Electrospray-Ionisation
(ESI) im positiven Modus. Als Detektionsmodus wurde der MS/MS Mode gewéhlt (Multiple
Reaction Mode, MRM). Weitere Betriebsbedingungen:

Tabelle 17: LC-Betriebsbedingungen

Injektion
Autosampler LC PAL CTC ANALYTICS
Injektionsvolumen 10uL

LC-Trennung

Saule Agilent Technologies Eclipse Plus CI18
RRHD, 2.1 X 50 mm, 1,8 um particle size
Mobile Phase A: H,0 (0,1% Ameisensiure)
B: ACN (0,1% Ameisensdure)
Flow 250 ul/min
Gradient 0% B bei 0 min fiir I min. halten
Von 0% B auf 100% B von 1 min. bis 5 min.
100% B fiir 5 min. halten
Post time: Smin
Detektion
ESI Quelle Nebulizing gas Nj: 37psi

Drying gas N,: 26psi/350°C
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Target-lonenspuren:

Acetamiprid 223 > 126
Bifenthrin -—--
Boscalid 343 2 307
Cyhalothrin-lambda -—--
Cyprodinil 226 > 93
Deltamethrin -—--
Fenhexamid 302 > 97
Fludioxinil -—--
Iprodion 330 > 245
Pyrimethanil 200 > 107

Angewendetes Analyseverfahren

Multimethode L-00.00-113, ,,BfR-Methode” [9].

Probenhomogenisierung

Nicht erforderlich, da das Testmaterial bereits als Homogenat vorliegt.

Extraktion
10g werden mit 20ml MeOH mit dem Stativmixer homogenisiert (Extraktion).

2,5ml 20%-ige NaCl-Losung ad 10ml mit Extrakt auffiillen.

Aufreinigung

Sml des NaCl-Extrakt-Gemisches auf ChemElut-Siule geben und mit Dichlormethan eluieren.

Analysenextrakt

Der fiir die LC-MS/MS-Messung vorgesehene Analysenextrakt wird aufkonzentriert (2,5g EW
auf 1ml) und in Methanol/Wasser (1:1) aufgenommen; der fiir die GC-MS-Analytik

vorgesehene Extrakt wird in Methanol aufgenommen.

Messung (GC-MS/MS) / LC-MS/MS
siche unter QUEChERS




Material und Methoden 99

Angewendetes Analyseverfahren

Sammelmethode DFG S 19, Amtliche Analysenverfahren L 00.00-34 [57].

Probenhomogenisierung

Nicht erforderlich, da das Testmaterial bereits als Homogenat vorliegt.

Extraktion
10g werden mit 20ml Aceton extrahiert (Extraktion).
Zugabe von 10ml Ethylacetat/Cyclohexan 1:1 (Phasenverteilung).

Verwerfung der polaren Phase, Aufkonzentrierung der lipiden Phase.

Aufreinigung
Autfkonzentrierte Phase wird tiber den GPC gegeben.

Analysenextrakt

Der fiir die LC-MS/MS-Messung vorgesehene Analysenextrakt wird aufkonzentriert (2,5g EW
auf Iml) und in Methanol/Wasser (1:1) aufgenommen; der fiir die GC-MS-Analytik vorge-

sehene Extrakt wird in Methanol aufgenommen.

Messung (GC-MS) / LC-MS/MS
siche unter QUEChERS

Identifizierung / Quantitative Auswertung

Da die im Testmaterial enthaltenen Wirkstoffe bereits bekannt waren, wurden Target-lonenspur-
en (Masse / Ladung, m/z) fiir die Identifizierung herangezogen. Jeweils eine weitere weitere
Ionenspur (Qualifier-lonen) pro Pestizid wurde auch bei der Quantifizierung beriicksichtigt. Die
Identifizierung erfolgt liber die Retentionszeit (Probe / Matrix-Kalibrierlosung). Die Pestizid-
konzentrationswerte der Probenlosung wurden mittels Integration der Pestizid-Peaks iiber die

Software aus der gemessenen Kalibrierfunktion (in Matrix) berechnet.
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4.3.4 Zielsetzung 4: Analyse des Testmaterials in unterschiedlichen Laboratorien
unter Routinebedingungen

Hierzu wurde jeweils eine Testmaterial-Einheit als Gegenprobe aufgemacht (sieche Abb. 31),
damit die Teilnehmer des verdeckten Ringversuches die Probe nicht als Test-Probe erkennen
konnten. Die Proben wurden mit einem Begleitschreiben (sieche Anhang Dokument B1) an die
Labore verschickt. Der offizielle Auftraggeber (eine Fruchtagentur bei Miinchen / eine Agrar-
marketingeinrichtung aus Osterreich) bat um eine FEilanalytik, wobei das Zeitfenster hierfiir
nicht ndher definiert wurde. Die Proben sowie das Begleitschreiben wurden in Styroporboxen
unter Zugabe von Kiihl-Akkus per Kurier verschickt und trafen innerhalb von 24 bis 48 Stunden

bei den Laboren ein (Uberpriifung durch die Frachtbriefnummer).

Um die Ergebnisse der Teilnahme vergleichen zu kénnen, mussten u.a. folgende Bedingungen

an das Test-Design sowie die Durchfithrung gestellt und eingehalten werden:

- Gleiche Randbedingungen fiir die teilnehmenden Labore: Zeitrahmen (innerhalb dessen
die Stabilitdt des Testmaterial-Designs sichergestellt war), Probenmaterial, Aufgaben-

stellung.
- Einhaltung von Routine-Bedingungen wie bei einem iiblichen Kunden-Auftrag.
- Die Probe durfte nicht als ,,Spezial”’- oder ,, Test”’-Probe erkannt werden.

Um den Verdacht einer Test-Probe nicht aufkommen zu lassen, wurden konkrete Methodende-
tails nicht abgefragt. Die Analysenergebnisse sollten entsprechend der Kundenanforderungen
(teilweise Ausschopfungen des Riickstandshochstgehaltes sowie des ARfD-Wertes) beurteilt

werden und es sollte auf eventuelle Auffélligkeiten / Abweichungen hingewiesen werden.

Die Richtigkeit der berichteten Werte wurde anhand der Bestimmung der Wiederfindung des
dotierten Gehaltes ermittelt:

Wiederfindung (%) = 2erichteter Gehalt 4 (14)

Dotierter Gehalt

Die Vergleichbarkeit der berichteten Werte wurde durch Anwendung des z-score-Modells (sieche
Gleichung 13, Seite 70) nach Ermittlung des Ubereinstimmungswertes durch robuste Statistik
(Winsorisation [128]) aus den Werten aller Teilnehmer ermittelt.

Insgesamt haben 19 Laboratorien aus 7 Lindern (Deutschland, Italien, Niederlande, Belgien,
Spanien, Osterreich und Tiirkei) an dem Test mit verdeckten Proben ,junwissend” teilgenom-

men.
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4.3.5 Zielsetzung 5: Gegeniiberstellung der analytischen Kompetenz bei der
Analytik von Einzelwirkstoffen und der Analytik von
Multimethoden

Folgende Einzelwirkstoffe wurden im Rahmen von Methodenringversuchen analysiert:
a) Ehtephon in Tomatenpiiree

b) Chlormequat und Mepiquat in Pilz und Pilzsubstrat (jeweils als Piiree).

Die Erstellung des Testmaterials sowie die Durchfiihrung der Homogenitétstests wurden bei

externen Instituten in Auftrag gegeben.

Die Methodenringversuche wurden offiziell angekiindigt, und interessierte Laboratorien konnten
sich innerhalb einer vorgegebenen Frist fiir den Versuch anmelden. Insofern wurden die Labore
nicht ,,verdeckt” gepriift. Fiir den Methodenringversuch ,,Ethephon in Tomatenpiiree” meldeten
sich 15 Labore an, an dem Methodenringversuch ,,Chlormequat in Pilz und Pilzsubstrat”

nahmen insgesamt 14 Labore teil.

Zusammen mit den zu analysierenden Testproben und Blank-Proben erhielten die Teilnehmer
detaillierte Anweisung zur Ergebnisermittlung sowie zur Verfiigung stehenden Analysezeit und
den Umgang mit den Proben (siche Anhang Dokument B2 bis B4 fiir den Methodenringversuch
,Ethephon” — sowie Anhang Dokument B5 bis B7 fiir den Methodenringversuch ,,Chlormequat
/ Mepiquat”).

Nach Abgabe der Analysenergebnisse aller Teilnehmer wurde eine statistische Auswertung
vorgenommen. Hierbei wurde die Richtigkeit der berichteten Werte anhand der Bestimmung der

Wiederfindung des dotierten Gehaltes ermittelt (siehe Gleichung 14, Seite 100)

Die Vergleichbarkeit der berichteten Werte wurde durch Anwendung des z-score-Modells (sieche
Gleichung 13, Seite 70) nach Ermittlung des Ubereinstimmungswertes durch robuste Statistik

(Winsorisation [128]) aus den Werten aller Teilnehmer ermittelt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse werden entsprechend der Reihenfolge der in Abb. 29 dargestellten Zielsetzungen
vorgestellt. Erginzende Informationen / Berechnungen werden ggf. im Anhang aufgefiihrt.

Hierauf wird an den entsprechenden Stellen in der Ergebnisdarstellung hingewiesen.

5.1 Zielsetzung 1: Herstellung von Testmaterial (8 kg Traubenhomogenat)

Das erstellte Traubenhomogenat zeigte hinsichtlich des Homogenisierungsgrades zufriedenstel-
lende Ergebnisse. Die Partikel des Homogenates wiesen eine Gréfle von < 2mm auf (siche Abb.
29). Da fiir die Testmaterial-Erstellung kernlose Trauben (Crimson seedless) verwendet wurden,
konnten Inhomogenitdten durch das Kernmaterial ausgeschlossen werden. Bei Trauben mit
Kernen besteht grundsitzlich das Risiko, dass in dem Kernmaterial andere Pestizidkonzentra-
tionen vorliegen als in dem Fruchtfleisch selbst. Sofern das Kernmaterial bei der Homogenisier-
ung nicht ausreichend zerkleinert werden wiirde und sich die Kernstiickchen ungleichméBig in
dem Traubenbrei verteilen wiirden, wire eine grundlegende Voraussetzung fiir die gleichméfige
Verteilung der Pestizide im Traubenhomogenat nicht mehr gegeben.

Durch die Zugabe von 100ml Dotierlosung zum Testmaterial (8 kg) konnte einem Verdiin-
nungseffekt — und damit einer Beeinflussung der Absolutgehalte der Pestizide im Testmaterial —
entgegengewirkt werden.

Durch die Beriicksichtigung der Reinheiten der jeweiligen Pestizid-Standard-Substanzen sollte
ebenfalls das vorgegebene Dotierungsniveau bestmoglich getroffen werden.

Die langsame Zugabe der Dotierlosung mit Hilfe eines Glastrichters zum gekiihlten Homogenat
(Trockeneis) war entscheidend, um eine Verspritzung der Dotierlésung (aufgrund des Tempera-
turunterschiedes) zu verhindern. Das Trauben-Homogenat wurde nach der Fertigstellung auf
Millimeter-Papier ausgestrichen, um die maximale TeilchengroB3e zu ermitteln. Ziel hierbei war

es, einen Verkleinerungsgrad von maximal 2mm nicht zu iiberschreiten.

Fazit
Die Ergebnisse des statistischen Homogenitétstests (5.2) bestitigten die Homogenitit des Test-
materials. Weiterhin ergab das auf Millimeterpapier ausgestrichene Testmaterial eine

zufriedenstellende Partikelgrofe, die 2mm nicht {iberschritt (s. Abb. 30).
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5.2 Zielsetzung 2: Uberpriifung der Homogenitiit des Testmaterials

Das Testmaterial wurde entsprechend der unter 4.3.2 aufgefiihrten methodischen Verfahren auf
Homogenitdt iiberpriift. Die daraus ermittelten Messergebnisse (siche Tabelle A2 im Anhang)
wurden statistisch ausgewertet. Zusammenfassend stellt sich die Auswertung der Ergebnisse wie

folgt dar:

Tabelle 18: Ergebnisse des Homogenititstest

. Mittel- | Standardab- V.arm- Varmtt(.ms- Vartatu.msko- D'o- Wiederfin-
Wirk- wert weichun tions- koeffizient effizient tier- dung [%]
stoff [ug/ke] Jug/k ]g koeffizient | (Horwitz) [122] (Horwitz) ung der
HE/NE, HEME [rel %] in [ug/kg] [122] in [%] | [ug/kg] | Dotierung
Acet- 41,55 1,2 2,9 9,14 22 45 92
amiprid
Bifenthrin | 34,9 2,8 8 7,68 22 35 100
Boscalid 112,4 8,4 7,5 24,6 21,9 115 98
Cyhalo-
thrin, 83.85 4.4 5,2 18,45 22 77 109
lambda
Cypro=— | 15935 8 5 33,61 21,1 465 97
dinil
2t 53,9 2,5 47 11,86 22 51 106
methrin
Fen- | 357 65 10,9 3,1 65,99 18,7 355 99
hexamid
F.lu—. . 66,45 2,7 4 14,62 22 65 102
dioxinil
Iprodion | 840,15 30,9 3,7 137,97 16,4 950 88
Pyri= 1 19794 27,5 2,2 197,21 15,4 1400 91
methanil

Das hergestellte Testmaterial erfiillte simtliche statistischen Anforderungen an die Homogenitét

fiir jeden der 10 Wirkstoffe hinsichtlich der analytischen Varianz sowie beziiglich der Varianz

zwischen den Testmaterial-Einheiten (s2,,,).

Die Anwendung des Cochran-Tests [136, 137] lie} keine Identifizierung eines Ausreil3er-Paares
zu, bei dem die Einzelmesswerte eine statistisch nicht akzeptierbare Differenz aufweisen.
Weiterhin wurde durch die einfaktorielle Varianzanalyse ANOVA keine statistische Kenngrof3e

uberschritten:
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Tabelle 19: Ergebnisse des Cochran-Tests sowie der einfaktoriellen Varianzanalyse

Kritische Werte fiir den Cochran-
Statistik-Test [136, 137]

Test auf ausreichende Homogenitét [18]

Ermittelte Varianz s2,,,
Wirkstoff Ermittelt 95% 99% zwischen den Test- Kritischer Wert
material-Einheiten
Acetamiprid 0,391 0,602 0,718 0,878 15,3
Bifenthrin 0,381 0,602 0,718 6,429 18,46
Boscalid 0,464 0,602 0,718 67,6 155
Cyhalothrin-
lambda 0,49 0,602 0,718 14,81 138,35
Cyprodinil 0,316 0,602 0,718 58,5 345,11
Deltamethrin 0,355 0,602 0,718 4,61 38,04
Fenhexamid 0,485 0,602 0,718 113,7 843,42
Fludioxinil 0,514 0,602 0,718 4,95 55,41
Iprodion 0,402 0,602 0,718 945,7 3.600,55
Pyrimethanil 0,267 0,602 0,718 749,33 6.883,59

Die groBte Differenz zwischen FEinzelmesswerten wurde bei dem Wirkstoff Fludioxinil

festgestellt. Das Analysenpaar der Homogenitétseinheit Nr. 7 zeigt zwar eine auffillige

Differenz (Cochran-Statistik-Test: D?/Summe D? = 0,514), aber die kritischen Werte fiir den

Cochran-Statistik-Test fiir Doppelbestimmungen mit m = 10 Analysenpaaren — 0,602 (95%)
bzw. 0,718 (99%) — werden nicht iiberschritten. Der Wert von 0,514 liegt unterhalb des 5%-

kritischen Wertes bzw. des 1%-kritischen Wertes, so dass kein Verdacht eines analytischen

Ausrei3ers gegeben ist:
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Die Ergebnisse des Homogenititstests zeigen dariiber hinaus, dass der Variationskoeffizient
nach Horwitz [122], der die Vergleichsstandardabweichung @'y (relative Standardabweichung
der Vergleichsprizision) wiedergibt, deutlich groBer ist als der Variationskoeffizient der
Laborprizision, die im Rahmen der Bestimmung der Homogenitét ermittelt wurde, und hier dem
relativen Variationskoeffizienten [%] entspricht. Die Laborprézision ist bei Bifenthrin mit 8%
am hochsten (gegeniiber der Vergleichsprdzision nach Horwitz [122] mit 22%), und beim
Pyrimethanil mit 2,2% am geringsten (gegeniiber der Vergleichsprézision nach Horwitz [122]
mit 15,4%). Die Ursache hierfiir kann darauf zuriickzufiihren sein, dass Pyrethroide die
Eigenschaft haben, an Glaswénden zu ,,kleben” oder sich in alkalischer Umgebung abzubauen.
Eine alkalische Umgebung kann z.B. durch Seifenreste an Glasmaterialien verursacht werden,
die auf das Reinigen der Glasmaterialien zuriickzufithren sind. Wird das Glasmaterial nach dem
Reinigen nicht bei ausreichend hohen Temperaturen (> 150°C) {iber einen ldngeren Zeitraum
getrocknet, konnen Seifenreste nicht vollstdndig zerstdrt werden. Die ermittelte Laborprazision
bei den Pyrethroiden Cyhalothrin-lambda und Deltamethrin zeigen ebenfalls hohere

Variationskoeffizienten im Vergleich zu den anderen Wirkstoffen.

Fazit
Das Testmaterial verfiigte iiber die notwendige Homogenitdt und konnte somit fiir weitere

Experimente als homogenes Probenmaterial herangezogen werden.

Ergebnisse des Stabilitdtstest

Die Ergebnisse des Stabilitdtstests, der im Anschluss an die Ergebnisabgabe der Teilnehmer des
verdeckten Tests vorgenommen wurde, bestitigte die Stabilitit der jeweiligen Wirkstoffe

wihrend der Testphase (s. auch zum Vergleich Tabelle 9):

Tabelle 20:Ergebnisse des Stabilitdtstests

Dotierungslevel Mittelwert des Mittelwert des | Wiederfindung
Wirkstoff Soll Homogenititstests | Stabilitiitstests Stabilitat zu
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] Dotierung [%]
Acetamiprid 45 42 44 97,7
Bifenthrin 35 35 35 100,0
Boscalid 115 112 106 92,0
Cyhalothrin- 77 84 94 122,0
lambda
Cyprodinil 165 159 162 98,2
Deltamethrin 51 54 52 102,0
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Dotierungslevel Mittelwert des Mittelwert des | Wiederfindung
Wirkstoff Soll Homogenititstests | Stabilitéiitstests Stabilitit zu
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] Dotierung [ %]
Fenhexamid 355 353 358 100,8
Fludioxonil 65 66 64 98,5
Iprodion 950 840 950 100,0
Pyrimethanil 1.400 1.279 1.336 95,4
Fazit

Die Wiederfindungen der Sollwerte liegen zwischen 92% und 122%. Eine erhohte Wiederfin-

dung des Wirkstoffes Cyhalothrin-lambda zeigte sich bereits bei der Durchfithrung des Homo-

genititstests (109%), so dass bei der Analytik des Wirkstoffes mit der hier angewendeten

Methode von einem systematischen Fehler ausgegangen wird.
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5.3 Zielsetzung 3: Analyse des Testmaterials mit unterschiedlichen Methoden

und Kalibrierungen

Das Testmaterial (Traubenhomogenat) wurde mit unterschiedlichen Multimethoden untersucht
(siehe 4.3.3), und die Messergebnisse wurden anschlieend miteinander verglichen, um metho-
disch bedingte Unterschiede herauszuarbeiten.

Weiterhin wurden die Analysenergebnisse auf die Einhaltung von Verfahrenskenngrofen (Wie-
derholprézision, Laborpriazision, Messunsicherheit, erweiterte Messunsicherheit, Richtigkeit,

Robustheit sowie Bestimmungsgrenze) iiberpriift.

5.3.1 Multimethode L-00.00-115 ,,QuEChERS” [10]
Die Traubenhomogenate wurden nach folgendem Schema analysiert: Das hergestellte Testma-
terial (=Probe) wurde sechsmal hintereinander aufgearbeitet, aufgereinigt, analysiert und ausge-
wertet. Die Messung fand sowohl unter Wiederholbedingungen statt (gleiche Probe, gleiches
Gerit, gleiche Standardldsungen, kurze Zeitfenster fiir die Durchfiihrung der jeweiligen
Analysen) als auch unter Laborbedingungen (gleiche Probe, unterschiedliche Geréte, unter-
schiedliche Standardlésungen/Reagenzien, lingere Zeitfenster fiir die Durchfiihrung der jeweili-
gen Analysen usw.). Die Analysen erfolgten dariiber hinaus nach folgenden Vorgehensweisen:
A) Messung der aufgearbeiteten Probenextrakte gegen einen externen Standard: Hierbei
befanden sich die Pestizidstandards, die fiir die Kalibrierung und somit fiir die
Quantifizierung herangezogen wurden, in Losungsmittel und nicht in Matrix-Extrakten.
B) Messung des Probenextraktes gegen Matrix-Standards: Auf Riickstandsfreiheit {iberpriif-

te Bio-Trauben (aus dem Handel) wurden noch vor der Aufarbeitung mit denjenigen

Pestiziden dotiert, wie sie auch im Trauben-Testmaterial enthalten waren (gleiche Art
und Konzentration). Diese dotierten Trauben wurden in gleicher Weise wie die zu ver-
messenden Proben aufgearbeitet. Die Quantifizierung erfolgte {iber den proportionalen
Vergleich der Peakflichen der so ,nachgestellten” Probe mit den Fldachen der Test-
material-Proben (1-Punkt-Kalibrierung).

C) Standardadditionsverfahren: Zur Herstellung der Kalibrierstandards wurde Proben-

material bereits vor der Probenaufarbeitung und -aufreinigung mit Pestizidstandards
versetzt. Hierbei wurde die einfache, die zweifache sowie die dreifache Menge der tat-

sdachlich im Probenmaterial enthaltenen Pestizide zugesetzt. Mit Hilfe des Standard-
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additionsverfahrens wurden die Pestizide im Probenmaterial quantifiziert. Dariiber
hinaus wurden in Analogie hierzu die aufgearbeiteten und aufgereinigten Probenextrakte
mit den Pestizidstandards (einfache, zweifache sowie dreifache Menge) versehen und
die Quantifizierung ebenfalls iiber das Standardadditionsverfahren vorgenommen. Es
wurde folglich der Einfluss der Aufarbeitung und der Aufreinigung auf das Analysen-
ergebnis bei dieser Vorgehensweise nicht beriicksichtigt.
Grundsétzlich wurden alle Wirkstoffe mittels GC-MS/MS sowie LC-MS/MS vermessen. Neben
der Target-lonenspur, die zur Identifizierung als auch zur Quantifizierung des jeweiligen
Wirkstoffes herangezogen wurde, hat auch eine weitere Auswertung iiber eine weitere Qualifier-
Ionenspur stattgefunden. Die Auswertung iiber die Qualifier-lonenspur ist nur als ergdnzende
Information zu verstehen. Fiir die Auswertung sind die Ergebnisse der Target-lonenspuren von

erster Prioritit.

5.3.1.1 Verfahrenskenngroflen (Gaschromatographie)

Die Testmaterial-Proben wurden sechsmal unter Wiederholbedingungen sowohl gegen einen
Matrix-Standard als auch gegen einen Losungsmittelstandard vermessen. Die relative Standard-
abweichung (RSD) ausgedriickt in % (RSD%) wurde ermittelt, ebenso wie die Wiederfindung.
Da die Art der Wirkstoffe bekannt war und sich die Konzentrationen der Pestizide in den Test-
material-Proben nicht im Bereich der Bestimmungsgrenze befanden, wurde diese nicht explizit
ermittelt. Der praktische Arbeitsbereich fiir die Pestizidanalytik in Obst und Gemiiseerzeugnis-
sen liegt im unteren Konzentrationsbereich bei 0,01 mg/kg. Die instrumentelle Ausstattung (GC-
MS/MS, LC-MS/MS) war sogar fiir die Detektion geringerer Gehalte geeignet. Die ermittelten
Verfahrenskenngroflen (Messung gegen Matrix-Standard) stellen sich wie folgt dar:

Tabelle 21: Messung gegen Matrix-Standard (QUEChERS GC-MS/MS-Modul)

. Variations-
Wirkstoff K((lclliztet:;vl::::'lt(;n Konzeﬁtsi'lz tionen koeffizient Wiederfindung
(RSD%)
[ng/kg] [ng/kg] [%] [%]
Bifenthrin 1 32 2 6 91
Bifenthrin 2 32 2 6 91
Boscalid 1 111 5 5 97
Boscalid 2 114 6 6 99
Cyprodinil 1 123 4 3 74
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. Variations-
Wit | Kot || KD aiten | wiearfmaung
(RSD%)

Cyprodinil 2 122 4 3 74
Deltamethrin 1 38 3 8 74
Deltamethrin 2 35 3 9 68
Fenhexamid 1 214 13 6 60
Fenhexamid 2 203 10 5 57
Fludioxonil 1 61 4 6 95
Fludioxonil 2 63 4 7 97
Iprodion 1 856 38 4 90
Iprodion 2 738 69 9 78
Pyrimethanil 1 1.190 13 1 85
Pyrimethanil 2 1.193 12 1 85
Cyhalothrin-lambda 1 79 4 6 102

Die jeweilige Angabe der Zahl (_1 bzw. _2) hinter dem Wirkstoff kennzeichnet die Art der lonenspur (_1: Target; _2: Qualifier)

Bis auf Acetamiprid konnten alle Wirkstoffe des Testmaterials gaschromatographisch bestimmt
werden. Der Variationskoeffizient RSD% liegt bei allen mittels GC bestimmbaren Wirkstoffen
unterhalb von 10%. Die Wiederfindungen liegen in der Regel zwischen 70% und 120% ent-
sprechend den Anforderungen des Document No. SANCO/10684/2009 [15]. Lediglich der
Wirkstoff Fenhexamid zeigt bei der Target-Ionenspur Wiederfindungen < 70%.

Die Messungen gegen den Losungsmittelstandard fithrten zwar zu wiederholbaren Ergebnissen
(die RSD% betrug 6% bis 20%), jedoch zeigten die Befunde deutlich zu hohe Werte (Wiederfin-
dungen bis zu 300%). Als Ursache hierfiir wurde schlieBlich der Einsatz neuer Liner identi-
fiziert. Die GC-Messserien begannen jeweils mit der Einspritzung der Losungsmittelstandards.
Da zu Beginn einer Messserie immer ein neuer Liner verwendet wurde, equilibrierte sich dieser
bei den ersten Durchldufen mit dem injizierten Probenmaterial (Ldsungsmittelstandards), so
dass die Signalintensitdt geringer ausfiel als bei den nachfolgend injizierten Testmaterial-

Proben. Dadurch wurden hohere Konzentrationen des Testmaterials vorgetauscht.

Entsprechend der Vorschrift zur QUEChERS-Methode [10] wurde ein interner Standard (PCB-
31) verwendet, der zu einem frithen Zeitpunkt (vor der Aufarbeitung und Aufreinigung) den
Proben / Matrixstandards zugesetzt wurde. Die Analysenergebnisse wurden mit diesem internen

Standard korrigiert:
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Abb. 34: Messung gegen Matrix-Standard (QUEChERS GC-MS/MS-Modul) nach Korrektur
mit einem internen Standard (PCB-31)

Die Korrektur mit dem internen Standard zeigt wenig Abweichung im Vergleich zu den Ergeb-
nissen, die ohne Beriicksichtigung des internen Standards ermittelt wurden. Dies galt im
Ubrigen auch fiir den Variationskoeffizienten.

Der kaum spiirbare Einfluss der Korrektur mit einem internen Standard zeigte sich auch bei den
Quantifizierungen nach dem Verfahren der Standardaddition. Hierbei wurde dem Proben-
material die einfache, die zweifache sowie die dreifache Menge der tatsdchlich im Probenma-
terial enthaltenen Pestizide zugesetzt. Weiterhin wurden die aufgearbeiteten und aufgereinigten
Probenextrakte mit den Pestizidstandards (einfache, zweifache sowie dreifache Menge)
gespiked und die Quantifizierung iiber das Standardadditionsverfahren vorgenommen. Durch
die Anwendung linearer Regression wurde der Wirkstoffgehalt ermittelt. Der Korrelationskoef-
fizient ,,r” wird als Kriterium fiir die Linearitdt der Kalibriergeraden herangezogen [138]. Kor-

relationsunterschiede konnen durch das Bestimmtheitsmafl R?, welches durch eine Quadrierung
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von r ermittelt wird, erkannt werden. Die Werte fiir R* zeigten gute Ergebnisse — wie am

Beispiel von Deltamethrin_1 nachfolgend dargestellt wird:
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Die Quantifizierung aller mittels GC bestimmbaren Wirkstoffe iiber die Standardaddition wurde

an dotiertem Probenmaterial sowie an gespikten Probenextrakten vorgenommen und fiihrte zu

folgenden Ergebnissen:

Tabelle 22: Messung gegen Matrix-Standard (QuEChERS GC-MS/MS-Modul) -
Standardaddition an gespikten Extrakten und dotierten Proben im Vergleich
Standardaddition Probe Standardaddition Extrakt
Wirkstoff Ergebnis Soll Wieder- Ergebnis Soll Wieder-
[ng/kg] [ng/kg] | findung (%) [ng/kg] [ng/kg] | findung (%)
Bifenthrin 1 19 35 53 19 35 53
Bifenthrin_2 19 35 54 18 35 50
Boscalid 1 57 115 49 49 115 43
Boscalid 2 58 115 50 53 115 47
Cyprodinil 1 90 165 54 82 165 50
Cyprodinil 2 88 165 54 84 165 51
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Wirkstoff Standardaddition Probe Standardaddition Extrakt
Deltamethrin_1 37 51 73 35 51 68
Deltamethrin_2 37 51 72 30 51 58
Fenhexamid 1 91 355 26 38 355 11
Fenhexamid 2 84 355 24 35 355 10

Fludioxinil 1 38 65 58 35 65 54
Fludioxinil 2 38 65 59 33 65 51

Iprodion_1 518 950 55 465 950 49

Iprodion 2 507 950 53 412 950 43
Pyrimethanil 1 1.220 1.400 87 1.166 1.400 83
Pyrimethanil 2 1.211 1.400 87 1.156 1.400 83

Cyhalothrin-
- da 1 61 77 80 55 77 71

Die jeweilige Angabe der Zahl (_1 bzw. _2) hinter dem Wirkstoff kennzeichnet die Art der lonenspur (_1: Target; _2: Qualifier)

Die Anwendung des Standardadditionsverfahrens unter Beriicksichtigung der Korrektur mit
einem internen Standard (PCB-31) fiihrte zu vergleichbaren Ergebnissen. Die Unterschiede
zwischen den ermittelten Gehalten durch die Standardaddition in dotierten Proben und in
gespikten Extrakten waren nicht grof3. Tendenziell wird im Extrakt etwas weniger gefunden. Die
eher geringeren Wiederfindungen (< 70%) konnen darauf zuriickgefiihrt werden, dass die
Gerade der Standardaddition nach hinten hin (hoherer Konzentrationsbereich) steiler verlauft,
wodurch sich der x-Achsenabschnitt verkleinert. Ursdchlich hierfiir ist die Aufstockung iiber
einen groflen Konzentrationsbereich (im Fall von Pyrimethanil: 1.400 pg/kg bis zu 5.600

png/kg), wodurch der lineare Messbereich der Geréte verlassen wird.

Ein Vergleich der Laborprézision und der Wiederholpriazision wurde ebenfalls vorgenommen.
Bei der Laborprizision fand die Analyse im gleichen Labor, aber unter variierenden Randbe-
dingungen statt:
- mit unterschiedlichen Reagenzien (die bereits seit ldngerer Zeit angebrochen oder frisch
hergestellt wurden),
- mit unterschiedlichen Geréten, die im Rahmen der Aufarbeitung und Aufreinigung ver-
wendet wurden,
- mit Standardldsungen, die bereits seit ldngerer Zeit angebrochen oder frisch angesetzt
wurden sowie
- mit zeitlich weit auseinanderliegenden Zeitfenstern fiir die Durchfithrungen der jeweili-
gen Analysen.
Demzufolge war zu erwarten, dass die Verfahrenskenngréf3en unter den Laborbedingungen stér-

kere Schwankungen aufweisen als die Ergebnisse der Wiederholbedingungen (gleiche Probe,
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gleiches Gerit, gleiche Standardldsungen, kiirzere Zeitfenster fiir die Durchfiihrung der jeweili-

gen Analysen):
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Abb. 36: Messung gegen Matrix-Standard (QUEChERS GC-MS/MS-Modul) — Vergleich der
Wiederhol- und Laborprizision (nicht korrigiert mit internem Standard)

Die Variationskoeffizienten variieren nur geringfiigig; die groBte Abweichung ist bei dem
Target-lonentibergang des Deltamethrins gegeben (4,8% Differenz zwischen dem Variationsko-
effizienten unter Wiederholbedingungn und Laborbedingungen). Zum Teil sind die Variations-
koeffizienten unter Laborbedingungen sogar geringer als unter Wiederholbedingungen (bei
Cyhalothrin-lambda_1, Pyrimethanil 1, Fludioxinil 1, Fenhexamid 1, Delatamethrin 1 und
Bifenthrin_1). Bei den (absolut betrachtet) geringen Abweichungen erscheint dieser Effekt
allerdings irrelevant.

Auch unter Beriicksichtigung einer Korrektur mit einem internen Standard (PCB-31) zeigt sich
ein vergleichbares Bild: Die Differenz zwischen den Variationskoeffizienten der Wiederhol-

und Laborprézision betrdgt maximal 3,6% bei den Target-Ionenspuren von Iprodion und
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Fenhexamid, wenn man die Koeffizienten mit und ohne Korrektur durch einen internen
Standard miteinander vergleicht. Die Wiederfindungen differieren um maximal 9% bei den
Wirkstoffen, wenn die Ergebnisse mit einem internen Standard korrigiert werden.

Auch die Wiederfindungsraten verhalten sich unter Labor- und Wiederholbedingungen dhnlich

und unterscheiden sich nur wenig voneinander:
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Abb. 37: Messung gegen Matrix-Standard (QUEChERS GC-MS/MS-Modul) — Vergleich der
Wiederfindungen (%) unter Labor- und Wiederholbedingungen (nicht korrigiert mit
internem Standard)

Der Wirkstoff Fenhexamid wird somit wiederholbar ,,schlecht” bestimmt — sowohl unter Labor-

als auch unter Wiederholbedingungen. Eine Korrektur der Ergebnisse mit einem internen

Standard (PCB-31) hatte wenig Einfluss und verdanderte die Werte kaum.
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Fazit:

Die ermittelten Verfahrenskenngroflen zeigen gute Werte fiir die mittels GC-MS/MS bestimm-
baren Wirkstoffe. Fenhexamid ldsst sich nur zu etwa 60% wiederfinden. Bifenthrin, Boscalid,
Cyprodinil, Deltamethrin, Fludioxinil, Iprodion, Pyrimethanil und Cyhalothrin-lambda sind
sicher iiber QUEChERS bestimmbar gegen Matrixstandards, die die Wirkstoffe zu gleichen
Konzentrationen enthalten wie das Testmaterial. Die Korrektur der Gehalte durch die Anwen-
dung eines internen Standards hat keinen signifikanten Einfluss auf die Messergebnisse. Die
Anwendung der Standardaddition fiihrt in der Regel zu geringeren Befunden. Signifikante
Unterschiede zwischen der Analyse unter Wiederholbedingungen und Laborbedingungen
konnten nicht festgestellt werden. Ein Wirkstoff, wie z.B. das Fenhexamid, wird somit zwar

wiederholbar gemessen, allerdings auch wiederholbar mit einer schlechten Wiederfindung.

5.3.1.2 Verfahrenskenngrofien (Fliissigkeitschromatographie, LC)

Auch hier wurden die Testmaterial-Proben sechsmal unter Wiederholbedingungen sowohl gegen
einen Matrix-Standard als auch gegen einen Losungsmittelstandard vermessen. Die Wirkstoffe
Bifenthrin, Deltamethrin, Fludioxinil und Cyhalothrin-lambda sind aufgrund ihrer chemisch-
physikalischen Eigenschaften (unpolar, Grofle) ungeeignet fiir die LC-Analytik und wurden
nicht erfasst. Die Quantifizierung wurde sowohl iiber einen Matrix-Standard als auch {iber einen

Losungsmittelstandard vorgenommen:

Tabelle 23: Messung gegen Matrix-Standard (QUEChERS LC-MS/MS-Modul)

Matrix-matched

Wiksorr | Koenvaton| || RS artonkoeen | et
[ng/kg] [ng/kg] [%] [%]
Acetamiprid_1 38 4 10 85
Acetamiprid_2 34 5 16 75
Boscalid 1 102 10 9 89
Boscalid 2 115 20 18 100
Cyprodinil 1 110 13 11 67
Cyprodinil 2 109 7 7 66
Fenhexamid 1 223 16 7 63
Fenhexamid 2 195 42 22 55
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Matrix-matched

Wiksorr | Koenvaton| || RS artonkoeen | et
[ng/kg] [ng/kg] [%] [%]
Iprodion 1 772 87 11 81
Iprodion 2 709 78 11 75
Pyrimethanil 1 1.086 65 6 78
Pyrimethanil 2 1.091 51 5 78

Die jeweilige Angabe der Zahl (_1 bzw. _2) hinter dem Wirkstoff kennzeichnet die Art der lonenspur (_1: Target; _2: Qualifier)

Die Quantifizierung iiber den Matrix-Standard zeigt Variationskoeffizienten (RSD%), die maxi-
mal bei 11% liegen (Target-lonenspur). Cyprodinil und Fenhexamid zeigen Wiederfindungen,

die unterhalb von 70% des tatsdchlichen Wirkstoffgehaltes liegen.
Die Messungen gegen einen Losungsmittelstandard fiihrten zu folgenden Ergebnissen:

Tabelle 24: Messung gegen Losungsmittelstandard (QuEChERS LC-MS/MS-Modul)

Externer Losungsmittelstandard
Wirkstoff | wert | Konzentrationen | (RSDo%) | Wiederfindung

[ng/kg] [ng/kg] [%o] [%]
Acetamiprid_1 23 2 10 50
Acetamiprid_2 28 4 16 62
Boscalid 1 84 8 9 73
Boscalid 2 95 17 18 82
Cyprodinil 1 82 9 11 50
Cyprodinil 2 75 5 7 46
Fenhexamid 1 136 10 7 38
Fenhexamid 2 165 36 22 47
Iprodion 1 626 71 11 66
Iprodion 2 659 72 11 69
Pyrimethanil 1 887 53 6 63
Pyrimethanil 2 861 40 5 61

Die jeweilige Angabe der Zahl (_1 bzw. _2) hinter dem Wirkstoff kennzeichnet die Art der lonenspur (_1: Target; _2: Qualifier)

Obwohl die Ergebnisse wiederholbar sind (RSD% maximal 11% bei Target-Ilonenspuren),
liegen sie in der Regel unterhalb der tatsdchlich zugesetzten Gehalte (Wiederfindungen < 70%;
lediglich Boscalid zeigt zufriedenstellende Wiederfindungen). Ursédchlich hierfiir ist die

geringere lonisierungsausbeute, die durch die Matrixbestandteile im Probenextrakt verursacht



Ergebnisse und Diskussion — Methodenvergleich (QuEChERS-, BfR- und S19-Methhode) 117

wird. Da bei dem externen Losungsmittelstandard keine Matrixbestandteile im Messextrakt
enthalten sind wird dieser Effekt nicht beriicksichtigt. Die Signalintensitét ist deshalb relativ
betrachtet stirker im Vergleich zu den Intensititen der Signale der Probenextrakte. Somit

werden in den Proben geringere Gehalte ermittelt (als tatsdchlich zugesetzt).

Weiterhin wurden Quantifizierungen nach dem Verfahren der Standardaddition vorgenommen
(in Analogie zur Vorgehensweise wie unter 5.3.1.1 beschrieben).
Die Werte fiir das BestimmtheitsmaB R® zeigten gute Ergebnisse — wie am Beispiel von

Boscalid 1 nachfolgend dargestellt wird:

Messwert Boscalid in
100000 dreifach dgtierter Probe

90000y =217,25x + 25557

80000 R*=0,9972 €sswert Boscalid in
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> 70000
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Abb. 38: Messung gegen Matrix-Standard (QUEChERS LC-MS/MS-Modul) -
Standardaddition von Boscalid mit dotiertem Probenmaterial

Die Quantifizierung aller mittels LC bestimmbaren Wirkstoffe {iber die Standardaddition wurde
an dotiertem Probenmaterial sowie an gespikten Probenextrakten vorgenommen und fiihrte zu

folgenden Ergebnissen:
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Tabelle 25: Messung gegen Matrix-Standard (QuUEChERS LC-MS/MS-Modul) — Vergleich der
Standardaddition von dotiertem Probenmaterial und gespikten Probenextrakten

Standardaddition dotierte Probe Standardaddition gespikter Extrakt
Wirkstoff . .

E[ngeizl]s [psg(/)llilg] Wiederfindung (%) E[ngeizl]s [psg(/)lilg] Wiederfindung (%)
Acetamiprid 1 37 45 83 36 45 80
Acetamiprid 2 39 45 86 33 45 74
Boscalid 1 118 115 102 117 115 102
Boscalid 2 180 115 156 159 115 139
Cyprodinil 1 104 165 63 109 165 66
Cyprodinil 2 123 165 75 109 165 66
Fenhexamid 1 325 355 92 208 355 59
Fenhexamid 2 347 355 98 191 355 54
Iprodion_1 1.346 950 142 1.019 950 107
Iprodion_2 1.497 950 158 1.075 950 113
Pyrimethanil 1| 1.967 1.400 141 1.973 1.400 141
Pyrimethanil 2 | 2.084 1.400 149 1.887 1.400 135

Die jeweilige Angabe der Zahl (_1 bzw. _2) hinter dem Wirkstoff kennzeichnet die Art der lonenspur (_1: Target; _2: Qualifier)

Die Unterschiede zwischen Standardaddition in dotierter Probe und in gespiktem Probenextrakt
sind nicht signifikant. Tendenziell wird im Extrakt etwas weniger gefunden (zum Beispiel bei
Fenhexamid 1: 92% gegeniiber 59 % Wiederfindung). Im Vergleich zur Quantifizierung gegen
einen Matrix-Standard (siehe Tabelle 23) liegen die Wiederfindungsraten jedoch oftmals
aullerhalb eines Bereiches von 70%-120% (Document No. SANCO/10684/2009 [15]).
Urséchlich hierfiir ist die Aufstockung {iber einen grofen Konzentrationsbereich (im Fall von
Pyrimethanil: 1.400 pg/kg bis zu 5.600 pg/kg), wodurch der lineare Messbereich verlassen wird.
Die Geraden flachen nach hinten hin ab, wodurch der x-Achsen-Abschnitt gréfer wird (=2
hohere Wiederfindungsraten). Dieser Effekt verlduft somit genau gegenldufig zur Standardaddi-

tion bei der GC-MS/MS, bei der die Gerade nach hinten hin steiler verliuft.

Ein Vergleich der Laborprézision und der Wiederholpridzision wurde ebenfalls vorgenommen.
Bei der Laborprizision fand die Analyse im gleichen Labor, aber unter variierenden Randbe-
dingungen statt (s. Seite 108):

Auch hier war zu erwarten, dass die Verfahrenskenngrofen unter Laborbedingungen stirkere
Schwankungen aufweisen als die Ergebnisse unter Wiederholbedingungen. Die Auswertung der

Ergebnisse bestétigt diese Vermutung:
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Abb. 39 Messung gegen Matrix-Standard (QuUEChERS LC-MS/MS-Modul) — Vergleich der

Variationskoeffizienten unter Wiederhol- und Laborbedingungen gegen Matrix

Lediglich die Ergebnisse der Qualifier-lonenspuren fiir Iprodion und Fenhexamid zeigten

signifikante Differenzen. Die Auswertungen der Target-lonenspuren zeigten maximal eine

Differenz von 15% zwischen der Wiederhol- und der Laborprizision bei Boscalid. Somit

konnten keine gravierenden Differenzen des Variationskoeffizienten zwischen Labor- und

Wiederholbedingungen festgestellt werden.

Die Wiederfindungen (Richtigkeit) der Ergebnisse unter Wiederhol- und Laborbedingungen

zeigen ein dhnliches Bild:
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Abb. 40: Messung gegen Matrix-Standard (QuEChERS LC-MS/MS-Modul) — Vergleich der
Wiederfindungen unter Wiederhol- und Laborbedingungen gegen Matrix

Hier zeigt nur die Qualifier-lonenspur von Fenhexamid eine signifikante Differenz (50%).
Ansonsten liegen die Differenzen der Target-lonenspuren maximal bei 18% (Acetamiprid 1)
oder weniger (0% bei Fenhexamid 1 sowie 8% bei Iprodion 1). Somit konnten keine
gravierenden Differenzen der Wiederfindungen zwischen Labor- und Widerholbedingungen

festgestellt werden.

Fazit

Die Quantifizierung der Probenwirkstoffe mit Matrix-Standards zeigt die besten Verfahrens-
kenngroBen der iiber die LC-Analytik bestimmbaren Wirkstoffe. Lediglich Cyprodinil und Fen-
hexamid zeigen Wiederfindungen < 70%. Acetamiprid, Boscalid, Iprodion, Pyrimethanil lassen
sich mit guten Wiederfindungen und wiederholbar quantifizieren. Die Quantifizierung iiber
einen externen Standard in Lésungsmittel fithrt nicht zu zufriedenstellenden Ergebnissen (in der

Regel zu geringe Gehalte), da sie den Matrixeffekt nicht ausreichend beriicksichtigen. Die
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Standardaddition fiihrt bei der Analyse mittels LC-MS/MS zu zufriedenstellenden Ergebnissen.
Teilweise konnte jedoch eine Tendenz zu hoheren Gehalten festgestellt werden. Dies ist insbe-
sondere bei den Wirkstoffen zu beobachten, die zu héheren Gehalten (> 100 pg/kg) im Test-
material enthalten waren (Boscalid, Iprodion, Pyrimethanil). Die Wirkstoffe Fenhexamid sowie
Cyprodinil zeigten bereits bei der Messung gegen einen Matrixstandard geringere Wiederfin-
dungen. Dieser Effekt wird bei der Standardaddition zum Vorteil der Wiederfindungsraten
(63%-98%) kompensiert. Signifikante Unterschiede zwischen der Analyse unter Wiederhol-
bedingungen und Laborbedingungen konnten nicht festgestellt werden. Ein Wirkstoff wie z.B.
das Fenhexamid wird somit zwar wiederholbar gemessen, allerdings auch wiederholbar mit

einer schlechten Wiederfindung.
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5.3.2 Multimethode L-00.00-113, ,,BfR-Methode”[9]

Die Vorgehensweise erfolgte wie unter 5.1.1 (QuEChERS) beschrieben, wobei die nachfolgen-

den Messungen ausschlieBlich unter Wiederholbedingungen stattgefunden haben. Standardaddi-

tionen (wie unter 5.1.1. C beschrieben) wurden nicht vorgenommen. Grundsétzlich wurden alle

Wirkstoffe mittels GC-MS/MS sowie LC-MS/MS vermessen.

5.3.2.1 Verfahrenskenngroflen (Gaschromatographie, GC)

Die relative Standardabweichung (RSD%) sowie die Wiederfindungsraten zeigten folgende

Ergebnisse:

Tabelle 26: Messung gegen Matrix-Standard (BfR-Methode GC-MS/MS-Modul)

. Variations-
Wirkstoff K((lclliztetﬂelltvl;fi?t(;n Konzeflitsi'lz tionen koeffizient Wiederfindung
(RSD%)

[ng/ke] [ng/ke] [Vo] [Y]
Bifenthrin 1 25 4 16 71
Bifenthrin 2 25 4 15 71
Boscalid 1 86 13 15 75
Boscalid 2 88 13 15 77
Cyprodinil 1 112 12 11 68
Cyprodinil 2 112 13 12 68
Deltamethrin 1 31 7 23 62
Deltamethrin 2 34 8 23 67
Fenhexamid 1 159 32 20 45
Fenhexamid 2 159 33 21 45
Fludioxonil 1 54 6 12 82
Fludioxonil 2 53 6 12 82
Iprodion 1 760 106 14 80
Iprodion 2 794 159 20 84
Pyrimethanil 1 1.052 109 10 75
Pyrimethanil 2 1.063 109 10 76
Cyhalothrin-lambda 1 61 10 16 79

Die jeweilige Angabe der Zahl (_1 bzw. _2) hinter dem Wirkstoff kennzeichnet die Art der lonenspur (_1: Target; _2: Qualifier)

Eine Tendenz zu geringeren Wiederfindungen ist bei den Wirkstoffen Cyprodinil, Deltamethrin

und Fenhexamid erkennbar. Das Fenhexamid zeigt auch hier wie bei der Methode nach
QuEChERS die schlechtesten Ergebnisse bei der Wiederfindung. Gleichwohl kann Fenhexamid
(wie bei QUEChERS) zufriedenstellend wiederholbar bestimmt werden (RSD%: 20% bei der

Target-lonenspur).
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Die Messungen gegen den Losungsmittelstandard fithrten zwar zu wiederholbaren Ergebnissen,
jedoch zeigten die Befunde deutlich zu hohe Werte. Als Ursache hierfiir wurde der Einsatz
neuer Liner identifiziert (siehe auch unter 5.3.1.1).

Die Beriicksichtigung der Korrektur mit einem internen Standard (PCB-31) zeigte vergleichbare
Wiederfindungen. Die Ergebnisse schwankten jedoch weniger, was durch die kleineren Varia-

tionskoeffizienten zum Ausdruck gebracht wird:
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Abb. 41: Messung gegen Matrix-Standard (BfR-Methode GC-MS/MS-Modul) — Vergleich der
Variationskoeffizienten mit und ohne Korrektur mit einem internen Standard (PCB-31)

Fazit

Wie bei der QUEChERS-Methode zeigt auch die BfR-Methode nicht zufriedenstellende Wieder-
findungen bei dem Wirkstoff Fenhexamid. Die Matrix-Wirkstoff-Kombination ,, Traube-Fenhex-
amid” ist insofern kein methodenspezifisches Problem. Sie scheint offensichtlich eine grund-
satzliche Herausforderung an die Analytik darzustellen.

Die Richtigkeit der Analysenergebnisse (ausgedriickt als Verfahrenskenngrof3e der ,,Wiederfind-
ung”’) wird durch die Korrektur mit einem internen Standard wenig beeinflusst. Die Wiederhol-

barkeit (RSD%) der Analysenergebnisse wird jedoch durch den internen Standard verbessert.
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5.3.2.2 Verfahrenskenngrofien (Fliissigkeitschromatographie, LC)

Die Quantifizierung wurde sowohl iiber einen Matrix-Standard als auch iiber einen Losungs-

mittelstandard vorgenommen:

Tabelle 27: Messung gegen Matrix-Standard (BfR-Methode LC-MS/MS-Modul)

Matrix-matched
Wirksoff | werty | Konzentrationen|  (RSD%) | Wiederfindung

[ng/kg] [ng/kg] [%] [%]
Acetamiprid_1 38 3 7 85
Acetamiprid_2 47 6 12 104
Boscalid 1 115 16 14 100
Boscalid 2 140 21 15 122
Cyprodinil 1 115 14 12 70
Cyprodinil 2 120 14 12 73
Fenhexamid 1 214 20 10 60
Fenhexamid 2 225 29 13 63
Iprodion 1 791 67 8 83
Iprodion 2 740 112 15 78
Pyrimethanil 1 1.171 105 9 84
Pyrimethanil 2 1.192 93 8 85

Die jeweilige Angabe der Zahl (_1 bzw. _2) hinter dem Wirkstoff kennzeichnet die Art der lonenspur (_1: Target; _2: Qualifier)

Die Wiederholbarkeit der Analysen zeigt zufriedenstellende Variationskoeffizienten (7-14% bei
den Target-Ionenspuren). Die Richtigkeit (Wiederfindung) des Wirkstoffes Fenhexamid ent-
spricht auch hier erneut nicht den Anforderungen nach dem Document No. SANCO/10684/
20097 [15].

Die Messungen gegen einen Losungsmittelstandard fithrten zu folgenden Ergebnissen:
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Tabelle 28: Messung gegen Losungsmittelstandard (BfR-Methode LC-MS/MS-Modul)

Externer Losungsmittelstandard
Wiksorr | Koenaton ||| KD | Varitonoetfent | cgertnaun

[ng/kg] [ng/kg] [%] [%]
Acetamiprid_1 20 1 7 43
Acetamiprid_2 26 3 12 57
Boscalid 1 96 13 14 84
Boscalid 2 95 15 15 83
Cyprodinil 1 92 11 12 56
Cyprodinil 2 83 10 12 51
Fenhexamid 1 257 25 10 72
Fenhexamid 2 314 40 13 89
Iprodion 1 496 42 8 52
Iprodion 2 500 76 15 53
Pyrimethanil 1 935 84 9 67
Pyrimethanil 2 908 70 8 65

Die jeweilige Angabe der Zahl (_1 bzw. _2) hinter dem Wirkstoff kennzeichnet die Art der lonenspur (_1: Target; _2: Qualifier)

Obwohl die Ergebnisse wiederholbar sind (RSD% im Bereich von 7-14% bei den Target-
Ionenspuren), liegen sie in der Regel unterhalb der tatsdchlich zugesetzen Gehalte (Wiederfin-
dungen < 70%). Ursdchlich hierfiir ist ebenfalls die geringere lonisierungsausbeute, die durch
die Matrixbestandteile im Probenextrakt verursacht wird (siehe 5.3.1.2).

Erstaunlicherweise kann der Wirkstoff Fenhexamid mit der erforderlichen Richtigkeit hier
gegen einen Losungsmittelstandard bestimmt werden.

Die Analyse verdiinnter Extrakte (1:10) hat zu keinen bemerkenswerten Verbesserungen der

Ergebnisse gefiihrt.

Fazit
Auch hier ist die Richtigkeit (Wiederfindungen) der Ergebnisse bei Messungen gegen Matrix-
standards deutlich besser. Unabhédngig von der Richtigkeit der Ergebnisse sind diese in der

Regel gut wiederholbar (Variationskoeffizient).
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5.3.3 Multimethode L 00.00-34, Sammelmethode DFG S 19 [57]
Die Vorgehensweise erfolgte wie unter 5.1.1 (QuEChERS) beschrieben. Es wurden lediglich
keine Standardadditionen wie unter 5.1.1. vorgenommen. Grundsétzlich wurden alle Wirkstoffe

mittels GC-MS/MS sowie LC-MS/MS vermessen.

5.3.2.1 Verfahrenskenngroflen (Gaschromatographie, GC)

Die Methode nach DFG S 19 ist die ,,dlteste” und die umfassendste Multimethode, die im
Rahmen dieser Arbeit fiir die Messungen des Testmaterials herangezogen wurde. Ein zentraler
Aspekt, der im Rahmen der Entwicklung dieser Methode im Mittelpunkt stand, war insbeson-
dere die Analyse fetthaltiger sowie komplexer Matrices. Die Aufreinigung des Probenextraktes
(Aceton) durch eine fliissig/fliissig-Verteilung mit Ethylacetat/Cyclohexan (1:1) sowie der Aus-
schluss sterisch-komplexer Stoérsubstanzen mit groer Oberflache (wie z.B. Fette) durch die Gel-
permeationschromatographie (GPC) lassen sich auf die urspriingliche Ausrichtung der Methode
zuriickfiihren. Im Gegensatz zur QUEChERS- und BfR-Methode ist das Ziel der Anwendung der
S 19-Methode nicht explizit die Pestizidanalytik in fettarmen Lebensmitteln. Wéhrend im
Rahmen der durchgefiihrten Analytik die Aufreinigung mittels GPC vorgenommen wurde,
entfiel die Aufreinigung mittels Kieselgel (s. Abb. 6), da die Messungen an einem GC-MS/MS-

System vorgenommen wurden (und nicht mit einer GC-ECD-Kombination).

Tabelle 29: Messung gegen Matrix-Standard (DFG S 19 Methode GC-MS/MS-Modul)

. Konzentration RSD Variations- .
Wirkstoff (Mittelwert) Konzentrationen | koeffizient (RSD %) Wiederfindung
[ng/kg] [ng/kg] [%] [“0]
Bifenthrin 1 23 5 22 64
Bifenthrin 2 23 5 21 65
Boscalid 1 72 15 21 63
Boscalid 2 72 16 22 63
Cyprodinil 1 97 15 16 59
Cyprodinil 2 96 17 17 58
Deltamethrin 1 27 6 21 53
Deltamethrin 2 29 5 17 57
Fenhexamid 1 127 32 25 36
Fenhexamid 2 124 32 26 35
Fludioxonil 1 43 9 22 66
Fludioxonil 2 44 10 24 67
Iprodion 1 584 131 22 61
Iprodion 2 551 133 24 58
Pyrimethanil 1 907 148 16 65
Pyrimethanil 2 915 147 16 65
Cyhalothrin-lambda 1 60 11 19 77

Die jeweilige Angabe der Zahl (_1 bzw. _2) hinter dem Wirkstoff kennzeichnet die Art der lonenspur (_1: Target; _2: Qualifier)
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Geringere Wiederfindungen (< 70%) waren hierbei die Regel. Lediglich das Cyhalothrin-
lambda konnte mit zufriedenstellender Wiederfindung bestimmt werden. Im Vergleich zu den
anderen Multimethoden zeigen sich hohere Variationskoeffizienten (16-26%). Die Messungen
gegen den Losungsmittelstandard fiihrten zwar zu wiederholbaren Ergebnissen jedoch zeigten
die Befunde deutlich zu hohe Werte. Als Ursache hierfiir wurde der Einsatz neuer Liner
identifiziert (siehe auch unter 5.3.1.1).

Die Berticksichtigung der Korrektur mit einem internen Standard (PCB-31) erschien angemes-
sen und zeigte deutliche Verbesserungen hinsichtlich der Wiederholbarkeit sowie der

Richtigkeit:
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Abb. 42: Messung gegen Matrix-Standard (DFG S 19 Methode GC-MS/MS-Modul) — Vergleich der
Variationskoeffizienten mit und ohne Korrektur mit einem internen Standard (PCB-31)

Die Verbesserung der Richtigkeit der Ergebnisse durch die Korrektur mit einem internen

Standard wird durch die Gegentiberstellung der Wiederfindungsraten deutlich:
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Abb. 43: Messung gegen Matrix-Standard (DFG S 19 Methode GC-MS/MS Modul) — Vergleich der
Variationskoeffizienten mit und ohne Korrektur mit einem internen Standard (PCB-31)

Methodisch bedingte Schwankungen der Ergebnisse konnten durch den internen Standard zu
groBBen Teilen kompensiert werden. Die Wiederfindungsraten haben sich verbessert (Beispiel:
beim Pyrimethanil 1: Wiederfindung von 65% auf 80%), und auch die Wiederholbarkeit konnte

optimiert werden (< 16 %).

Fazit

Die Methode S 19 zeigte bei den Verfahrenskenngrofen im Vergleich zur QuEChERS- und
BfR-Methode die schlechtesten Ergebnisse. Ursache hierfiir ist u.a. die universelle Ausrichtung
der S 19 auf komplexe Matrices. Die Korrektur der Ergebnisse mit dem internen Standard hat zu
einer deutlichen Verbesserung der Verfahrenskenngréflen und somit zur Verbesserung hinsicht-

lich der Richtigkeit und Wiederholbarkeit der Methode beigetragen.
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5.3.3.2 Verfahrenskenngrofien (Fliissigkeitschromatographie, LC)

Die Quantifizierung wurde sowohl iiber einen Matrix-Standard als auch {iiber einen
Losungsmittel-Standard vorgenommen. Da die Werte gegen den Losungsmittelstandard jedoch
nicht zufriedenstellend waren (die beste Wiederfindung betrug 48% bei dem Wirkstoff Boscalid;

alle anderen Wirkstoffe zeigten geringere Raten), wird auf diese nicht weiter eingegangen.

Tabelle 30: Messung gegen Matrix-Standard (DFG S 19 Methode LC-MS/MS-Modul)

Matrix-matched
Wiksorr | Kopenraon | ROD ) VoA g

[ng/kg] [ng/kg] [%] [%]
Acetamiprid_1 49 10 20 108
Acetamiprid_2 36 13 35 80
Boscalid 1 99 8 8 86
Boscalid 2 85 16 19 74
Cyprodinil 1 114 14 13 69
Cyprodinil 2 109 19 18 66
Fenhexamid 1 195 21 11 55
Fenhexamid 2 225 51 23 63
Iprodion 1 720 80 11 76
Iprodion 2 704 104 15 74
Pyrimethanil 1 1.106 126 11 79
Pyrimethanil 2 1.192 93 8 85

Fenhexamid zeigte — wie zu erwarten — geringere Wiederfindungen (wie bei den Methoden nach
QuEChERS und BfR). Der Wirkstoff Cyprodinil wurde zwar wiederholbar, aber nicht richtig
bestimmt, vergleichbar der Bestimmung bei der Methode nach BfR. Die Vermessung von 1:10
verdiinnten Messreihen hat zu keiner signifikanten Verbesserung der Messergebnisse beige-

tragen.

Fazit

Im Vergleich zur GC zeigen die Ergebnisse der LC-Analytik stabilere Werte (ohne Beriick-
sichtigung eines internen Standards). Die Komplexitidt der Multimethode S 19 erfordert eine
ausgewdhlte Anpassung der jeweiligen Methoden-Module an die analytische Fragestellung. Die
Aufreinigung mittels GPC — zur Entfernung von u.a. fetthaltigen Storsubstanzen — scheint bei
fettarmen Matrices wie z.B. Trauben nicht optimal zu sein. Weiterhin stellt sich die Frage, ob
eine Aufreinigung des Probenextraktes (in Aceton) mittels fliissig/fliissig-Verteilung (mit

Ethylacetat/Cyclohexan, 1:1) bei fettarmen und wasserhaltigen Proben angemessen ist.
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5.3.4 QUEChERS, BfR und S 19 im direkten Vergleich

Die Mittelwerte der nach 6-facher Bestimmung unter Wiederholbedingungen ermittelten
Gehalte der Wirkstoffe im Trauben-Testmaterial werden entsprechend der angewendeten
Methode (QUEChERS, BfR, S 19) zusammengefasst und gegeniibergestellt. Um die Vergleich-
barkeit der Ergebnisse sicherzustellen, werden jene Ergebnisse herangezogen, die durch eine
Quantifizierung gegen Matrix-Standard erzielt wurden (nicht durch Standardaddition) und bei

denen keine Korrektur durch einen internen Standard (GC) vorgenommen wurde:

Tabelle 31: Methodenvergleich QUEChERS-, BfR-, DFG S 19-Methode (Befunde)

QuEChERS BfR S19 Soll
Konzen- | Konzen- | Konzen- | Konzen- | Konzen- | Konzen-
. . L L S .. | Sollkonzen-
Wirkstoff tration 1n | tration in | tration in | tration in | tration in | tration in tration
[ng/ke] | [mg/keg] | [ng/keg] | [ngkeg] | [ngkeg] | [ngke] [ug/ke]

(GC) (LC) (GC) (LC) (GC) (LC)
Acetamiprid 1 38 38 49 45
Acetamiprid 2 34 47 36
Bifenthrin 1 32 25 23 35
Bifenthrin 2 32 25 23
Boscalid 1 111 102 86 115 72 99 115
Boscalid 2 114 115 88 140 72 85
Cyprodinil 1 123 110 112 115 97 114 165
Cyprodinil 2 122 109 112 120 96 109
Deltamethrin_1 38 31 27 51
Deltamethrin_2 35 34 29
Fenhexamid 1 214 223 159 214 127 195 355
Fenhexamid 2 203 195 159 225 124 225
Fludioxonil 1 61 54 43 65
Fludioxonil 2 63 53 44
Iprodion 1 856 772 760 791 584 720 950
Iprodion 2 738 709 794 740 551 704
Pyrimethanil 1 | 1.190 1.086 1.052 1.171 907 1.106 1.400
Pyrimethanil 2 | 1.193 1.091 1.063 1.192 915 1.113
1-Cyhalothrin 1 79 61 60 77

Es wurden die Werte der Target-lonenspuren markiert, die am stirksten voneinander abweichen
(grofte Differenz). Mit Hilfe der nachfolgenden Gegeniiberstellung der entsprechenden Wieder-
findungsraten je nach verwendeter Methode sollen anschliefend weitere Erkenntnisse abgeleitet

werden:
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Tabelle 32: Methodenvergleich QUEChERS-, BfR-, DFG S 19-Methode (Wiederfindungen)

QuEChERS BfR S19
Wiederfin- | Wiederfin- | Wiederfin- | Wiederfin- | Wiederfin- | Wiederfin-
Wirkstoff dung in dung in dung in dung in dung in dung in
[%] (GC) | [%] (LC) | [%] (GC) | [%] (LC) | [%] (GC) | [%] (LC)

Acetamiprid 1 85 108 85
Acetamiprid 2 75 80 104
Bifenthrin 1 91 71 64

Bifenthrin 2 91 71 65

Boscalid 1 97 89 75 86 63 100
Boscalid 2 99 100 77 74 63 122
Cyprodinil 1 74 67 68 69 59 70
Cyprodinil 2 74 66 68 66 58 73
Deltamethrin 1 74 62 53
Deltamethrin_2 68 67 57

Fenhexamid 1 60 63 45 55 36 60
Fenhexamid 2 57 55 45 63 35 63
Fludioxonil 1 95 82 66

Fludioxonil 2 97 82 67

Iprodion 1 90 81 80 76 61 83
Iprodion 2 78 75 84 74 58 78
Pyrimethanil 1 85 78 75 79 65 84
Pyrimethanil 2 85 78 76 79 65 85
1-Cyhalothrin 1 102 79 77

Wiederfindungen unterhalb von 70% wurden fiir die jeweiligen Target-Ionenspuren grau unter-
legt.

Folgende Erkenntnisse konnen aus den Tabellen 31 und 32 abgeleitet werden:
- Lediglich bei den beiden Wirkstoffen Cyhalothrin-lambda und Acetamiprid befinden
sich die Messergebnisse oberhalb der dotierten Wirkstoffkonzentration. Bei allen

anderen Wirkstoffen liegen sdmtliche Ergebnisse unterhalb des tatsdchlich dotierten

Wirkstoffgehalts.

- Die grofften beobachteten Differenzen zwischen den Messwerten treten vorwiegend

zwischen der QUEChERS-Methode und der DFG S 19-Methode auf.
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Bei der BfR-Methode ist keine durchgehende Anndherung an die Ergebnisse der beiden
anderen Methoden (QUEChERS / S 19) erkennbar. Wihrend die Ergebnisse nach der
BfR-Methode beim Acetamiprid das Ergebnis der QuEChERS-Methode bestitigen
(38ug/kg), wird der Wert der Methode S 19 bei Cyhalothrin-lambda durch die BfR-
Methode bestitigt.

Nur bei dem Wirkstoff Fenhexamid ist die groBte Differenz zwischen den Messwerten
mit unterschiedlichen Trennmodulen (QUEChERS: LC/BfR: GC) bestimmt worden. Bei
allen anderen Wirkstoffen konnte die groBite Differenz zwischen den Messwerten auch
dann festgestellt werden, wenn das gleiche Trennmodul (nur GC oder nur LC) verwendet

wurde.

Ein Wiederfindungs-,,Gradient” ist von der QuEChERS- iiber die BfR- zur S 19-
Methode zu erkennen: Die Wiederfindungsraten sind bei QUEChERS am hochsten und
bei der Methode S 19 am geringsten.

Fenhexamid zeigt unabhingig von der angewendeten Methode Wiederfindungsraten
< 70%. Cyprodinil und Deltamethrin zeigten durch Unterbefunde ebenfalls Auffillig-
keiten bei der Richtigkeit der Ergebnisse.

5.3.4.1 Zusammenfassung der Diskussion

Aus dem Methodenvergleich sowie aus den Ergebnissen der jeweiligen Methodenreihen selbst

(siehe 5.3.1, 5.3.2 und 5.3.3) konnen folgende Erkenntnisse zusammengefasst werden:

1)

2)

Die Richtigkeit der Messergebnisse (ausgedriickt durch die Verfahrenskenngrofle der

,»Wiederfindung”) variiert je nach angewendeter Methode.

Es gibt Wirkstoffe (hier: Fenhexamid), die methodenunabhingige analytische Herausfor-
derungen darstellen, die auf ihre individuellen chemisch-physikalischen Eigenschaften
zuriickzufiihren sind. Im Rahmen einer Multimethode kann auf diese wirkstoffspezi-
fischen Eigenschaften nicht mit der notwendigen Sorgfalt eingegangen werden, da
Multimethoden immer einen analytischen Kompromiss darstellen. Werden die Analyse-
bedingungen fiir einen Wirkstoff optimiert (z.B. polarere Extraktionsbedingungen

geschaffen), konnen sich diese Optimierungen nachteilig auf andere Wirkstoffe (z.B. auf
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3)

4)

5)

6)

unpolare Wirkstoffe) auswirken, so dass diese nicht mit der erforderlichen Richtigkeit

bestimmt werden konnen.

Die analytische Qualitdt wird nicht allein durch das Trenn- und Detektionsmodul (GC-
MS/MS bzw. LC-MS/MS) beeinflusst. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass auch bei
Verwendung gleicher Trenn- und Detektionsmodule unterschiedliche Ergebnisse
auftreten, wenn unterschiedliche Methoden (QuEChERS, BfR, S 19) zur Anwendung
kommen. Multimethoden sind deshalb in ihrer Gesamtheit (Homogenisierung,
Extraktion, Aufreinigung, instrumentelle Trennung und Messung) zu bewerten. Ein
Wirkstoff mit einer geringen Extraktionsausbeute wird auch nach einer optimalen
Trennung und Detektion nicht mit der notwendigen Wiederfindung bestimmt werden

konnen, da er im Rahmen der Aufarbeitung bereits verloren geht.

Die jeweiligen Methoden zeigen Ergebnisse mit zufriedenstellender Wiederholbarkeit
(Variationskoeffizient < 20%). Selbst ,,falsche” Ergebnisse, bei denen die Wiederfin-
dungsrate unterhalb von 70% liegt, werden mit einer guten Wiederholbarkeit ermittelt.
Insofern kann die Sicherheit dariiber, dass ein Analysenergebnis im Labor wiederholbare
Befunde zeigt (die das erste Ergebnis bestitigen), noch lange nicht die Richtigkeit eines
Analysenergebnisses garantieren. Die Richtigkeit der Ergebnisse muss deshalb im Labor

bekannt sein und liberpriift werden.

Signifikante Unterschiede der VerfahrenskenngroBen unter Wiederhol- und Laborbe-
dingungen konnen nicht festgestellt werden. Bei gleichbleibenden Randbedingungen im
Labor (Gerite, Chemikalien und Reagenzien, Analytiker) ist davon auzugehen, dass im
Labor fiir die gleichen Matrix-/Wirkstoffkombinationen vergleichbare Ergebnisse erzielt

werden.

Sofern eine Quantifizierung tiber die Standardaddition herangezogen wird, ist darauf zu
achten, dass sich der Konzentrationsbereich der Messungen innerhalb des linearen

Messbereiches der Messinstrumente befindet.
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5.4 Zielsetzung 4: Analyse des Testmaterials in unterschiedlichen Laboratorien
unter Routinebedingungen

Jeweils eine Testmaterial-Einheit des Traubenhomogenats von ca. 150g (aufgemacht als Gegen-
probe) wurde an insgesamt 19 international verteilte Labore durch den jeweiligen offiziellen
Auftraggeber (eine Fruchtagentur bei Miinchen bzw. eine Agrarmarketingeinrichtung aus
Osterreich) verschickt und zur Analyse in Auftrag gegeben (siehe S. 102). Es wurden
,Eilanalysen” in Auftrag gegeben, wobei die Auslegung von ,eilig” dem jeweiligen
Laboratorium iiberlassen wurde.

Da Trauben im Anbau empfindlich gegen Schéddlinge und Krankheiten sind, kommt im
konventionellen Anbau {iblicherweise eine groe Zahl an Insektiziden und Fungiziden zum
Einsatz. Somit war beim Design des Testmaterials eine grofle Vielfalt und Vielzahl an
Wirkstoffen mdglich, und den unwissend teilnehmenden Laboren fiel somit auch nicht auf, dass
eine Testprobe zur Anlayse gegeben wurde.

Fiir die anonymisierte Auswertung der Teilnehmer wurde jedes Labor mit einem Laborcode

versehen (von Code 1 bis 19).

5.4.1 Analysenzeiten der getesteten Labore

Die Labore wurden beauftragt, die Proben als ,,Eilprobe” zu analysieren. Dies fiihrte zu unter-
schiedlichen Auslegungen:

- 15 Labore berichteten innerhalb von 2 Arbeitstagen die Analysenergebnisse

- 1 Labor berichtete innerhalb von 4 Arbeitstagen die Analysenergebnisse

- 1 Labor berichtete innerhalb von 5 Arbeitstagen die Analysenergebnisse

- 1 Labor berichtete innerhalb von 6 Arbeitstagen die Analysenergebnisse

- 1 Labor berichtete innerhalb von 11 Arbeitstagen (unter Beriicksichtigung nationaler

Feiertage) die Analysenergebnisse.

Fazit
Uber 70% der Labore berichteten die Ergebnisse innerhalb von 48 Stunden. Dies scheint eine
gingige Analysezeit fiir Eilproben unter Routinebedingungen zu sein. Die Analysezeit eines

Teilnehmers von 11 Arbeitstagen erscheint fiir eine Eilanalytik deutlich zu lang.
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5.4.2 Priifkriterien fiir die Beurteilung der Laborkompetenzen

Die Ergebnisse werden anhand von vier Kriterien beurteilt:

1) Wurde ein Wirkstoff berichtet, der nicht in der Testprobe enthalten war? (Falsch-
positiver Befund)
2) Wurde ein Wirkstoff, der in der Testprobe enthalten war, nicht berichtet? (Falsch-

negativer Befund)

3) Bewertung des Gehaltes der jeweiligen Wirkstoffe bezogen auf die tatsidchlich
zugesetzte Wirkstoffmenge (Richtigkeit des Befundes).

4) Bewertung des Gehaltes der jeweiligen Wirkstoffe bezogen auf den statistischen
Mittelwert aller Teilnehmer fiir den jeweiligen Wirkstoff (Vergleichbarkeit des Befundes

mit dem Laborduchschnitt der Test-Teilnehmer).

Die Beurteilungskriterien beriicksichtigen insbesondere die Perspektive der Laborkunden, die
ihre Proben auf Verkehrsfahigkeit (Konformitidt mit lebensmittelrechtlichen Anforderungen)
hinsichtlich der Pflanzenschutzmittelriickstinde durch die Laboranalyse liberpriifen. Wiahrend
die unter Punkt 1 und 2 aufgefiihrten Kriterien unmittelbar zu falschen Konsequenzen fiir den
Auftraggeber fiihren konnen (was die Beurteilung der Verkehrsfahigkeit der Ware betriftt), sind
die unter Punkt 3 und 4 genannten Kriterien von Relevanz, wenn Befunde dicht an Spezifika-
tionsgrenzen (z.B. Hochstgehalte nach der Verordnung (EG) Nr. 396/2005 [44]) liegen. Sofern
ein solcher Befund z.B. durch eine Gegenprobe abgesichert werden soll, stellt sich fiir den
Auftraggeber des Labores die Frage, welches Laborergebnis die erforderliche Zuverldssigkeit

fiir die Entscheidung iiber die Einhaltung/Nicht-Einhaltung von Spezifikationsgrenzen liefert.

5.4.2.1 Falsch-positive Befunde

Kein getestetes Labor hat einen falsch-positiven Befund berichtet.

Fazit

Da die Probe als Gegenprobe gekennzeichnet war und das Labor deshalb davon ausgehen
musste, dass bereits ein Analysenbefund existiert (den es durch die Gegenanalyse zu iiberpriifen
gilt), ist nicht auszuschlieBen, dass die Probe mit besonderer Aufmerksamkeit analysiert und

abgesichert wurde. Insbesondere falsch-positive Befunde stellen fiir Labore ein grofles Risiko
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dar. Sofern sich heraustellt, dass ein Labor einen falsch-positiven Befund berichtet hat und
dieser schlimmstenfalls einen (unnétigen) Riickruf der Ware aus dem Verkehr zur Folge hat,
kann dieser Befund ein groBes finanzielles Risiko (Vermdgensschadenhaftpflicht) als auch ein

grofles Reputationsrisiko fiir das Labor darstellen.

5.4.2.2 Falsch-negative Befunde

Tabelle 33: Falsch-negative Befunde im Rahmen des Labortests mit verdeckten Proben

Laborcode Wirkstoff Ergebnis (mg/kg) LoQ
(mg/kg)
3 Deltamethrin Nicht berichtet 0,01
10 Deltamethrin Nicht berichtet Nicht berichtet
12 Deltamethrin Nicht berichtet 0,005
18 Deltamethrin Nicht berichtet Nicht berichtet

Fazit

Der Wirkstoff Deltamethrin wurde zu dem Testmaterial mit einer Konzentration von 51 pg/kg
dotiert (siche Tabelle 9) und stellte hinsichtlich der Identifizierung die grofite Herausforderung
fiir die Teilnehmer dar. Mogliche Ursache fiir die analytische Herausforderung beziiglich Delta-
methrin konnen die chemisch-physikalischen Eigenschaften dieses Wirkstoffes sein, denn Delta-
methrin hat — wie andere Pyrethroide auch — die Eigenschaft, an Glaswinden anzuhaften und
kann deshalb im Rahmen der Probenaufarbeitung verlorengehen. Schliellich kann auch die Ein-
stellung des richtigen ,,dwell time”-Fensters zur Messung des entsprechenden Masseniibergangs
eine Ursache fiir die Schwierigkeit bei der Deltamethrin-Bestimmung sein. Geringe Verschie-

bungen des Fensters fithren dazu, dass der Wirkstoff nicht ,,gesehen” wird (= falsch-negativ).

Alle anderen Wirkstoffe wurden von den Laboren korrekt identifiziert.

5.4.2.3 Richtigkeit der Befunde

Hierzu wird tiberpriift, ob die Labore mindestens 70% bis maximal 120% der tatséchlich zuge-
setzten Menge gefunden haben (,,Document No. SANCO/10684/2009” [15]). Durch die Durch-
fiihrung der Stabilitétstests, die nach Abgabe des letzten Teilnehmerergebnisses durchgefiihrt

wurden, konnte gezeigt werden, dass die Wirkstoffe keinem Abbau unterlegen waren (siehe
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Tabelle 20, siehe S. 105). Die tatsdchlich zugesetzten Wirkstoffmengen wurden durch den
Stabilititstest bestétigt. Die Richtigkeit, mit der die Teilnehmer die jeweiligen Wirkstoffe
quantifiziert haben, stellt sich wie folgt dar:

Tabelle 34: Labortest mit verdeckten Proben: Richtigkeit der berichteten Laborergebnisse

Anzahl Ergebnisse, Anzahl der Zufrieden-
Tatsachlich die im Bereich 70- Labore, die ein stellende

Wirkstoff zugesetzte | 120% der tatsichlich | Ergebnis fiir den Ergebnisse

Menge (ng/kg) | zugesetzen Menge Wirkstoff Y
liegen berichtet haben (Vo)
Acetamiprid 45 10 19 53
Bifenthrin 35 12 19 63
Boscalid 115 13 19 68
Cyhalothrin-

lambda 77 14 19 74
Cyprodinil 165 10 19 53
Deltamethrin 51 10 15 53
Fenhexamid 355 12 19 63
Fludioxonil 65 13 19 68
Iprodion 950 15 19 79
Pyrimethanil 1400 14 19 74

Die Wirkstoffe Acetamiprid, Cyprodinil sowie Deltamethrin zeigten mit einer Quote von 53%
zufriedenstellender Resultate die schlechtesten Ergebnisse. Wahrend bei den Wirkstoffen Acet-
amiprid und Cyprodinil offensichtlich fast die Hilfte der Teilnehmer Schwierigkeiten bei der
Quantifizierung zeigten, hat die Mehrheit der Labore, die den Wirkstoff Deltamethrin berichtet

haben, diesen auch korrekt quantifiziert (immerhin zwei Drittel der Teilnehmer).

Die Einzelbefunde, die fiir diese drei Wirkstoffe berichtet wurden, werden nachfolgend detail-
liert aufgefiihrt und entsprechend ihrer Richtigkeit bewertet. Der ,,akzeptierte Bereich” ent-
spricht hierbei 70-120% der Wiederfindung des Wirkstoff-Gehaltes, der dem Trauben-Test-

material tatsdchlich zugesetzt wurde:



Ergebnisse und Diskussion — Labortest unter Routinebedingungen

138

Tabelle 35: Labortest mit verdeckten Proben: Wiederfindungen von Acetamiprid, Cyprodinil
und Deltamethrin

Acetamiprid: Soll: 45 ng/kg

Cyprodinil Soll: 165 ng/kg

Deltamethrin Soll: 51 pg/kg

Labor | Ergebnis Ak.zeptierter Ergebnis Ak.zeptierter Ergebnis Ak.zeptierter
Code | (ug/kg) Bereich (ng/kg): (ng/kg) Bereich (ng/kg): (ug/kg) Bereich (ng/kg):
31.5-54 115.5-198 35.7-61.2
1 32 Ja 94 Nein 35 Nein
2 30 Nein 120 Ja 10 Nein
Nicht Nicht
3 40 Ja 140 Ja berichtet berichtet
4 47 Ja 144 Ja 61 Ja
5 50 Ja 163 Ja 39 Ja
6 22 Nein 84 Nein 27 Nein
7 12 Nein 54 Nein 33 Nein
8 42 Ja 135 Ja 48 Ja
9 30 Nein 120 Ja 50 Ja
. Nicht Nicht
10 39 Ja 100 Nein berichtet berichtet
11 50 Ja 140 Ja 52 Ja
. Nicht Nicht
12 43 Ja 80 Nein berichtet berichtet
13 30 Nein 220 Nein 70 Nein
14 180 Nein 120 Ja 54 Ja
15 48 Ja 60 Nein 40 Ja
16 27 Nein 90 Nein 45 Ja
17 38 Ja 98 Nein 41 Ja
. Nicht Nicht
18 30 Nein 130 Ja berichtet berichtet
19 65 Nein 140 Ja 56 Ja

Bei dem Wirkstoff Acetamiprid lagen die Labore mit nicht zufriedenstellendem Ergebnis in der

Regel (bis auf Labor Nr. 14) unterhalb der Wiederfindung von 70%. Vergleichbar stellte sich

die Situation beim Wirsktoff Cyprodinil dar: Auch hier waren bei 8 von 9 Laboren die

Ergebnisse nicht zufriedenstellend, weil sie unterhalb des akzeptierten Bereiches lagen.

SchlieBlich zeigten auch beim Deltamethrin n-1 der nicht zufriedenstellenden Laboregebnisse zu

geringe Gehalte. Zusammenfassend erbibt sich somit das folgende Gesamtbild hinsichtlich der

Richtigkeit der Analysenergebnisse:
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Tabelle 36: Labortests mit verdeckten Proben: Zufriedenstellende Ergebnisse beziiglich der
Richtigkeit in der Ubersicht

Anzahl der Zufrieden-
o . . Anzahl aller
Kriterium Labore, die das Laborteilnehmer stellende
Kriterium erfiillen Ergebnisse (%)
Korrekte Identifizierung
aller 10 Wirkstoffe 15 19 7
Korrekte Identifizierung
UND Quantifizierung
hinsichtlich der Richtigkeit 2 19 11
der Ergebnisse (70-120%)
aller 10 Wirkstoffe

Fazit

Tendenziell ist bei den Laboren mit nicht zufriedenstellendem Ergebnis zu erkennen, dass die
tatsichlich dotierten Wirkstoffe zu Gehalten < 70% berichtet werden. Uberbefunde treten
seltener auf. Das Gesamtergebnis hinsichtlich der Identifizierung und Quantifizierung
(Richtigkeit) der Ergebnisse ist nicht gut ausgefallen. Lediglich 11% (=2 Labore) aller 19
Teilnehmer konnten die im Testmaterial enthaltenen 10 Wirkstoffe korrekt identifizieren und

richtig quantifizieren.

5.4.2.4 Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit den Ergebnissen der anderen Teilnehmer

Um zu priifen, ob ein Labor im Vergleich zum Labordurchschnitt abweicht oder nicht, wurde
eine z-score-Berechnung vorgenommen. Hierbei kann die Vorgehensweise wie folgt zusammen-

gefasst werden:

- Der statistische Mittelwert aller berichteten Laborergebnisse eines Wirkstoffes wird er-
mittelt und als Bezugswert (,assigned value’ = best-moglicher abgeschitzter wahrer

Wert), an dem alle Labore gemessen werden miissen, angesehen.

- Entsprechend der Vergleichstandardabweichung nach Horwitz [117] — die spéter von
Thompson modifiziert wurde [122] — wird abgeleitet, welche Streuungen der Labor-
ergebnisse bei Laborvergleichsuntersuchungen in Abhéngigkeit von der Analytkon-

zentration zu erwarten sind (hier bezeichnet als ,,Zielstandardabweichung”).
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- Sofern ein Teilnehmer um das Zweifache der Zielstandardabweichung vom statistischen
Mittelwert abweicht, ist das Labor nicht mehr vergleichbar mit dem Labordurchschnitt

(z-score > 2).

Die so ermittelte Vergleichbarkeit informiert dariiber, wie vergleichbar ein Labor mit dem
Labordurchschnitt ist. Ist jedoch der gesamte Labordurchschnitt unbefriedigend — wenn z.B. ein
Pestizid labil ist und deshalb eine besondere Probenaufarbeitung erfordert, die vom Durchschnitt
der Labore nicht vorgenommen wurde — dann wird ein Labor, welches die besonderen
Anforderungen beriicksichtigt und deshalb hohere Gehalte findet, benachteiligt. Das Labor ist in
diesem Fall nicht mehr vergleichbar, da es zu stark vom Labordurchschnitt abweicht. Die z-
score-Auswertung fiihrte zu folgenden Ergebnissen:

Tabelle 37: Labortest mit verdeckten Proben: Ubersicht statistischer KenngréBen hinsichtlich
der Vergleichbarkeit

Assigned Values und Zielstandardabweichungen
Soll Wahrer Wert (Assigned value) Zlelstz?ndard-
abweichung

Wirkstoff K Daten- ;Vm};riz Unsicherheit, S tRoctl)us(;[eb_ Abge- o/-i(

Heke punkte, n ert, 2, u andarca leitet von | H&/X8
ug/kg weichung, o

Acetamiprid 45 19 38 2,52 11 Horwitz 8,5

Bifenthrin 35 18 29 1,68 7 Horwitz 6,3
Boscalid 115 19 95 5,97 26 Horwitz 20,9
Cyhalothrin- | =/ 19 66 3,80 17 Horwitz | 14,4

lambda

Cyprodinil 165 19 116 7,35 32 Horwitz | 25,6

Deltamethrin 51 15 45 3,21 12 Horwitz 9,9
Fenhexamid 355 19 309 22,17 97 Horwitz 58,9
Fludioxonil 65 19 62 3,41 14,9 Horwitz 13,6
Iprodion 950 19 803 38,58 168,2 Horwitz | 132,7
Pyrimethanil 1400 19 1168 53,71 234,1 Horwitz | 182,6

Bei allen Wirkstoffen zeigt sich, dass die mittels robuster Statistik ermittelte tatséchliche
Standardabweichung (,,robuste Standardabweichung”) groBer ist, als die nach Horwitz
[117]/Thompson [122] zu erwartende Zielstandardabweichung. Das bedeutet, dass die Laborer-
gebnisse stirker schwanken als nach statistischen Experimenten abgeleitet wurde (Horwitz
[117]/Thompson [122]). Am stirksten schwanken die Ergebnisse beim dem Wirkstoff Fen-

hexamid:
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Tabelle 38: Labortest mit verdeckten Proben: Robuste Standardabweichung und Zielstandard-
abweichung im Vergleich

wakrer Robuste ~ Zielstandardabweichung Robusteo
Wirkstoff Wert, Stan.dard- g, & in Y%-Anteil vom Stafldardabwe.:lchung
X, abweichung | ng/kg ¢ in %-Anteil vom
ng/kg o, ug/kg wahren Wert X wahren Wert
Acetamiprid 38 11 8,5 22,4 28,9
Bifenthrin 29 7 6,3 21,7 24,1
Boscalid 95 26 20,9 22,0 27,4
Cyhalothrin- 218 25.8
lambda 66 17 14,4
Cyprodinil 116 32 25,6 22,1 27,6
Deltamethrin 45 12 9,9 22,0 26,7
Fenhexamid 309 97 58,9 19,1 31,4
Fludioxonil 62 14,9 13,6 21,9 24,0
Iprodion 803 168,2 132,7 16,5 20,9
Pyrimethanil 1168 234,1 182,6 15,6 20,0

Die Schwankungen bei dem Wirkstoff Fenhexamid sind insofern nicht verwunderlich, als der
Wirkstoff bei dem Methodenvergleich (sieche 5.3.1 bis 5.3.4) bereits analytische Probleme
zeigte. Die Wirkstoffe Acetamiprid, Boscalid, Cyprodinil und Deltamethrin weisen ebenfalls
hohere Standardabweichungen (o) auf (> 26%), als es nach den experimentell ermittelten Ziel-
standardabweichungen @ zu erwarten gewesen wire (maximal 22%). Die detaillierten Uber-

sichten werden unter 5.4.1 aufgefiihrt (siehe dort).

Die Anwendung des z-score-Modells [18] fiihrte zu folgendem Gesamtergebnis hinsichtlich der
Vergleichbarkeit der Laborergebnisse:

Tabelle 39: Labortest mit verdeckten Proben: Gesamtergebnis hinsichtlich der Vergleichbarkeit

Anzahl Labore mit Anzahl der Labore, die
Wirkstoff zufriedenstellender ein Ergebnis fiir den Zufriedenstellende
Vergleichbarkeit Wirkstoff berichtet Ergebnisse (%)
(z-score < 2) haben

Acetamiprid 16 19 84
Bifenthrin 16 19 84
Boscalid 17 19 89
Cyhalothrin-lambda 16 19 84
Cyprodinil 16 19 84
Deltamethrin 13 15 68
Fenhexamid 15 19 79
Fludioxonil 16 19 84
Iprodion 16 19 84
Pyrimethanil 14 19 74
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Hinsichtlich der Vergleichbarkeit fielen die Ergebnisse etwas besser aus als bei der Bewertung
der Richtigkeit (siehe Tabelle 34). Obwohl die tatsichlichen Ergebnisse stirker schwanken als
es statistisch zu erwarten gewesen wire, liegt die Anzahl zufriedenstellender Ergebnisse im
Bereich von 79-89%. Der Wirkstoff Deltamethrin zeigt aufgrund der vier falsch-negativen
Befunde die schlechtesten Ergebnisse. Das Ergebnis bei Pyrimethanil (74% zufriedenstellende
Ergebnisse) kann darauf zuriickzufiihren sein, dass der Wirkstoff mit 1.400 pg/kg zugesetzt war
und deshalb den linearen Messbereich der Gerite bei der hohen Konzentration {iberschreitet.
Zusammenfassend ergibt sich somit das folgende Gesamtbild hinsichtlich der Vergleichbarkeit
der Analysenergebnisse:

Tabelle 40: Labortests mit verdeckten Proben: Zufriedenstellende Ergebnisse beziiglich der
Vergleichbarkeit in der Ubersicht

Anzahl der Zufriedenstel-
o . Anzahl aller .
Kriterium Labore, die das Laborteilnehmer lende Ergebnisse
Kriterium erfiillen (%)
Korrekte Identifizierung 15 19 79
aller 10 Wirkstoffe
Korrekte Identifizierung
UND Quantifizierung
hinsichtlich der
Vergleichbarkeit der > 19 26
Ergebnisse (|z-score| <2)
aller 10 Wirkstoffe

Fazit

Nur 26% (5 Labore) aller Teilnehmer zeigen durchgehend vergleichbare Ergebnisse. Das
Resultat fallt somit deutlich besser aus als bei der Auswertung der Richtigkeit (11% bzw. zwei
Labore). Es stellt sich dennoch die Frage, weshalb der Anteil zufriedenstellender Ergebnisse
maximal bei etwa einem Viertel liegt. Eine Ursache hierfiir liegt sicherlich in dem analytischen

Kompromiss der angewendeten Multimethoden.
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5.4.3 Gegeniiberstellung der Richtigkeit und der Vergleichbarkeit

Die Richtigkeit und die Vergleichbarkeit der Ergebnisse aller Laborteilnehmer werden nachfol-
gend zusammenfassend in Form von Ubersichtstabellen sowie z-score- und Wiederfindungs-

Diagrammen (70-120%) dargestellt:

Tabelle 41: Acetamiprid - Richtigkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse (Labortest)

Acetamiprid, Soll: 45 pg/kg Wahrer Wert: 38 pg/kg
Labor Ergebnis Akzep tierfels};;ﬁieilcth (ng/kg): Vergleichbarkeit
Code (ng/kg) z-score
31.5-54
1 32 Ja -0,8
2 30 Nein -1,0
3 40 Ja 0,2
4 47 Ja 1,0
5 50 Ja 1,4
6 22 Nein -1,9
7 12 Nein -3,1
8 42 Ja 0,4
9 30 Nein -1,0
10 39 Ja 0,1
11 50 Ja 1,4
12 43 Ja 0,5
13 30 Nein -1,0
14 180 Nein 16,8
15 48 Ja 1,1
16 27 Nein -1,3
17 38 Ja 0,0
18 30 Nein -1,0
19 65 Nein 3.1
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Abb. 44: Acetamiprid — Ausschopfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial (Labortest)
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Abb. 45: Acetamiprid — z-scores der Laborteilnehmer (Labortest)
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Tabelle 42: Bifenthrin - Richtigkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse (Labortest)

Bifenthrin, Soll: 35 ng/kg Wahrer Wert: 29 png/kg
Labor Ergebnis Richtigkeit Vergleichbarkeit
Code (ng/kg) Akzeptierter Bereich (ng/kg): 24.5-42 g-score
1 29 Ja 0,1
2 30 Ja 0,2
3 30 Ja 0,2
4 35 Ja 1,0
5 42 Ja 2,1
6 21 Nein -1,2
7 28 Ja -0,1
8 30 Ja 0,2
9 30 Ja 0,2
10 <10 Nein -
11 33 Ja 0,7
12 21 Nein -1,2
13 50 Nein 3.4
14 28 Ja -0,1
15 20 Nein -1,4
16 21 Nein -1,2
17 25 Ja -0,6
18 20 Nein -1,4
19 41 Ja 2,0
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Abb. 46: Bifenthrin — Ausschopfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial (Labortest)
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Abb. 47: Bifenthrin — z-scores der Laborteilnehmer (Labortest)

Tabelle 43: Boscalid - Richtigkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse (Labortest)

19

Boscalid, Soll: 115 ng/kg Wahrer Wert: 95 ng/kg
. Richtigkeit . .
Iéi)b(;); E(nge/ig;s Akzeptierter Bereich (ug/kg): Vergif;ihoizrkezt
80.5-138
1 109 Ja 0,7
2 80 Nein -0,7
3 120 Ja 1,2
4 120 Ja 1,2
5 118 Ja 1,1
6 90 Ja -0,2
7 65 Nein -1,4
8 101 Ja 0,3
9 90 Ja -0,2
10 92 Ja -0,1
11 110 Ja 0,7
12 63 Nein -1,5
13 140 Nein 2,2
14 100 Ja 0,2
15 60 Nein -1,7
16 83 Ja -0,6
17 84 Ja -0,5
18 40 Nein -2,6
19 130 Ja 1,7

13
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Abb. 48: Boscalid — Ausschopfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial (Labortest)
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Abb. 49: Boscalid — z-scores der Laborteilnehmer (Labortest)
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Tabelle 44: Cyhalothrin-lambda — Richtigkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse (Labortest)

Cyhalothrin-lambda, Soll: 77 ng/kg Wahrer Wert: 66 ng/kg
. Richtigkeit . .
Iéi)b(f; E(rge/Kn;s Akzeptierter Bereich (ug/kg): Verg lféihoizrkelt
HERE 53.9-92.4 ¢
1 75 Ja 0,7
2 40 Nein -1,8
3 60 Ja -0,4
4 57 Ja -0,6
5 85 Ja 1,3
6 46 Nein -1,4
7 56 Ja -0,7
8 72 Ja 0,4
9 70 Ja 0,3
10 67 Ja 0,1
11 74 Ja 0,6
12 74 Ja 0,6
13 130 Nein 4,5
14 84 Ja 1,3
15 30 Nein -2,5
16 62 Ja -0,2
17 63 Ja -0,2
18 30 Nein -2,5
19 83 Ja 1,2
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Abb. 50: Cyhalothrin-lambda — Ausschopfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial (Labortest)
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Abb. 51: Cyhalothrin-lambda — z-scores der Laborteilnehmer (Labortest)

Tabelle 45: Cyprodinil — Richtigkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse (Labortest)

Cyprodinil, Soll: 165 ng/kg Wahrer Wert: 116 ng/kg
. Richtigkeit . .
Iéi)b(;); E(nge/ig;s Akzeptierter Bereich (ug/kg): Vergif;ihoizrkezt
115.5-198
1 94 Nein -0,8
2 120 Ja 0,2
3 140 Ja 1,0
4 144 Ja 1,1
5 163 Ja 1,8
6 84 Nein -1,2
7 54 Nein -2,4
8 135 Ja 0,8
9 120 Ja 0,2
10 100 Nein -0,6
11 140 Ja 1,0
12 80 Nein -1,4
13 220 Nein 4,1
14 120 Ja 0,2
15 60 Nein -2,2
16 90 Nein -1,0
17 98 Nein -0,7
18 130 Ja 0,6
19 140 Ja 1,0
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Abb. 52: Cyprodinil — Ausschdpfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial (Labortest)
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Abb. 53: Cyprodinil — z-scores der Laborteilnehmer (Labortest)



Ergebnisse und Diskussion — Labortest unter Routinebedingungen 151

Tabelle 46: Deltamethrin — Richtigkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse (Labortest)

Deltamethrin, Soll: 51 pg/kg Wahrer Wert: 45 ng/kg
. Richtigkeit . .
Iéi)b(;); E(nge/ig;s Akzeptierter Bereich (ug/kg): Vergif;ihoizrkezt
35.7-61.2

1 35 Nein -1,0
2 10 Nein -3,5

3 n.r. Nicht berichtet Nicht berichtet
4 61 Ja 1,6
5 39 Ja -0,6
6 27 Nein -1,8
7 33 Nein -1,2
8 48 Ja 0,3
9 50 Ja 0,5

10 n.r. Nicht berichtet Nicht berichtet
11 52 Ja 0,7

12 Nicht berichtet Nicht berichtet
13 70 Nein 2,6
14 54 Ja 0,9
15 40 Ja -0,5
16 45 Ja 0,0
17 41 Ja -0,4

18 n.r. Nicht berichtet Nicht berichtet
19 56 Ja 1,1
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Abb. 54: Deltamethrin — Ausschopfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial (Labortest)
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Abb. 55: Deltamethrin — z-scores der Laborteilnehmer (Labortest)

Tabelle 47: Fenhexamid — Richtigkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse (Labortest)

13

Fenhexamid, Soll: 355 pg/kg Wahrer Wert: 309 ng/kg
. Richtigkeit . .
Iéi)b(;); E(nge/ig;s Akzeptierter Bereich (ug/kg): Vergf;zl;tjjrkelt
248.5-426
1 246 Nein -1,1
2 170 Nein -2,4
3 420 Ja 1,9
4 522 Nein 3,6
5 283 Ja -0,4
6 380 Ja 1,2
7 350 Ja 0,7
8 328 Ja 0,3
9 210 Nein -1,7
10 260 Ja -0,8
11 300 Ja -0,1
12 282 Ja -0,5
13 420 Ja 1,9
14 1140 Nein 14,1
15 360 Ja 0,9
16 270 Ja -0,7
17 202 Nein -1,8
18 20 Nein -4,9
19 320 Ja 0,2
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Abb. 56: Fenhexamid — Ausschdpfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial (Labortest)
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Abb. 57: Fenhexamid — z-scores der Laborteilnehmer (Labortest)
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Tabelle 48: Fludioxonil — Richtigkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse (Labortest)

Fludioxonil, Soll: 65 pg/kg

Wahrer Wert: 62 ng/kg

. Richtigkeit . .
Iéi)b(f; E(nge/ig;s Akzeptierter Bereich (ug/kg): Vergif;ihoizrkezt
45.5-78
1 63 Ja 0,1
2 30 Nein -2,3
3 80 Nein 1,3
4 63 Ja 0,1
5 113 Nein 3,8
6 72 Ja 0,7
7 40 Nein -1,6
8 59 Ja -0,2
9 60 Ja -0,1
10 61 Ja -0,1
11 62 Ja 0,0
12 47 Ja -1,1
13 100 Nein 2,8
14 72 Ja 0,7
15 40 Nein -1,6
16 60 Ja -0,1
17 60 Ja -0,1
18 50 Ja -0,9
19 77 Ja 1,1
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Abb. 58: Fludioxonil — Ausschopfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial (Labortest)
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Abb. 59: Fludioxonil — z-scores der Laborteilnehmer (Labortest)

Tabelle 49: Iprodion — Richtigkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse (Labortest)

Iprodion, Soll: 950 ug/kg Wahrer Wert: 803 ng/kg
Labor Ergebnis Richtigkeit Vergleichbarkeit
Code (ng/kg) accepted range (nug/kg): 665-1140 z-score
1 853 Ja 0,4
2 750 Ja -0,4
3 810 Ja 0,1
4 980 Ja 1,3
5 728 Ja -0,6
6 630 Nein -1,3
7 800 Ja 0,0
8 840 Ja 0,3
9 710 Ja -0,7
10 1100 Ja 2,2
11 730 Ja -0,5
12 1044 Ja 1,8
13 960 Ja 1,2
14 1000 Ja 1,5
15 820 Ja 0,1
16 500 Nein -2,3
17 591 Nein -1,6
18 90 Nein -5,4
19 840 Ja 0,3
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Abb. 60: Iprodion — Ausschdpfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial (Labortest)
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Abb. 61: Iprodion — Ausschdpfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial (Labortest)
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Tabelle 50: Pyrimethanil — Richtigkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse (Labortest)

Pyrimethanil, Soll: 1400 pg/kg

Wahrer Wert: 1168 ng/kg

Ergebnis (ug/kg)

Abb. 62: Pyrimethanil — Ausschopfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial (Labortest)
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. Richtigkeit . .
Iéi)b(f; E(nge/ig;s Akzeptierter Bereich (ug/kg): Vergif;ihoizrkezt
980-1680
1 717 Nein -2,5
2 1050 Ja -0,6
3 1200 Ja 0,2
4 1297 Ja 0,7
5 1623 Ja 2,5
6 1200 Ja 0,2
7 710 Nein -2,5
8 1142 Ja -0,1
9 930 Nein -1,3
10 1400 Ja 1,3
11 1300 Ja 0,7
12 1454 Ja 1,6
13 2800 Nein 8,9
14 1110 Ja -0,3
15 710 Nein -2,5
16 1100 Ja -0,4
17 1089 Ja -0,4
18 1100 Ja -0,4
19 1300 Ja 0,7
Pyrimethanil
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Abb. 63: Pyrimethanil — z-scores der Laborteilnehmer (Labortest)
Der Vergleich der Richtigkeit und der Vergleichbarkeit der Ergebnisse fiihrt zu folgenden Fest-
stellungen: Die statistisch ermittelten Labordurchschnittswerte (wahre Werte) liegen allesamt
unterhalb der jeweiligen dotierten Gehalte der Wirkstoffe, die tatsdchlich dem Testmaterial
zugesetzt wurden. Somit kann grundsitzlich festgestellt werden, dass der Labordurchschnitt

niedrigere Gehalte bestimmt.

Tabelle 51: Soll-Gehalte im Vergleich zum Labordurchschnitt sowie zur Richtigkeit (Labortest)

Wirkstoff Dotierter Gehalt Labordurschnitt Ausschopfung (wahrer Wert /
(Soll) in ng/kg | (wahrer Wert) in pg/kg dotierter Gehalt * 100) in %
Acetamiprid 45 38 84,4
Bifenthrin 35 29 82,9
Boscalid 115 95 82,6
Cyhalothrin-lambda 77 66 85,7
Cyprodinil 165 116 70,3
Deltamethrin 51 45 88,2
Fenhexamid 355 309 87,0
Fludioxonil 65 62 95,4
Iprodion 950 803 84,5
Pyrimethanil 1400 1168 83,4

Die Ergebnisse und Erkenntnisse aus dem Kompetenztest werden nachfolgend bezogen auf die

jeweiligen Einzel-Wirkstoffe diskutiert:
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Acetamiprid — Cyprodinil — Bifenthrin

Nur 53% aller Teilnehmer konnten Acetamiprid hinsichtlich der Richtigkeit zufriedenstellend
quantifizieren. Von den 9 Laboren, die diesen Wirkstoff nicht zufriedenstellend bestimmt haben,
berichteten 7 Teilnehmer Gehalte, die deutlich unterhalb der zugesetzten Menge lagen (bis zu
12png/kg, bei einer tatsdchlich zugesetzten Menge von 45 pg/kg). Bei diesem Wirkstoff wird
deutlich, dass Labore zwar in der Lage sind, vergleichbare Werte zu produzieren (84% zu-
friedenstellende Ergebnisse bei der z-score-Auswertung), aber damit nicht zwangslaufig richtige
Ergebnisse (nur 53%). Labor Nr. 7 hat sogar die Uberschreitung des Hochstgehaltes von
0,01mg/kg nicht festgestellt, so dass die Probe als verkehrsfihig beurteilt wurde, da der Riick-
standshochstgehalt unter Beriicksichtigung der erweiterten Messunsicherheit nicht sicher {iber-

schritten war.

Cyprodinil haben ebenfalls nur 10 von 19 Teilnehmern richtig bestimmt (53%). Von den 9
Laboren, die Cyprodinil nicht zufriedenstellend quantifiziert haben (hinsichtlich der Richtig-
keit), haben 8 Labore Unterbefunde berichtet (z.B. 54 pg/kg, bei einer tatsdchlich zugesetzten
Menge von 165 pg/kg). Bereits beim Methodenvergleich (5.3) konnte beobachtet werden, dass
Cyprodinil durch Unterbefunde methodeniibergreifend (QUEChERS und BfR) auffiel. Die
Differenz zwischen dem dotierten Gehalt (165 pg/kg) und dem statistisch ermittelten ,,wahren
Wert” (116 ng/kg) ist beim Cyprodinil im Vergleich zu den anderen Wirkstoffen am hochsten.
Der ,,wahre Wert” schopft den tatsdchlich dotierten Gehalt nur zu 70,3% aus.

Zieht man jedoch die Vergleichbarkeit fiir die Beurteilung der Ergebnisse heran, dann stellt sich
ein deutlich besseres Ergebnis dar: 84% aller Labore haben zufriedenstellende Ergebnisse
berichtet, d.h. die Labore sind vergleichbar mit dem (schlechten) Labordurchschnitt.

Auch bei dem Wirkstoff Bifenthrin ist dieses Phidnomen zu erkennen.

Iprodion

Dieser Wirkstoff wurde hinsichtlich der Richtigkeit von den Laboren relativ gut bestimmt. 79%
der Teilnehmer (15 von 19 Laboren) haben das Iprodion zufriedenstellend bestimmt im Ver-
gleich zum zugesetzten Gehalt. Beurteilt man die Ergebnisse anhand ihrer Vergleichbarkeit, so

zeigen sogar 84% der Teilnehmer zufriedenstellende Ergebnisse.

Pyrimethanil
Die berichteten Ergebnisse zeigen starke Schwankungen (von 710ug/kg bis zu 2.800ug/kg, bei
einer zugesetzten Menge von 1.400ug/kg), weshalb die Vergleichbarkeit der Labor-Ergebnisse
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fiir diesen Wirkstoff bei 74% liegt. Pyrimethanil zeigt damit die schlechteste Vergleichbarkeit
aller Wirkstoffe.

Boscalid

Hier sind weniger starke Ergebnis-Schwankungen der Labore zu erkennen. Bei zugesetzten
115pg/kg schwanken die Ergebnisse zwischen 40 und 140pg/kg. Die Vergleichbarkeit ist mit
89% von allen 10 Wirkstoffen am hochsten. Allerdings konnten nur 68% der Teilnehmer das
Boscalid richtig bestimmen. 5 von den 6 Laboren, die nicht zufriedenstellende Ergebnisse
berichtet haben, liegen deutlich unterhalb der zugesetzten Menge (z.B. hat Labor 18 bei
zugesetzten 115ug/kg nur ein Ergebnis von 40pg/kg berichtet).

Cyhalothrin-lambda

Die Richtigkeit zeigt das zweitbeste Ergebnis aller Wirkstoffe. 74% der Teilnehmer konnten den
Wirkstoff richtig bestimmen. 4 der 5 Labore mit nicht zufriedenstellenden Ergebnissen zeigten
Unterbefunde. Die Vergleichbarkeit der Analytik stellt sich mit 84% zufriedenstellenden

Ergebnissen ebenfalls gut dar.

Deltamethrin

Die vier falsch-negativen Befunde beim Deltamethrin machen bereits auf die analytischen
Herausforderungen dieses Wirkstoffes aufmerksam. Und nicht nur die Identifizierung, sondern
auch die Quantifizierung ist beim Deltamethrin kritisch zu beurteilen. Von den insgesamt 15
Teilnehmern, die den Wirkstoff gefunden haben, waren nur 2/3 (=10 von 15 Laboren) in der
Lage, Deltamethrin auch mit einer Richtigkeit von mindestens 70% Wiederfindung zu quantifi-
zieren. Bereits beim Methodenvergleich (5.3) zeigte Deltamethrin methodeniibergreifend (BfR
und S 19) Unterbefunde. Bei der Vergleichbarkeit stellt sich ein anderes Bild dar: Hier haben
87% der Labore, die Deltamethrin identifiziert haben, den Wirkstoff auch vergleichbar

quantifiziert (13 von 15 Teilnehmern).

Fenhexamid

Wie bereits beim Methodenvergleich (5.3) festgestellt werden konnte, ist die Bestimmung von
Fenhexamid in der Matrix ,,Traube” nicht unproblematisch. 7 der 19 Teilnehmer haben
hinsichtlich der Richtigkeit keine zufriedenstellenden Ergebnisse berichtet. 5 von diesen 7
Laboren berichteten deutliche Unterbefunde von Fenhexamid, und zwei dieser sieben Labore
lagen mit den berichteten Gehalten deutlich (522pg/kg) bzw. sehr deutlich (1140pg/kg) iiber
dem tatsdchlich dotierten Gehalt (355ug/kg). Wiirde man allein nur die Ergebnisse der Ver-
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gleichbarkeit heranziehen (79% zufriedenstellende Ergebnisse), so wiirden die analytischen
Schwierigkeiten mit dem Wirkstoff Fenhexamid nicht zum Ausdruck kommen. Erst die Beur-
teilung der Richtigkeit der Ergebnisse zeigt, dass Fenhexamid herausfordernd ist und der
analytische Kompromiss der angewendeten Multimethoden hier offensichtlich zuungunsten des

Fenhexamides gelegt wurde.

Fludioxonil

Bei diesem Wirkstoff liegen der tatsdchlich dotierte Gehalt (65ug/kg) und der wahre Wert
(62ng/kg) so dicht beieinander wie bei keinem anderen Wirkstoff. Die berichteten Gehalte
verteilen sich somit auch statistisch betrachtet um den dotierten Gehalt. Dennoch konnten drei
Labore nicht den Anforderungen an die Richtigkeit (> 70%) geniigen, da sie Ergebnisse be-
richteten, die Wiederfindungen von 61% (2 Labore) oder 123% (1 Labor) zeigten. Da diese
Ergebnisse jedoch den Anforderungen an die Vergleichbarkeit entsprachen, fiel das Ergebnis
der z-score-Auswertung deutlich besser aus (84% zufriedenstellende Ergebnisse).

In tabellarischer Form lassen sich die Vergleichbarkeit und die Richtigkeit wie folgt
zusammenfassen (sortiert nach Laborcode):

Tabelle 52: Zusammenfassung der Vergleichbarkeit und der Richtigkeit der berichteten Ergeb-
nisse (Labortest)

Vergleichbarkeit: VERGLEICHBAR, aber NICHT VERGLEICHBAR, aber
Labor Anzahl Wirkstoffe NICHT RICHTIG: RICHTIG;
Code mit z-score >|2)| |z|-score zwar < 2, aber auBlerhalb | |z|-score zwar > 2, aber innerhalb 70-
70-120% des spiked levels 120% des dotierten Gehaltes
1 1 3 0
2 3 3 0
3 0 1 0
4 1 0 0
5 3 1 2
6 0 6 0
7 3 3 0
8 0 0 0
9 0 3 0
10 2 1 1
11 0 0 0
12 0 3 0
13 7 1 0
14 2 0 0
15 3 3 0
16 1 3 0
17 0 3 0
18 2 4 0
19 0 1 0
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5.4.3.1 Vergleich mit anderen Auswertungssystemen

Auswertungen, wie sie von anderen Ringversuchsanbietern (LVU, EU-Proficiency Tests) durch-
gefiihrt werden, wurden vorgenommen, um iiberpriifen zu kénnen, ob es zu signifikanten Ander-

ungen bei der Beurteilung der Laborbewertung kommt.

Auswertung tiber den Median sowie tiber eine Zielstandardabweichung von maximal 22%

Die Ergebnisse des Labortests mit verdeckten Proben wurden nicht mit dem ,,wahren Wert”
nach robuster Statistik verglichen [128], sondern als Referenzwert wurde der Median der
berichteten Ergebnisse herangezogen. Hierbei werden in einem ersten Schritt alle Ergebnisse
ausgewertet. In einer zweiten Berechnung wurden die Daten von Laboren, deren Ergebnisse um
mehr als 5 Zielstandardabweichungen vom Median abweichen oder um mehr als 50% vom
Median abweichen, nicht beriicksichtigt und der Median auf dieser Datenbasis neu berechnet.
Die Zielstandardabweichung wurde nach Horwitz [121] ermittelt. Sofern sie groBer als 22% war
(siche Tabelle 38), wurde sie auf maximal 22% vom Wert des Medians beschrinkt. Die so
erhaltenen Mediane und Zielstandardabweichungen wurden fiir die z-score-Ermittlung [18]
herangezogen, und ein Ergebnis mit einem (|z-score| < 2) als zufriedenstellend beurteilt. Die
jeweiligen Ergebnisiibersichten befinden sich im Anhang (s. dort Tabelle A13 bis A15). Das
Gesamtergebnis der Auswertung stellt sich wie folgt dar:

Tabelle 53: Labortest mit verdeckten Proben: Zufriedenstellende Ergebnisse unter Bertick-
sichtigung des ,.korrigierten” Medians und einer Zielstandardabweichung von 22%

Anzahl der
Kriterium Labore, die das Anzahl aller Zufriedenstellende
Kriterium Laborteilnehmer Ergebnisse (%)
erfiillen
Korrekte Identifizierung
aller Wirkstoffe 15 19 7
Korrekte Identifizierung
UND Quantifizierung (|z-
score| < 2) aller 10 > 19 26
Wirkstoffe
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Tabelle 54: Labortest mit verdeckten Proben: Zufriedenstellende Ergebnisse hinsichtlich der
jeweiligen Wirkstoffe unter Beriicksichtigung des Medians sowie einer Ziel-
standardabweichung von 22%

Anzahl Labore mit
Wirkstoff zufriedenstellendem Anzahl aller Zufriedenstellende
Ergebnis Laborteilnehmer Ergebnisse (%)
(z-score < 2)

Acetamiprid 16 19 84
Bifenthrin 16 19 84
Boscalid 17 19 89
Cyhalothrin-lambda 16 19 84
Cyprodinil 16 19 84
Deltamethrin 13 15 68
Fenhexamid 13 19 68
Fludioxonil 16 19 84
Iprodion 16 19 84
Pyrimethanil 14 19 74

Das Gesamtergebnis ist absolut vergleichbar mit dem Ergebnis der Auswertung nach Anwen-
dung der robusten Statistik und der Zielstandardabweichung nach Horwitz, bei der ebenfalls

26% aller Teilnehmer zufriedenstellende Ergebnisse zeigten (siehe Tabellen 39 und 40).

Die Auswertung der Einzelwirkstoffe zeigt, dass die prozentualen Anteile zufriedenstellender
Ergebnisse mit denen aus Tabelle 39 iibereinstimmen. Lediglich bei dem Wirkstoff Fenhexamid
fallt das Ergebnis unter der Beriicksichtigung des Medians schlechter aus. Da der Median
292ng/kg betragt und die Abweichung zum Median nicht grofer sein darf als die zweifache
Zielstandardabweichung, fallen die Labore Nr. 3 und 13 bei der z-score-Berechnung mit einem
score von 2,2 aus der Bewertungsgrenze —2 < z-score < +2 heraus. Sie liegen zu weit weg vom

(niedrigen) Median.

Bei der Anwendung der robusten Statistik wird der Referenzwert (wahrer Wert) mit 309 pg/kg
berechnet und ist somit grofer als der Median. Die Labore Nr. 3 und 13 fallen somit unter
Berticksichtigung der zweifachen Zielstandardabweichung nicht aus der Bewertungsgrenze
heraus, sondern liegen mit einem z-score von jeweils 1,9 zwar recht hoch, aber noch innerhalb
der Bewertungsgrenze —2 < z-score < +2. Ihre Abweichungen zum (héheren) wahren Wert sind

noch im akzeptierten Bereich:
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Tabelle 55: Labortest mit verdeckten Proben — Vergleich der Auswertung des Wirkstoffes
Fenhexamid mit unterschiedlichen Referenzwerten (Median / wahrer Wert)

Fenhexamid
Soll (Dotierungsniveau): 355 pg/kg
Laborcode Ergebnis | Auswertung iiber Median Auswertung iiber robuste
(ng/kg) (=292 pg/kg) Statistik (wahrer Wert: 309 ng/kg)
1 246 -0,8 -1,1
2 170 -2,1 -2,4
3 420 2,2 1,9
4 522 * 3,6
5 283 -0,1 -0,4
6 380 1,5 1,2
7 350 1,0 0,7
8 328 0,6 0,3
9 210 -1,4 -1,7
10 260 -0,5 -0,8
11 300 0,1 -0,1
12 282 -0,2 -0,5
13 420 2,2 1,9
14 1140 * 14,1
15 360 1,2 0,9
16 270 -0,4 -0,7
17 202 -1,5 -1,8
18 20 * -4,9
19 320 0,5 0,2

*Werte werden nicht beriicksichtigt fiir die Zweitberechnung des Medians

Fazit

Die Anwendung des Medians sowie die Festlegung der Zielstandardabweichung auf maximal
22% zeigt nahezu identische Ergebnisse im Vergleich zur Anwendung der robusten Statistik (fiir
die Ermittlung des wahren Wertes) und der Zielstandardabweichung nach Horwitz ohne Be-
schriankung auf maximal 22%. Nur beim Wirkstoff Fenhexamid wurden zwei Labore unter Be-
riicksichtigung des Medians nicht zufriedenstellend beurteilt, weil sie vom (niedrigen) Median

zu weit entfernt liegen.

Auswertung iiber den Median sowie die Fit-For-Purpose Relative Standard Deviation (FFP
RSD) von £ 25%

Die Ergebnisse des Labortests mit verdeckten Proben wurden nicht mit dem ,,wahren Wert”
nach robuster Statistik ermittelt [128], sondern als Referenzwert wurde der Median aller

berichteten Ergebnisse herangezogen. Eine Neuberechnung des Medians in einem zweiten
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Berechnungsschritt findet nicht statt. Die Zielstandardabweichung wird grundsitzlich auf 25%

des Medians festgelegt (FFP RSD). Die so erhaltenen Mediane und Zielstandardabweichungen

wurden fiir die z-score-Ermittlung [ 18] herangezogen, und ein Ergebnis mit einem (|z-score| < 2)

als zufriedenstellend beurteilt. Die jeweiligen Ergebnisiibersichten befinden sich im Anhang (s.

dort Tabelle A16 bis A18). Das Gesamtergebnis der Auswertung stellt sich wie folgt dar:

Tabelle 56: Labortest mit verdeckten Proben: Zufriedenstellende Ergebnisse unter Bertick-
sichtigung des Medians sowie einer Zielstandardabweichung von 25%

Kriterium Anzahl der Labore, die Anzahl aller Zufriedenstellende
das Kriterium erfiillen | Laborteilnehmer | Ergebnisse (%)
Korrekte Identifizierung
aller Wirkstoffe 15 19 7
Korrekte Identifizierung
UND Quantifizierung
(|z-score| < 2) aller 10 7 19 37
Wirkstoffe

Tabelle 57: Labortest mit verdeckten Proben: Zufriedenstellende Ergebnisse hinsichtlich der

jeweiligen Wirkstoftfe

standardabweichung von 25%

unter Beriicksichtigung des Medians sowie einer Ziel-

. Anz‘ahl Labore mit Anzahl aller Zufriedenstellende
Wirkstoff zufriedenstellendem Laborteilnehmer Ergebnisse (%)
Ergebnis (|z-score| < 2)

Acetamiprid 16 19 84
Bifenthrin 17 19 89
Boscalid 17 19 89
Cyhalothrin-lambda 16 19 84
Cyprodinil 17 19 89
Deltamethrin 13 19 68
Fenhexamid 16 19 84
Fludioxonil 17 19 89
Iprodion 18 19 95
Pyrimethanil 18 19 95

Fazit

Die Anwendung des (unkorrigierten) Medians sowie die grundsétzliche Festlegung der Ziel-

standardabweichung auf 25% zeigt das bisher ,,beste” Ergebnis mit einem Anteil von 37%

erfolgreicher Teilnehmer. Durch die groBziigige Beurteilung sind auch bei dem Wirkstoff Fen-

hexamid keine gravierenden Auffilligkeiten zu erkennen, da 84% aller Teilnehmer zufrieden-

stellende Ergebnisse fiir diesen Wirkstoff zeigen.
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5.4.4 Zusammenfassung der Diskussion

Aus den unter 5.4.1 bis 5.4.3 vorgestellten und diskutierten Ergebnissen konnen folgende

Erkenntnisse abgeleitet werden:

1)

2)

3)

4)

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Analysenkompetenz der
getesteten Labore unter Routinebedingungen nicht zufriedenstellende Ergebnisse zeigt:
79% aller Teilnehmer waren in der Lage, alle Wirkstoffe zu identifizieren. Nur 26% aller
Teilnehmer (5 Labore) haben vergleichbare Ergebnisse gezeigt, und nur zwei Labore
iiberhaupt (11%) zeigten richtige Ergebnisse fiir alle 10 Wirkstoffe. Diese beiden Labore

haben dariiber hinaus auch fiir alle 10 Wirkstoffe vergleichbare Ergebnisse berichtet.

Wihrend bei den durchgefiihrten Einzelbetrachtungen und Evaluierungen der Analysen-
ergebnisse die analytische Laborleistung ausschlieSlich gemessen an der Vergleich-
barkeit (z-score) zu zufriedenstellenden Ergebnissen fiihrte, wurden die fragwiirdigen
Ergebnisse erst durch die Beurteilung der Richtigkeit (Wiederfindung) der berichteten
Werte identifiziert (z.B. beim Acetamiprid, Cyprodinil, Deltamethrin und Fenhexamid).
Das Priitkriterium der Vergleichbarkeit ist als alleiniges Kriterium nicht aussagekriftig
genug und ,,belohnt” Teilnehmer, deren Ergebnisse dicht am Labordurchschnitt liegen,
unabhéngig davon, ob die Ergebnisse richtig sind oder nicht. Wirkstoffe, die durch den
analytischen Kompromiss der Multimethoden nicht optimal in der Matrix bestimmt
werden konnen (Beispiel: Fenhexamid), fallen deshalb bei der Beurteilung der
Ergebnisse aller Teilnehmer nach ihrer Vergleichbarkeit nicht negativ auf, solange sie
mit dem Labordurchschnitt vergleichbar sind. Deshalb ist die Richtigkeit der Ergebnisse
unbedingt zu iiberpriifen, wenn die analytische Kompetenz der Teilnehmer zu beurteilen

ist.

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass Wirkstoffe, die bereits bei dem Methodenver-
gleich (5.3) Schwierigkeiten zeigten (z.B. Fenhexamid und Cyprodinil), auch bei der
Auswertung des Tests mit verdeckten Proben zu Auffilligkeiten (hier: Unterbefunde)

neigten.

Obwohl die nach robuster Statistik ermittelte Standardabweichung (hier: Vergleichsstan-

dardabweichung) die statistisch zu erwartende Zielstandardabweichung nach Horwitz
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5)

[121] tberschritt, lag sie maximal bei £31% gemessen am Labordurchschnittswert
(wahrer Wert). Die nach Horwitz / Thompson [122] zu erwartende Zielstandardabweich-
ung betrdgt maximal +22% des Labordurchschnittswertes, so dass die tatsdchlich
ermittelte und die statistisch zu erwartende Standardabweichungen nicht weit
voneinander entfernt lagen. Dieses positive Ergebnis ist umso erstaunlicher, da es sich
bei dem Test nicht um einen offiziell angekiindigten Laborvergleich handelte, sondern

um die Analyse verdeckter Proben unter Routinebedingungen.

Die Anwendung anderer Berechnungsmodelle, die von Ringversuchsanbietern herange-
zogen werden (hier beispielhaft: LVU, EU-Proficiency Tests) zeigten dhnliche Ergebnis-
se wie die Anwendung der robusten Statistik sowie der Zielstandardabweichung nach
Horwitz/Thompson [121,122]. Nur geringfiigige Anderungen des Gesamtergebnisses
waren zu erkennen. Die durch die Beurteilung der Ergebnisse nach ihrer Richtigkeit
herausgearbeiteten und im Methodenvergleich unter 5.3 identifizierten Defizite bei der

Analyse des Trauben-Testmaterials wurden nicht aufgedeckt.
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5.5 Zielsetzung 5: Analytik von Einzelwirkstoffen versus analytischer
Kompromiss von Multimethoden

Im Gegensatz zur Analytik mit Multimethoden ist die Analytik von Einzelwirkstoffen (die
aufgrund ihrer chemisch-physikalischen Eigenschaften nicht im Rahmen einer Multimethode
analysiert werden konnen) insofern von Vorteil, als sich der gesamte Analysenprozess auf die
analytischen Anforderungen des Einzelwirkstoffes ausrichten kann. Auch wenn sich die zur
Anwendung kommenden Methoden aufgrund ihrer Einzelmodule stark voneinander unter-
scheiden (Probenvorbereitung, Aufreinigung, Chromatographie und Detektionstechnik), so
konnen sie sich individuell auf die analytische Einzelfragestellung ausrichten und anpassen, so
dass sie zu richtigen und vergleichbaren Ergebnissen fithren konnen.

Am Beispiel eines Methodenringversuches von Ethephon in Tomaten soll nachfolgend gezeigt
werden, dass unterschiedliche Einzelmethoden zu vergleichbaren und richtigen Ergebnissen

fihren konnen.

5.5.1 Methodenringversuch zum Wirkstoff Ethephon — Hintergriinde

Die Zuverldssigkeit der Analytik von Ethephon ist aufgrund seiner Anwendung als
Wachstumsregulator in einer Vielzahl von pflanzlichen Lebensmitteln von groBer Bedeutung.
Ethephon wirkt systemisch. Sobald es von der Pflanze aufgenommen wurde, spaltet es Ethylen
ab, welches als Pflanzenhormon die Reifung beschleunigt. Die Anwendung von Ethephon wird
z.B. empfohlen, um die Reifung von Apfeln, Beeren, Kirschen, Zitrusfriichten, Zuckerriiben,
Futterriiben, Kaffee, und Paprika vor deren Ernte zu beschleunigen [135]. Weiterhin dient
Ethephon zur Verstirkung der Reifung nach der Ernte, z.B. bei Bananen, Mangos und
Zitrusfriichten. Dariiber hinaus wird Ethephon eingesetzt, um bei Beeren und Apfeln das Losen
der Frucht von der Pflanze bei der Ernte zu vereinfachen. SchlieBlich verstirkt Ethephon das
Treiben der Knospen bei jungen Apfelbdumen und kommt deshalb auch in dieser

Vegetationsphase der Pflanzen zum FEinsatz [135].

Ethephon (2-Chlorethylphosphonsdure) hat ein geringes Molekulargewicht von 144.5 g/mol und
zeigt eine gute Wasserloslichkeit von 1 kg/l (23°C) [135]. Seine chemisch-physikalischen

Eigenschaften lassen sich wie folgt zusammenfassen:
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@) Schmelzpunkt: 74-75°C
5 E’\OH Dampfdruck: <1 x 10" hPa (20 °C)
\
Cl OH Kow logP <-2.20 (25 °C)

Ionenspuren (z.B.): 143>107 (Quantifier);143>79 (Qualifier)

Abb. 64: Chemisch-physikalische Eingenschaften von Ethephon [135]

Aufgrund des kleinen Molekiils sind z.B. bei einem MS-Detektor die Fragmente ebenfalls klein
und dadurch weniger spezifisch. Das polare Verhalten des Wirkstoffes erfordert auch polare
Extraktionsbedingungen, so dass die methodischen Randbedingungen speziell auf die chemisch-
physikalischen Eigenschaften von Ethephon abzustimmen sind.
Unterschiedliche Analyseverfahren wurden etabliert, um den Wirkstoff bestmoglich bestimmen
zu konnen. Hierzu zéhlen u.a. gaschromatographischen Verfahren wie

- GC-FPD (P-mode) oder GC/MS nach Extraktion und Derivatisierung sowie

- Headspace-GC nach Freisetzung von Ethylen unter alkalischen Bedingungen.
Entsprechend der analytischen Entwickungen im Bereich der Riickstandsanalytik mit LC-
Trenntechniken und MS/MS-Detektoren wurden auch auf dieser Basis neue Methodenanséitze
fiir die Bestimmung von Ethephon etabliert.
Aufgrund der unterschiedlichen Methoden, die bei der Analytik von Ethephon zur Anwendungen
kommen, traten sowohl bei den Laboren als auch bei den Laborkunden Zweifel daran auf, ob die
Analysenergebnisse wirklich richtig, robust und vergleichbar sind. Da die Anzahl positiver
Ethephonbefunde dariiber hinaus zunahm und auch Verbraucherschiitzer auf den Sachverhalt
aufmerksam wurden [139], wurde ein Methodenringversuch durchgefiihrt, der zum Ziel hatte,
die Frage nach der Richtigkeit, Robustheit und Vergleichbarkeit der Ethephonbefunde zu
beantworten und Methodendetails zu den angewendeten Analyseverfahren der Labore den

Teilnehmern zur Verfiigung zu stellen.

5.5.2 Durchfithrung (Ethephon)

Homogenisiertes Bio-Tomatenpiiree wurde mit einer Soll-Konzentration von 150 pg/kg
Ethephon dotiert und auf Homogenitit gepriift. Das Testmaterial wurde zu mindestens 100g in
Probenflaschen abgefiillt und bei -20°C gelagert, bis es zusammen mit Blank Material den

Ringversuchsteilnehmern zur Verfiigung gestellt wurde (Kiihltransport). Hierbei erhielt jeder
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Teilnehmer zwei Probenflaschen mit Testmaterial (2x100g) sowie zwei Probenflaschen mit
Blank Material (2 x100g). Den Laboren wurden zusammen mit den Proben entsprechende
Anweisungen zur Durchfiihrung des Methodenringversuches sowie zur Ergebnisabgabe (siche
im Anhang Dokument B2 bis B4) zugeschickt. Insgesamt 15 Labore aus 6 Lindern (Frankreich,
Belgien, Niederlande, Italien, Deutschland und Spanien) nahmen an dem Methodenringversuch

teil.

Es wurd den Teilnehmern {iberlassen, dariiber zu entscheiden, welche Methoden fiir die Analytik
von Ethephon im Labor zur Anwendung kommen sollten. Die Teilnehmer wurden dazu
ermuntert, in ihrem Labor auch unterschiedliche Methoden — z.B. mit den Modulen Headspace

GC oder LC-MS/MS — fiir die Analyse des Testmaterials heranzuziehen.

5.5.3 Ergebnisse des Methodenringversuches (Ethephon)

Alle teilnehmenden Labore berichteten ihre Ergebnisse innerhalb von 14 Tagen nach Erhalt der
Proben. Insgesamt wurden von den 15 Teilnehmern 19 Ergebnisse berichtet, da zum Teil
mehrere Methoden (und damit mehrere Ergebnisse) in einem Teilnehmerlabor zur Anwendung

kamen. Zusammenfassend berichteten die Teilnehmer

- 11 Ergebnisse, bei denen die LC/MSMS-Technik angewendet wurde
(Labore 1b/2/4/5/7/8/9b/12b/ 13/ 14/ 15b; weille Balken in Abb. 65 und 66),
- 5 Ergebnisse, bei denen die Headspace-GC-Technik zur Anwendung kam
(Labore 1a/ 10/ 11/ 12a/ 15a; graue Balken in Abb. 65 und 66), sowie
- 3 Ergebnisse, bei denen die GC/FPD- oder GC/MS-Technik nach Derivatisierung der
Probenextrakte zur Anwendung kamen

(Labore 3 / 6 / 9a, schwarze Balken in Abb. 65 und 66).

Die Analysenergebnisse wurden statistisch ausgewertet [120, 121], um sie auf das Kriterium der
Vergleichbarkeit zu priifen. Weiterhin wurden die berichteten Ergebnisse mit dem tatsdchlich
dotierten Gehalt an Ethephon (150 pg/kg) verglichen, um die Richtigkeit der Ergebnisse zu

evaluieren:
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Tabelle 58: Statistische Parameter fiir die Bewertung der Vergleichbarkeit (Ethephon)

[121,122,128]

Wahrer Wert (robuster Mittelwert)

Zielstandardabweichung

Robuster
Analyt Anzahl der Mittelwert, X, robuste‘ Standard- o, ngke
Datenpukte, n abweichung, o
ng'kg
Ethephon 19 150 16 32

Tabelle 59: Ethephon — Richtigkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse (Methodenvergleich)

Ethephon (wahrer Wert 150 pg/kg)
Dotierungsniveau (Soll Gehalt): 150 ng/kg

Labor- Ergebnis |Wiederfindung | Bestimmungs- Ausschopfung des Soll-
code (ng/kg) (%) im Labor | grenze (ng/kg) Z-score Gehaltes von
150 pg/kg (%)
la 159 110 30 0,3 106
1b 142 103 30 -0,3 95
2 136 95-100 1 -0,4 91
3 154 91 10 0,1 103
4 175 109 40 0,8 117
5 137 90,2 50 -0,4 91
6* 134 54 10 -0,5 89
7 150 92-96 10 0 100
8 175 100 10 0,8 117
9a* 144 15 50 -0,2 96
9b 131 102 50 -0,6 87
10 195 93 100 1,4 130
11 180 95 50 0,9 120
12a 152 70-110 50 0,1 101
12b 145 70-110 10 -0,2 97
13 145 105 10 -0,2 97
14 140 96 10 -0,3 93
15a 165 100,6 25 0,5 110
15b 135 100,6 25 -0,5 90

a / b: Die Ergebnisse wurden von einem Teilnehmer berichtet und beziehen sich auf unterschiedliche
Methoden

*6 = Das Ergebnis wurde auf eine Wiederfindung von 95% korrigiert

*9a = Das Ergebnis wurde auf eine Wiederfindung von 100% korrigiert
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Abb. 65: Ethephon — z-scores der Laborteilnehmer (Methodenvergleich)
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Abb. 66: Ethephon — Ausschopfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial (Methodenvergleich:
(weiBBe Balken: LC/MSMS / schwarze Balken: GC nach Derivatisierung / graue
Balken: Headspace-GC)
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Alle 19 berichteten Ergebnisse liegen eng beieinander. Das niedrigste Ergebnis liegt bei 131
pg/kg, der hochste Gehalt wurde mit 195 pg/kg berichtet. Die Anwendung der robusten Statistik
[129] ergab eine robuste Standardabweichung von 16 pg/kg. Sie betrdgt nur die Hélfte der
Zielstandardabweichung (31 pg/kg) nach Horwitz [121]. Abbildung 65 zeigt, dass 18 von 19
Ergebnissen einen |z-score| < 1 erzielen. Lediglich ein Ergebnis (Laborcode 10) liegt mit einem
z-score von 1,3 dariiber, was das sehr gute Gesamtergebnis beziiglich der Vergleichbarkeit nicht
negativ beeinflusst und eine sehr gute Vergleichbarketi zeigt.

Abbildung 65 bezieht sich auf die Darstellung der Richtigkeit der Ergebnisse. Die Ausschopfung
des dotierten Gehaltes (150ug/kg) wird in einem Bereich von +25% betrachtet. Hierbei kann ge-
zeigt werden, dass lediglich ein Teilnehmer (Laborcode 10) den Soll-Gehalt um 130% aus-
schopft.

Unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Methoden / Methodenmodule, die bei diesem
Methodenringversuch zur Anwendung kamen, ist eine Tendenz aus den Ergebnissen abzuleiten:
Die Ergebnisse, die durch Anwendung des Headspace-GC-Moduls ermittelt wurden, liegen
typischerweise hoher als die Ergebnisse, die unter Anwendung der GC- sowie der LC-MS/MS-
Module erzielt wurden. Unter den insgesamt 8 hochsten Ergebnissen wurden 5 mit der
Headspace-Methode berichtet. Alle Ergebnisse, die mit Anwendung des Headspace-Moduls
berichtet wurden, liegen iiber dem Dotierungsniveau von 150pug/kg, obwohl sie sich nahe am
Dotierungsniveau befinden. Offensichtlich existieren Einfliisse, die die Ergebnisse bei der
indirekten Bestimmung des Ethephons {iber Ethylen mittels Headspace GC zu hoheren Befunden
tendieren lassen (z.B. natiirliche Ethylengehalte).

5.5.4 Zusammenfassung der Diskussion (Ethephon)

Die Uberpriifung der Vergleichbarkeit und der Richtigkeit der Ergebnisse machen deutlich, dass
die Analytik von Ethephon valide Ergebnisse liefert, unabhingig von den angewendeten
Analyseverfahren. Es konnten keine signifikanten Abweichungen zwischen den angewendeten
Analyseverfahren festgestellt werden. Die Ergebnisse zeigen eine gute Vergleichbarkeit und
Richtigkeit. Die Ergebnisse, die unter Anwendung der Headspace-GC berichtet wurden, zeigen
eine leichte Tendenz zu hoheren Gehalten, die sich jedoch noch immer im akzeptablen Bereich
bewegen. Die Analytik von Einzelwirkstoffen unter Anwendung unterschiedlicher Methoden
fiihrt zu vergleichbaren und richtigen Ergebnissen. Die Problematik, den richtigen analytischen

Kompromiss zu finden — wie bei der Anwendung von Multimethoden — ist hier nicht gegeben.
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5.5.5 Methodenringversuch zur Analytik von Chlormequat und Mepiquat in Pilzen

In Analogie zum Ethephon-Methodenringversuch wurde ein weiterer Versuch durchgefiihrt, bei
dem die Wirkstoffe Chlormequat und Mepiquat in Pilzen getestet wurden. Insgesamt 14 Labore
aus 5 Nationen (Frankreich, Niederlande, Italien, Spanien und Deutschland) nahmen an dem
Methodenringversuch teil. Ziel hierbei war es, die laborinternen Methoden der Teilnehmer mit
dem LC-MS/MS-Modul auf ihre Validitdt zu lberpriifen. Da die Riickstandsproblematik von
Chlormequat und Mepiquat insbesondere in Bio-Pilzen im unteren Konzentrationsbereich (10
pg/kg) bekannt ist, wurde das Design des Testmaterials entsprechend gestaltet. Die Einzelergeb-
nisse sowie die Auswertung des Methodenringversuchs sind im Anhang aufgefiihrt (s. dort

Tabelle A19 und A20) und lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Tabelle 60: Chlormequat / Mepiquat — Ergebnisse des Methodenringversuches

Wahrer Wert (robuster Mittelwert) Zielstandard-
abweichung
Datenpunkte Robuster Robuste "
Ir)z > | Mittelwert, Standard- ;’1’(
Wirkstoff X, pg/kg | abweichung, o HEEe
Chlormequat
Austernpilz 14 40 7,73 8,73
Dotierungsniveau:
33 ng/kg
Mepiquat
Austernpilz 14 14 4.7 3
Dotierungsniveau:
12 ng/kg

Die z-score-Auswertung (Vergleichbarkeit) zeigt, dass beim Chlormequat 13 von 14 Labora-
torien innerhalb des Bereiches |z-score| < 2 liegen und somit vergleichbare Ergebnisse berichtet

haben:
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Abb. 67: Chlormequat — z-scores der Laborteilnehmer (Methodenringversuch)

Die Uberpriifung des Kriteriums der Richtigkeit zeigt hier jedoch ein anderes Ergebnis. Sechs
Labore berichten Gehalte, die das Dotierungsniveau zu iiber 125% ausschopfen. Das Labor mit

dem Code 14 schopft das Dotierungsniveau sogar um 200% aus.
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Abb. 68: Chlormequat — Ausschopfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial

(Methodenringversuch)



Ergebnisse und Diskussion — Analytik von Einzelwirkstoffen versus Multimethodenanalytik 176

Auch bei dem Wirkstoff Mepiquat zeigt sich zwar eine gute Vergleichbarkeit (nur 2 von 14
Laboren liegen ausserhalb eines |z-scores| < 2, siche Abb. 69), wohingegen bei der Uberpriifung
auf die Richtigkeit insgesamt 50% der Labore das Dotierungsniveau um mehr als +25%
ausschopfen (siche Abb. 70). 5 Labore haben hierbei zu hohe Gehalte berichtet, und zwei

Labore liegen deutlich unterhalb des Dotierungsniveaus:

Mepiquat (z-score)
6,0

5,0 -

4,0 -

3,0 |

Z-score

0,0 T ‘U‘D‘D‘D‘ \ \ —

-2,0 -
5 4 9 6 13 10 1 14 2 7 8 3 1" 12

Laborcode

Abb. 69: Mepiquat — z-scores der Laborteilnehmer (Methodenringversuch)
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Abb. 70: Mepiquat — Ausschopfung des dotierten Gehaltes im Testmaterial (Methodenringver-
such)
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Die statistische Auswertung zeigt, dass die Analytik von Chlormequat und Mepiquat hinsicht-
lich des Priitkriteriums der Vergleichbarkeit zufriedenstellende Ergebnisse liefert. Maximal 2

von 14 Teilnehmern lagen ausserhalb eines |z-scores| < 2.

Das Labor 14 zeigt im Gegensatz zu den berichteten Ergebnissen beim Chlormequat deutlich
bessere Ergebnisse fiir das Mepiquat. Die im Anschluss an den Methodenringversuch
durchgefiihrte Ursachenrecherche ergab, dass der Referenzstandard fiir das Chlormequat
offensichtlich einem Abbau unterlegen war, weil die Haltbarkeit der Standardsubstanz bei der

Messung der Ringversuchsproben nicht mehr gegeben war.

Die Uberpriifung der Ergebnisse auf Richtigkeit zeigte ein schlechteres Ergebnis: Wihrend beim
Chlormequat 6 Teilnehmer die Ausschopfung des Dotierungsniveaus um +25% tiberschritten,
berichteten beim Mepiquat 50% der Teilnehmer (7 Labore) Werte ausserhalb dieser Grenzen.

Hierbei lagen 2 Labore auch unterhalb der Grenze vom Dotierungsniveau minus 25%.

5.5.6 Zusammenfassung der Diskussion

Auch hier hat sich gezeigt, dass analytische Mingel erst durch das Priitkriterium der Richtigkeit
aufgedeckt werden, da die Ergebnisse der Vergleichbarkeit sowohl bei Chlormequat als auch
beim Mepiquat zufriedenstellende Ergebnisse zeigten.

Obwohl bei allen angewendeten Methoden das LC-MS/MS-Modul zum Einsatz gekommen ist,
zeigte sich insbesondere bei der Beurteilung der Richtigkeit der Ergebnisse, dass

Optimierungsbedarf fiir den sicheren Umgang mit den Methoden existiert.
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6 SchlufB3folgerungen und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein System zur optimierten Labokompetenz-Bewertung im
Bereich der Pestizidanalytik in Obst- und Gemiiseerzeugnissen entwickelt.

Etablierte Priifsysteme zur Beurteilung der Laborkompetenzen wurden hierbei beriicksichtigt,
ebenso wie die analytischen Herausforderungen im Rahmen von Multimethoden, die aufgrund
der individuellen chemisch-pysikalischen Eigenschaften der Pestizide sowie der zahlreichen
Wirkstoff-/ Substratkombinationen lediglich einen mehr oder weniger optimalen Kompromiss

fiir die jeweilige analytische Fragestellung darstellen.

Ein Vergleich etablierter Multimethoden (QuEChERS-, BfR- und S 19-Methode) wurde an
Testmaterial durchgefiihrt, welches extra hierfiir designt, homogenisiert und auf Homogenitét
und Stabilitdt gepriift wurde. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die Anforderungen an die
Verfahrenskenngroflen der Prézision (MaB fiir die Wiederholbarkeit) sowie der Wieder-
findungsraten (Mal} fiir die Richtigkeit) je nach angewendeter Methode variieren. Der
analytische Kompromiss erstreckt sich iiber alle Module einer Multimethode (Extraktion,
Aufreinigung, Chromatographie, Detektion). Sowohl eine geringe Extraktionsausbeute zu
Beginn der Analytik als auch eine geringe Ionisierungsausbeute im Detektor (bedingt durch
Matrix-Storsubstanz) am Ende der Analyse fithren zu nicht richtigen Ergebnissen. Je nach dem,
welche Module im Rahmen der angewendeten Multimethode zum Einsatz kommen, werden
unterschiedliche Ergebnisse bestimmt. Die Tatsache, dass alle drei Methoden als offizielle
Analysenmethoden in Deutschland in der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren
nach §64 LFGB fiir fettarme Lebensmittel aufgefiihrt sind, schiitzt somit nicht vor unterschied-
lichen (ggf. falschen) Ergebnissen, zumal auch ein offizieller Charakter den analytischen Kom-
promiss nicht liberwinden kann. Methodenringversuche zu Einzelwirkstoffbestimmungen
(Ethephon, Chlormequat und Mepiquat) haben gezeigt, dass auch mit ganz unterschiedlichen
Analyseverfahren richtige Ergebnisse erzielt werden konnen, da sich die Methoden auf eine
analytische Fragestellung konzentrieren konnen und somit keine Kompromisse eingegangen

werden mussen.

Es gibt Analyt-/Substrat-Kombinationen, die unabhéngig von der angewendeten Multimethode
nicht zu richtigen Ergebnissen fithren. Die Kombination ,,Fenhexamid — Traube (rot)” zeigte

z.B. unabhingig von der angewendeten Multimethode nicht zufriedenstellende Analysenergeb-
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nisse im Hinblick auf die Richtigkeit (schlechte Wiederfindungen), weil durch den analytischen
Kompromiss nicht mit der notwendigen Sorgfalt auf die analytische Herausforderung der
Kombination ,,Fenhexamid — Traube (rot)” eingegangen werden kann. Dies wird jedoch erst
unter Berlicksichtigung der VerfahrenskenngroBe der ,,Richtigkeit” (bestimmt durch die
Wiederfindung (%) des tatsdchlich dotierten Wirkstoffgehaltes im Testmaterial) deutlich. Die
durchgehend zufriedenstellenden Ergebnisse der Wiederholbarkeitsmessungen (Standardab-
weichung) machten deutlich, dass die Wirkstoffe wiederholbar nicht richtig bestimmt wurden.
Sofern folglich ein Wirkstoff nicht richtig bestimmt wird, ist diese ,,schlechte” Leistung

immerhin wiederholbar und tduscht somit eine falsche Ergebnissicherheit vor.

Die Auswertung des Labortests mit ,,verdeckten” Proben (Probe, die nicht als Testprobe sondern
als Routineprobe aufgemacht ist) hat dariiber hinaus bestétigt, dass analytische Defizite erst
durch Beriicksichtigung des Kompetenzkriteriums der ,,Richtigkeit” aufgedeckt wurden. Bisher
etablierte Kriterien zur Beurteilung der analytischen Kompetenz ziehen die ,,Vergleichbarkeit”
als Kompetenzkriterium heran, bei dem ein Labor zufriedenstellende Ergebnisse aufweist, wenn
es vergleichbar mit dem Labordurchschnitt ist (,,assigned value”’/Median). Im Rahmen dieser
Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass die Vergleichbarkeit wenig iiber die tatséchliche
Laborkompetenz aussagt, weil die Leistung des Labordurchschnittes mit den dariiber hinaus
zuldssigen Abweichungen (+2 > z-score > —2) eine ,,groBziigige” Beurteilung erlaubt, die nicht
zwischen guter und schlechter analytischer Laborleistung unterscheiden kann. Wenn dariiber
hinaus beriicksichtigt wird, dass bei herkdmmlichen Laboreignungstests/Ringversuchen die
Testproben vorab angekiindigt werden und dem teilnehmenden Labor ein entspanntes
Zeitfenster bis zur Abgabe der Analysenergebnisse zur Verfiigung gestellt wird (i. d. R. mehrere
Wochen), dann sagt die Beurteilung der analytische Kompetenz aufgrund von Ring-
versuchsergebnissen wenig aus iiber die tatsdchliche analytischen Kompetenz eines Labores in
der Routineanalytik. Dies konnte durch den durchgefiihrten Labortest mit verdeckten Proben
bestdtigt werden. Nur 2 von insgesamt 19 Laboren waren in der Lage, richtige Ergebnisse unter
Routinebedingungen zu erzielen. Positiv hervorzuheben ist allerdings die geringe Schwankung
der berichteten Laborergebnisse. Die statistisch nach Horwitz zu erwartende sowie die
tatsichlich ermittelte Vergleichsstandardabweichung lagen eng beieinander, obwohl der Labor-

test mit verdeckten Proben unter Routinebedingungen stattfand und somit deutlich groBere
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Schwankungen der Laborergebnisse zu erwarten gewesen wiren, da Horwitz seine statistischen
Kenngrdflen aus Methodenringversuchen (unter ,,Nicht”- Routinebedingungen) abgeleitet hat.

Alle gestesteten Labore sind nach der Norm ISO/IEC 17025 akkreditiert. Die im Rahmen der
Arbeit durchgefiihrten Experimente haben jedoch gezeigt, dass die Akkreditierung der

getesteten Labore kein Garant fiir richtige und valide Laborergebnisse ist.
Fiir bisher etablierte Systeme zur Beurteilung der analytischen Kompetenz von Laboren gelten

die Norm ISO/IEC 17043 , Konformititsbewertung — Allgemeine Anforderungen an Eignungs-

priifungen” sowie die statistischen Modelle fiir Auswertungen von Ringversuchen in der Norm
ISO 13528. Die im Rahmen der Arbeit durchgefiihrten Experimente haben ebenfalls gezeigt,
dass die Ergebnisse von Laboreignungstests kein Garant fiir richtige und valide Laborergebnisse

sind.

Insofern besteht ein deutlicher Optimierungsbedarf:
a) bei der Sicherstellung der analytischen Kompetenz sowie
b) bei der Uberpriifung der analytischen Kompetenz durch Laboreignungspriifungen.

Bei der Sicherstellung der analytischen Kompetenz (a) kann der analytische Kompromiss der
Multimethoden praktisch nicht mit 100%iger Sicherheit tiberwunden werden, aber die zur
Anwendung kommenden Multimethoden konnen hinsichtlich der jeweiligen analytischen
Fragestellungen (z.B. Analytik von Pestiziden in fettarmen Lebensmitteln) optimiert werden
(bestmoglicher Kompromiss). Wenn die Schwéchen der Methoden im jeweiligen Labor durch
eine sorgfiltige und umfassende Validierung identifiziert werden, sind in der Routineanalytik
entsprechende Absicherungsverfahren méglich. Das setzt sowohl eine Kenntnis der vielfaltigen
Methodenschwichen sowie deren kontinuierliche Kommunikation im Labor voraus. Bei den
Validierungen ist eine ganzheitliche Betrachtung aller Verfahrenskenngréfen von Relevanz
(nicht nur die Wiederholbarkeit, sondern auch die Wiederfindung), da nur so sdmtliche
Schwichen erkannt werden konnen. Auch die Aufnahme von Wirkstoffen in den Analysen-
umfang darf nur nach vorheriger umfassender Validierung der relevanten Wirkstoff-/ Substrat-
Kombinationen erfolgen. Kompetente Analytik mit Multimethoden setzt somit voraus, dass um-
fassende Erfahrungswerte gesammelt und diese in der Routine auch beriicksichtigt werden.
Entsprechend gilt natiirlich auch fiir die Uberpriifung der analytischen Kompetenz im Rahmen

eines Akkreditierungsaudits: Das Audit muss von Personen durchgefiihrt werden, die
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(mindestens) auf dem Gebiet der Multimethoden von Pestiziden entsprechend kompetent sind,
um die analytische Kompetenz priifen und bewerten zu konnen.

Bei der Uberpriifung der analytischen Kompetenz durch Laboreignunspriifungen (b) ist die
Richtigkeit (Wiederfindung des dotierten Gehaltes des Testmaterials) der Ergebnisse deutlich
stirker zu gewichten als bisher iiblich. Ein vergleichbares — aber falsches — Ergebnis trigt wenig
zur Aufdeckung analytischer Defizite bei und hat somit sowohl fiir das Labor selbst als auch fiir
den Laborkunden keinen Wert. Die bisherige Orientierung der Laborleistung am Durchschnitt
der Teilnehmer von Eignungstests sowie die weiten Grenzen fiir zufriedenstellende und somit
nicht sanktionierte Ergebnisse der Teilnehmer geben auch wenig Anlass und Motivation, die

analytische Kompetenz zu optimieren.

Der analytische Kompromiss von Multimethoden kann auf der einen Seite als Grund herangezo-
gen werden, keine ,,Saktionierungsgrenzen” bei Laboreignungstests zu setzen. Auf der anderen
Seite ist davon auszugehen, dass die im Rahmen dieser Arbeit unter Beriicksichtigung der
Laborroutine aufgedeckten schlechten Ergebnisse des Labortests — der durch die Beurteilung
mittels etablierter Auswertungssysteme nicht erkannt werden konnte, sondern der erst durch die
Beurteilung der Richtigkeit der Ergenisse offensichtlich wurde — keine Besserung erzielen
werden, wenn eine schlechte analytische Leistung nicht sanktioniert wird. Insofern sind
konkrete und greitbare Grenzen zu benennen, die zur Orientierung fiir die Bewertung
analytischer Kompetenz heranzuziehen sind. Der aus dieser Arbeit entwickelte Ansatz

beriicksichtigt

1) als Referenz fiir die Beurteilung der analytischen Kompetenz die Richtigkeit der
Ergebnisse und damit den tatséchlich dotierten Gehalt der Wirkstoffe im Testmaterial

2) die maximal erlaubte Streuung der Ergebnisse um diesen Referenzwert.

Im praktischen Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass am Beispiel von Pestizidriickstands-
analytik mit Multimethoden in fettarmen Lebensmitteln die modifizierte Vergleichsstandardab-
weichung ¢ nach Horwitz auch unter Routinebedingungen herangezogen werden kann. Ein

angemessenes und leicht iiberpriifbares Beurteilungskriterium ist somit

Dotierter Gehalt im Testmaterial £ 25%
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Anhang
A. Tabellen

Tabelle A1: Physikalisch-chemische Eigenschaften der zu analysierenden Analyten [135]

. Molmasse Ks-Wert Loslichkeit
Wirkstoff [g/mol] ?bei 25°C) [mg/1] 25°C Log Kow
Acetamiprid 222,68 0.7 4,25 x 10° 0.8
Bifenthrin 422.87 -- 0.1 <6
Boscalid 343.21 -- 6 2.96
Cyhalothrin-lambda 449.9 >9 0.005 6.9
Cyprodinil 225.30 4.44 13 4.00
Deltamethrin 505.2 -- <0.2 pg/l 4.6
Fenhexamid 302.2 -- 20 3.51
Fludioxinil 248.19 <0 1.8 4.12
Iprodion 330.2 -- 13 3.0
Pyrimethanil 199.25 3.52 121 2.84
Tabelle A2: Ergebnisse des Homogenititstests
Acetamiprid
Ergebnis Ergebnis .
ﬁiﬁ:ﬂ;g:; 1. Aufarbeitung | 2. Aufarbeitung M[l;;llzgtirt Wiederfindung %
[ng/kg] [ng/kg]
1 44 42 43 92
2 41 40 41
3 44 42 43 Standardabweichung
4 41 41 41 1,1891
5 42 39 41
6 40 40 40 Variation in %
7 40 41 41 2,86
8 42 42 42
9 44 42 43 Soll (ng/kg)
10 42 42 42 45
Mittelwert 42
Bifenthrin
Ergebnis Ergebnis .
ﬁiﬁ:ﬂ;g:; 1. Aufarbeitung | 2. Aufarbeitung M[l;;llzgtirt Wiederfindung %
[ng/kg] [ng/kg]
1 30 31 31 100
2 31 33 32
3 39 35 37 Standardabweichung
4 37 35 36 2,8067
5 32 39 36
6 35 34 35 Variation in %
7 37 29 33 8,04
8 37 40 39
9 35 31 33 Soll (ng/kg)
10 38 40 39 35
Mittelwert 35
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Boscalid
Ergebnis Ergebnis .
ﬁiﬁ:ﬂ;g:; 1. Aufarbeitung | 2. Aufarbeitung M[l;;llzgtirt Wiederfindung %
[ng/kg] [ng/kg]
1 99 95 97 98
2 98 100 99
3 109 107 108 Standardabweichung
4 127 109 118 8,4387
5 131 109 120
6 118 121 120 Variation in %
7 114 110 112 7,51
8 123 114 119
9 112 122 117 Soll (ng/kg)
10 114 116 115 115
Mittelwert 112
Cyhalothrin-lambda
Ergebnis Ergebnis .
ﬁiﬁ:ﬂ;gﬁ; 1. Aufarbeitung | 2. Aufarbeitung N{:;e/a}(v;;srt Wiederfindung %
[ng/kg] [ng/kg]
1 86 87 87 109
2 83 76 80
3 Standardabweichun
77 88 83 g
4 92 91 92 4,3910
5 77 84 81
6 71 91 81 Variation in %
7 87 80 84 5,24
8 98 70 84
9 85 73 79 Soll (ng/kg)
10 91 90 91 77
Mittelwert 84
‘ Cyprodinil
Ergebnis Ergebnis .
ﬁiﬁ:ﬂ;g:; 1. Aufarbeitung | 2. Aufarbeitung M[l;;llzgtirt Wiederfindung %
[ng/kg] [ng/kg]
1 142 136 139 97
2 174 148 161
3 177 146 162 Standardabweichung
4 158 161 160 8,0417
5 171 148 160
6 160 154 157 Variation in %
7 179 156 168 5,05
8 166 167 167
9 165 149 157 Soll (ng/kg)
10 163 167 165 165
Mittelwert 159
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Deltamethrin
Ergebnis Ergebnis .
ﬁiﬁ:ﬂ;g:; 1. Aufarbeitung | 2. Aufarbeitung M[l;;llzgtirt Wiederfindung %
[ng/kg] [ng/kg]
1 57 52 55 106
2 53 50 52
3 55 50 53 Standardabweichung
4 60 55 58 2,5282
5 55 49 52
6 56 52 54 Variation in %
7 63 53 58 4,69
8 55 50 53
9 57 54 56 Soll (ng/kg)
10 50 51 51 51
Mittelwert 54
Fenhexamid
Ergebnis Ergebnis .
ﬁiﬁ:ﬂ;g:; 1. Aufarbeitung | 2. Aufarbeitung M[l;;llzgtirt Wiederfindung %
[ng/kg] [ng/kg]
1 340 362 351 929
2 365 365 365
3 376 360 368 Standardabweichung
4 359 368 364 10,9012
5 318 350 334
6 365 350 358 Variation in %
7 353 347 350 3,09
8 349 349 349
9 347 349 348 Soll (ng/kg)
10 341 340 341 355
Mittelwert 353
Fludioxonil
Ergebnis Ergebnis .
1?422::111;:; 1. Aufarbeitung | 2. Aufarbeitung M[l;;ll:grt Wiederfindung %
[ng/kg] [ng/kg]
1 63 62 63 102
2 59 64 62
3 67 66 67 Standardabweichung
4 67 66 67 2,6714
5 61 72 67
6 68 69 69 Variation in %
7 75 61 68 4,02
8 70 65 68
9 67 66 67 Soll (ng/kg)
10 72 69 71 65
Mittelwert 66
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Iprodion
Ergebnis Ergebnis .
1?/112;21]111]1;:; 1. Aufarbeitung | 2. Aufarbeitung M[l;;ll:gin Wiederfindung %
[ng/kg] [ng/kg]
1 932 901 917 88
2 786 841 814
3 855 839 847 Standardabweichung
4 869 842 856 30,9094
5 832 840 836
6 853 832 843 Variation in %
7 852 831 842 3,68
8 817 806 812
9 804 839 822 Soll (ng/kg)
10 824 808 816 950
Mittelwert 840
Pyrimethanil
Ergebnis Ergebnis .
1‘:‘/;22‘]:111;:; 1. Aufarbeitung | 2. Aufarbeitung M[l;;ll:gin Wiederfindung %
[ng/kg] [ng/kg]
1 1321 1343 1332 91
2 1272 1301 1287
3 1345 1305 1325 Standardabweichung
4 1262 1284 1273 27,5316
5 1245 1264 1255
6 1274 1257 1266 Variation in %
7 1287 1253 1270 2,15
8 1258 1273 1266
9 1279 1258 1269 Soll (ng/kg)
10 1259 1248 1254 1400
Mittelwert 1279
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Tabelle A3: Uberpriifung der Anforderungen an die Homogenitit des Trauben-Testmaterials

(Acetamiprid)
Differenz | Sum-
Acetamiprid Ergebnisa [ Ergebnis b D meS | D?=
Konz. Konz. (= | (a-b) (Si-§ )2
Wirkstoff Wirkstoff (=a-b) [a+b)
Probe [ng/ke] [ng/ke]
1 44 42 2 86 4 8,4
2 41 40 1 81 1 4,4
3 44 42 2 86 4 8,4
4 41 41 0 82 0 1,2
5 42 39 3 81 9 4,4
6 40 40 0 80 0 9,6
7 40 41 -1 81 1 4,4
8 42 42 0 84 0 0,8
9 44 42 2 86 4 8,4
10 42 42 0 84 0 0,8
SUMME 831 23 50,9
Mittelwert Summe (S) 83,1
Mittelwert
(liber alle Varianz
20 Messwerte) 41,55 (Vs) 5,66
Standardabweichung [ug/kg] 1,2
Variationskoeffizient [rel %] 2,9
Variationskoeffizient nach Horwitz [122] in
[ng/kg] und [%] 9,14/22
Dotierung (Soll) [ng/kg] 45
Wiederfindung [%] bezogen auf die Dotierung 92

Test auf ausreichende Homogenitét [ 18]

=Y D?/2m 1,15
San 1,072
Vs = 5(Si- § )2/ (m-1) 566 |
$%am = (Vs/2 - San) / 2 0,878
op [122] 9,14
6201=(0,36,)* 7,52

F; und F, (F-Verteilung fiir m =

10) 1,88 bzw.
fir m =10 1,01
Kritischer Wert = Fi6%a1 + Fagan 15,30
S%am < Kritischer Wert Erfullt

Da s%um = 0,878 < 15,30 ist die Homogenitét

statistisch belegt.
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Tabelle A4: Uberpriifung der Anforderungen an die Homogenitiit des Trauben-Testmaterials

(Bifenthrin)
Differenz | Sum-
Bifenthrin Ergebnis a Ergebnis b D me S D2 =
Konz. (= (a-b) (Si- §)2
Wirkstoff | Konz. Wirkstoff [ (=a-b) | a+b)
Probe [ne/ke] [ng/ke]
1 30 31 -1 61 1 77,4
2 31 33 -2 64 4 33,6
3 39 35 4 74 16 17,6
4 37 35 2 72 4 4,8
5 32 39 -7 71 49 1,4
6 35 34 1 69 1 0,6
7 37 29 8 66 64 14,4
8 37 40 -3 77 9 51,8
9 35 31 4 66 16 14,4
10 38 40 -2 78 4 67,2
SUMME 698 168 283,6
Mittelwert Summe (S) 69,8
Mittelwert
(liber alle 20 Varianz
Messwerte) 34,9 (Vs) 31,51
Standardabweichung [pg/kg] 2,8
Variationskoeffizient [rel %] 8
Variationskoeffizient nach Horwitz [122] in
[ng/kg] und [%] 7,68 /22
Dotierung (Soll) [ug/kg] 35
Wiederfindung [%] bezogen auf die Dotierung 100

Test auf ausreichende Homogenitét [ 18]

=Y Di?/2m 8,4

San 2,898

Vs =3(Si- 8/ (m-1) 31,51

$%am = (Vs/2 - San) / 2 6,429

op [122] 7,68

621 = (0,30,) 531

F; und F, (F-Verteilung fiir m = 10)

flir m =10 1,88 bzw. 1,01
Kritischer Wert = Fi6%a1 + Fagaan 18,46

S%am < Kritischer Wert Erfullt

Da s%um = 6,429 < 18,46 ist die Homogenitét statistisch
belegt.
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Tabelle A5: Uberpriifung der Anforderungen an die Homogenitiit des Trauben-Testmaterials

(Boscalid)
Differenz | Sum-
Boscalid Ergebnis a| Ergebnisb D meS |D*=(a-
Konz. Konz. (= b)? (Si - §)
Wirkstoff |  Wirkstoff (=a-b) [a+th)
Probe [ng/kg] [ng/kg]
1 99 95 4 194 16 948,6
2 98 100 -2 198 4 7182
3 109 107 2 216 4 77,4
4 127 109 18 236 324 1254
5 131 109 22 240 484 231,0
6 118 121 -3 239 9 201,6
7 114 110 4 224 16 0,6
8 123 114 9 237 81 148,8
9 112 122 -10 234 100 84,6
10 114 116 -2 230 4 27,0
SUMME 2248 | 1042 2563,6
Mittelwert Summe (S) 224.8
Mittelwert
(liber alle 20 Varianz
Messwerte) 112,4 (Vs) 284,84
Standardabweichung [pg/kg] 8.4
Variationskoeffizient [rel %] 7,5
Variationskoeffizient nach Horwitz [122] in [pg/kg] 24,6 /
und [%] 21,9
Dotierung (Soll) [ug/kg] 115
Wiederfindung [%] bezogen auf die Dotierung 98

Test auf ausreichende Homogenitét

[18]

=Y D?/2m 52,1
San 7218
Vs =3(Si- 8/ (m-1) 284,84
Pgam = (V/2 - San) / 2 67,602
op [122] 24.6
621 = (0,30,) 54,46

F; und F, (F-Verteilung fiir m = 10)| 1,88 bzw.
firm=10 1,01
Kritischer Wert = Fi6%a1 + Fagaan 155,01

S%am < Kritischer Wert Erfullt

Da s%,m = 67,6 < 155 ist die Homogenitit statistisch

belegt.
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Tabelle A6: Uberpriifung der Anforderungen an die Homogenitit des Trauben-
Testmaterials (Cyhalothrin-lambda)

Differenz | Sum-
Cyhalothrin-lambda Ergebnis a| Ergebnis b D me S 2=
Konz. Konz. (= | (a-b)y (Si - S
Wirkstoff |  Wirkstoff (=a-b) [a+h)
Probe [ng/kg] [ng/kg]
1 86 87 -1 173 1 28,1
2 83 76 7 159 49 75,7
3 77 88 -11 165 121 7,3
4 92 91 1 183 1 234,1
5 77 84 -7 161 49 44,9
6 71 91 -20 162 400 32,5
7 87 80 7 167 49 0,5
8 98 70 28 168 784 0,1
9 85 73 12 158 144 94,1
10 91 90 1 181 1 176,9
SUMME 1677 | 1599 694,1
Mittelwert Summe (S) 167,7
Mittelwert
(liber alle 20 Varianz
Messwerte) 83,85 (Vs) 77,12
Standardabweichung [ug/kg] 4.4
Variationskoeffizient [rel %] 5,2
Variationskoeffizient nach Horwitz [122] in [ug/kg] 18,45/
und [%] 22
Dotierung (Soll) [ug/kg] 77
Wiederfindung [%] bezogen auf die Dotierung 109

Test auf ausreichende Homogenitét

[18]

=Y D?/2m 79,95

San 8,941

Vs = (S-S / (m-1) 77,12

$%am = (Vs/2 - San) / 2 14,810

op [122] 18,45
6201=(0,36,)* 30,64

F; und F, (F-Verteilung fiir m = 10)| 1,88 bzw.
fir m =10 1,01
Kritischer Wert = Fi6%a1 + Fagaan 138,35

S%am < Kritischer Wert Erfullt

Da s%,m = 14,81 < 138,35 ist die Homogenitit

statistisch belegt.
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Tabelle A7: Uberpriifung der Anforderungen an die Homogenitiit des Trauben-Testmaterials

(Cyprodinil)
Differenz | Sum-
.. Ergebnis a| Ergebnisb D me S D2 =
Cyprodinil Ig&onz. Ig(onz. (= (a-b) Sj - g)z
Wirkstoff |  Wirkstoff (=a-b) [a+th)
Probe [ng/kg] [ng/kg]
1 142 136 6 278 36 1656,5
2 174 148 26 322 676 10,9
3 177 146 31 323 961 18,5
4 158 161 -3 319 9 0,1
5 171 148 23 319 529 0,1
6 160 154 6 314 36 22,1
7 179 156 23 335 529 265,7
8 166 167 -1 333 1 204,5
9 165 149 16 314 256 22,1
10 163 167 -4 330 16 127,7
SUMME 3187 | 3049 2328,1
Mittelwert Summe (S) 318,7
Mittelwert
(liber alle 20 Varianz
Messwerte) 159,35 (Vs) 258,68
Standardabweichung [ug/kg] 8
Variationskoeffizient [rel %] 5
Variationskoeffizient nach Horwitz [122] in [pg/kg] 33,61/
und [%] 21,1
Dotierung (Soll) [ug/kg] 165
Wiederfindung [%] bezogen auf die Dotierung 97

Test auf ausreichende Homogenitét

[18]

=Y D?/2m 152,45
San 12,35
Vs =Y(Si-S)*/ (m-1) 258,68
eam = (Vs/2 - San) / 2 58,50
op [122] 33,61
%= (0,30,)° 101,67

F; und F, (F-Verteilung fiir m = 10)| 1,88 bzw.
firm=10 1,01
Kritischer Wert = Fi62a1 + Fagaan 345,11

S%am < Kritischer Wert Erfullt

Da s%,m = 58,5 < 345,11 ist die Homogenitét

statistisch belegt.
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Tabelle A8: Uberpriifung der Anforderungen an die Homogenitiit des Trauben-Testmaterials

(Deltamethrin)
Differenz | Sum-
Deltamethrin Ergebnis a| Ergebnisb D me S D% =
Konz. Konz. (= (a-b) (Si _5)2
Wirkstoff |  Wirkstoff (=a-b) [a+th)
Probe [ng/kg] [ng/kg]
1 58 52 6 110 36 4,8
2 53 50 3 103 9 23,0
3 55 50 5 105 25 7,8
4 60 55 5 115 25 51,8
5 55 49 6 104 36 14,4
6 56 52 4 108 16 0,0
7 63 53 10 116 100 67,2
8 55 50 5 105 25 7,8
9 57 54 3 111 9 10,2
10 50 51 -1 101 1 46,2
SUMME 1078 282 233.,6
Mittelwert Summe (S) 107.8
Mittelwert
(liber alle 20 Varianz
Messwerte) 53,9 (Vs) 25,96
Standardabweichung [ug/kg] 2,5
Variationskoeffizient [rel %] 4,7
Variationskoeffizient nach Horwitz [122] in [ug/kg] 11,86/
und [%] 22
Dotierung (Soll) [ug/kg] 51
Wiederfindung [%] bezogen auf die Dotierung 106

Test auf ausreichende Homogenitét

[18]

=Y D?/2m 14,1
San 3,75
Vs =(Si - 82/ (m-1) 25,96|
SPgam = (Vs/2 - San) / 2 4,61
op [122] 11,86
6201=(0,36,)* 12,66

F; und F, (F-Verteilung fiir m = 10)| 1,88 bzw.
firm=10 1,01
Kritischer Wert = Fi62a1 + Fagaan 38,04

S%am < Kritischer Wert Erfullt

Da s%um = 4,61 < 38,04 ist die Homogenitit

statistisch belegt.
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Tabelle A9: Uberpriifung der Anforderungen an die Homogenitiit des Trauben-Testmaterials

(Fenhexamid)
Differenz | Sum-
Fenhexamid Ergebnis a| Ergebnisb D me S D% =
Konz. Konz. (= (a-b) (Si- §)2
Wirkstoff |  Wirkstoff (=a-b) [a+Db)
Probe [ng/kg] [ng/kg]
1 340 362 -22 702 484 10,9
2 365 365 0 730 0 610,1
3 376 360 16 736 256 942,5
4 359 368 -9 727 81 470,9
5 318 350 -32 668 1024 1391,3
6 365 350 15 715 225 94,1
7 353 347 6 700 36 28,1
8 349 349 0 698 0 53,3
9 347 349 -2 696 4 86,5
10 341 340 1 681 1 590,5
SUMME 7053 | 2111 4278,1
Mittelwert Summe (S) 705,3
Mittelwert
(liber alle 20 Varianz
Messwerte) 352,65 (Vs) 475,34
Standardabweichung [pg/kg] 10,9
Variationskoeffizient [rel %] 3,1
Variationskoeffizient nach Horwitz [122] in [pg/kg] 65,99 /
und [%] 18,7
Dotierung (Soll) [ug/kg] 355
Wiederfindung [%] bezogen auf die Dotierung 99

Test auf ausreichende Homogenitét

[18]

=Y D’/ 2m 105,55
San 10,27
Vs =¥(Si-8)*/ (m-1) 475 34
S%sam = (Vs/2 - San) / 2 113,70
op [122] 65,99
%= (0,30,)° 391,92

F; und F, (F-Verteilung fiir m = 10)

1,88

bzw.

firm=10 1,01
Kritischer Wert = Fi62a1 + Fagaan 843,42
S%am < Kritischer Wert Erfullt

Da s%um = 113,7 < 843,42 ist die Homogenitit

statistisch belegt.
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Tabelle A10: Uberpriifung der Anforderungen an die Homogenitiit des Trauben-Testmaterials

(Fludioxonil)
Differenz | Sum-
Fludioxonil Ergebnis a| Ergebnis b D me S D% =
Konz. Konz. (= | (a-b)y (Si - S
Wirkstoff |  Wirkstoff (=a-b) [a+tDh)
Probe [ng/kg] [ng/kg]
1 63 62 1 125 1 62,4
2 59 64 -5 123 25 98,0
3 67 66 1 133 1 0,0
4 67 66 1 133 1 0,0
5 61 72 -11 133 121 0,0
6 68 69 -1 137 1 16,8
7 75 61 14 136 196 9,6
8 70 65 5 135 25 4,4
9 67 66 1 133 1 0,0
10 72 69 3 141 9 65,6
SUMME 1329 381 256.,9
Mittelwert Summe (S) 132,9
Mittelwert
(liber alle 20 Varianz
Messwerte) 66,45 (Vs) 28,54
Standardabweichung [pg/kg] 2,7
Variationskoeffizient [rel %] 4
Variationskoeffizient nach Horwitz [122] in [pg/kg] 14,62 /
und [%] 22
Dotierung (Soll) [ug/kg] 65
Wiederfindung [%] bezogen auf die Dotierung 102

Test auf ausreichende Homogenitdt [18]

=Y Di?/2m 19,05

San 4,36

Vs=Y(Si-S)* / (m-1) 28,54
SPgam = (Vs/2 - San) / 2 4,95

op [122] 14,62
6201=(0,36,)* 19,24

F, und F, (F-Verteilung fir m = 10) | 1,88

bzw.

firm=10 1,01
Kritischer Wert = Fi62a1 + Fagaan 55,41
S%am < Kritischer Wert Erfullt

Da s%,m = 4,95 < 55,41 ist die Homogenitét
statistisch belegt.
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Tabelle A11: Uberpriifung der Anforderungen an die Homogenitiit des Trauben-Testmaterials

(Iprodion)
Differenz | Sum-
. Ergebnis a| Ergebnisb D me S D% =
Iprodion
Konz. Konz. (= (a-b) (Si- §)2
Wirkstoff |  Wirkstoff (=a-b) [a+th)
Probe [ng/kg] [ng/kg]
1 932 901 31 1833 961 23317,3
2 786 841 -55 1627 | 3025 2840,9
3 855 839 16 1694 256 187,7
4 869 842 27 1711 729 942,5
5 832 840 -8 1672 64 68,9
6 853 832 21 1685 441 22,1
7 852 831 21 1683 441 7,3
8 817 806 11 1623 121 3283,3
9 804 839 -35 1643 1225 1391,3
10 824 808 16 1632 256 23329
SUMME 16803 | 7519 | 34394,1
- 1680,
Mittelwert Summe (S) 3
Mittelwert
(liber alle 20 Varianz
Messwerte) 840,15 (Vs) 3821,57
Standardabweichung [ug/kg] 30,9
Variationskoeffizient [rel %] 3,7
Variationskoeffizient nach Horwitz [122] in [ug/kg] 137,97/
und [%] 16,4
Dotierung (Soll) [ug/kg] 950
Wiederfindung [%] bezogen auf die Dotierung 88

Test auf ausreichende Homogenitét

[18]

=Y Di?/2m 375,95
San 19,39
Vs =3(Si- 8/ (m-1) 3.821]57
$%am = (Vs/2 - San) / 2 945,70
op [122] 137,97
%= (0,30,)° 1.713,21

F; und F, (F-Verteilung fiir m = 10)| 1,88 bzw.
firm=10 1,01
Kritischer Wert = Fi6%a1 + Fagan 3.600,55

S%am < Kritischer Wert Erfullt

Da s%um = 945,7 < 3.600,55 ist die Homogenitét

statistisch belegt.
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Tabelle A12: Uberpriifung der Anforderungen an die Homogenitiit des Trauben-Testmaterials

(Pyrimethanil)
Differenz| Sum-
Pyrimethanil Ergebnis a| Ergebnisb D me S D2 =
Konz. Konz. (= (a-b) (Si- §)2
Wirkstoff |  Wirkstoff | (=a-b)| a+b)
Probe [ne/ke] [ng/kg]
1 1321 1343 -22 2664 484 11067,0
2 1272 1301 -29 2573 841 201,6
3 1345 1305 40 2650 1600 8317,4
4 1262 1284 -22 2546 484 163,8
5 1245 1264 -19 2509 361 2480,0
6 1274 1257 17 2531 289 772,8
7 1287 1253 34 2540 1156 3534
8 1258 1273 -15 2531 225 772,8
9 1279 1258 21 2537 441 475,2
10 1259 1248 11 2507 121 2683,2
SUMME 25588 | 6002 | 27287,6
Mittelwert Summe (S) 2558.8
Mittelwert
(liber alle 20 Varianz
Messwerte) 1279.,4 (Vs) 3031,96
Standardabweichung [ug/kg] 27,5
Variationskoeffizient [rel %] 2,2
Variationskoeffizient nach Horwitz [122] in [ug/kg] 197,21/
und [%] 15,4
Dotierung (Soll) [ug/kg] 1400
Wiederfindung [%] bezogen auf die Dotierung 91

Test auf ausreichende Homogenitdt [18]

=Y Di?/2m 300,1

San 17,32
Vs=Y(Si-8)°/ (m-1) 3.031196
$%am = (Vs/2 - San) / 2 749,33

op [122] 197,21
c%n= (0.30,)° 3.500,26
F; und F, (F-Verteilung fiir m = 10)

flirm =10 1,88 bzw. 1,01
Kritischer Wert = Fi62a1 + Fagaan 6.883,59
S%am < Kritischer Wert Erfullt

Da s%,m = 749,33 < 6.883,59 ist die Homogenitit
statistisch belegt.
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Tabelle A13: Auswertung iiber den Median sowie iiber eine Zielstandardabweichung von
maximal 22% (Tabelle 1v3)

Acetamiprid Bifenthrin Boscalid Cyhalothrin-lambda
Dotierung: 45 pg/kg | Dotierung: 35 pg/kg | Dotierung: 115 pg/kg | Dotierung: 77 pg/kg
Labor | Ergebnis Ergebnis Ergebnis Ergebnis
Code | (ngke) z-score (ng/ke) z-score (uke) z-score (ugke) z-score

1 32 -0,8 29 0,1 109 0,8 75 0,7
2 30 -1,0 30 0,2 80 -0,6 40 -1,7
3 40 0,2 30 0,2 120 1,4 60 -0,3
4 47 1,0 35 1,0 120 1,4 57 -0,6
5 50 1,3 42 2,2 118 1,3 85 1,4
6 22 -1,9 21 -1,2 90 -0,1 46 -1,3
7 12 * 28 -0,1 65 -1,3 56 -0,6
8 42 0,4 30 0,2 101 0,4 72 0,5
9 30 -1,0 30 0,2 90 -0,1 70 0,3
10 39 0,1 <10 * 92 0,0 67 0,1
11 50 1,3 33 0,7 110 0,9 74 0,6
12 43 0,5 21 -1,2 63 -1,4 74 0,6
13 30 -1,0 50 * 140 2,4 130 *

14 180 * 28 -0,1 100 0,4 84 1,3
15 48 1,1 20 -1,4 60 -1,6 30 -2,4
16 27 -1,3 21 -1,2 83 -0,4 62 -0,2
17 38 -0,1 25 -0,6 84 -0,4 63 -0,1
18 30 -1,0 20 -1,4 40 -2,6 30 -2,4
19 65 * 41 2,0 130 1,9 83 1,3

*Werte werden nicht berlicksichtigt da sie nach dem ersten Schritt der Medianermittlung um
mehr als 5 Zielstandardabweichungen oder um mehr als 50% vom Median abweichen.
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Tabelle A14: Auswertung iiber den Median sowie iiber eine Zielstandardabweichung von
maximal 22% (Tabelle 2v3)

Cyprodinil Deltamethrin Fenhexamid Fludioxonil

Dotierung: Dotierung: Dotierung: Dotierung:

165 pg/kg 51 pg/kg 355 ng/kg 65 ng/kg

Labor
Ergebnis Ergebnis | z- | Ergebnis Ergebnis
Code | (ughkg) | “°7 | (ngkg) |score| (nghkg) |00 | (nghkg) |00

1 94 -1,0 35 -1,2 246 -0,8 63 0,2
2 120 0,0 10 * 170 -2,1 30 -2,3
3 140 0,8 n.r. 420 2,2 80 1,5
4 144 0,9 61 1,4 522 * 63 0,2
5 163 1,6 39 -0,8 283 -0,1 113 *
6 84 -1,4 27 -2,0 380 1,5 72 0,9
7 54 -2,5 33 -1,4 350 1,0 40 -1,5
8 135 0,6 48 0,1 328 0,6 59 -0,1
9 120 0,0 50 0,3 210 -1,4 60 0,0
10 100 -0,8 n.r. 260 -0,5 61 0,0
11 140 0,8 52 0,5 300 0,1 62 0,1
12 80 -1,5 n.r. 282 -0,2 47 -1,0
13 220 * 70 2,2 420 2,2 100 3,0
14 120 0,0 54 0,7 1140 * 72 0,9
15 60 -2,3 40 -0,7 360 1,2 40 -1,5
16 90 -1,1 45 -0,2 270 -0,4 60 0,0
17 98 -0,8 41 -0,6 202 -1,5 60 0,0
18 130 0,4 n.r. 20 * 50 -0,8
19 140 0,8 56 0,9 320 0,5 77 1,2

*Werte werden nicht berlicksichtigt da sie nach dem ersten Schritt der Medianermittlung um
mehr als 5 Zielstandardabweichungen oder um mehr als 50% vom Median abweichen.
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Tabelle A15: Auswertung iiber den Median sowie iiber eine Zielstandardabweichung von
maximal 22% (Tabelle 3v3)

Iprodion Pyrimethanil
Dotierung: 950 pg/kg Dotierung: 1400 pg/kg
Labor Ergebnis Ergebnis
Code (ug/ke) Z-score (ug/ke) z-score

1 853 0,3 717 -2,2
2 750 -0,5 1050 -0,4
3 810 0,0 1200 0,4
4 980 1,2 1297 0,9
5 728 -0,7 1623 2,7
6 630 -1,4 1200 0,4
7 800 -0,1 710 -2,3
8 840 0,2 1142 0,1
9 710 -0,8 930 -1,1
10 1100 2,1 1400 1,5
11 730 -0,6 1300 1,0
12 1044 1,7 1454 1,8
13 960 1,1 2800 *
14 1000 1,4 1110 -0,1
15 820 0,0 710 -2,3
16 500 -2,4 1100 -0,1
17 591 -1,7 1089 -0,2
18 90 * 1100 -0,1
19 840 0,2 1300 1,0

*Werte werden nicht berlicksichtigt da sie nach dem ersten Schritt der Medianermittlung um
mehr als 5 Zielstandardabweichungen oder um mehr als 50% vom Median abweichen.
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Tabelle A16: Auswertung iiber den Median sowie die Fit-For-Purpose Relative Standard
Deviation (FFP RSD) von + 25% (Tabelle 1v3)

Acetamipride Bifenthrine Boscalid
Dotierung: 45 ng/kg Dotierung: 35 ng/kg Dotierung: 115 pg/kg
Labor |Ergebnis Ergebnis Ergebnis
Code | (ngke) z-score (ug/ke) z-score (ug/ke) z-score
1 32 -0,7 29 -0,1 109 0,7
2 30 -0,9 30 0,1 80 -0,5
3 40 0,1 30 0,1 120 1,2
4 47 0,8 35 0,7 120 1,2
5 50 1,1 42 1,7 118 1,1
6 22 -1,7 21 -1,2 90 -0,1
7 12 -2,8 28 -0,2 65 -1,2
8 42 0,3 30 0,1 101 0,4
9 30 -0,9 30 0,1 90 -0,1
10 39 0,0 <10 92 0,0
11 50 1,1 33 0,5 110 0,8
12 43 0,4 21 -1,2 63 -1,3
13 30 -0,9 50 2,8 140 2,1
14 180 14,5 28 -0,2 100 0,3
15 48 0,9 20 -1,3 60 -1,4
16 27 -1,2 21 -1,2 83 -0,4
17 38 -0,1 25 -0,6 84 -0,3
18 30 -0,9 20 -1,3 40 -2,3
19 65 2,7 41 1,6 130 1,7
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Tabelle A17: Auswertung iiber den Median sowie die Fit-For-Purpose Relative Standard
Deviation (FFP RSD) von + 25% (Tabelle 2v3)

Cyhalothrin-lambda Cyprodinil Deltamethrin
Dotierung: 77 png/kg Dotierung: 165 pg/kg Dotierung: 51 pg/kg
Labor |Ergebnis Ergebnis Ergebnis
Code | (ng/ke) z-score (ug/ke) z-score (ug/ke) Z-score

1 75 0,5 94 -0,9 35 -0,9
2 40 -1,6 120 0,0 10 -3,1
3 60 -0,4 140 0,7 n.r.
4 57 -0,6 144 0,8 61 1,4
5 85 1,1 163 1,4 39 -0,5
6 46 -1,3 84 -1,2 27 -1,6
7 56 -0,7 54 -2,2 33 -1,1
8 72 0,3 135 0,5 48 0,3
9 70 0,2 120 0,0 50 0,4
10 67 0,0 100 -0,7 n.r.
11 74 0,4 140 0,7 52 0,6
12 74 0,4 80 -1,3 n.r.
13 130 3,8 220 3,3 70 2,2
14 84 1,0 120 0,0 54 0,8
15 30 -2,2 60 -2,0 40 -0,4
16 62 -0,3 90 -1,0 45 0,0
17 63 -0,2 98 -0,7 41 -0,4
18 30 -2,2 130 0,3 n.r.
19 83 1,0 140 0,7 56 1,0
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Tabelle A18: Auswertung iiber den Median sowie die Fit-For-Purpose Relative Standard
Deviation (FFP RSD) von + 25% (Tabelle 3v3)

Fenhexamid Fludioxonil Iprodion Pyrimethanil
Dotierung: Dotierung: Dotierung: Dotierung:
355 pg/kg 65 ng/kg 950 pg/kg 1400 pg/kg
Labor | Ergebnis Ergebnis Ergebnis Ergebnis
Code | (ng/ke) z-score (ug/ke) Z-score (ug/ke) Z-score (ug/ke) z-score

1 246 -0,7 63 0,1 853 0,2 717 -1,5
2 170 -1,7 30 -2,0 750 -0,3 1050 -0,3
3 420 1,6 80 1,2 810 0,0 1200 0,2
4 522 3,0 63 0,1 980 0,8 1297 0,5
5 283 -0,2 113 3,4 728 -0,4 1623 1,7
6 380 1,1 72 0,7 630 -0,9 1200 0,2
7 350 0,7 40 -1,4 800 0,0 710 -1,5
8 328 0,4 59 -0,1 840 0,1 1142 0,0
9 210 -1,2 60 -0,1 710 -0,5 930 -0,7
10 260 -0,5 61 0,0 1100 1,4 1400 0,9
11 300 0,0 62 0,1 730 -0,4 1300 0,6
12 282 -0,2 47 -0,9 1044 1,2 1454 1,1
13 420 1,6 100 2,6 960 0,7 2800 5,8
14 1140 11,2 72 0,7 1000 0,9 1110 -0,1
15 360 0,8 40 -1,4 820 0,0 710 -1,5
16 270 -0,4 60 -0,1 500 -1,5 1100 -0,1
17 202 -1,3 60 -0,1 591 -1,1 1089 -0,2
18 20 -3,7 50 -0,7 90 -3,6 1100 -0,1
19 320 0,3 77 1,0 840 0,1 1300 0,6
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Tabelle A19: Auswertung des Methodenringversuches ,,Chlormequat/Mepiquat in Pilzen”

(Richtigleit und Vergleichbarkeit beim Chlormequat)

Labor- Austernpilz
code Chlormequat (wahrer Wert 40 ng/kg)
Dotierungsniveau: 33 ng/kg
Ergebnis | Wiederfindung LoQ Ausschopfung der
- (ng/ke) (%) (ng/kg) RO | Dotierung (%)

1 35 99 10 -0,5 106
2 44 70-120 10 0,5 133
3 45 75 10 0,6 136
4 33,9 98,4 10 -0,7 103
5 41%* 60 5 0,2 124
6 29 77 10 -1,2 88

7 38,3 75-89 5 -0,2 116
8 44 98 5 0,5 133
9 30 90 10 -1,1 91

10 34,6 101 10 -0,6 105
11 45 85 10 0,6 136
12 52 70 20 1,4 158
13 35,5 102 1 -0,5 108
14 66** 102 5 3,0 200

*Wiederfindungskorrigiert
** Ausreier nach Grubbs

Tabelle A20: Auswertung des Methodenringversuches ,,Chlormequat/Mepiquat in Pilzen”

(Richtigleit und Vergleichbarkeit beim Mepiquat)

Labor-
code

Austernpilz

Mepiquat (wahrer Wert 14 pg/kg)
Dotierungsniveau: 12 ng/kg

Ergebnis | Wiederfindung LoQ Z-score 3;885335222

(ng/kg) (“o) (ng/kg) (%)
1 13 97 10 -0,3 108
2 15 70-120 10 0,4 125
3 20 75 10 2,0 167
4 8,21 95,6 10 -1,8 68
5 8 96 5 -1,9 67
6 11 107 10 -0,9 92
7 15,5 86-94 5 0,6 129
8 16 106 5 0,7 133
9 10 96 10 -1,3 83
10 12,5 106 10 -0,4 104
11 21,4 120 50 2,5 178
12 45%%* 70 20 10,3 375
13 11,1 103 1 -0,9 93
14 13 98 5 -0,3 108

** Ausreifler nach Grubbs
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B. Dokumentationen

Dokument B1: Begleitschreiben zur Traubenprobe (Labortest)

Untersuchungsauftrag
EILUNTERSUCHUNG B-PROBE

Homogenat — Probennummer Labor 2012-310721

Wir bitten Sie fiir beiliegende Muster die MULTIMETHODE durchzufiihren. Wir bitten Sie
alle Infos dieses Blattes auf das Untersuchungsergebnis zu iibertragen und sofern Riickstéinde
an Pestiziden nachgewiesen wurden, eine ARFD-AUSWERTUNG hinzuzufiigen.
Probennummer / Sample number: 2012-310721

Warenart / Sorte / Menge / Article / Variety / Quantity: Thompson seedless; Tafeltrauben;
Homogenat

Pos. Nr.: R0651493

Ursprungsland / Country of origin: GR

Datum der Probenahme / Date of sampling: 25.10.2010

Ort der Probenahme / Place of sampling: Harmsen & De Groot, Rotterdam
Exporteur / Exporter: Global F. Trad. Ltd.

Produzent / Grower number: 4050373193582

Riickverfolgbarkeitscode / Traceability code: 10033005 7003@000
Schiff / Vessel / LKW / Truck: AE 99783

Lotto / Lot number:

Name des Probennehmers / Name of the sampler: Ryan Stanley

Eine Kopie dieses Auftrages / A copy of this order for: Labor / Laboratory

Mit freundlichen Griiflen

Unterschrift Probennehmer / Signature of the sampler
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Dokument B2: Begleitschreiben zur Tomatenprobe (Methodenringversuch Ethephon)

Ethephon in tomato purée — Ring test including the comparison of applied analytical methods
Dear participant,
please find attached the ring test sample spiked with Ethephon.

IMPORTANT REMARKS:

* Treat the test material as if it was a frozen sample for routine analysis.
Please store the test material at —18°bis —20°C until analysis.

* The test material consists of tomato purée and contains Ethephon at an
unknown quantity level.

The laboratories are expected to test the material for Ethephon according to the individual
method established in the participant’s laboratory.

Please report the quantified level of Ethephon in pg/kg and inform us about the corresponding
recoveries in per cent (%). The results must NOT be corrected using recovery factors. If the
laboratory usually corrects the results using their recoveries, they should provide the
correction factor for each pesticide as informative data only. It must also be reported if
recoveries originated from experiments performed in connection with the test or if they have
originated from the validation data. Furthermore, please report also the corresponding limit of
quantification (LoQ). To facilitate the reporting of results, please make use of Appendix I
,,Result sheet”.

In order to provide the participating laboratories a comprehensive comparison of applied
analytical methods, you are requested to provide relevant information according to appendix
IT ,,Analytical procedures”.

Transfer your final report by Email the latest until 8" May 2009 to the following address:
info@lach-bruns.de

You will be given your individual laboratory code together with the report related to the
evaluation of the analytical results and the comparison of applied methods. This report will
also consider the evaluation of the other participants in an anonymous way.

All participating laboratories will be named at the beginning of the report (overview of
participants without any link to the corresponding laboratory code). This enables the
participating laboratories to get in contact with each other directly if preferred and thus to
exchange information.

In case of any questions, please feel free to contact us,

best regards,

Silke Bruns
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Dokument B3: Anweisungen zur Ergebnisabgabe - Methodenringversuch Ethephon
(Appendix I: Result sheet)
APPENDIX I:
Recovery originated Limit of
from experiments Recovery . .
. . Result | Recovery . . . quantification
Pesticide (ng/kg) (%) performed in originated from (LOQ) in
neike 0 connection with the | the validation data
test ng/kg

Dokument B4: Anweisungen zur Angabe {iber die verwendeten Methoden — Methodenring-

versuch Ethephon (Appendix II: Analytical Methods applied by the participating
laboratories)

APPENDIX II:

Information about the analytical procedure(s) used is required from each laboratory according to

this appendix.

If more than one method has been used, please label this and provide the relevant information
for each method individually.

Please provide the information the latest 8" May 2009.

Notes:

- Provide the information in German or English language
- Feel free to provide also additional information (not explicitly asked for) you consider of
importance

- Feel free to use this document or to provide the information in your individual style

1) Title / Name / Headline of applied method

2) Is the method accredited?

3) Sample preparation
Taking under consideration the following aspects:

©)
©)

Sample weight used for analysis
Any addition information not explicitly listed here but considered relevant

4) Sample conditioning
Taking under consideration the following aspects:

O

©)
©)
©)
©)

Extraction technique used

Extraction solvent(s)

Adjustment of extract (like pH adjustment)?

Clean-up steps and used instruments (e.g. columns and their fillings / filters)
Any addition information not explicitly listed here but considered relevant
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5) Calibration (for Quantification)
o Matrix-matched
Solvent
Multi-level
Single-level
Standard addition
Any addition information not explicitly listed here but considered relevant

O O O O O

6) Source of Standard (the organisation that sold the standard to you)

7) Is the quoted recovery (%) measured in the same analytical batch as the test material
8) If measured in this batch, at what stage was the spike added?

9) Level of spike (ng/kg)

10) Composition of blank commodity used for spiking
Taking under consideration the following aspects:
o Blank provided
o Test material provided
o Other?

11) GC-Column type
12) GC-Injection volume and other parameters (PVT etc.)
13) GC Detector

14) Quantification procedure
including mass transitions in case of MS detection

If LC-modules are used, please refer to the following aspects:

15) Pre-column
Taking under consideration the following aspects:
o length
o packaging
o Any addition information not explicitly listed here but considered relevant

16) Column
Taking under consideration the following aspects:
o length
o packaging
o Any addition information not explicitly listed here but considered relevant

17) Mobile Phase components (eluents)
Taking under consideration the following aspects:

o Kind of eluent (e.g. water)
o Special Preparation of Eluent (e.g. pH adjustment)
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18) Mobile Phase programme including the flow rate
Taking under consideration the following aspects:
o Flow (ml/min)
o Description of gradient (if used)
19) Ionisation mode
20) Injection volume

21) Detector type

22) Quantification procedure
including mass transitions

Confirmation method:

- Same one?
- Different one(s)

If (a) different confirmation method(s) was (were) applied, please go through questions 1 —20
again and answer to the suitable ones.
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Dokument B5: Begleitschreiben zur Pilz / Pilzsubstratprobe (Methodenringversuch
Chlormequat / Mepiquat)

Chlormequat / Mepiquat in mushroom and substrate purée — Method Ring Test
Dear participant,

please find attached the following sample :
- Mushroom Test Material 1
- Mushroom Test Material 2
- Mushroom Blank Material
- SUBSTRATE Test Material
-  SUBSTRATE Blank Material

IMPORTANT REMARKS:

* Treat the test material as if it was a frozen sample for routine analysis.
Please store the test material at —18°bis —20°C until analysis.

* The test material consists of mushroom purée and substrate purée containing Chlormequat
— or Chlormequat and/or Mepiquat
at unknown quantity levels.

o Mushroom Test Material: Two different test materials are provided. One Test
Material is spiked with Chlormequat and/or Mepiquat, the other test material
consist of incurred residues of Chlormequat and/or Mepiquat.

o SUBSTRATE Test material: ONE Test Material of substrate is provided
consisting of straw and additional nutrients like bran, fatty additives and nitrogen
additives. This test material is spiked with Chlormequat and/or Mepiquat

The laboratories are expected to analyse the Test Materials for Chlormequat and Mepiquat
according to the individual method established in the participant’s laboratory.

Please report the quantified levels of Chlormequat and Mepiquat in pg/kg. Report them as such
(and not as Chlormequat-Chloride / Mepiquat-Chloriode). Inform us about the corresponding
recoveries in per cent (%). The results must NOT be corrected using recovery factors. If the
laboratory usually corrects the results using their recoveries, they should provide the correction
factor for each pesticide as informative data only. It must also be reported if recoveries
originated from experiments performed in connection with the test or if they have originated
from the validation data. Furthermore, please report also the corresponding limit of quantifica-
tion (LoQ). We also would like to ask you to report any traces of Chlormequat and/or Mepiquat
below the reporting limit. To facilitate the reporting of results, please make use of Appendix I
,,Result sheet”.

In order to provide the participating laboratories a comprehensive comparison of applied
analytical methods, you are requested to provide relevant information according to Appendix II
,Analytical procedures”.

Transfer your final report by Email the latest until 30" September 2009 to the following address:

info@lach-bruns.de
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You will be given your individual laboratory code together with the report related to the
evaluation of the analytical results and the comparison of applied methods. This report will also
consider the evaluation of the other participants in an anonymous way.

All participating laboratories will be named at the beginning of the report (overview of
participants without any link to the corresponding laboratory code). This enables the partici-
pating laboratories to get in contact with each other directly if preferred and thus to exchange

information.

In case of any questions, please feel free to contact us,

best regards,

Silke Bruns

Dokument B6: Anweisungen zur Ergebnisabgabe - Methodenringversuch Chlormequat /
Mepiquat (Appendix I: Result sheet)

APPENDIX I:
Mushroom Test Material 1:
Recovery originated Recovery Limit of
Pesticide Result | Recovery | from experiments per- | originated | quantification
(ng/kg) (%) formed in connection from vali- (LOQ) in
with the test™* dation data** ng/kg
Chlormequat
Mepiquat
Mushroom Test Material 2:
Recovery originated Recovery Limit of
Pesticide Result | Recovery | from experiments per- | originated | quantification
(ng/kg) (%) formed in connection from vali- (LOQ) in
with the test* dation data** ng/kg
Chlormequat
Mepiquat
Substrate Test Material:
Recovery originated Recovery Limit of
Pesticide Result | Recovery | from experiments per- | originated | quantification
(ng/kg) (%) formed in connection from vali- (LOQ) in
with the test* dation data** ng/kg
Chlormequat
Mepiquat

*: Please answer with YES or No
**. Please answer with YES or No
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Dokument B7: Anweisungen zur Angabe {iber die verwendeten Methoden — Methodenring-

versuch Chlormequat / Mepiquat (Appendix II: Analytical Methods applied by
the participating laboratories)

APPENDIX II:

Information about the analytical procedure(s) used is required from each laboratory according to
this appendix.

If more than one method has been used, please label this and provide the relevant information
for each method individually.

Please provide the information the latest 30™ September 2009.

Notes:

Provide the information in German or English language

Feel free to provide also additional information (not explicitly asked for) you consider of
importance

Feel free to use this document or to provide the information in your individual style

23) Title / Name / Headline of applied method

24) Is the method accredited?

25) Sample preparation

Taking under consideration the following aspects:
o Sample weight used for analysis
o Any addition information not explicitly listed here but considered relevant

26) Sample conditioning

Taking under consideration the following aspects:
o Extraction technique used
Extraction solvent(s)
Adjustment of extract (like pH adjustment)?
Clean-up steps and used instruments (e.g. columns and their fillings / filters)

e
e
e
o Any addition information not explicitly listed here but considered relevant

27) Calibration (for Quantification)

o Matrix-matched

Solvent

Multi-level

Single-level

Standard addition

Isotopic labelled Standard

Any addition information not explicitly listed here but considered relevant

O O O O O O

28) Source of Standard (the organisation that sold the standard to you)

29) Is the quoted recovery (%) measured in the same analytical batch as the test material

30) If measured in this batch, at what stage was the spike added?
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31) Level of spike (ng/kg)

32) Composition of blank commodity used for spiking
Taking under consideration the following aspects:
o Blank provided
o Test material provided
o Other?

33) Pre-column
Taking under consideration the following aspects:
o length
o packaging
o Any addition information not explicitly listed here but considered relevant

34) Column
Taking under consideration the following aspects:
o length
o packaging
o Any addition information not explicitly listed here but considered relevant

35) Mobile Phase components (eluents)
Taking under consideration the following aspects:
o Kind of eluent (e.g. water)
o Special Preparation of Eluent (e.g. pH adjustment)

36) Mobile Phase programme including the flow rate
Taking under consideration the following aspects:
o Flow (ml/min)
o Description of gradient (if used)

37) Ionisation mode
38) Injection volume
39) Detector type

40) Quantification procedure
including mass transitions

Confirmation method:

- Same one?
- Different one(s)

If (a) different confirmation method(s) was (were) applied, please go through questions 1 — 18
again and answer to the suitable ones.
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Lebenslauf
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06/2000 — 12/2000  Angestellte im Produktbereich Obst- und Gemiise bei der bofrost™
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(Hamburg)

Sprachkenntnisse:  Englisch, Franzosisch



