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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

Zur Untersuchung wurden zwei unterschiedliche LVU-Proben fiir den Nachweis
von Persipan (Aprikosenkerne) im Bereich wvon bis ca. 1% in der Matrix
Marzipan zur Verfigung gestellt.

Die Grundzusammensetzung, eine handelsiibliche Marzipan-Rohmasse, war fir
beide Proben A und B gleich (s. Tabelle 1). Nach Homogenisieren der
Grundmischung wurde die dotierte Probe B folgendermaBen hergestellt:

Das Dotierungsmaterial, eine handelsibliche Persipan—-Rohmasse, sowie
Lactose zur Bestimmung der Mischungshomogenitat wurden zu einem Aliquot der
Grundmatrix gegeben und die Mischung homogenisiert.

AnschlieBend wurde portionsweise erneut Grundmatrix in weiteren Schritten
zugegeben und homogenisiert bis die Gesamtmenge erreicht war.

Die Zusammensetzung der Proben ist Tabelle 1 zu entnehmen. Der berechnete
relative Gehalt des Parameters Aprikosenkerne pro Summe von Mandel- und
Aprikosenkernanteil ist in Tabelle 2 angegeben.

Die Proben wurden nach dem Homogenisieren zu Portionen wvon ca. 25 g in
metallisierte PET-Folienbeutel abgeftullt.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der DLA-Proben

Zutaten Probe A Probe B
Marzipan-Rohmasse 100 g/100 g 98,6 g/100 g
Zutaten:

Mandeln gemahlen (60%), Zucker, Wasser,
Feuchthaltemittel: Invertase
Nahrwertangaben pro 100 g:

Eiweil 12 g, Kohlenhydrate 38 g, Fett 29 g

Persipan-Rohmasse - 0,95 g/100 g
Zutaten:
Aprikosenkerne (47,5%), Zucker, Wasser, In-
vertzuckersirup, Alkohol, Kartoffelstarke,
Feuchthaltemittel: Invertase
Nahrwertangaben pro 100 g:
Eiweil 12 g, Kohlenhydrate 42 g, Fett 25 g

Lactose - 0,45 g/100 g

Tabelle 2: Aus den Angaben der Hersteller (deklarierte Gehalte) ergibt
sich folgender relativer Aprikosenkern-Gehalt* in Probe B

Parameter Gehalt in Probe B

Aprikosenkerne 0,75 %

*Aprikosenkerne / Summe Mandeln und Aprikosenkerne (w/w)

Hinweis: Die metrologische Rickfiihrung 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 5 fach Bestimmung von Lactose mittels HPLC-RI iUberprift. Die Wieder-
holstandardabweichung liegt mit 4,4 % im oberen Bereich relativer Wieder-
holstandardabweichungen der amtlichen Methode [ASU §64 L 00.00-59]. Die
Ergebnisse der Homogenitatsuntersuchung sind in der Dokumentation angege-
ben.

Die Berechnung der Wiederholstandardabweichung S, der Doppelbestimmungen
der Teilnehmer konnte nicht als Homogenitatskriterium fir diese LVU her-
angezogen werden, weil jeweils nur ein Ergebnis pro Teilnehmer abgefragt
wurde.

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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2.2 Probenversand und Informationen zur Untersuchung

An jeden Teilnehmer wurden in der 44. Kalenderwoche 2016 je eine Portion
der Untersuchungsmaterialien A und B verschickt. Die Untersuchungsverfah-
ren wurden freigestellt. Die Untersuchungen waren durchzufiihren bis spa-
testens 16. Dezember 2016.

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

Bei den beiden Mustern handelt es sich um zwel verschiedene Proben einer
Marzipanrohmasse (mit Mandeln) mit einem mdglichen Anteil von Persipan-
rohmasse (mit Aprikosenkernen) von bis zu 1%. Es kann jede geeignete Me-
thode zur Bestimmung eingesetzt werden (z.B. ELISA und PCR). Die Auswer-
tung erfolgt qualitativ und quantitativ.

Generell empfehlen wir vor der Analyse, insbesondere bei kleinen Analy-
seneinwaagen, elne reprdsentative Probenmenge entsprechend guter Labor-
praxis zu homogenisieren.

2.3 Ergebnisibermittlung

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

Zur Auswertung kamen einerseits die Ergebnisse als positiv/negativ Anga-
ben und andererseits angegebene relative Gehalte an Aprikosen (kernen) pro
Mandel-Anteil.

Im Zuge der Auswertung wird ggf. bei einigen Teilnehmern die Art der An-
gabe der quantitativen Ergebnisse von DLA durch Nachfragen per eMail ab-
gesichert.

Abgefragt und dokumentiert wurden die o.g. Ergebnisse sowie Angaben =zu
den Testmethoden wie Spezifitdten, Bestimmungsgrenzen, Testkit-Hersteller
und Stichpunkte zur Durchfihrung der Methoden.

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.

Alle 10 Teilnehmer haben fristgerecht Ergebnisse abgegeben.
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3. Auswertung

Verschiedene ELISA- und PCR-Methoden zur Bestimmung bestimmter Parameter
wie allergene Lebensmittel, Tierarten oder wie in der vorliegenden LVU
Aprikosenkerne 1in Lebensmitteln kénnen verschiedene Antikorper- Dbzw.
Ziel-DNA-Spezifitdten aufweisen, mit unterschiedlichem Referenzmaterial
kalibriert worden sein und sich unterschiedlicher Extraktionsverfahren
bedienen. Die verschiedenen Methoden konnen daher zu einer unterschiedli-
chen Bewertung des Gehalts eines Analyten fihren [23, 24, 25, 26].
Dariiber hinaus kénnen Matrix- und/oder Prozessierung die Nachweisbarkeit
sowohl mittels ELISA- als auch mittels PCR-Verfahren stark beeinflussen.
Aus diesem Grund werden die Ergebnisse, wenn moglich in der Auswertung
verschiedenen Bezugswerten gegeniilbergestellt.

Dadurch soll jedes einzelne Ergebnis im Vergleich mit dem Mittelwert al-
ler eingesandten Ergebnisse und/oder im Vergleich mit dem Mittelwert der
Ergebnisse derselben Methode bewertet werden kdénnen. Zum Vergleich mit
der rechnerisch zugesetzten Menge wurde das Zusatzniveau in den graphi-
schen Darstellungen der Ergebnisse mit angegeben.

In der vorliegenden LVU lagen leider zu wenig quantitative Ergebnisse fur
eine statistische Bewertung vor.

Die Ergebnisse wurden qualitativ anhand des Prozentsatzes positiver bzw.
negativer Ergebnisse bewertet. Sofern 2 75 % positive oder negative Er-
gebnisse vorlagen, wurde flir die betreffende Probe ein Konsens-Ergebnis
(positiv oder negativ) festgestellt.

Fiir quantitative Ergebnisse der dotierten Probe wurden anhand der bekann-
ten Zusammensetzung Wiederfindungsraten berechnet und zur Information an-
gegeben. Hierbei erfolgte keine statistische Auswertung. Die angegebenen
Wiederfindungsraten dienen ausschlieRlich einer Einschétzung von Matrix-
und/oder Prozessierungseinfliissen.

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 gemal Anhang C
der ISO 13528 [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 Prifung der Verteilung u.a. an-
hand der Kern-Dichte-Schatzung [3, 12].

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

Die statistische Auswertung erfolgt fir alle Parameter, fir die mindes-
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tens 7 Werte vorliegen.

Die tatsadchlichen 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 flir die statistische Auswertung nicht beriicksichtigt [3].

3.2 Robuste Standardabweichung

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

3.3 Ausschluss von Ergebnissen und AusreiBer

Ergebnisse konnen vorab von der statistischen Auswertung ausgeschlossen
werden, wenn offensichtliche grobe Fehler, wie z. B. falsche Einheiten,
Dezimalstellen oder Angaben fiir einen falschen Prifgegenstand 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 (gliltige
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 Variabilitdt 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-Schatzung [3, 12].

Auf AusreiBer wird mittels robuster Statistik gepriift: 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 AusreiBer nicht ausgeschlossen, sofern keine anderen Grinde
vorliegen [3].
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3.4 Zielstandardabweichung (fur die Eignungsbeurteilung)

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

In der vorliegenden LVU wurde die Zielstandardabweichung nach 3.4.3 Werte
aus Erkenntnissen ermittelt.

3.4.1 Allgemeines Modell nach Horwitz

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

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

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

mit ¢ = Massenanteil des Analyten (als relative GrdéBe, z.B. 1 mg/kg 1 ppm = 10°° kg/kg)
Die Zielstandardabweichung nach Horwitz wird z.Z. in der Praxis von ELI-
SA- und PCR-Verfahren mit Messwerten im mg/kg Bereich nur in Ausnahmefal-
len erreicht.

3.4.2 Auswertung eines Versuchs zur Prdzision

Aus der Vergleichstandardabweichung orx 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]:

Gpt::JGE——GE(mfl/nﬂ

Die in Tabelle 3a (ELISA) und Tabelle 3b (PCR) angegebenen relativen Wie-
derholstandardabweichungen (RSD,) und relativen Vergleichsstandabweichun-
gen (RSDg) wurden in Ringversuchen mittels der angegebenen Methoden er-
mittelt. Die resultierenden Zielstandardabweichungen opt wurden fir eine
Anzahl von m = 2 Wiederholmessungen berechnet. Bei einer Anzahl von m = 1
ist die Vergleichsstandardabweichung o gleich der Zielstandardabweichung
Opt.
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Tabelle 3a: ELISA-Methoden - Relative Wiederholstandardabweichungen
(RSD,) und relative Vergleichsstandabweichungen (RSDz) gemal ausgewdhlter
Auswertungen von Versuchen zur Prazision und die resultierende
Zielstandardabweichung opt [27-29]

Parameter Matrix Mittel- Wieder- rob RSD, RSDy opt Methode /
werte findung RSD, Literatur
[mg/kg]
Soja Brihwurst 0,36 - 81 - - 6,8~ 14- - ASU 06.00-56
4,07% 144% 13% 28%
Erdnuss Vollmilch- 173,7 87 % = 8,8% 31% |30,4% ELISA Herst. A
schokolade 33,8 85 % = 5,2% 20% 19,7% ASU 00.00-69
5,9 59 % = 7,8% 31% |30,5%
Erdnuss Vollmilch- 215,7 108 % = 5,9% 32% | 31,7% ELISA Herst. B
schokolade 40,1 100 % = 7,2% 14% 13,0% ASU 00.00-69
10,1 101 % = 7,3% 16% |15,1%
Erdnuss Feinherb- 148,2 74 % = 6,0% 22% 21,6% ELISA Herst. A
schokolade 30,9 77 % = 13% 25% 23,2% ASU 00.00-69
5,7 57 % = 6,1% 33% |132,7%
Haselnuss Feinherb- 16,3 81 % - 4,7% 12% ' 11,5% ELISA Herst. A
schokolade 7,56 76 % - 8,9% 15% | 13,6% ASU 44.00-7
3,73 75 % - 13% 24% 22,2%
1,62 81 % - 15% 33% | 31,2%
Haselnuss Feinherb- 21,3 106 % - 7,1% 14% ' 13,1% ELISA Herst. B
schokolade 10,7 107 % - 11% 19% | 17,3% ASU 44.00-7
4,69 94 % - 11% 17% | 15,1%
2,37 119 % - 9,3% 17% | 16,4%

Aus den Prazisionsdaten der ASU §64 Methoden ergeben sich abhangig wvon
Matrix bzw. Prozessierung und Konzentrationsbereich relative Zielstan-
dardabweichungen im Bereich von 11 - 32% fir die ELISA-Methoden und 15 -
43% fir die PCR-Methoden (s. Tab. 3a und 3b).

Fir die Bestimmung von Aprikosenkernen in Lebensmitteln liegen uns z.Zt.
keine genormten Methoden vor.

Es wurden wenige Methoden zur Bestimmung von Persipan-Anteilen (Apriko-
senkerne) in Marzipan verOffentlicht.

U.a. haben Weber und Hauser (2007) ein semi-quantitatives real-time-PCR-
Verfahren zur prozentualen Bestimmung von Aprikosen-DNA bezogen auf den
Gesamt-DNA-Anteil in Marzipan mit einer Nachweisgrenze von 0,1% beschrie-
ben [35].

Mittels einer methodischen Variante der PCR, der ,ligation-dependant pro-
be amplification™ (LPA), wurde von Luber et al. (2012) eine Methode zum
Nachweis von Persipan in Marzipan mit einer Nachweisgrenze wvon 0,1% und
einer Bestimmungsgrenze von 0,5% verdffentlicht. Die relativen Wiederhol-
standardabweichungen lagen bei 9,7% bzw. 18,4% bei Gehalten von 0,87%
bzw. 4,16% Persipan in Marzipan [36].

Bestimmungsmethoden anhand des Tocopherolmusters erlauben i.d.R. nur den
Nachweis von etwa 10% Persipan in Marzipan [35].
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Tabelle 3b: PCR-Methoden - Relative Wiederholstandardabweichungen (RSD,)
und relative Vergleichsstandabweichungen (RSDg) gemal ausgewahlter
Auswertungen von Versuchen zur Prazision und die resultierende
Zielstandardabweichung opt [30-34]

Parameter Matrix Mittel- Wieder- rob RSD, RSDy opt |Methode /
werte findung RSD, Literatur
[mg/kg]
Mandel Reiskekse 105,2 105 % - 19,3% 27,5% 23,9% rt-PCR
18,0 90 % 44,0%49,1% 38,0% ASU 18.00-20
10,5 105 % 32,0%/38,8% 31,5%
Mandel Weizenkekse 114,3 94,6 % - 22,1%141,8% 38,8% rt-PCR
SoBenpulver 88,1 88,1 % 43,9%143,1% - % ASU 18.00-20
Mandel Reiskekse 109 109 % - 17,6% 32,8% 30,3% rt-PCR
21,3 107 % 35,8% 45,0% 37,2% ASU 18.00-22
12,3 121 % 32,0%147,8% 42,1%
Mandel Weizenkekse 120,7 98,2 % - 15,7% 32,5% 30,5% rt-PCR
SoBenpulver 112 94,1 % 36,2% 42,8% 34,3% ASU 18.00-22
Soja Weizenmehl 107 107 % 63 % = 31 % = rt-PCR
Maismehl 145 145 % 34 % = 24 % = ASU 16.01-9
Sojamehl Brihwurst 114,1 114 % = 14,7%122,2% 19,6%  rt-PCR
(100°c, 60 64,4 161 % 27,7%141,4% 36,5% ASU 08.00-65
min)
Sojamehl Wurst, 33,1 33,1 % = 21,5% 30,8 26,8% rt-PCR
autoklaviert ASU 08.00-65
Sojamehl Brihwurst 82,0 82 % = 17,3%|124,1% 20,8% | rt-PCR
(100°C, 60 39,6 99 % 22,9%/31,8% 27,4% ASU 08.00-59
i) 19,6 98 % 22,9% 24,0% 17,7%
9,3 93 % 31,1%30,2% =
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3.4.3 Werte aus Erkenntnissen

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

Anforderungen an die Leistungsfahigkeit der Analysenmethoden zur quanti-
tativen Bestimmung von Allergenen in Lebensmitteln sind u.a. vom Ministry
of Health and Welfare (MHLW) in Japan [20], von der Arbeitsgruppe 12
,Lebensmittelallergene" des Technischen Komitees CEN/TC 275 [17-19], wvon
einer internationalen "Food Allergen Working Group" unter der Leitung der
AOAC Presidential Task Force on Food Allergens [21] und vom Codex Alimen-
tarius Commitee (CAC/GL 74-2010) [16] erarbeitet worden.

Die hier relevanten ELISA- bzw. PCR-Validierungskriterien der Gremien
sind in den Tabellen 4 und 5 angegeben.

Tabelle 4: ELISA-Validierungskriterien

Literatur Wiederfindungsrate Wiederholstandard- Vergleichsstandard-

[16-22] abweichung abweichung

MHLW 2006 50 - 150% < 25%

CEN 2009 < 20%

AOAC 2010 50 - 150% 6,9 - 34,4% @ 19,5 - 57,2% @
CAC 2010 70 - 120% < 25% < 35%

(a) = Beispiel aus hypothetischem Ringversuch im Konzentrationsbereich von 0,5 - 5 mg/kg

Tabelle 5: PCR-Validierungskriterien

Literatur Wiederfindungsrate Wiederholstandard- Vergleichsstandard-

[16] abweichung abweichung
CAC 2010 + 25% & < 25% < 35%
(a) = Trueness / Richtigkeit

Aufgrund der derzeitigen Leistungsfahigkeiten von ELISA- bzw. PCR-Metho-
den zur quantitativen Bestimmung von Allergenen in Lebensmitteln, die
sich aus den Préazisionsdaten von Versuchen und aus den o.g. Validierungs-
anforderungen ableiten lassen, legen wir fir die relative Zielstandardab-
weichung opt einen Wert von 25% fest.

Diese Zielstandardabweichung wurde zur statistischen Bewertung der Ergeb-
nisse mittels z-Score bzw. falls erforderlich mittels z'-Score herangezo-
gen und auf alle unter 3.1 angegebenen Bezugswerte angewandt.
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3.5 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 (xi) des betreffenden Teilnehmers vom zugewiesenen
Wert (Xpt) abweicht [3].

Die Berechnung erfolgt nach:

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

3.5.1 Warn—- und Eingriffssignale

Gemal der ISO 13528 fir statistische Verfahren fir 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
,EBEingriffssignal™ oder aber ,Warnsignale™ bei zwei aufeinander folgenden
LVU-Runden sind als Beleg dafiir 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 Pré&zision sowie Einsatz von Referenzma-
terial durchgefihrt 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

gemal ISO 13528 nur Glultigkeit sofern 2 10 Ergebnisse vorliegen [3].
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3.6 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. 3.8). 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 (Uxpe)) aus [3].

Die Berechnung erfolgt nach:

z! = 0
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 erfillt, wenn
-2 < z" <2

Zu Warn- und Eingriffssignalen siehe 3.5.1.

3.7 Quotient S*/opt

In Anlehnung an den HorRat-Wert kann die Bewertung einer Laborvergleichs-
untersuchung als aussagekraftig gelten, wenn der Quotient wvon robuster
Standardabweichung S* und Zielstandardabweichung opt nicht ilber 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 hdéher ist als fir die angewandte
Methode geschatzt wurde. Somit ist eine Vergleichbarkeit der Messergeb-
nisse nicht gewdhrleistet [3].

3.8 Standardunsicherheit des zugewiesenen Werts

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 fiir die vorliegende LVU wie folgt berechnet [3]:

S*

p

Ist Uwxpr) £ 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

ULX ) = 1,25 X
ot
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gering fiir die Standardunsicherheit des zugewiesenen Wertes gewadhlt wur-
de. Der Quotient U(xpt)/0pt ist in den Kenndaten angegeben.

3.9 Graphische Darstellung der Bezugswerte

Die Bezugswerte (zugewiesene Werte und Zusatzniveau) werden als farbige
Linien in den Abbildungen der Ergebnisse dargestellt. Dies ermoglicht
einen optischen Vergleich der Einzelergebnisse mit den verschiedenen
Bezugswerten flir das Zusatzniveau eines Analyten einerseits und die
robusten Mittelwerte Uber alle Methoden Dbzw. iber Einzelmethoden
andererseits.

3.10 Wiederfindungsraten: Dotierung

Fir die Ergebnisse dotierten Probe werden Wiederfindungsraten in Bezug
auf die zugesetzten Anteile (Zusatzniveau) berechnet. Die Bezugswerte
ergeben sich aus den unter 2.1 Untersuchungsmaterial in Tabelle 1
angegebenen Gehalten. Als Akzeptanzbereich AB fiir die Bewertung der
Teilnehmerergebnisse wird der von der AOAC vorgeschlagene Bereich von 50
- 150% fur die Wiederfindungsraten von Allergen-ELISAs herangezogen [21].
Fiir quantitative PCR-Bestimmungen wird ebenfalls dieser Akzeptanzbereich
herangezogen.
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4. Ergebnisse

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

Im Ergebnisteil werden alle quantitativen Teilnehmerergebnisse auf 3 si-
gnifikante Stellen (gliltige Ziffern) formatiert dargestellt. Im Dokumen-
tationsteil sind die Ergebnisse so angegeben wie sie von den Teilnehmern
Ubermittelt wurden.

Qualitativ werden die Ergebnisse anhand des Prozentsatzes positiver bzw.
negativer Ergebnisse bewertet. Sofern =2 75 % positive oder negative
Ergebnisse vorlagen, wurde fir die betreffende Probe ein Konsens-Ergebnis
(positiv oder negativ) festgestellt. Fir jeden Teilnehmer wird in Bezug
auf die Konsens-Ergebnisse eine qualitative Bewertung vorgenommen. Hier

wurde die Ubereinstimmung mit den Konsens-Werten in Prozent angegeben.

Gegebenenfalls werden anschlieBend die Ergebnisse aller Methoden und von
Einzelmethoden mit mindestens 7 quantitativen Ergebnissen statistisch
ausgewertet.
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In den Fallen, in denen eine statistische Auswertung der quantitativen
Messergebnisse durchgefithrt wurde, werden die Ergebnisse tabellarisch
folgendermaBen aufgefihrt:

Auswerte- | Ergebnis Ergebnis z-Score z-Score Methode Hinweis
nummer Xpta L Xpty;

pos/neg [mg/kg]

Die Kenndaten der Jjeweiligen Vergleichsuntersuchung werden aufgefihrt,
falls wenigstens 50% positive Ergebnisangaben und mindestens 5
quantitative Messergebnisse vorliegen:

Kenndaten Alle Ergebnisse Methode i
[mg/kg] [mg/kg]
Zugewlesener Wert (Xpt) Xptarr Xotuzmaon 1

Anzahl der Messergebnisse

Anzahl der AusreilBer
Median

Robuster Mittelwert (Xpt)

Robuste Standardabweichung (S¥*)

Zielkenndaten:

Zielstandardabweichung opt

untere Grenze des Zielbereichs
(Xpt — 20pt)

obere Grenze des Zielbereichs
(Xpt + 20pt)

Quotient S*/opt
Standardunsicherheit U(xpt)

Quotient U(xpt)/Opt

Ergebnisse im Zielbereich

Prozent im Zielbereich

Im Anschluss erfolgt die Darstellung der Wiederfindungsraten fir die
Ergebnisse der dotierten Probe. Die Anzahl der Ergebnisse im
Akzeptanzbereich von 50-150% wird aufsummiert.
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4.1 Vergleichsuntersuchung Persipan

Qualitative Auswertung der Ergebnisse: Proben A und B

Auswerte- | Probe A | Probe A | Probe B | Probe B | Qualitative Methode Hinweis
nummer Bewertung
pos/neg [%] pos/neg [%] L;:fﬁr:;ﬂ:;’:&?
1 negativ <01 positiv 0,84 2/2 (100%) PCR
2 negativ <0,50 positiv 0,72 2/2 (100%) PCR
3 negativ - positiv 1,0 2/2 (100%) PCR
4 negativ positiv <15 2/2 (100%) PCR
5 positiv 0,30 positiv 2,20 1/2 (50%) PCR
6 negativ <10 negativ <10 - HPLC
7 negativ 0 positiv <1 2/2 (100%) PCR
8 positiv positiv 1/2 (50%) PCR Probe A: schw ach positiv
9 negativ - positiv - 2/2 (100%) PCR
10 negativ negativ - HPLC
Probe A Probe B
Anzahl positiv 2 8
Anzahl negativ 8 2
Prozent positiv 20 80
Prozent negativ 80 20
Konsenswert negativ positiv
Anmerkung:

Die Konsenswerte stehen in qualitativer Ubereinstimmung mit der Dotie-
rung von Probe B.

Fiir die PCR-Methoden liegen die Konsenswerte ,negativ"“ (Probe A) und
,positiv"“ (Probe B) bei 75% bzw. 100%. Es wurden zwel positive Ergebnis-
se mittels PCR fiir Probe A erhalten. Dabei wurde ein Ergebnis als
,Schwach positiv"“ und das andere mit 0,30% angegeben. Es kann nicht aus-
geschlossen werden, dass Probe A geringe Gehalte an Aprikosenkernen 1im
Bereich der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der PCR-Methoden enthidlt.
Die Ergebnisse der HPLC-Methoden wurden aufgrund der hohen Nachweis-
bzw. Bestimmungsgrenzen nicht bewertet.

Quantitative Auswertung der Ergebnisse: Probe B

Anmerkung:
Eine quantitative Auswertung wurde aufgrund der geringen Anzahl von Er-
gebnissen nicht vorgenommen.
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Probe B: Ergebnisse / Sample B: Results
4,0
3,5
"1 Sample B

3,0

25 - ~——— Spike

2,0

2

1,5 —&— PCR

1,0

05 @ HPLC

QO{llili-.t-.-.--.-.I-.ﬁ.rIII-IIII-I-'ﬁ.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Auswertenummer / Evaluation number
Abb./Fig. 1: Ergebnisse Persipan in Marzipan (als Prozent Aprikosen-
kern-DNA pro Summe Aprikosenkern-DNA und Mandel-DNA) Probe B
griine Linie = Zusatzniveau

runde Symbole = Zuordnung der Methoden (s. Legende)

Nachdruck, auch auszugsweise, nur mit schriftlicher Genehmigung von DLA-Ahrensburg

Seite 20 von 27
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Wiederfindungsraten fiir Persipan (Aprikosenkerne): Probe B

Anmerkung:

* Wiederfindungsrate 100% Bezugsgrofe: Persipan, s. Seite 5

Auswerte- | Persipan | Wiederfin- Methode Hinweis
nummer dungsrate*

[%] [%]

1 0,84 112 PCR

2 0,72 96 PCR

3 1,0 133 PCR

4 <15 PCR

5 2,20 293 PCR

6 <10 HPLC

7 <1 PCR

8 PCR

9 - PCR

10 HPLC

AB** 50-150 %

Anzahl im AB 3
Prozent im AB 75

** Akzeptanzbereich der AOAC fr Allergen-ELISAs

3 von 4 Teilnehmern haben in Probe B filir die Bestimmung des Persipan—-An-
teils in Marzipan mittels PCR-Methode eine Wiederfindungsrate im Bereich

der AOAC-Anforderung von 50-150%

erhalten.

Die quantitativen Ergebnisse

sind als relativer Gehalt an Aprikosen-DNA zu Geamt-DNA aus Mandel und
Aprikosenkern angegeben.
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5. Dokumentation

5.1 Angaben der Teilnehmer

Hinweis: Angaben in englischer Sprache wurden von DLA nach bestem Wissen ins Deutsche
ilbersetzt (ohne Gewadhr der Richtigkeit).

Meth. |Auswerte- | Datum der Ergebnis Probe A [Ergebnis Probe B [Nachwe Bestim |Quantitatives Ergeb- |Methode
Abk. nummer Analyse isgrenz |mungsg |nis als
Tag/Monat qualitativ % qualitativ % z.B. Lebensmittel / Protein Test-Kit + Anbieter
rel. DNA-Prozent
1/12 uni . .
PCR 1 0 /15/;']2 d - <01 positiv 0,84 0,10 Aprikosenkerne /
Mandelkerne
. . rikose-DNA/Mandel-
PCR 2 09.12.16 negativ <0,50 positiv 0,72 0,20 0,50 Ap DNA -
PCR 3 22.11. negativ - positiv 1,0 Aprikosenkerne SureFast Apricot; Fa.
Congen
) " n.q., < ) ) . )
PCR 4 13.12.16 negativ positiv ’IqS 0,50 1,50 Aprikosenkerne kein kommerzieller Kit
21./29.11.2 . 0,30 + . 2,20 +
PCR 5 ositiv . ositiv . 0,010 0,10 DNA-Aprikose Hausverfahren
o6 | P 010 | P 0,30 A
HPLC 6 21.11.16 - < 10% - < 10% - - Persipan -
PCR 7 29.11.16 negativ 0 positiv <1 <0,1 Aprikosenkern Congen
schwach . . SureFast Apricot
PCR 8 17.11.16 a positiv DNA-Aprikose pricot,
positiv Congen
PCR 9 03.11.16 | negativ - positiv - - - DNA-Aprikose SureFast, Congen
HPLC 10 11.11.16 | negativ negativ - - § 64 LFGB L 00.00-62
21./29.11.2 . 99,70 + " 97,80 +
PCR 5 ositiv ’ ositiv ’ 0,010 0,10 DNA-Mandel Hausverfahren
016 P 010 | P 0,30
Meth. |Auswerte- [Spezifitat Hinweise zur Methode (Extraktion und |Sonstige Hinweise
Abk. nummer Bestimmung)
Antikérper z.B. Extraktionslésung / Zeit / Temperatur
Lipid Transfer Protein | . 3 . ‘Weber und Hauser (2007) Deutsche Lebensmittel-Rundschau
PCR 1 -Gen Mericon Food Kit (Qiagen) 103 Jahrgang, Heft 9, in Kombination mit L.18.00-20:2014-08
PCR 2 _ _ Ergebmsangabe als Aprikosenanteil im Verhaltnis zum
Mandelanteil
PCR 3 entsprechend Test-Kit |DNA-Prap: SureFood PREP Plant kit / Real Time PCR
Extraktion: CTAB-Methode mit DNA-Reinigung Uber
IQIAQuick-Purification System (Qiagen).
Bestimmung mittels Duplex real-time PCR mit
Aprikose: Lipid Transfer- |[Matrixkalibrator (Marzipan/Persipan-Mischung):
PCR 4 Protein | (119 bp); Aprikosen-DNA: Weber W, Hauser W (2007)
Mandel: nsLTP Protein- |Bestimmung von Aprikosenkernbestandteilen in
Sequenz (82 bp) Marzipan und Marzipanvorstufen mittels Realtime PCR.
DLR 103 (9): 416-419.
Mandel-DNA: Réder, M., Vieths, S. and Holzhauser, T.
2011, Analytica Chimica Acta, 2011, 685(1):74-83.
CTAB-Extraktion, Wizard-Aufreinigung, qualitative . . . . . - o
PCR 5 nsLTP RealTime PCR, Quantifizierung mittels ddPCR Quantifizierung: Kopiezahl Mandel + Kopiezahl Aprikose = 100 %
HPLC 6 andere: bitte eingeben! ::/erselfung ggn\ass SLMB 1539.1 / Extraktion Quarlmtatlve Bestimmung mittels HPLC / Resultatangabe in %
estFlussig mittels Extrelut Persipan
PCR 7 CTAB / QlIAquick PCR Purification Kit / RealTime PCR
charakterlstlsgher SureFood Prep Advanced Kit/ Fa.r-biopharm/ Probe A: Nachw eis von Spuren von Aprikosen-DNA; keine
PCR 8 Sequenzabschnittaus Protei -
. oteinase K/ Real Time PCR/ 35 Zyklen Verfalschung
Aprikosen-DNA
F6101 SureFast® Apricot . N .
PCR 9 - Extraktion mit S1052 SureFood® PREP Basic Nachw eisgrenze < 5 DNA-Kopien
nur qualitative Aussage - kein Nachw eis geringer Persipan-
. . Beimischungen méglich; Tocopherolverteilung fir DLA-38-A:
HPLC 10 _I;_?C'f’ hE;rEIttlug%gzl::sccgp:;lgl\)/ertellung (alpha- 94% alpha-Tocopherol, 5% gamma-Tocopherol, (1% beta-
P "9 P Tocopherol), Tocopherolverteilung fir DLA-38-B: 92% alpha-
Tocopherol, 7% gamma-Tocopherol, (1% beta-Tocopherol)
PCR 5 nsLTP




Marz 2017

DIA 38/2016 - Persipan in Marzipan

5.2 Homogenitéat

5.2.1 Mischungshomogenitdt vor der Abfillung

Homogenitatspriifung anhand der Bestimmung von Lactose mittels HPLC-RI
(ASU §64 L 00.00-59):

Lactose

Wiederholmessungen g/100g
1 0,52
2 0,54
3 0,50
4 0,50
5 0,55

Allgemeiner Mittelw ert 0,52

Wiederholstandardabw eichung 0,023

4,37%
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6. Verzeichnis der Teilnehmer in alphabetischer
Reihenfolge

Teilnehmer / Participant Ort / Town Land / Country
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
SCHWEIZ

[Die Adressdaten der Teilnehmer wurden fir 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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Alle 10 Teilnehmer haben fristgerecht Ergebnisse eingereicht. Die Aus-
wertung des Parameters Persipan in Marzipan erfolgte qualitativ anhand
der Konsenswerte fir zweil unterschiedliche Proben von Marzipanrohmasse.
Fir eine quantitative Bewertung lagen =zuwenige Ergebnisse vor. Details
zu den einzelnen Parametern sind dem Auswertebericht zu entnehmen.

1 Teilnehmer hatte seinen Sitz im Europaischen Ausland (Schweiz).



