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1. Einleitung

Die Teilnahme an Laborvergleichsuntersuchungen (LVU) bzw. Eignungspriifun-
gen (PT) 1ist ein unverzichtbares Element fiir das Qualitdts-Management-
System eines jeden, mit der Untersuchung von Lebensmitteln, Futtermit-
teln, kosmetischen Mitteln und Bedarfsgegenstanden befassten Labors. Die
Durchfiihrung von Laborvergleichsuntersuchungen ermdéglicht den teilnehmen-
den Laboren die eigene analytische Kompetenz unter realen Bedingungen
nachzuweisen. Gleichzeitig erhalten sie wertvolle Daten fiir die erforder-
liche Verifizierung oder Validierung der durchgefiithrten Untersuchungsme-
thode [1, 5].

Das Ziel wvon DLA ist es, LVU fiir ausgesuchte Parameter in praxis-
relevanten Konzentrationen und Matrices anzubieten.

Durchfiihrung und Auswertung der vorliegenden Laborvergleichsuntersuchung
erfolgten nach den technischen Anforderungen der DIN EN ISO/IEC 17043
(2010) und DIN ISO 13528-2009 bzw. ISO 13528-2015 [2, 3].

2. Durchfihrung

2.1 Untersuchungsmaterial

Bei der Grundmatrix des Untersuchungsmaterials handelt es sich um han-
delsltbliche Spekulatius-Kekse eines Europaischen Anbieters. Das Material
wurde zerkleinert, gesiebt und homogenisiert. AnschlieRend wurde zu einem
Aliquot der Grundmatrix eine Cumarin-Losung dotiert, erneut =zerkleinert
und homogenisiert. Dann wurde portionsweise erneut Grundmatrix in 4 wei-
teren Schritten zugegeben und jeweils homogenisiert bis die Gesamtmenge
erreicht war.

AnschlieBend wurden die Proben zu Portionen wvon 50 g in metallisierte
PET-Folienbeutel abgefiillt und chronologisch nummeriert.

Die Zusammensetzung der LVU-Proben ist Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1: Zusammensetzung der DLA-Probe

Zutaten Gehalt

Gewlirz—-Spekulatius 100 g/100 g
Zutaten: Weizenmehl, Zucker, Palmfett, Karamellzucker-
sirup, Gewlirze, Backtriebmittel: Natriumhydrogencarbo-
nat, Salz
Nahrwertangaben pro 100 g:

Eiweil 6,0 g, Kohlenhydrate 70 g, Fett 20 g

Cumarin 52 mg/kg *
Chemikalie zur Analyse

* Cumarin ist zusdtzlich in der Matrix Gewlirz-Spekulatius enthalten

Hinweis: Die metrologische Riickfiihrung von Temperatur, Masse und Volumen bei der Herstellung der
LVU-Proben wird mittels DAkkS-kalibrierter Referenzmaterialien gewdhrleistet.
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2.1.1 Homogenitdt

Die Homogenitdt der abgefillten nummerierten DLA-Proben wurde anhand ei-
ner 6-fach Bestimmung von Cumarin mittels HPLC-UV iberprift. Die Wieder-
holstandardabweichung liegt mit 3,8 % im Bereich tblicher relativer Wie-
derholstandardabweichungen vergleichbarer Methoden. Die Wiederholstan-
dardabweichung der ASU § 64 Methode fir die Bestimmung von Cumarin in
Zimtsternen mittels HPLC-DAD und externer Kalibrierung liegt bei 4,1 %
[17]. Die Ergebnisse der Homogenitatsuntersuchung sind in der Dokumenta-
tion angegeben.

Die Berechnung der Wiederholstandardabweichung S, der Doppelbestimmungen
der Teilnehmer wurde ebenfalls als Homogenitatskriterium fir diese LVU
herangezogen. Sie liegt fir Cumarin mit 0,95% niedrig. Die Wiederholstan-
dardabweichung ist somit niedriger bzw. vergleichbar mit den Prazisions-
daten der genormten Methode (vgl. Tab. 3) [17]. Die Wiederholstandardab-
weichung der Teilnehmer ist bei den statistischen Kennzahlen angegeben
(4.1) .

Desweiteren wurde die Homogenitat anhand der Trendlinien-Funktion der
Teilnehmerergebnisse fir die chronologisch abgefiillten Einzel-Proben
charakterisiert. Die maximalen Abweichungen der Trendlinie vom Mittelwert
lagen fir Cumarin bei 1,8% der Zielstandardabweichungen opt (s. 5.2 Homo-
genitdt) und kann daher als niedrig betrachtet werden.

Falls die Kriterien fir eine ausreichende Homogenitat des Probenmaterials
beziiglich eines Parameters nicht erfillt sind, werden die Auswirkungen
auf die Zielstandardabweichung gepriift und ggf. erfolgt die Bewertung der
Ergebnisse der Teilnehmer mittels z'-Score unter Bericksichtigung der
Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes (s. 3.8 und 3.11) [3].
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2.1.2 Stabilitdt

Eine Wasseraktivitat (ay) von < 0,5 ist ein wichtiger Faktor um die Sta-
bilitat von trockenen und getrockneten Produkten wahrend der Lagerung zu
gewahrleisten, optimale Bedingungen fir die Lagerung ist der ay—Wert-Be-
reich von 0,15 - 0,3, in diesem Bereich ist die geringstmdégliche Degrada-
tionsrate zu erwarten [16].

Die Erfahrungen mit diversen DLA-Referenzmaterialien zeigen Dbei ver-
gleichbarer Matrix und Wasseraktivitat (ayz-Wert < 0,5) eine gute Haltbar-
keit der Probe und Lagerstabilitat gegeniiber mikrobiellem Verderb und be-
ziglich des Gehalts an dem EP-Parameter Cumarin.

Der ay-Wert der EP-Proben lag bei 0,34 (23,3°C). Die Stabilitat des Pro-
benmaterials war somit wahrend des Untersuchungszeitraums unter den ange-
gebenen Lagerbedingungen gewadhrleistet.



Februar 2018 DIA 29/2017 - Cumarin in Kleingeback (Kekse)

2.2 Probenversand und Informationen zur Untersuchung

An jeden Teilnehmer wurden in der 46. Kalenderwoche 2017 zwei Portionen
des Untersuchungsmaterials verschickt. Die Untersuchungsverfahren wurden
freigestellt. Die Untersuchungen waren durchzufiihren bis spédtestens 12.
Januar 2018.

Mit dem Proben-Anschreiben wurden den Teilnehmern u.a. nachstehende In-
formationen mitgeteilt:

Bei den beiden Mustern handelt es sich um gleiche Proben von zerkleiner-
ten Gewilirzkeksen (Spekulatius) mit Cumarin-Zusatz.

Bitte beachten Sie die beiliegenden Informationen zur Eignungsprifung.
(siehe Dokumentation unter Punkt 5.3 EP-Informationen)

2.3 Ergebnisibermittlung

Die Ergebnisabgabe erfolgte einheitlich mittels an die teilnehmenden La-
bore ibergebenen Ubermittlungstabellen (per eMail).

Zur statistischen Auswertung kamen die abschlieBend als Mittelwert der
nummerierten Proben angegebenen Gehalte der Analyten. Flir die Berechnung
der Wiederhol- und Vergleichsstandabweichung wurden auch die Einzelwerte
der Doppelbestimmungen herangezogen.

Abgefragt und dokumentiert wurden Einzelergebnisse, Angaben zur Wieder-
findung und Stichpunkte zur durchgefihrten Methode.

Falls Teilnehmer mehrere Ergebnisse fiir denselben Parameter abgegeben ha-
ben, die mit unterschiedlichen Methoden erhalten wurden, wurden diese Er-
gebnisse mit derselben Auswertenummer mit einem Buchstaben als Suffix un-
ter Angabe der jeweiligen Methode ausgewertet.

Von 23 Teilnehmern haben 22 Teilnehmer ihre Ergebnisse fristgerecht abge-
geben. Ein Teilnehmer hat keine Ergebnisse abgegeben.
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3. Auswertung

3.1 Konsenswert der Teilnehmer (zugewiesener Wert)

Fir die Auswertung wurde als zugewiesener Wert (Xpt) der robuste Mittel-
wert der eingesandten Ergebnisse verwendet (,,Konsenswert der
Teilnehmer™) . Die Berechnung erfolgt nach Algorithmus A gema&B Anhang C
der ISO 13528 [3]. Liegen < 12 quantitative Ergebnisse und eine groBe
Differenz zwischen robustem Mittelwert und Median vor, ist ggf. der Medi-
an als zugewiesener Wert zu verwenden (Kriterium: A Median - rob. Mittel-
wert > 0,3 opt) [3].

Voraussetzung ist, dass die Mehrzahl der Ergebnisse der teilnehmenden La-
boratorien einer Normalverteilung unterliegen bzw. unimodal und symme-
trisch verteilt sind. Hierzu erfolgt eine Priufung der Verteilung u.a. an-
hand der Kern-Dichte-Schatzung [3, 12].

Falls Hinweise fiir Quellen von hoherer Variabilitat, wie z.B. eine bimo-
dale Verteilung der Ergebnisse, vorliegen, werden Ursachen dafir gesucht.
In Frage kommt hdufig die Verwendung unterschiedlicher Untersuchungsme-
thoden. Ist dies der Fall, werden nach Mdéglichkeit getrennte Auswertungen
mit eigenen zugewiesenen Werten (Xpti) vorgenommen.

Die Durchfihrung der Bewertung wird in der Regel ab 7 Ergebnissen durch-
gefithrt, in begriindeten Fallen ist eine Bewertung auch ab 5 Ergebnisse
zuladssig.

Die tatsachlichen Messergebnisse sind anzugeben. Einzelergebnisse die au-
Berhalb des angegebenen Messbereiches eines teilnehmenden Labors liegen
(z.B. mit der Angabe > 25 mg/kg oder < 2,5 mg/kg) oder die Angabe ,0%
werden flr die statistische Auswertung nicht beriicksichtigt [3].

3.2 Robuste Standardabweichung

Zum Vergleich mit der Zielstandardabweichung opt (Standardabweichung flr
die Eignungsbeurteilung) wird die robuste Standardabweichung (S*) der
eingesandten Ergebnisse verwendet. Die Berechnung erfolgt nach Algorith-
mus A gemdl Anhang C der ISO 13528 [3].
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3.3 Wiederholstandardabweichung

Die Wiederholstandardabweichung Sr basiert auf den laborinternen Stan-

dardabweichungen der (ausreiBRerfreien) Einzelergebnisse der Teilnehmer,
die jeweils unter Wiederholbedingungen, d.h. Analysen an derselben Probe
von demselben Bearbeiter mit demselben Gerdat im gleichen Labor innerhalb
kurzer Zeit, ermittelt wurden. Sie charakterisiert die mittlere Streuung
der Ergebnisse innerhalb der Laboratorien [3] und wird von DLA als Hin-
wels fiir die Homogenitdt des Untersuchungsmaterials herangezogen.

Sofern die Einzelergebnisse der Teilnehmer vorliegen, erfolgt die Berech-
nung der Wiederholstandabweichung Sr, auch als Standardabweichung inner-
halb der Laboratorien Sw bezeichnet, nach: [3, 4].

Die relative Wiederholstandardabweichung in Prozent des Mittelwerts ist
als Variationskoeffizient VK, bei den statistischen Kenndaten im Ergeb-
nisteil mit angegeben, sofern die Einzelergebnisse der Teilnehmer vorlie-
gen.

3.4 Vergleichsstandabweichung

Die Vergleichsstandabweichung Sz stellt eine laboriibergreifende Schatzung

der Standardabweichung fiir die Bestimmung des jeweiligen Parameters an-
hand der (ausreiBerfreien) Einzelergebnisse der Teilnehmer dar. Sie be-
ricksichtigt sowohl die Wiederholstandardabweichung als auch die Stan-
dardabweichung zwischen den Laboratorien. Vergleichsstandardabweichungen
von LVUs konnen von Vergleichsstandabweichungen von RVs abweichen, da die
beteiligten Laboratorien bei LVUs i.d.R. unterschiedliche interne Bedin-
gungen und Methoden zur Bestimmung der Messwerte benutzen. In der vorlie-
genden Auswertung bezieht sich die Angabe der Vergleichsstandardabwei-
chung daher nicht auf eine spezifische Messmethode, sondern charakteri-
siert annahernd die Vergleichbarkeit der Ergebnisse der Laboratorien un-
tereinander. Vorausgesetzt der Einfluss von Homogenitd&t und Stabilitat
des Probenmaterials sind zu vernachlassigen.

Sofern die Einzelergebnisse der Teilnehmer vorliegen, erfolgt die Berech-
nung der Vergleichsstandabweichung Sz nach: [3, 4].

Die relative Vergleichsstandardabweichung in Prozent des Mittelwerts ist
als Variationskoeffizient VKz bei den statistischen Kenndaten im Ergeb-
nisteil mit angegeben, sofern die Einzelergebnisse der Teilnehmer vorlie-
gen, und die Bedeutung unter 3.9 naher erldutert.
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3.5 Ausschluss von Ergebnissen und Ausreifer

Ergebnisse konnen vorab von der statistischen Auswertung ausgeschlossen
werden, wenn offensichtliche grobe Fehler, wie z. B. falsche Einheiten,
Dezimalstellen oder Angaben fir einen falschen Priifgegenstand vorliegen
[2]. Auch wenn ein Ergebnis z.B. mit einem Faktor >10 deutlich vom Mit-
telwert abweicht und einen Einfluss auf die robuste Statistik hat, kann
ein Ergebnis von der statistischen Auswertung ausgeschlossen werden [3].

Alle Ergebnisse sollen mit mindestens 2 signifikanten Stellen (glltige
Ziffern) angegeben werden. Die Angabe von 3 Stellen ist i.d.R. ausrei-
chend.

Ergebnisse, die mit unterschiedlichen Verfahren erhalten wurden und zu
einer erhoéhten Variabilit&dt und/oder zu einer bi- oder mehrmodalen Ver-
teilung der Ergebnisse filhren, werden separat behandelt oder, wenn dafir
zu wenige Ergebnisse vorliegen, ausgeschlossen. Hierfir erfolgt die Pri-
fung der Ergebnisse anhand der Kern-Dichte-Schéatzung [3, 12].

Auf AusreiRer wird mittels robuster Statistik geprift: Ergebnisse, die um
mehr als das Dreifache der robusten Standardabweichung vom robusten Mit-
telwert abweichen, werden als AusreiBer eingestuft [3]. Ermittelte Aus-
reiBer werden informativ genannt sofern gleichzeitig der =z-Score des
Teilnehmers < -2 oder > 2 ist. Aufgrund der Anwendung der robusten Sta-
tistik werden Ausreiler nicht ausgeschlossen, sofern keine anderen Griinde
vorliegen [3].
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3.6 Zielstandardabweichung (fur die Eignungsbeurteilung)

Die Zielstandardabweichung des zugewiesenen Wertes opt (= Standardabwei-
chung fur die Eignungsbeurteilung) kann nach unten dargestellten, unter-
schiedlichen Verfahren bestimmt werden.

Sofern ein akzeptabler Quotient S*/opt vorliegt, wird fir die Eignungsbe-
urteilung bevorzugt die Zielstandardabweichung des allgemeinen Modells
nach Horwitz verwendet, da diese in der Regel fir Auswertungen von Labor-
vergleichsuntersuchungen, bei denen von den Teilnehmern unterschiedliche
Analysenmethoden eingesetzt werden, geeignet ist. Die Zielstandardabwei-
chung aus der Auswertung von Prédzisionsdaten eines Versuchs leitet sich
dagegen aus Ringversuchen mit vorgegebener Analysenmethode ab.

In F&llen, in denen beide o.g. Modelle ungeeignet sind, wird die Ziel-
standardabweichung anhand von Werten aus Erkenntnissen nach 3.6.3 ermit-
telt.

Zur Information werden, sofern verfligbar, jeweils die z-Scores beider Mo-
delle in der Auswertung angegeben.

Zur Bewertung der Ergebnisse wurde in der vorliegenden LVU fiir Cumarin
die Zielstandardabweichung des allgemeinen Modells nach Horwitz (s.
3.6.1) verwendet.

Zusdtzlich wurde zur Information die Zielstandardabweichung eines Ver-
suchs zur Prdzision (ASU §64 L 00.00-134) angegeben (3.6.2).

3.6.1 Allgemeines Modell nach Horwitz

Anhand der in zahlreichen LVUs fiur unterschiedliche Parameter und Analy-
senmethoden erhaltenen statistischen Kenndaten hat Horwitz ein allgemei-
nes Modell fir die Schédtzung der Vergleichsstandardabweichung or abge-
leitet [6]. Spater wurde das Modell von Thompson fiir bestimmte Konzentra-
tionsbereiche modifiziert [10]. Die Vergleichsstandardabweichung or kann

als relative Zielstandardabweichung Opt in % des zugewiesenen Wertes
verwendet werden und nach untenstehenden Gleichungen berechnet werden

[3]. Dabei wird fir die Konzentration ¢ der zugewiesene Wert Xpt einge-
setzt.
Gleichungen Konzentrationsbereiche entspricht
or = 0,22c c <1,2 x 107 < 120 ug/kg
or = 0,02c084% 1,2 x 107< ¢ £ 0,138 2 120 pg/kg
or = 0,01c%> c > 0,138 > 13,8 g/100g

mit ¢ = Massenanteil des Analyten (als relative GrdéBe, z.B. 1 mg/kg = 1 ppm = 10°° kg/kg)
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3.6.2 Auswertung eines Versuchs zur Prdzision

Aus der Vergleichstandardabweichung oz und der Wiederholstandardab-
weichung o, eines Versuchs zur Prédzision einer Methode (Ringversuch oder
LVU) kann unter Bericksichtigung der Anzahl der Wiederholmessungen m der
Teilnehmer in der vorliegenden Vergleichsuntersuchung die Zielstandardab-
weichung opt abgeleitet werden [3]:

GM::Jaé—of(mfl/m>

Die 1in Tabelle 3 angegebenen relativen Wiederholstandardabweichungen
(RSD,) und relativen Vergleichsstandabweichungen (RSDg) wurden in Ring-
versuchen mittels der angegebenen Methoden ermittelt.

Die dort gekennzeichneten resultierenden Zielstandardabweichungen opt
wurden zur Bewertung der Ergebnisse herangezogen bzw. zur Information zu-
satzlich bei den Kennzahlen angegebenen.

Tabelle 3: Relative Wiederholstandardabweichungen (RSD,) und relative
Vergleichsstandabweichungen (RSDz) gemdB ausgewdahlter Auswertungen von
Versuchen zur Préazision und die resultierende Zielstandardabweichung opt
[17]

Parameter Matrix Mittelwerte RSD, RSDy opt Methode /
Literatur
Cumarin Zimtpulver 2682,10 mg/kg 1,54% 12,8% 12,7% HPLC-DAD externe

Kalibrierung /
ASU L00.00-134

Cumarin Zimtstern 51,02 mg/kg 4,14% 8,57% 8,06%' HPLC-DAD externe
Kalibrierung /
ASU L00.00-134

Cumarin Zimtpulver 2561,4 mg/kg 1,25% 2,76% 2,62% HPLC-DAD interner
Standard /
ASU L00.00-134

Cumarin Zimtsterne 45,60 mg/kg 2,12% 9,06% 8,94% HPLC-DAD interner
Standard/
ASU L00.00-134

Cumarin Zimtpulver 6,09 mg/kg 3,39% 15,0% 14,8% |HPLC-MS/MS /
ASU L1L00.00-134

! in der Auswertung (s. Abschnitt 4) verwendete Werte
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3.6.3 Werte aus Erkenntnissen

Die Zielstandardabweichung kann fir die Eignungsbeurteilung auf einen
Wert festgesetzt werden, der dem Leistungsfadhigkeitsniveau entspricht,
das der Koordinator flir ein winschenswertes Ziel flir die teilnehmenden
Laboratorien halt [3].

In der vorliegenden LVU wurden die Zielstandardabweichungen gemal 3.6.1
als geeignet angesehen.

Tabelle 4 zeigt ausgewdhlte Kenndaten der Teilnehmer-Ergebnisse der vor-
liegenden LVU im Vergleich zu LVU Ergebnissen der Vorjahre.

3.7 z-Score

Der z-Score wird herangezogen zur Beurteilung der Ergebnisse der teilneh-
menden Labore. Er besagt um welches Vielfache der Zielstandardabweichung
(opt) das Ergebnis (xXi) des Dbetreffenden Teilnehmers vom zugewiesenen
Wert (Xpt) abweicht [3].

Die Berechnung erfolgt nach:

Die Anforderungen an die Analytik gelten im Allgemeinen als erfillt, wenn

-2 <z £ 2

Der flur die Eignungsprifung gliltige z-Score wird in der Auswertung mit z-
Score (opt) bezeichnet, wahrend der als z-Score (Info) bezeichnete Wert
rein informativen Charakter hat. Die beiden z-Scores werden mit den un-
terschiedlichen Zielstandardabweichungen nach 3.6 berechnet.

3.7.1 Warn—- und Eingriffssignale

GemadB der ISO 13528 fiur statistische Verfahren fiir Eignungsprifungen
wird empfohlen, dass ein Ergebnis, das einen z-Wert > 3,0 oder < - 3,0
ergibt, als ,Eingriffssignal“ zu werten ist [3]. GleichermaRen ist ein z-
Wert > 2,0 oder < -2,0 als ,Warnsignal“ zu beurteilen. Ein einzelnes
sEBingriffssignal“ oder aber ,Warnsignale“ bei zwei aufeinander folgenden
LVU-Runden sind als Beleg dafir zu werten, dass eine Anomalie aufgetreten
ist, die untersucht werden muss. Eine Fehler- bzw. Ursachenanalyse kann
durch Priufung des Analysenablaufs inkl. Verstandnis und Umsetzung der
Messung durch das Personal, Einzelheiten des Messablaufs, Kalibrierung
von Gerdten und Zusammensetzung von Reagenzien, Ubertragungs- bzw. Be-
rechnungsfehler, Richtigkeit und Prazision sowie Einsatz von Referenzma-
terial durchgefiihrt werden. Falls notwendig, muss auf die Probleme durch
angemessene KorrekturmaBnahmen reagiert werden [3].

DLA stellt in den z-Score-Abbildungen die Grenzen fir die Warn- und Ein-
griffssignale als gelbe bzw. rote Linien dar. Die jeweiligen Werte haben

gemaB ISO 13528 nur GUltigkeit sofern 2 10 Ergebnisse vorliegen [3].
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Tabelle 4: Kenndaten der aktuellen LVU (dunkelgrau unterlegt) im
Vergleich zu den vorangegangenen LVUs ab 2013 (SD = Standardabweichung,
VK = Variationskoeffizient)

Parameter Matrix rob. Mit-| rob. SD rel. SD Quotient DLA-
(Pulver) telwert (S*) (VKs«) [%] S*/opt Bericht
Cumarin Backware 166 12,3 7,41% 0,95 DLA 17/2013
mg/kg mg/kg
Cumarin Backware 88,6 6,43 7,26% 0,89 DLA 22/2015
mg/kg mg/kg
Cumarin Zimtpul- 29,4 6,32 21,5% 1,45 DLA 28/2016
ver mg/kg mg/kg
Cumarin Backware 74,1 7,30 10, 3% 1,18 DLA 29/2017
mg/kg mg/kg

3.8 z'-Score

Der z'-Score kann u.a. zur Beurteilung der Ergebnisse der teilnehmenden
Labore herangezogen werden, wenn die Standardunsicherheit des zugewiese-
nen Wertes berilicksichtigt werden muss (s. 3.11). Der z'-Score drickt das
Verhdltnis der Abweichung des Ergebnisses (xi) des betreffenden Teilneh-
mers vom zugewiesenen Wert zur Wurzel aus der Quadratsumme von Ziel-
standardabweichung (opt) und Standardunsicherheit (U(xpt)) aus [3].

Die Berechnung erfolgt nach:

/ Xl' _Xpt

Z. =
2 2
\/O-Pt T U(Xpr)

i
Sofern eine Bewertung der Ergebnisse mittels z'-Score erfolgt, haben wir
im Folgenden den Ausdruck im Nenner als Zielstandardabweichung opt' defi-
niert.

Die Anforderungen an die Analytik gelten im Allgemeinen als erfiillt, wenn

Zu Warn- und Eingriffssignalen siehe 3.7.1.



Februar 2018 DIA 29/2017 - Cumarin in Kleingeback (Kekse)

3.9 Variationskoeffizient (VK:)

Der Variationskoeffizient (VKr) der Vergleichsprazision (= relative Ver-
gleichsstandardabweichung) errechnet sich aus der Vergleichsstandabwei-
chung Sz und dem Mittelwert [4, 13]:

VKx = Se_* 100

X

Im Gegensatz zur Standardabweichung als ein MaR fir die absolute Variabi-
litat gibt der VKi die relative Variabilitat innerhalb eines Datenbe-
reichs an. Wahrend ein niedriger VKz von z.B. < 5-10% als Beleg fir
einen homogenen Ergebnissatz gelten kann, deutet ein VKz von mehr als 50%
auf eine ,starke Inhomogenitat der statistischen Masse™ hin, sodass die
Eignung fiir bestimmte Anwendungszwecke wie die Beurteilung von Hochst-
wertiilberschreitungen oder die Leistungsbeurteilung der teilnehmenden La-
boratorien ggf. nicht mehr gegeben sein kann [3].

3.10 Quotient S*/opt

In Anlehnung an den HorRat-Wert kann die Bewertung einer Laborvergleichs-
untersuchung als aussagekraftig gelten, wenn der Quotient von robuster
Standardabweichung S* und Zielstandardabweichung opt nicht iber 2 liegt.
Ein iber 2 liegender Wert bedeutet, dass die Pradzision nicht zufrieden-
stellend ist, d.h., dass die Pra&zision aus analytischen Griinden zu varia-
bel ist oder die festgestellte Variation hoéher ist als fir die angewandte
Methode geschatzt wurde. Somit ist eine Vergleichbarkeit der Messergeb-
nisse nicht gewdhrleistet [3].

3.11 Standardunsicherheit

Jeder zugewiesene Wert ist mit einer Standardunsicherheit behaftet, die
von der Analysenmethode, Unterschieden der eingesetzten Analysenmethoden,
dem Probenmaterial und der Anzahl der Teilnehmer (P) einer LVU beein-
flusst wird. Die Standardunsicherheit des =zugewiesenen Wertes (U(Xpt))
wird fir die vorliegende LVU wie folgt berechnet [3]:

S*

Jp

Ist Uxpr) £ 0,3 opt muss die Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes
nicht beriicksichtigt werden [3]. Ein deutliches Uberschreiten des Wertes
von 0,3 ist ein Hinweis darauf, dass die Zielstandardabweichung ggf. zu
gering fir die Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes gewdhlt wur-
de.

u[xpE:I == 1,25 X

Der Quotient Uxpt)/0opt ist in den Kenndaten angegeben.
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4. Ergebnisse

Alle folgenden Tabellen sind anonymisiert. Den teilnehmenden Instituten
wird mit dem Versand dieser Auswertung ihre individuelle Auswertenummer
mitgeteilt.

In der oberen Tabelle sind die Kenndaten aufgefiihrt:

Kenndaten

Anzahl der Messergebnisse

Anzahl der Ausreiller
Mittelwert

Median

Robuster Mittelwert (Xpt)

Robuste Standardabweichung (S¥*)

Anzahl mit m Wiederholmessungen
Wiederholstandardabweichung (S,)

Variationskoeffizient (VK,)in %

Vergleichsstandardabweichung (Sg)

Variationskoeffizient (VKg)in %

Zielkenndaten:

Zielstandardabweichung opt oder opt'
Zielstandardabweichung zur Information
untere Grenze des Zielbereichs (Xpt — 20pt) *

obere Grenze des Zielbereichs (Xpt + 20pt) *

Quotient S*/opt oder S*/opt'

Standardunsicherheit U(xpt)

Quotient U(xpt)/0pt oder U (xpt)/Opt"

Ergebnisse im Zielbereich

Prozent im Zielbereilch

* Zielbereich berechnet mit z-Score oder z'-Score

In der unteren Tabelle sind die Ergebnisse der teilnehmenden Labore auf
3 gliltige Stellen formatiert dargestellt**:

Auswerte- Abweichung Hinweis
nummer Parameter z-Score z-Score

Evaluation [Einheit / Unit] Deviation Opt (Info) Remark
number

** Im Dokumentationsteil sind die Ergebnisse so angegeben wie sie von den Teilnehmern
ibermittelt wurden.
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4.1 Cumarin in mg/kg

Vergleichsuntersuchung / Proficiency Test

Kenndaten

Anzahl der Messergebnisse 22
Anzahl der AusreilBer 2
Mittelwert 75,3
Median 74,3
Robuster Mittelwert (Xpt) 74,1
Robuste Standardabweichung (S¥*) 7,30
Anzahl mit 2 Wiederholmessungen 20
Wiederholstandardabweichung (SJ 0,712
Variationskoeffizient (VK) 0,95%
Vergleichsstandardabweichung (S ) 7,66
Variationskoeffizient (VK) 10, 3%
Zielkenndaten:

Zielstandardabweichung opt 6,20
Zielstandardabweichung (zur 5 97
Information) !
Untere Grenze des Zielbereichs 61,7
Obere Grenze des Zielbereichs 86,5
Quotient S*/opt 1,2
Standardunsicherheit U(xpt) 1,94
Quotient U(xpt)/Opt 0,31
Ergebnisse im Zielbereich 17
Prozent im Zielbereich 77%

Anmerkungen zu den Kenndaten:

Die Zielstandardabweichung wurde nach dem Modell nach Horwitz berechnet
(s. 3.6.1). Zusadtzlich wurde zur Information die Zielstandardabweichung
nach ASU §64 L 00.00-134 angegeben (s. 3.6.2).

Die Verteilung der Ergebnisse zeigte eine normale Variabilitdt. Der Quo-
tient S*/opt lag unter 2,0. Die robuste Standardabweichung liegt im Be-
reich von vorangegangenen LVUs (vgl. 3.6.3). Die Vergleichbarkeit der Er-
gebnisse ist gegeben.

Wiederhol- und Vergleichsstandardabweichung liegen im Bereich von eta-
blierten Werten fir die eingesetzten Bestimmungsmethoden (vgl. 3.6.2).

Der Quotient U(xpt)/oOpt liegt mit 0,31 nur geringfigig tber 0,3 und ist
aufgrund der anderen Kenndaten und der Verwendung unterschiedlicher Be-
stimmungsmethoden akzeptabel.

77% der Ergebnisse lagen im Zielbereich.
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Ergebnisse / Results

120
B Cumarin/
100 Coumarin
mg/k
80 [mg/kg]
Obergrenze
60 upper limit
robuster
40 Mittelwert
robust mean
20 Untergrenze
0. lower limit

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Auswertenummer / evaluation number

Abb. / Fig. 1: Ergebnisse Cumarin / Results Coumarin

Kernel Density Plot
Fixed h: 4.65

0,06

0,05

0,04
Abb. / Fig. 2:

0,03 Kerndichte-Schatzung der Ergebnisse
(mit h = 0,75 x Opt von Xpt)

0,02
Kernel density plot of results

001 (with h = 0,75 x opt of Xpt)

0 T

0 20 40 60 80 100 120 140

Anmerkung:

Die Kerndichte-Schatzung zeigt eine anndhernd symmetrische Verteilung der
Ergebnisse mit zwei kleinen Nebenpeaks, die auf die zwei Ausreilerergeb-
nisse zuriickgehen. Zudem ist eine leichte Schulter zu sehen, die auf zwei
Teilnehmerergebnisse oberhalb des Zielbereiches zurickzufiihren ist.
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Ergebnisse der Teilnehmer:

Results of Participants:

Auswerte- Cumaripl Abweichung z-Score | z-Score Hinweis
nummer Coumarin [mglkg]
Evaluation [mg/kg] Deviation (opt) (Info) Remark
number [mg/kg]
1 76,0 1,91 0,31 0,32
2 70,2 -3,89 -0, 63 -0, 65
3 66,8 * -7,29 -1,2 -1,2
4 47,0 -27,1 -4,4 -4,5 Ausreisser / Outlier
5 74,5 0,407 0,07 0,07
6 70,4 -3,72 -0, 60 -0,62
7 74,3 0,227 0,04 0,04
8 83,7 9,61 1,5 1,6
9 88,3 14,2 2,3 2,4
10 74,2 0,107 0,02 0,02
11 95,9 21,8 3,5 3,7
12 74,6 0,507 0,08 0,09
13 69,1 -5,01 -0,81 -0,84
14 116 41,6 6,7 7,0 Ausreisser / Outlier
15 74,3 0,207 0,03 0,03
16 70,3 -3,79 -0,61 -0,064
17 70,6 -3,49 -0,56 -0,59
18 70,4 -3,73 -0, 60 -0, 63
19 76,0 1,86 0,30 0,31
20 78,9 4,76 0,77 0,80
21 74,5 0,407 0,07 0,07
22 60,4 -13,7 -2,2 -2,3

* Mittelwert von DLA berechnet
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z-Scores

4 3 2 18 17 15 5 12 1 8 11
22 13 16 6 10 7 21 19 20 9 14
Auswertenummer / evaluation number

Abb. / Fig. 3: Z-Scores Cumarin / Coumarin

Nachdruck, auch auszugsweise, nur mit schriftlicher Genehmigung von DLA-Ahrensburg
Seite 20 von 28
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5. Dokumentation
Hinweis: Angaben in englischer Sprache wurden von DLA nach bestem Wissen ins Deutsche ibersetzt (ohne Gewdhr der Richtigkeit).
5.1 Angaben der Teilnehmer
5.1.1 Primdrdaten
Parameter Teilne [Einheit Probe A |Probe B |Datum Ergebnis |Ergebnis|Ergebnis Bestimmun| Inkl. WF | Wiederfin-
hmer DLA Nr. |DLA Nr. (der (Mittel) Probe A |Probe B (gsgrenze dungsrate
Analyse [%]
1 mg/kg 60 84 20.12.17 76 76 75 0,3 nein 101
2 mg/kg 51 93 18.12.18 70,2 70,4 70 1 ja 91,5
3 mg/kg 63 81 28/11 66,8 69,0 2,0 ja 90,5
4 mag/kg 12 132 27.11.17 47 44 49 0,1 nein
5 mag/kg 22 122 16.11.17 74,5 74,6 74,3 2 nein 96
6 mg/kg 21 123 14.12.17 70,37 70,39 70,35 2 nein
7 mg/kg 45 99 20.12.17 74,32 73,8 74,84 6,75 nein
8 mg/kg 37 107 06.12. 83,7 83,96 83,43 0,9 nein 106
9 mg/kg 18 126 07.12. 88,3 88,4 88,1 5 mg/kg nein
10 mg/kg 55 89 20.11.17 74,2 74,5 73,8 0,5 nein
11 mg/kg 54 90 21.11.17 95,9 97,5 94,3 2,5 nein 104
Cumarin/ 12 mg/kg 39 110 04.12.17 74,6 74,6 74,6 2 nein 100
Coumarin 28.11./ i
13 mg/kg 43 101 06.12. 69,08 68,92 69,24 0,6 nein 103
14 mg/kg 10 134 07.12.17 115,7 109,61 | 121,57 1,32 nein 80
15 mg/kg 11 133 01.12.17 74,3 74,4 741 1,04 nein
16 | mgkg | 14 130 | 27.11. 70,3 699 | 707 5 nein nicht
bestimmt
17 mg/kg 106 38 01.12.17 70,6 70,8 70,3 2 nein
18 mg/kg 64 80 22.11.17 70,36 70,17 70,55 2 nein 103,2
19 mg/kg | No. 41 | No. 103 | 20.11.17 75,95 76,2 75,71 1 nein 104
20 mg/kg 53 91 18.12.17 78,85 79,2 78,5 0,2 nein -
21 mg/kg 30 114 09.01.18 74,5 74,6 74,4 5 nein 98,8
22 mg/kg 66 78 09.01.18 60,43 60,36 60,5 2 nein 99
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5.1.2 Analytische Methoden

Teilnehmer [Methodenangabe, wie in Priifbericht / Hinweise zu Probenvorbereitung und Hinweise zur Messmethode Kalibrierung und Wiederfindung wurde |Methode Sonstige Hinweise
Norm / Literatur -aufarbeitung Referenzmaterial mit gleicher Matrix bestimmt |akkreditiert nach
ISO/IEC 17025
Cumarin wird nach einer Homogenisierung der Die Bestimmung von Cumarin in . . )
A : den Probenextrakten erfolgt nach Die Quantifizierung wird . . .
1 Hausmethode Probe und.AufschI'ammen m . flissigkeitschromatographischer nach der Internen-Standard- |[ja ja E!'gebnlsse sind m.d.‘t
Lésungsmittelgemisch c_iurch Ruhren bei T HPLC) mittel Methode durchgefiihrt wiederfindungskorrigiert.
Raumtemperatur extrahiert. rennung ( )ml. €S ethode durenge! .
Massenspektrometrie (MS/MS).
2 Extraktion mit 90% Methanol & HPLC-UV Homogenisieren mit einem Waring Blender N/A Phytolab Ref Std ja ja N/A
3 HPLC-UV Sigma C4261-50g ia nein pitetwert von DLA
erechnet
4 LC-MS/MS, Hausmethode ja
5 HPLC-DAD (§64 L 00.00-134) Extraktion ja ja
6 /ASU L 00.00-134 mod. Extraktion Methanol/Wasser HPLC/DAD externe Kalibrierung nein ja / nein
PRM 0 51.2 0003 03 2015-06; Bestimmun . K .
von Cumarin und Zimtkomponenten mittelsg Extraktion aus der Probenmatrix mit Ethanol, UHPLC_DAD..be' 279.”'.“‘ interner Stant_:lard. 6- .
7 N " Berechnung Uber Kalibriergerade Methylcumarin, z.B. Acros a
RSLC und UV/VIS-Detektion in Backwaren, Carrz-Klarung mit intemem Standard 12657-0050
Lebensmittelvorprodukten und Aromen
8 IASU § 64 LFGB L 00.00-134, modifiziert 20 g Einwaage/100 ml, 1:2 verdinnt HPLC-DAD Zimt ja ja
9 Hausmethode Extraktion MeOH/Wasser HPLC-DAD ja nein ja
10 Hausmethode HPLC nein ia
1 Hausmethode, LC-MS/MS Extraktion, Carrez-Kl&rung HPLC-MS/MS gt‘;&fg”g tberintemen i\ (Starkehaltig) ia
/ASU L 00.00-134; Untersuchung von
Lebensmitteln - Bestimmung von Cumarin in  |Extraktion mit Methanol/Wasser 80/20 v/v fur 30 " . . N
12 zimthaltigen Lebensmitteln %iltels HPLC/DAD |min mit Magnetriihrer HPLC-DAD int. Std. 6-Methylcumarin  ja a
bzw. HPLC-MS/MS
13 §64 LFGB, L 00.00-134 mod, LCMSMS Extraktion mit Methanol/Wasser LCMSMS Matrixkalibrierung ja ja
14 /ASU L00.00-134 (2010-09) ja ja ja
Interer Standard, 4-
15 ASU § 64 LFGB L 00.00-134 Extraktion mit MeOH+Wasser HPLC-DAD Hydroxy-2- ja
Methylacetophenon
16 A5.52.0016 -HPLC/DAD-Aromastoffe Extraktion mit Ethanol, Carrez-Lérung HPLC-DAD Eﬁ:\i’r{; Kalibrierung mit 6 | \e¢ ia
17 Hausmethode HPLC ia
Methode Z1217: 10.0 g Einwaage; Cumarin wird P .
mit 80%igem Methanc?l aus dergProbe extrahiert " Sta_ndar_ds n L0§ungsm|ttel, . N
18 . B o Wellenlange 280 nm Kalibrationsbereich von 2 - |ja a
und nach Verdiinnung mit Wasser mit Hilfe von 140 mglkg
RP-8 UHPLC-UV bestimmt.
Interner Standard
19 Hausmethode Extraktion mit Methanol-water 4-1 HPLC-DAD (Methylcumarin); sigma- ja ja -
aldrich
20 HPLC-MS Extraktion mit 80% Methanol keine Intemne Standard Kalibration |\o;, nein keine
mit Cumarin D4
21 Hausmethode Sigma ja ia
22 Hausmethode Extraktion mit Methanol HPLC-UV externer Standard ja ja
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5.2 Homogenitéat

5.2.1 Homogenitatsuntersuchung der abgefiillten LVU-Proben

Homogenitatspriifung anhand der Bestimmung von Cumarin mittels HPLC-UV:

Wiederholmessungen mg/kg
Proben Nr. 34 64,8
Proben Nr. 44 60,4
Proben Nr. 59 63,5
Proben Nr. 85 58,6
Proben Nr. 100 63,8
Proben Nr. 110 62,8

Aligemeiner Mittelw ert 62,3

Wiederholstandardabw eichung 2,34

3,8%
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5.2.2 Trendlinienfunktion der Teilnehmerergebnisse

Aus der Gegenilberstellung der aufsteigenden Probennummern und den
Messergebnissen der Teilnehmer lasst sich die Homogenitat des
chronologisch abgefiillten LVU-Materials anhand der Trendlinien-Funktion
charakterisieren:

Cumarin
Zielstandardabweichung opt 6,20 mg/ kg
Probennummern 11 - 133
Anzahl der Proben 40
Steigung -0,0055
Trendlinienbereich 74,8 - 74,6 mg/ kg
Abweichung Trendlinie 74,7 + 0,11 mg/ kg
Prozent von opt 1,8 5
Homgenitat / homogeneity
Cumarin / Coumarin

140 —— DLA-Nr. / No.

120 —— Ergebnis / result

100 ~ Linear (Ergebnis / result)

80

60 f(x) = -0,0055x + 74,7935

40

20

0
Abb./Fig. 4:

Trendfunktion Probennummern vs. Ergebnisse
trend line function sample number vs. results
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5.3 Probenanschreiben: Informationen zur Eignungspriifung (EP)

Vor der LVU werden dem Teilnehmern im Proben-Anschreiben folgende
Informationen mitgeteilt:

Informationen zur Eignungspriifung (EP)

EP-Nummer DLA 29-2017
EP-Name Cumarin in Kleingebédck (Kekse)
Probenmatrix* Gewlirzkekse (Spekulatius), gemahlen / Zutaten: Weizenmehl, Zucker,

Probenzahl und
Probenmenge

Lagerungsinformation
Verwendungszweck
Parameter
Untersuchungsmethoden
Hinweise zur Analyse

Palmfett, Karamellzuckersirup, Gewlirze, Backtriebmittel:
Natriumhydrogencarbonat, Salz und Cumarin

2 identische Proben A + B: je 50 g

Proben A + B: gekiihit 2 - 10 °C (dunkel und trocken)
AusschlieBlich fiir Laboruntersuchungen (Qualitédtskontrollproben)
quantitativ: Cumarin

Methode ist freigestellt

Die Untersuchung der Eignungsprifung soll entsprechend einer
labortiblichen Routineanalyse vorgenommen werden.

Generell empfehlen wir vor der Analyse, insbesondere bei kleinen
Analyseneinwaagen, eine reprasentative Probenmenge entsprechend guter
Laborpraxis zu homogenisieren.

Ergebnisangabe Es werden die Einzelergebnisse fiir Probe A und B sowie der Mittelwert als
Endergebnis, berechnet aus der Doppelbestimmung (Probe A und B), in die
Ergebnisabgabe-Datei eingetragen. Die Wiederfindung, wenn durchgefiihrt,
ist in die Rechnung mit einzubeziehen.
Einheiten mg/kg
Anzahl von Mindestens 2
signifikanten Stellen
Weitere Angaben: Zur Information ist anzugeben:
- Datum der Analyse
- DLA-Nr. der Probe A und B
- Bestimmungsgrenze
- Angabe inkl. Wiederfindung
- Wiederfindung wurde mit gleicher Matrix bestimmt.
- Methode ist akkreditiert
Ergebnisabgabe Die Ergebnisabgabe-Datei wird per eMail iibermittelt an:
pt@dla-lvu.de
Abgabetermin Spitestens 12. Januar 2018
Auswertebericht Der Auswertebericht wird voraussichtlich 6 Wochen nach Abgabetermin der
Ergebnisse fertiggestellt und per eMail als PDF-Datei zugesandit.
Koordinator und Dr. Matthias Besler
Ansprechpartner der EP

* Die Kontrolle der Mischungshomogentitét wird von DLA durchgefiihrt. Die Priifung der Gehalte, Homogenitdt und Stabilitét von EP-
Parametern wird von DLA im Unterauftrag vergeben.
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6. Verzeichnis der Teilnehmer in alphabetischer
Reihenfolge

Land / Country

Teilnehmer / Participant Ort / Town

Deutschland

[Die Adressdaten der Teilnehmer wurden flr die allgemeine Verdffentlichung des Auswerte-

Berichts nicht angegeben. ]

[The address data of the participants were deleted for publication of the evaluation

report.]
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Priif- und Kalibrierlaboratorien / General requirements for the competence
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DIN EN ISO/IEC 17043:2010; Konformitdtsbewertung - Allgemeine Anforderun-
gen an Eignungspriifungen / Conformity assessment - General requirements
for proficiency testing

ISO 13528:2015 & DIN ISO 13528:2009; Statistische Verfahren fir Eignungs-
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testing by interlaboratory comparisons

ASU §64 LFGB: Planung und statistische Auswertung von Ringversuchen zur
Methodenvalidierung / DIN ISO 5725 series part 1, 2 and 6 Accuracy (truen-
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rechts sowie der Bestimmungen iber Tiergesundheit und Tierschutz / Regula-
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Horwitz; Analytical Chemistry, 54, 67-76 (1982)

The International Harmonised Protocol for the Proficiency Testing of Anan-
lytical Laboratories ; J.AOAC Int., 76(4), 926 — 940 (1993)

A Horwitz-like funktion describes precision in proficiency test; M. Thomp-
son, P.J. Lowthian; Analyst, 120, 271-272 (1995)

Protocol for the design, conduct and interpretation of method performance
studies; W. Horwitz; Pure & Applied Chemistry, 67, 331-343 (1995)

.Recent trends in inter-laboratory precision at ppb and sub-ppb concentra-

tions in relation to fitness for purpose criteria in proficiency testing;
M. Thompson; Analyst, 125, 385-386 (2000)

The International Harmonised Protocol for the Proficiency Testing of Ana-
lytical Chemistry Laboratories; Pure Appl Chem, 78, 145 - 196 (2006)

.AMC Kernel Density - Representing data distributions with kernel density

estimates, amc technical brief, Editor M Thompson, Analytical Methods Com-
mittee, AMCTB No 4, Revised March 2006 and Excel Add-in Kernel.xla 1.0e by
Royal Society of Chemistry

.EURACHEM/CITAC Leitfaden, Ermittlung der Messunsicherheit bei analytischen

Messungen (2003); Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement (1999)
GMP+ Feed Certification scheme, Module: Feed Safety Assurance, chapter 5.7
Checking procedure for the process accuracy of compound feed with micro
tracers in GMP+ BA2 Control of residues, Version: 1st of January 2015 GMP+
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Februar 2018 DIA 29/2017 - Cumarin in Kleingeback (Kekse)

DLA 29/2017 - Cumarin in Kleingebidck (Kekse)

22 von 23 Teilnehmern haben fristgerecht Ergebnisse eingereicht. Ein
Teilnehmer hat keine Ergebnisse abgegeben. Die Auswertung von Cumarin in
Kleingeback erfolgte mit der Zielstandardabweichung des allgemeinen Mo-
dells nach Horwitz. Es lagen 77% der Ergebnisse der Teilnehmer im Ziel-
bereich. Weitere Details sind dem Auswertebericht zu entnehmen.

6 Teilnehmer hatten ihren Sitz im Europdischen Ausland

(Tschechien, Zy-
pern, Schweiz, Irland, Luxemburg, Frankreich).




