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1 Einleitung und Fragestellung

Pflanzenschutzmittel sind in der Landwirtschaft weit verbreitet und werden zum
Schutz der Pflanze, zur Ertragserhdhung, zur Verbesserung der Qualitat und
zur Verlangerung der Haltbarkeit eingesetzt. Diese Pflanzenschutzmittel, auch
Pestizide genannt, mussen eine umfangreiche Uberprifung durchlaufen, damit
sie von der Regierung fir den legalen Gebrauch freigegeben werden. Sie
werden 6kologischen und toxikologischen Prufungen unterzogen und auf ihre
Wirksamkeit geprift. Die eingesetzten Wirkstoffe und deren Metabolite kbnnen
als Ruckstande in landwirtschaftlichen Produkten auftreten. Angesichts der
enormen Anzahl von Pestiziden in der landwirtschaftlichen Produktion gibt es
eine Notwendigkeit fir eine routinemaRige Pestizid-Uberwachung unter
Verwendung von Methoden mit einem breit gefacherten analytischen Rahmen,
wie das bei der QUEChERS-Multimethode zur Bestimmung von Ruckstanden in

Lebensmitteln der Fall ist.

Im Zuge einer Studie von Anastassiades et al. wurde die QUEChERS-
Extrationsmethode im Jahre 2003 vertffentlicht. Ziel der Studie war es, eine
einfache, schnelle und kostengiinstige Methode, die qualitativ hochwertige
Ergebnisse liefert, zu entwickeln. Diese in vielen Laboratorien angewandte
QUEChERS-Methode steht fiir: Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe Method. In der Ruckstandsanalytik werden zurzeit zwei auf der
Originalmethode basierende Versionen verwendet. Die Versionen weisen
minimale Unterschiede hinsichtlich Probeneinwaage, Chemikalienverhéltnis und
Art der pH-Pufferung auf.

Mit Hilfe von chromatographischen Trennmethoden koénnen die durch die
QUEChERS-Methode aufbereiteten Substanzen effektiv getrennt werden, um
sie danach identifizieren zu konnen. In der Rickstandsanalytik stehen
Vielkomponenten-Analysen im Vordergrund und stellen daher eine besondere

Anforderung an die Trennverfahren dar.



Die am haufigsten verwendeten Analysegerate in der Pestizidanalytik sind die
Gaschromatographie (GC) und die Hochdruckflissigkeitschromatographie
(HPLC), gekoppelt an einen Single-Massenspektrometer (GC-MS, LC-MS) oder
Tandem-Massenspektrometer (GC-MS/MS, LC-MS/MS).

Laboratorien, die bei der Kontrolle von Pestizidrickstanden in Lebens- und
Futtermitteln in der Europaischen Union beteiligt sind, missen gewissen
Anforderungen gerecht werden. Das Dokument N°SANCO/12495/2011 be-
inhaltet Vorschriften fir die Analyse von Pestizidrickstanden in der
Europaischen Union und beschreibt unter anderem die Methodenvalidierung
und die analytische Qualitatskontrolle (AQC). Die Validierung ist eine
Anforderung, die durch bestimmte Methoden im Rahmen der routinemaligen
Analyse unterstitzt werden muss. Sie wird meist nach der Entwicklung einer
neuen Methode oder bei einer Anderung einer bestehenden Methode
durchgefuhrt.

Diese Validierung ist aufgrund einer Erweiterung des Substanzspektrums auf
338 LC-gangige Wirkstoffe und 240 GC-gangige Wirkstoffe erforderlich. Die
Erweiterung soll ermdglichen, eine gréf3ere Bandbreite der zu analysierenden
Pestizidwirkstoffe in Lebensmitteln abzudecken. Dabei stellt sich die Frage, ob
die hier verwendete Methode in der Lage ist, alle Substanzen des erweiterten
Spektrums qualitativ und quantitativ zu bestimmen. Im Rahmen meiner
Masterarbeit mochte ich daher auf diese Fragestellung durch eine
Methodenvalidierung mittels HPLC-MS/MS und GC-MS/MS naher eingehen.



2 Literaturiubersicht

2.1 Pflanzenschutzmittel

Pflanzenschutzmittel sind chemische Verbindungen, die als Hilfsstoffe in der
landwirtschaftlichen Produktion ihre Anwendung finden. Diese Wirkstoffe
werden unter anderem zum Schutz der Pflanze und zur Steigerung des
Ertrages eingesetzt. Pflanzenschutzmittel werden auch als Pestizide, im
Englischen als pesticide, ein Mittel zur Abtotung tierischer Schadlinge,
bezeichnet [Borner, 2009].

Gemald Artikel 2 der EU — Verordnung 1107/2009 sind Pflanzenschutzmittel

dazu bestimmt, einen der nachstehenden Verwendungszwecke zu erfullen:

Pflanzen und Pflanzenerzeugnisse vor Schadlingen zu schitzen oder

ihrer Einwirkung vorzubeugen

e in einer anderen Weise als ein Nahrstoff die Lebensvorgdnge von
Pflanzen zu beeinflussen (z.B. Wachstumsregler)

e Pflanzenerzeugnisse zu konservieren

e unerwilnschte Pflanzen oder Pflanzenteile zu vernichten

e ein unerwinschtes Wachstum von Pflanzen zu hemmen oder einem

solchen Wachstum vorzubeugen [VO (EG) Nr. 1107/2009 des

Europaischen Parlaments und des Rates, 2009].

Pestizide kdnnen aus einem oder mehreren Wirk- und Zusatzstoffen bestehen.
Neben der Wirkstoffeigenschaft sind auflerdem die Formulierung, die
Spritztechnik (Applikationstechnik) und die Wirkstoffaufnahme sowie die
Verteilung des Wirkstoffes von Bedeutung. Die Formulierung ist die
Kombination des Wirkstoffes mit Zusatzstoffen, die fir eine leichtere Praktik,
Aufnahme und Wirksamkeit sorgt. In der Regel werden Pestizide in fester oder

in flissiger Form im Handel angeboten [Hallmann et al., 2009].



Die geringen Konzentrationen an eingesetzten Substanzen, die nach dem
Abbau und der Ausscheidung durch den tierischen und pflanzlichen
Organismus noch bestehen, werden als Rickstande bezeichnet [Ebermann und
Elmadfa, 2011].

2.2 Einteilung der chemischen Pflanzenschutzmittel

Die Einteilung der chemischen Pflanzenschutzmittel hangt von der
Einsatzmoglichkeit, der Zweckbestimmung und der erteilten Anwendungs-
indikation ab. Die wichtigsten Merkmale fir die Klassifizierung sind die
Zielorganismen (Pilze, Unkrauter, Insekten u.a.), die Kulturpflanze, die
Wirkungsart sowie  Anwendungsort, Anwendungszeit, Giftigkeit und
Gefahrenklasse, Ausbringungsform und naturlich chemische Struktur. Die
gebrauchlichste  Gruppeneinteilung erfolgt nach chemischer Gruppen-

zugehdorigkeit und dem Wirkungsspektrum [Hallmann et al., 2009].
Die wichtigsten Gruppen sind:

e Fungizide (gegen Pilze)

e Insektizide (gegen Insekten)

e Herbizide (gegen Unkrauter)

e Akarizide (gegen Spinnen und Milben)
e Rodentizide (gegen Nagetiere)

e Molluskizide (gegen Schnecken)

e Nematizide (gegen Wirmer) [Ebermann und Elmadfa, 2011].

In der Rickstandsanalytik haben die Fungizide, Insektizide und Herbizide einen
wichtigen Stellenwert, denn diese 3 Gruppen stellen den gréf3ten Marktanteil in

der Pflanzenschutzmittelindustrie dar [Hallmann et al., 2009].



2.2.1 Fungizide

Der Anwendungsbereich der Fungizide liegt im Abtoten von Pilzen und
manchmal auch Spinnen. Bei Menschen weisen sie nur eine geringe akute
Toxizitat auf. Als Vorlaufersubstanzen konnen der elementare Schwefel, der
seit etwa 100 Jahren im Weinbau Anwendung fand, und der sehr toxische
Schwefelkohlenstoff, der zur Bekampfung der Reblaus eingesetzt wurde,
bezeichnet werden. Zu den am haufigsten verwendeten Fungiziden werden
unter anderem die Derivate der Dithiocarbamate gezahlt [Ebermann und
Elmadfa, 2011].

Die wichtigsten Fungizid-Gruppen und ihre Wirkstoffe:

e Anorganische und metall-organische Fungizide: Kupferverbindungen,

Schwefelverbindungen, Zinnverbindungen (seit 2001 nicht mehr

zugelassen)

e Organisch-synthetische Fungizide: Dithiocarbamate, Carboxanilide,

Benzimidazole, Dicarboximide, Triazole, Imidazole, Pyrimidine,
Morpholine, Piperazine, Pyridine, Phenylamide, Strobilurine
[Hallmann et al., 2009].

Durch Pilzbefall kdnnen hohe Ernteverluste auftreten, die Hungersnote,
Krankheiten und wirtschaftliche Schwierigkeiten mit sich bringen. Der Einsatz
von Fungiziden wird daher praventiv zur Verhinderung von Ertragsverlusten

eingesetzt [Borner, 2009].

2.2.2 Insektizide

Die Insektizid-Wirkstoffe greifen in die Reizleitung des Nervensystems ein und
wirken daher neurotoxisch auf Insekten. Aufgrund unterschiedlicher

Metabolisierungsraten ist die neurotoxische Wirkung auf den Menschen um ein



Vielfaches geringer als bei Insekten. Dennoch haben diese Wirkstoffe fir den
Menschen eine hohe akute Toxizitdt. Der pflanzliche Organismus ist davon
ausgeschlossen, da er Kkein Nervensystem besitzt. Hinsichtlich ihrer
chemischen Beschaffenheit unterscheidet man drei groRe Gruppen, die Ester
der Phosphorsaure und Thiophosphorséure, die chlorierten Kohlenwasserstoffe
und die Carbaryle. Die letztere Verbindungsgruppe darf durch ihre Bildung von
Kanzerogenen im Korper nicht mehr verwendet werden. Bevorzugte
Anwendung finden die Phosphorsaure- und Thiophosphorséaureester aufgrund
ihrer schnellen biologischen Abbaufahigkeit und ihrer dadurch geringen
Ruckstandsbildung. Die 1994 in Deutschland auf den Markt gebrachten
Neonicotinoide, die gegen beillende und saugende Insekten eingesetzt werden,
zahlen zurzeit weltweit zu den am haufigsten verwendeten Insektiziden
[Ebermann und Elmadfa, 2011] [Hallmann et al., 2009].

Einige Insektizid-Gruppen und ihre Wirkstoffe:

e Chlorierte Kohlenwasserstoffe: DDT (Dichlordiphenyltrichlorethan),

Lindan, Endosulfan

e Phosphororganische Verbindungen (Phosphorsaureester): Parathion-

ethyl (in D nicht mehr zugelassen) Malathion, Demeton-S-methylsulfoxid,
Methamidophos, Dimethoat, Carbamate: Carbofuran, Methiocarb,

Pirimicarb

e Synthetische Pyrethroide: Permethrin, Deltamethrin, lambda-Cyhalothrin,

beta-Cyfluthrin, Esfenvalerate

e Neonicotinoide (Nitroguanidine): Imidacloprid, Thiacloprid und neuere

Wirkstoffe wie Clothianidin und Thiamethoxam

e Insektizide mit neuen Wirkmechanismen: Phenylpyrazole (insbesondere

Fipronil), Avermectine (Abamectin), Pymetrozine



Naturliche Insektizide: Nikotin, Rotenon, Pyrethrin, Spinosad (Mischung

aus Spinosyn A und D)

Insektenwachstumsregulatoren:  Acetylierte  Harnstoffe wie das

Diflubenzuron, Methoxyfenozid, Fenoxycarb und Pyriproxyfen [Hallmann
et al., 2009].

2.2.3 Herbizide

Die Herbizide wirken gegen Unkrauter, da sie eine hemmende Wirkung auf die

Photosynthese, die Atmung und die Fettsauresynthese aufweisen. Generell

gesehen gibt es die selektiv auf bestimmte Unkrauter wirkenden Herbizide und

die Totalherbizide, die formlich zu einer Desinfektion des Erdreichs filhren. Als

Totalherbizide werden Natriumchlorat (in D nicht zugelassen), Calcium-

cyanamid, Bipyridine wie Paraquat sowie Glyphosat und Glufosinat eingesetzt
[Hallmann et al., 2009].

Einige wichtige Herbizidgruppen und ihre Wirkstoffe:

Harnstoffderivate: Isoproturon, Chlortoluron, Diuron (Totalherbizid)

Triazine und Triazinone: Atrazin, Simazin, Terbuthylazin, Terbutryn

Biscarbamate: Desmedipham und Phenmedipham

Wuchsstoffherbizide: Phenoxycarbonsauren, 2,4 Dichlorphenoxy-

essigsaure (2,4 D), 3-Methyl-4-chlorphenoxyessigsaure (MCPA),
Dicloprop, Mecoprop, Pyridine, Clopyralid, Fluroxypyr

Sulfonylharnstoffe: Metsulfuron, Amidosulfuron, Rimsulfuron




e Weitere Herbizide: Metazachlor, Dimethachlor und Flufenacet [Hallmann
et al., 2009].

2.2.4 Wachstumsregler

Pflanzenwachstumsregler sind den Wuchsstoffherbiziden sehr &hnlich, jedoch
schadigen sie die Pflanze nicht. Sie haben einen positiven Einfluss auf die
Qualitat, Standfestigkeit, Stressresistenz und den Reifungsablauf der Pflanze.
Diese Stoffe haben aulRerdem eine halmverkirzende Wirkung und bewirken
daher technologisch gesehen einige Vorteile fur den Pflanzenbau. Zu den
Pflanzenwachstumsreglern z&ahlen Chlormequat-Chlorid (CCC), Trinexapac-
ethyl und der Wirkstoff Medax, der sich aus Mepiquat-Chlorid und Prohexadion-

Calcium zusammensetzt [Hallmann et al., 2009].

2.3 Zulassung und Bewertung von Pflanzenschutzmitteln

2.3.1 Pflanzenschutzmittelzulassung in Osterreich

Die EU-Verordnung 1107/2009 und das Pflanzenschutzmittelgesetz 2011
regeln die Zulassung und Bewertung von Pestiziden in Osterreich. Auf eine
nachhaltige Verwendung von Pestiziden wird im Pflanzenschutzmittelgesetz
2011 durch die ,Richtlinie 2009/128/EG" eingegangen. Die Einhaltung dieses
Bundesgesetzes wird hierzulande durch das in der Agentur fir Gesundheit und
Ernahrungssicherheit (AGES) eingerichtete Bundesamt fur Erndhrungs-
sicherheit (BAES) Uberwacht. Eine Bewertung von Pflanzenschutzmitteln erfolgt
allgemein Uber die Mitgliedsstaaten und die Europaische Behotrde fir
Lebensmittelsicherheit (EFSA). Die Bewertungsberichte aus den Bereichen
Umwelt, Toxikologie und Okotoxikologie, Verhaltensweise von Riickstanden,

Wirksamkeit und Vertraglichkeit, aber auch physikalisch-chemische



Eigenschaften haben Einfluss auf die Zulassung von Pestiziden. Die Zulassung
obliegt aber letzten Endes dem BAES [AGES, 2013] [Lebensministerium, 2013].

Geprufte und zugelassene Wirkstoffe werden im Pflanzenschutzmittelregister
mit einer fortlaufenden Nummer eingetragen. Das aus zwei Teilen bestehende
Register wird laufend aktualisiert. Der allgemeine Teil legt Informationen zur
Zulassung, zu den Wirkstoffen, detaillierten Anwendungsbestimmungen und
Auflagen dar und ist auch fiir die Offentlichkeit online zugéanglich [AGES, 2013]
[EFSA, 2013].

2.3.2 Bewertung von Pflanzenschutzmittelriickstanden

Die Menge an Ruckstanden hangt von der Abbaugeschwindigkeit der Substanz
und der einzuhaltenden Wartezeit ab. Diese sich vom ,No Observed Adverse
Effect Level und ,Acceptable Daily Intake” (siehe Kapitel 2.3.3) ableitende
Wartefrist ist eine wichtige GroRBe. Sie gibt an, wie viel Zeit zwischen
Anwendung und Ernte verstreichen muss, damit die in der Hochstmengen-
verordnung festgesetzten Rulckstandswerte nicht Uberschritten werden. Die
Ruckstandshéchstmenge (MRL) fur den jeweiligen Wirkstoff wird aus den
Ergebnissen von Ruckstandsexperimenten abgeleitet. Die MRL-Werte liegen
meist unterhalb der ADI-Werte und gewahrleisten daher einen hohen
Sicherheitsstandard. Auch wenn es regelmaRig zu geringen Uberschreitungen
der Hochstmengen kommt, kann eine Gefahrdung der Verbraucher
ausgeschlossen werden [Hallmann et al., 2009] [AGES, 2013].

Einflussfaktoren auf die Menge der Rickstande:

e Art der Anwendung
¢ Aufwandsmenge
e Anzahl der Anwendungen und Zeitabstand zwischen den Anwendungen

e Zeitpunkt der Anwendung



e Anwendung im Glashaus oder im Freiland (eine Glashausanwendung
wird kritischer bewertet, da es zu keinem Witterungseinfluss kommt)

e Zeitdauer (Wartezeit)

e Abbauverhalten des Wirkstoffes

e physikalisch-chemische Eigenschaften des Wirkstoffes [Hallmann et al.,
2009]

Durch die Verordnung Nr. 396/2005 wurden die Ruckstandshéchstmengen in
der EU harmonisiert. Der Handel mit landwirtschaftlichen Produkten und der
Konsumentenschutz werden somit auf eine einheitliche Ebene gestellt. Eine
Anpassung der nationalen Osterreichischen Werte stellt keine Gefahrdung der
Bevdlkerung dar [Hallmann et al., 2009] [AGES, 2013].

2.3.3 Toxikologische Bewertung von Pestiziden

Pflanzenschutzmittel und deren Metabolite sind nur zur Schadlingsbekampfung
gedacht und sollen andere Organismen nicht gefahrden. Aufgrund dessen und
zum Anwender- und Verbraucherschutz unterliegen Pestizidwirkstoffe einer
breitgefacherten toxikologischen Prufung. Die akute und die chronische
Toxizitat werden dabei mit einbezogen. Es sind langwierige Untersuchungen
mit Labortieren notwendig, um die mogliche Gefahr fir den Menschen zu
ermitteln [Borner, 2009].

Unter akuter Toxizitat versteht man den unmittelbaren Effekt eines Stoffes
durch orale, dermale oder inhalative Aufnahme auf den Organismus. Der LD50-
Wert ist dabei eine wichtige KenngroRe, er gibt an, bei welcher
Wirkstoffkonzentration 50 % der Versuchstiere sterben. Zur Berechnung der
chronischen Toxizitdt werden sogenannte Dosis-Wirkungsbeziehungen von
Langzeitfitterungsversuchen in der Regel an Mausen oder Ratten
herangezogen. Die Dosis, bei der im Tierversuch keine gesundheitsschéadliche
Wirkung auftritt, wird als ,No Observed Adverse Effect Level* (NOAEL)

10



bezeichnet. Zur Sicherheit und aufgrund von individuellen Unterschieden in der
Bevolkerung wird bei der Ubertragung der Daten auf den Menschen ein
Sicherheitsfaktor (im Normalfall 100) miteinbezogen [Boérner, 2009] [AGES,
2013].

Die zentralen toxikologischen Parameter wie die akzeptable tagliche Dosis und

die akute Referenzdosis kdnnen durch den NOAEL abgeleitet werden.

e ADI-Wert (Acceptable Daily Intake):

Dieser Grenzwert wird zur Beurteilung der Langzeitaufnahme von

Pestizidwirkstoffen tUber die Nahrung herangezogen. Er gibt die Menge
einer Substanz an (mg/kg Korpergewicht), die taglich und lebenslang

ohne Gesundheitsrisiko aufgenommen werden kann.

e ARfD (Acute Reference Dose):

Neben dem ADI-Wert wird auch eine akute Referenzdosis ermittelt, da

manche Substanzen schon nach einmaliger Aufnahme eine hohe akute
Toxizitat aufweisen koénnen. Dieser Wert gibt Aufschluss Uber die
Tagesdosis einer Substanz (mg/d), die ohne erkennbares Risiko fur die
Gesundheit aufgenommen werden kann [Bérner, 2009] [AGES, 2013].

2.3.4 Risikobewertung

Bei der Risikobewertung geht es um eine Gegenuberstellung der zentralen
Grenzwerte (ADI, ARfD) mit der Rickstandshochstmenge (MRL). Grundsétzlich
darf die zu erwartende Ruckstandsaufnahme Uber die Nahrung auf keinen Fall
grof3er sein, als der entsprechende toxikologische Grenzwert. Auf eine kritische
Uberschreitung fir den Menschen folgen MaRnahmen des Risiko-
managements. Diese Malinahmen kdnnen zum Beispiel die Wartezeit oder die
Einsatzmenge betreffen, aber auch zu einem Zulassungsverbot fihren. Ein

aktuelles Thema bei der Risikobewertung ist die Kumulativ-Wirkung von
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Pestizid-Ruckstanden auf den menschlichen Organismus. Eine solche
kombinatorische Wirkung wird zwar aufgrund des niedrigen Konzentrations-
levels von Pestiziden ausgeschlossen, darf jedoch nicht auRer Acht gelassen
werden. Eine noch nicht wissenschaftlich bestatigte Annahme besagt, dass
eine additive Wirkung beim Einsatz von Substanzen mit gleicher Wirkungs-
bandbreite bestehen kdnnte. Die EFSA arbeitet hierzu bereits an einem Modell
zur wissenschaftlichen Risikoabschatzung. Bis zur Fertigstellung des zur
Bewertung von eventuellen Kombinationswirkungen gedachten Modells bleibt
wohl die Einzelstoffbewertung das Mittel der Wahl. Angesichts der enormen
Anzahl von Pestiziden in der landwirtschaftlichen Produktion gibt es eine
Notwendigkeit fir eine routinemaRige Pestizid-Uberwachung unter Verwendung
von Methoden mit einem breiten analytischen Rahmen, wie das bei der
QUEChERS-Multimethode zur Bestimmung von Pflanzenriuckstanden in
Lebensmitteln der Fall ist [AGES, 2013].

2.4 Die QUEChERS-Methode

Im Zuge einer Studie von Anastassiades et al. wurde die QUEChERS-
Extrationsmethode im Jahre 2003 veroffentlicht. Ziel der Studie war es, eine
einfache, schnelle und kostengiinstige Methode, die qualitativ hochwertige
Ergebnisse liefert, zu entwickeln. Zusatzlich wurde auf eine Minimierung der
Anzahl der analytischen Schritte und der verwendeten Reagenzien bzw.
Reagenzmengen geachtet. Der Schwerpunkt lag aber darin, den analytischen
Prozess bei der Extraktion und Bereinigung, auch fiur schwierige Analyten, so
weit wie moglich zu vereinfachen. Diese in vielen Laboratorien angewandte
QUEChERS Methode steht fir: Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe Method [Anastassiades et al.,2003].

Zurzeit werden in der Ruckstandsanalytik zwei auf der Originalmethode
basierende Versionen verwendet. Die Versionen weisen minimale Unterschiede

hinsichtlich Probeneinwaage, Chemikalienverhaltnis und Art der pH-Pufferung
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auf. Bei der AOAC Official Method 2007.01, wird zusatzlich ein Acetatpuffer
eingesetzt und in den ONORM/EN 15662 (2009) kommt stattdessen ein
Citratpuffer zum Einsatz. Alle drei Methoden liefern akzeptable Ergebnisse, mit
Ausnahme der pufferlosen Originalmethode, die bei pH-abhangigen Pestiziden
eine geringere Wiederfindung aufweist. In der QUEChERS-Methode wendet
man eine dispersive Festphasen-Extraktion (dSPE) an, um eine einfache und
schnelle Reinigung der Proben zu gewahrleisten. Der wichtigste Schritt in der
Probenreinigung ist der Einsatz eines Adsorbens, basierend auf einem PSA-
Salz (Primary Secondary Amine), welches eine hohe Fahigkeit zur Entfernung
von Matrixkomponenten, wie Zucker, organischen Stoffen und Fettsduren sowie
polaren Pigmenten, aufweist. Abhangig von der Probenmatrix wird das PSA-
Salz in Kombination mit Magnesiumsulfat und anderen Adsorbenzien
eingesetzt. Bei Proben mit einem hohen Gehalt an Carotinoiden oder
Chlorophyll wird eine Mischung aus PSA/MgSO und GCB (Graphitized Carbon
Black) und bei fettreichen Proben eine Mischung aus PSA/MgSO und C18-
Kieselsdure verwendet. Der Kohlenstoff der C18-Kieselsdure erhoht die
Bindungskapazitat fur Pigmente und die enthaltene Saure entfernt hohere
Mengen von Lipiden [AOAC Official Method 2007.01] [ONORM/EN 15662,
2009] [Sigma Aldrich, 2013].

2.5 Chromatographische Trennmethoden

Mit Hilfe von chromatographischen Trennmethoden kdnnen Substanzen effektiv
getrennt werden, um sie danach identifizieren zu koénnen. In der
Ruckstandsanalytik stehen Vielkomponenten-Analysen im Vordergrund und
stellen daher eine besondere Anforderung an die Trennverfahren dar [Matissek
et al., 2010].
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2.5.1 Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC)

Die HPLC ermdglicht es, Substanzen und Substanzgruppen zu trennen, die
schwerflichtig oder instabil sind, sowie Substanzen, die sich nur schwer in
flichtige Derivate umwandeln lassen. Dieses in der Analytik oft eingesetzte
Analysegerat fuhrt hochauflosende Trennungen innerhalb kirzester Zeit durch.
Im Gegensatz zur Gaschromatographie (GC) ist die Flussigkeits-
Chromatographie (LC) fur eine erheblich grof3ere Bandbreite an Substanz-
wirkstoffen geeignet. Die Analyten miussen zwar in einem Losungsmittel 16slich
sein, da die mobile Phase fllssig ist, aber eine unzersetzte Verdampfbarkeit wie
bei der GC ist nicht vonnotten. Ein weiterer Vorteil ist die Verkleinerung der
Peakbreite und eine damit einhergehende verbesserte Auflosung durch den
Einsatz von kleineren Partikeln des Kieselgels. Der groRere Stromungs-
widerstand, der durch die kleineren Partikel ausgelost wird, setzt aber auch
hohere Dricke voraus. Dies fuhrte dann zur Entstehung der Hochdruck-
flissigkeitschromatographie [Helm und Wlfl, 2007] [Matissek et al., 2010].

Weniger polare Pestizide, die nur schwer mit der Elektronspray-lonisierung
(ESI) zu ionisieren sind, oder Pestizide, die mit LC-Techniken unangemessen
getrennt werden, erfordern andere chromatographische Nachweismethoden.
[Van der Heide et al., 2012]. Im Allgemeinen wird die LC fur polare Pestizide
und die GC fir apolare Pestizide eingesetzt. Die mittelpolaren Wirksubstanzen

konnen auf beiden Geraten analysiert werden [Matissek et al., 2010].

2.5.2 Gaschromatographie (GC)

Die GC erfordert hohe Temperaturen, da die Analyten in die Gasphase
Uberfuhrt werden muissen. Es kdnnen nur Substanzen, die sich bei hoheren
Temperaturen unzersetzt verdampfen lassen, sowie flichtige Substanzen
getrennt werden. Die Folge ist ein kleines Spektrum an Substanzklassen, die

mittels Gaschromatographie untersucht werden kdnnen. In der GC werden
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flichtige Verbindungen Uber ein Tragergas durch die stationdre Phase geleitet
und dadurch getrennt. Die einzelnen Verbindungen mussen aber von der
stationdren Phase gelost werden, um eine erfolgreiche Trennung zu
gewahrleisten. Die GC sowie die HPLC liefern qualitative und quantitative
Ergebnisse [Helm und W¢lfl, 2007] [Matissek et al., 2010].

2.5.3 GC-MS/MS und LC-MS/MS

Die am haufigsten verwendeten Multimethoden in der Pestizidanalytik sind die
GC und die LC gekoppelt an einen Single-Massenspektrometer (GC-MS, LC-
MS) oder Tandem-Massenspektrometer (GC-MS/MS, LC-MS/MS). Das
Vorhandensein zahlreicher Methoden fir die Pestizid-Analyse zeigt die grolRe
Bedeutung dieser Anwendungen auf und erkléart die rasante Entwicklung in der
analytischen Chemie. Triple-Quadrupol-Gerate sind vor allem anwendbar fir
empfindliche und selektive quantitative Messungen und zur Identifizierung von
bekannten, gezielt ausgewahlten Analyten im Multiple-Reaction Monitoring
(MRM) Modus [Kmellar et al., 2010].

Eines der Hauptprobleme bei der LC-MS/MS Pestizidanalyse wird aufgrund der
typischen Verwendung von ESI durch Matrixeffekte verursacht. Die beste
Moglichkeit, Matrixeffekte auszugleichen, ist der Einsatz von Isotopen
markierten internen Standards fur jeden Analyten. Angesichts der vielen
Wirkstoffe in der Multimethodenanalyse ist die Verwendung von diesen internen

Standards aber nicht mdglich [Kmellar et al., 2010].

Erfolgreich genitzt wird die LC und GC gekoppelte MS/MS-Detektion, die sehr
gute Verfahren zur Identifizierung und Quantifizierung von zahlreichen
Pestiziden in Lebensmittelextrakten bieten. Aufgrund der hohen Selektivitat der
MS/MS-Detektion ist eine einfache Extraktionstechnik mit wenigen
Reinigungsschritten ausreichend [Paya et al., 2007]. Allerdings sind die Vorteile
der LC-MS/MS, in Bezug auf grol3ere Reichweite, erhbhte Empfindlichkeit und
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bessere Selektivitat, offensichtlich. Diese Merkmale, zusammen mit der
Fahigkeit, die meisten Untersuchungen ohne Derivatisierung durchzufuhren,
machen die LC-MS/MS derzeit zur bevorzugten Technik, flr die Bestimmung
von Pestizid-Rickstanden [Alder et al., 2006].

2.6 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie basiert auf der Analyse von lonen unterschiedlicher
Masse in der Gasphase, die sich durch ein Vakuum bewegen. Die lonisierung
einer Probe erfolgt in der lonenquelle, wobei der lonisierungsgrad eine wichtige
Rolle fur die Nachweisempfindlichkeit des Gerates darstellt. Die lonen werden
dann durch einen Massenanalysator (Massen-Filter), zu einem lonendetektor
geleitet, der die entsprechenden massenspezifischen Signale aufnimmt und
verstarkt. Die Technik der lonenerzeugung hat Einfluss auf die Starke der
Fragmentierung der zu untersuchenden Substanzen. Die dabei entstehenden
Molekdilteilchen kénnen nach ihrem Masse zu Ladungsverhdltnis (m/z)
detektiert werden [Agilent 6400 Series Triple Quad LC/MS Concepts Guide,
2010] [Matissek et al., 2010].

Bei der Erzeugung von lonen gibt es harte und weiche lonisationsmethoden. Zu
den harten lonisationsmethoden zahlt die Elektronenstof3ionisation (El), bei der
es zu einer fast vollstandigen Fragmentierung der Molekile kommt. Hierbei wird
die zu analysierende Probe verdampft und danach in einer lonenquelle mittels
eines Elektronenstrahls beschossen. Eine weiche lonisationsmethode, bei der
es nur zu einer teilweisen Fragmentierung kommt, stellt die Elektronenspray-
lonisation (ESI) dar. Diese Methode wird hauptsachlich als Interface

(lonenquelle) fur polare Substanzen eingesetzt [Matissek et al., 2010].

Neben einigen Einzelmethoden, mit denen entweder eine einzelne Verbindung
oder eine Gruppe von spezifischen Verbindungen gemessen werden, gibt es

auch Multiverfahren zur Bestimmung von Pestiziden [Kmellar et al., 2010].
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2.6.1 Triple Quadrupole — Massenspektrometer

In der Analytik wird das MS/MS Tandem-System mit seriell geschalteten
Quadrupolen (Triple-Quadrupole) oft eingesetzt. Die Aufgabe des ersten
Massenspektrometers  (Q1), bestehend aus 4 parallel anliegenden
hyperbolischen Stabelektroden, liegt darin, die ausgewaéhlten lonen zur
Kollisionszelle, wo sie fragmentiert und gefiltert werden, weiterzuleiten. In der
Kollisionszelle, die auch als der zweite Quadrupol bezeichnet wird, erfolgt die
Fragmentierung des im Q1 ausgewahlten Massenpeaks mittels eines
Kollisionsgases. Die gebildeten Fragment-lonen, auch Tochter-lonen genannt
werden dann im dritten Quadrupole (Q3) analysiert [Agilent 6400 Series Triple
Quad LC/MS Concepts Guide, 2010].

Quad Mass Filter Q1 Quad Mass Filter Q3

| ] r ]
N\ el | s | (a—
/i | | C—

Collision Cell

Abbildung 1: Aufbau eines Triple Quadrupole [Agilent 6400 Series Triple Quad
LC/MS Concepts Guide, 2010]

Die empfindlichste Betriebsweise flr die Triple Quadrupol MS ist das Selected-
Reaction-Monitoring (SRM). In diesem Modus werden nur ein spezifisches
Produkt-lon und dessen Vorlaufer-lon gescannt. Ein Triple Quadrupole
Massenspektrometer fuhrt im normalen Betriebsmodus mehrere SRMs durch.
In diesem Vorgang, der als ,Multiple-Reaction Monitoring® oder MRM
bezeichnet wird, werden mehrere Analyten aufgezeichnet und in separate

Zeitfenster eingeteilt. Des Weiteren gibt es den ,Dynamic MRM®  der
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Ubergange automatisch in mehrere MRM-Tabellen nach dem Retentions-
zeitfenster fir jeden Ubergang trennt. Mit dem Wissen der Retentionszeiten
aller Substanzen koénnen dann uberlappende Ubergange reduziert werden
wodurch eine bessere Quantifizierung gegeben ist [Agilent 6400 Series Triple
Quad LC/MS Concepts Guide, 2010] [Matissek et al., 2010].

2.7 Validierung

Im Allgemeinen ist die Methodenvalidierung eine laufend durchzufiihrende
Sicherstellung von reproduzierbaren und verlasslichen Ergebnissen eines
Analyseverfahrens. Diese Ergebnisse liefern dann den Beweis, dass ein

Verfahren den Zweck, fur den es bestimmt ist, erfullt [Otto, 2011].

Laboratorien, die bei der Kontrolle von Pestizidrickstadnden in Lebens- und
Futtermitteln in der Europaischen Union beteiligt sind, missen gewissen
Anforderungen gerecht werden. Das Dokument N° SANCO/12495/2011
beschreibt die Methodenvalidierung und die analytische Qualitatskontrolle
(AQC). Diese EU-Richtlinie unterstutzt die Erfordernisse an die Gultigkeit von
Daten fir die Uberprifung der Einhaltung der verwendeten Riickstands-
hochstmengen (MRL), Klagen zur Rechtsdurchsetzung oder Einschéatzung der
Verbraucherexposition. Das SANCO Dokument 12495/2011 ,,Method Validation
and Quality Procedure in Pesticides Residue Analysis in Food and Feed® ist
eine Erganzung und ein integraler Bestandteil der Anforderungen der ISO/IEC
17025 (Uber Akkreditierung von Laboratorien und es ersetzt das
vorangegangene Dokument N°SANCO/10684/2009. Die Akkreditierung nach
ISO/IEC 17025 st fur Laboratorien, die fur amtliche Kontrollen von
Pestizidrickstanden vorgesehen sind, Voraussetzung. Das vorliegende
Dokument beinhaltet akzeptable wissenschaftliche Vorschriften fir die amtliche
Analyse von Pestizidrickstédnden in der EU, wie von allen Mitgliedstaaten der
Européischen Union vereinbart. Das Verfahren zur Validierung ist eine

Anforderung der Zulassungsstellen und muss durch Verfahren zur
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Leistungsiuberprifung im Rahmen der routineméfRigen Analyse unterstitzt
werden. Alle Schritte, die in einem Verfahren durchgefiihrt werden, sollten
validiert werden [SANCO, 2011].

Abhangig von der Untersuchungsmethode werden statistische Daten
berechnet, die Aufschluss Uber die Validierungsergebnisse geben kdnnen. Die
Kalibration und die statistische Bewertung liefern die zur Beurteilung der
Qualitat einer Analyse notwendigen Daten. Die Prazision und Richtigkeit, die
Empfindlichkeit sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze stellen wichtige
KenngrolRlen dar. Eine weitere KenngroRe, die Selektivitat, zeigt die
Leistungsfahigkeit hinsichtlich Unterscheidbarkeit von Analyten auf [Otto, 2011].

2.7.1 Prazision / Wiederholbarkeit

Bei einer analytischen Bestimmung koénnen zwei Arten von Messfehlern
auftreten. Erstens kommt es bei wiederholten Messungen zu abweichenden
Messwerten, zu sogenannten zufélligen Fehlern der Einzelmessungen eines
Signals und zweitens entsteht eine bestimmte Abweichung der Ergebnisse zum
wahren Wert. Diese Abweichungen werden als systematische Fehler
bezeichnet und beeinflussen die Prazision einer analytischen Methode. Die
Standardabweichung des Mittelwerts von Wiederholungsmessungen stellt die
Prazision einer Analyse dar. Sie ist ein Mal3 fur die Streuung der Messwerte um
den Mittelwert und wird auch als relative Standardabweichung angegeben
[Otto, 2011].
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=1 (yi—y)

n—1

Formel 1: Standardabweichung
2T Mittelwert der Analyseergebnisse
R/ P Einzelwerte der Analyseergebnisse
St Standardabweichung
[ P Anzahl der Messwerte

S S
Sr = > bzw. RSA [%] = 5 * 100
Formel 2: relative Standardabweichung
Sttt Standardabweichung
St relative Standardabweichung
RSA ............ relative Standardabweichung [%0]
Vo Mittelwert der Analyseergebnisse
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2.7.2 Wiederfindung / Richtigkeit

Die Richtigkeit wird als systematische Abweichung zwischen Mittelwert und
dem wahren Wert definiert. Das Mal} der Richtigkeit wird mittels einer
Wiederfindungsrate bestimmt, die den prozentualen Anteil des Mittelwerts der
wiedergefundenen Spikekonzentration zur wahren Konzentration aufzeigt.
Durch die Wiederfindungsrate (WFR), eine interne Kontrollprobe, ein zweites
Verfahren oder zertifizierte Referenzproben, wird die Richtigkeit belegbar. Die
WFR stellt unter anderem die Bewertung fur die Richtigkeit dar. Die
Berechnung erfolgt durch “Spiken“ (Aufstocken) einer Probe mit einer
bekannten Analyten-Konzentration. Eine gesamte Methode kann mit Hilfe der
Wiederfindungsrate beurteilt werden [LVA VA-PRF-013, 2013] [Otto, 2011].

MW (IST — Wert)
*
SOLL — Wert

WFR [%)] = 100

bzw.

c gespikte Probe — ¢ Matrix
_ (cgesp )100

WER [%] =
[%] c Spike
Formel 3: Wiederfindungsrate [%]
WFR......ooiii Wiederfindungsrate

MW (Ist-Wert)......... Mittelwert der analysierten Werte/ gespikte Probe
Soll-Wert............... die zugegebene Spikekonzentration

c Matrix.................. bestehende Analytenkonzentration in der Matrix
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Wenn in der Probenmatrix eine bestehende Kontamination vorliegt, muss diese

von der zugegebenen Spikekonzentration abgezogen werden.

Aufgrund von innerbetrieblichen Regelungen wird eine WFR-Korrektur fir alle
Analysewerte der ausgewahlten Matrizen durchgefiihrt. Der Wiederfindungs-
korrekturfaktor wird durch folgende Formel berechnet [LVA VA-PRF-013, 2013].

WEFR 500 ppb + WFR 10 ppb
*
2

WFR — Korrekturfaktor = 100

Formel 4: Berechnung des WFR-Korrekturfaktors

WFR 500 ppb.....cc........ Wiederfindung einer Substanz auf der hohen

Spikeebene in Prozent

WFR 10 ppb ....ccceeiti. Wiederfindung einer Substanz auf der niedrigen

Spikeebene in Prozent

Die Korrektur der Analysewerte einer Substanz in einer bestimmten
Probenmatrix wird durch Multiplikation mit dem WFR-Korrekturfaktor
durchgefihrt [Otto, 2011].

Korrigierter Analysewert = Analysewert * WFR - Korrekturfaktor

Formel 5: Berechnung des korrigierten Analysewertes
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2.7.3 Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Die geringste bestimmbare Konzentration eines Wirkstoffes stellt bei der
Beurteilung analytischer Methoden einen hohen Stellenwert dar. Die
Nachweisgrenze entspricht dem kleinsten vom Leerwert deutlich
unterscheidbaren Signal und ermoéglicht den Ruickschluss auf das
Vorhandensein eines Wirkstoffes. Diese Grenze kommt bei einer Dbereits
durchgefuhrten qualitativen Analyse zum Einsatz. Die Bestimmungsgrenze, die
obligatorisch mit einer Zahlenangabe des ermittelten Wirkstoffgehaltes
verbunden ist, gibt jedoch Auskunft Uber die Durchfuhrbarkeit zukinftiger
quantitativer Analysen [Petrozzi, 2010] [Otto, 2011].

Die Validierung unterliegt verschiedenen Faktoren, die ihre Qualitat
beeinflussen kdnnen. Die wesentlichen Module einer Validierung sind die
Qualifikation der Mitarbeiter, ein qualifiziertes Gerat, eine geeignete Methode
und die gute Laborpraxis. Die GLP (Good Laboratory Practice) ist ein

behdrdlich anerkanntes Qualitatsmanagement-System [Petrozzi, 2010].

2.7.4 Die wichtigsten Ziele einer Validierung
Die wichtigsten Ziele einer Validierung sind:

e eine harmonisierte  kostenginstige  Qualitatssicherung in  der
EU

e die Sicherung der Qualitat und Vergleichbarkeit der Analysenergebnisse

e eine akzeptable Genauigkeit

¢ Vermeidung von falsch positiven oder falsch negativen Ergebnissen, um
die Einhaltung und die konkrete Umsetzung der ISO/IEC 17025 zu
unterstutzen [Otto, 2011].
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3 Material und Methoden

Die in dieser Arbeit zur Validierung der QUEChERS-Methode herangezogenen
Gerate und Materialien wurden entsprechend der innerbetrieblichen Vorgaben
eingesetzt.

3.1.1 Gerate

e Retsch Grindomixer

e Analysenwaage 0,0 g +/-0,2 ¢

e Analysenwaage 0,0000 g +/- 0,0001 g

e Zentrifuge Hettich EBA 21

e Agilent Technologies GC-QQQ-MS 7890A Gaschromatograph
kombiniert mit 7000B Triple Quadrupole Massenspektrometer

e Agilent Technologies LC-QQQ-MS Flussigkeitschromatograph 1200
HPLC kombiniert mit 6460 Triple Quadrupole Massenspektrometer

e 2 X Agilent Technologies HP-5 MS (15 m*0,25 mm*0,25 pm)
Kapillarchromatographie

e Agilent Technologies FS deaktivierte Vorsaule (3 m*0,32 mm)

e Agilent Technologies HPLC-Saule Zorbax Eclipse Plus C18
(2,1*100 mm:; 1,8 pm)

3.1.2 Materialien

e Wiegeschiffchen und Spatel

e Eppendorf Pipetten mit Einmalplastikspitzen (diverse Volumina)
e 20-100 ml Dispenser

e Vortex-Schuttler

e 5ml Kunststoffspritzen Omnifix

e 0,45 um Non-Sterile Filter Millex-HV13
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flache und spitze Glas-Vials mit Schraubverschluss

15 ml und 50 ml konische Zentrifugen-R6hrchen aus Kunststoff

3.1.3 Reagenzien

Diverse Pestizidstandards (Ehrensdorfer, Sigma Aldrich)
Aceton und Acetonitril (ACN)
Ethylacetat
Magnesiumsulfat, wasserfrei
Natriumchlorid
Ameisensaure 5 % in ACN
Ascorbinsaure
Citrat Salzkit Tube 1
PSA Salzkits :
e PSA SPE Clean-up Tube 1
e PSA/C18 SPE Clean-up Tubel
e PSA mit GCB-Salzkit Mischung 1
e PSA mit GCB-Salzkit Mischung 2
Methanol und Wasser fir die HPLC-MS/MS
Ammoniumformiat
Stickstoff 5.0 (Reinheit 99,999 %)
Helium 5.0 (Reinheit 99,999 %)
TPP-Standard (Triphenylphosphat)

3.1.4 LOosungen

Losungsmittelmischung : Acetonitril : Aceton : Methanol :

(1:1:1:1)
1mg/L TPP in Acetonitril + Acorbinsaure

Natronlauge, 5 molar
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e Laufmittel A: Wasser/Methanol, 90:10 (v/v), 0,1% HCOOH
(Ameisenséaure), 5 mM NH40OCH (Ammoniumformiat)

e Laufmittel B: Methanol/Wasser, 90:10 (v/v), 0,1% HCOOH
(Ameisenséaure), , 5 mM NH40OCH (Ammoniumformiat)

e “Analyte Protectants”-Ldsung: L-Gulonlacton, D-Sorbitol, Ethylglycol

e Acetonitril/Wasser, v/v 80:20

3.2 Methoden

3.2.1 QUEChERS-Methode

3.2.1.1 Aufbereitung

Die Proben werden basierend auf der QUEChERS-Methode von Anastassiades
et al., 2003 und den ONORM/EN 15662, 2009 aufgearbeitet. Die
Homogenisierung von mindestens 500 g Probe wird mit Hilfe eines
Grindomixers in einem dafir vorgesehenen Becher durchgefihrt. In ein 50 ml
Zentrifugen-Rdhrchen werden bei Frichten und Gemise jeweils 10 g + 0,1 g
der Probe aus dem Homogenisat eingewogen. Bei Getreideprodukten, die sehr
trocken sind, ist eine Einwaage von 5 g + 0,05 g ausreichend. Trockenfrichte
und &hnliche Lebensmittel, die einen Wassergehalt unter 30 % aufweisen,
werden wie folgt aufbereitet: 500 g der trockenen Probe werden mit 850 ¢
kaltem Wasser vermischt und homogenisiert. Danach werden 13,5 ¢

eingewogen, die 5 g Probe entsprechen.

Die anschlieRende Zugabe von Wasser hangt vom typischen Wassergehalt des
Probenextraktes ab. Die hinzuzufiigende Wassermenge fur jede Matrix ist in
der Tabelle 1 angefiihrt. Der Gesamtwassergehalt in den Rohrchen sollte in

etwa 10 g betragen.
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3.2.1.2 Extraktion

Die Extraktion erfolgt in der Regel mit einer vorbereiteten ACN-LOsung. Damit
die Wiederfindung Uberprift werden kann und um Verluste, die wahrend der
Aufarbeitung entstehen kénnen, aufzudecken, wird der Extraktionslésung ein

definiertes Volumen an TPP (Triphenylphosphat) zugesetzt.

Die ONORM DIN/EN 15662 beschreibt eine Reihe von internen Standards und
Qualitatskontrollstandards, die bei dem QUEChERS-Verfahren Anwendung
finden. Hinsichtlich des breiten Spektrums an Wirkstoffen kommt in dieser

Multimethode TPP als interner Standard zum Einsatz.

Nachdem die Réhrchen 30 min lang auf einem Horizontalschttler verweilen,
um eine ausreichende Extraktion zu bewerkstelligen, wird die Citrat-Salz-
Mischung hinzugegeben. Nach Zugabe des Puffer-Salzes zur Phasentrennung
wird die Probe sorgfaltig 1 min lang mittels eines Vortex-Mischers geschiittelt.
Im Falle einer sauren Probe, wie zum Beispiel bei Zitronen, wird Natronlauge
hinzugegeben, bis ein pH-Wert von 5 bis 5,5 gegeben ist und nochmals
gevortext. AnschlieRend kommen die Rohrchen fir 5 min bei 6000 rpm in die
Zentrifuge. Durch das Zentrifugieren entsteht als sogenannter Uberstand die

Acetonitril-Phase.

3.2.1.3 Ascorbinsaure als ,,Analyte Protectant*

Neben den typischen Schutzmitteln bei der Analyse, die das Ziel haben, die
chromatographische Leistung durch Reduktion von Interaktionen und
Nivellierung der Matrix-Effekte zu beeinflussen, gibt es einen neuen Ansatz, die
konservierenden Eigenschaften von Ascorbinsdure. Die "Schutz"-Funktion
bezieht sich dabei auf die Stabilitat der Analyten. Insbesondere bei GC-
Bedingungen kommt es zu einem Abbau von Pestiziden zu Oxidations-
produkten. Durch die antioxidative Wirkung der Ascorbinsaure kann aber
dieser, auf Sauerstoff basierende Abbau, gehemmt werden. Der Einfluss von
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Ascorbinsaure auf die analytische Leistung von Multimethoden bei der
Ruckstandsanalytik wurde bereits wissenschaftlich erprobt. Die Ergebnisse der
Methode, wie Empfindlichkeit, Selektivitat, Richtigkeit und Prazision, wurden
sorgfaltig ausgewertet und zeigten Gultigkeit. Die Ascorbinséure ist also in der

Lage, labile Pestizide zu stabilisieren [Van der Heide et al., 2012].

Auf Basis der Validierungsstudie von Van der Heide et al., 2012 wurde bei der
Extraktion in dieser Arbeit zusatzlich noch die Ascorbinsdure miteinbezogen.
Die verwendete Extraktionslosung mit der antioxidativen Schutzfunktion, der
Ascorbinsaure, wurde wie folgt hergestellt. In einem Wiegeschiffchen wurden
0,50 g Ascorbinsaure-Pulver eingewogen und mit Hilfe von 2 ml Wasser, wenn
erforderlich auch etwas Acetonitril, in einen 1 Liter Messkolben tUbergefiihrt. Die
Zugabe von Wasser hat den Zweck, dass sich die Ascorbinsaure besser |ost.
Um die gewlnschte TPP-Endkonzentration von 1 ppm zu erreichen, werden
dann 10 ml TPP (100 ppm) hinzu pipettiert und der Messkolben mit Acetonitril
bis zur 1000 ml Marke aufgeftillt.

Angesichts der Menge der zu validierenden Matrizen wurde die Arbeitslosung
laut Van der Heide et al., 2012 wahrend der Validierung laufend nachproduziert.
Zur Aufbewahrung des hitze- und lichtempfindlichen Ascorbinsaure-
Losungsmittelgemisches kam eine dunkle Chemikalienflasche, die im

Kihlschrank aufbewahrt wurde, zum Einsatz.

In der 2012 veroffentlichten Studie ,,Ascorbic acid as analyte protectant applied
within the QUEChERS multi-method“ von Van der Heide et al. wurden aber
auch negative Auswirkungen von Ascorbinsdure auf die analytischen
Leistungen fur die Pestizide Bupirimat, Cyanazin und Triflumizol beobachtet.
[Van der Heide et al., 2012].
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3.2.1.4 Reinigung

Bei ,normalen Proben werden 6 ml des apolaren Uberstandes in PSA Clean-
up-Roéhrchen Ubergefihrt, sofort handisch geschittelt, gevortext und fur 2 min
bei 3500 rpm zentrifugiert. Bei fetthaltigen und saurehaltigen Extrakten kommt
es erst nach dem Ausfrierschritt zur Zentrifugierung und Uberfiihrung in die
daflr vorgesehenen PSA/C18 Clean-up-Rdhrchen. In der Regel werden die
fetthaltigen Proben 24 Stunden tiefgekihlt und die saurehaltigen 2 Stunden.

Das Ausfrieren hat den Zweck, die fir die weitere Verarbeitung stdérenden
Wachse und Fette von der Probe abzutrennen. Desweitern kommen spezielle
PSA/GCB-Ro6hrchen zum Einsatz, die bei Probenextrakten mit hohem Gehalt
an Chlorophyll oder Carotinoiden verwendet werden. Die GCB-
Sorptionsmischung beinhaltet graphitisierten Kohlenstoff (engl. graphitised
carbon black) und wasserfreies Magnesiumsulfat. Es gibt zwei unterschiedliche
Mischungen, die sich durch die Massenanteile des GCB-Sorbens
unterscheiden. Die Sorptionsmischung 1 besteht aus einem Teil GCB-Sorbens
und 59 Teilen wasserfreiem Magnesiumsulfat. Bei der Mischung 2 kommt es zu
einer hoheren Konzentration des GCB-Sorbens, die Aufteilung erfolgt namlich
1:20. Proben wie Karotte oder Salat (Lactuca-Arten) werden mit der
Sorptionsmischung 1 und roter Paprika mit der Sorptionsmischung 2 gereinigt.
Die eingesetzten Salze fur die speziellen Matrizen sind in der Tabelle 1 unter

,Bemerkung“ festgehalten.

Die Filtration verlauft fur alle Proben gleich und zwar mit Hilfe eines 0,45 pm
Filters direkt in die daflr bereitgestellten Vials. Vor diesem Schritt werden 20 pl
einer 5 %igen Ameisensaure-Ldsung in ACN in den Vials vorgelegt. Die leichte
Ansduerung wird zur Stabilisierung der Extrakte durchgefuhrt. Einen
zusammenfassenden Uberblick tiber den Ablauf der QUEChERS-Methode

verschafft die Tabelle 2.
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Typischer | Zu 10g Ein- | Zu 5g Ein-
Lebensmittel- Lebensmittel Wasser- waage zu- waage zu- Bemerkung
gruppe gehalt gegebene gegebene
Menge an Menge an
g/100g Wassering | Wassering
Ausfrierschritt
Zitrusfriichte Zitrone 85 und
Clementine 85 PSA/C18
Orange 85 Sorbens
Grapefruit 90 verwendt
Kernobst Apfel 85
Birne 85
Steinobst Marille 85
Nektarine 85
Kleinobst Erdbeere 90
(Beerenobst) Rosine 20 8,5
Andere Friichte [Banane 75 2,5
Avocado 70 3
Wurzel- und Kartoffel 80
GCB-M1*
Knollengemiise | Karotte 90 verwendet
Lauch-
gewachse Zwiebel 90
Porree 85
Fruchtgemiise Gurke 95
GCB-M2**
Paprika 90 verwendet
Melanzani 90
Tomate 95
Zucchini 95
GCB-M1*
Blattgemiise Kopfsalat 85 verwendet
Ausfrierschritt
Getreide Weizenmehl 10 10 und
PSA/C18
Maismehl 10 10 Sorbens
KNM*** 10 10 verwendet

*  PSA-GCB - Sorptionsmischung 1
**  PSA-GCB - Sorptionsmischung 2
***  KNM = Kinderndhrmittel

Tabelle 1: Wassergehalt ausgewahlter Lebensmittel und die hinzuzufiigende
Menge an Wasser (mod. nach [ ONORM/EN 15662])
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QUEChERS Methode

10g Probe
Wasser zugeben (wenn
notwendig) 10ml
1 ppm TPP in Acetonitril +
Ascorbinsaure
30 min mittels Horizontalmischer
schitteln

)

Citrat-Salzmischung zugeben
Vortexen und ca. 5 min
stehen lassen
nach Bedarf Natriumlauge
zufligen
Zentrifugieren
5min/ 6000rpm

Pestizide:
"Normale" Proben
o —>
fetthaltige saurehaltige
Proben Proben
y ' y
8 mlin 15ml- 8 mlin 15ml-
Zentrifugenroéhrchen Zentrifugenroéhrchen
mind. 2 Std im TK Uber Nacht im TK
Zentrifugieren 6 mlin PSA Zentrifugieren
3min/ 6000rpm 3min/ 6000rpm
Vortexen
6ml in PSA/C18 Zentrifugieren 6ml in PSA/C18
— -

2min/ 3500rpm

|

Filtrieren
20 ul Ameisensaure in die GC/LC
Vials hinzugeben

v '

GC-Vial LC-Vial
gruner blauer
Verschluss Verschluss
1500 pl 1500 pl

Tabelle 2: Ablauf der QUEChERS-Methode
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3.2.2 Analysen

3.2.2.1 Messung  mittels GC-QQQ-MS GC  7890A
kombiniert mit 7000B Triple Quadrupole

Probeneinlass — Multimode Inlet (MMI)

¢ Injektionsvolumen: 3 pl

e Modus: Cold Splitless

e Tragergas: Helium

e Konstanter Einlassfluss: 2,1 ml/ min

e Spulung: 60,0 ml/ min, 1,5 min lang

e Zugabe der ,Analyte Protectants” -Losung: 2 Layer Sandwich (0,2 ul Luft,
0,2 ul Analyte Protectants, 0,2 pl Luft)

In diesem Injektionsmodus werden 3 pl Probe, gefolgt von 0,2 pl Luft, 0,2 pl AP-
Losung und einem weiteren Luftpolster, aufgezogen. Die Injektion der AP-

Ldsung erfolgt sozusagen im Sandwich-Verfahren.
Trennséaulen

e 2 x Agilent Technologies HP 5 MS
» Lénge:15m
» Innendurchmesser: 0,25 mm
» Filmdicke: 0,25 pm

e Vorsaule FS deaktiviert
» Lange:3m
» Innendurchmesser: 0,32 mm

e Saulenfluss:
> Saule 1: 2,1 ml/ min
> Saule 2: 2,2 ml/ min
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Ofen

Ofentemperatur zu Beginn: 70 °C Equilibrierungszeit: 0,5 min

Isotherm: 1 Minute

Tabelle 3: Ofeneinstellungen der GC

e Programm

» 50 °C/ min auf 150 °C nicht gehalten
» 6 °C/ min auf 200 °C nicht gehalten
» 16 °C/ min auf 280 °C, 5,07 min lang gehalten

Abbildung 2: GC-QQQ-MS GC 7890A kombiniert mit 7000B Triple Quadrupole
(verwendetes Gerat)
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Detektor

Modus: Elektronimpakt Elektronenergie: -70 eV

Transfer-line-Temperatur: 208 °C Solvent delay 3.4 min

Quadrupol-Temperatur: Q1 und Q2 = EM voltage: Atune Voltage
150 °C (Tune file: atunes.eiex.tune.xml)
Temperatur lonenquelle: 300 °C

Tabelle 4: Parameterdaten der GC

MRM-Modus Konditionen: MS1 (Q1) und MS2 (Q2) Auflésung: 1,2 u

Kollisionsgasfluss: Stickstoff um 1,5 ml/ min, Helium um 2,25 ml/ min

Riickspulung (Backflush)

e Dauer: 1 min wahrend des Laufes , 1.5 min nach dem Lauf
e Ofentemperatur: 280 °C
e Inlet-Druck: 1 psi

Genauere Informationen Uber die aktuellen Substanzen, Masse zu
Ladungsverhéltnis (m/z), Collision Energy (CE) gibt die Tabelle 10 im Kapitel
4.2,

3.2.2.2 Einsatz von ,,Analyte Protectants“-L6sung bei der

Gaschromatographie

Der Einsatz der AP-LOsung in der Gaschromatographie ist nichts Neues. Die
positive Wirkung dieses Schutzmittels wurde durch mehrere Studien bestatigt
und gilt bei der Durchfihrung von Messungen mit der GC bereits als
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Routineschritt. Die Analyte Protectants-Loésung wird daher auch bei der
Validierung bei jedem Durchgang auf der Gaschromatographie mitgefihrt.

Die AP-Stammldsung besteht aus 60 mg Gulonlacton, 60 mg Sorbitol und 600
mg Ethylglycol geldst in 10 ml Acetonitril/ Wasser-Losung (v/v 80:20). Die
Losung wird laufend hergestellt und zur schnelleren Handhabung in fur die

Gaschromatographie entsprechende Vials abgefullt und bei -18 °C gelagert.

3.2.2.3 Messung mittels LC-QQQ-MS HPLC 1200
kombiniert mit 6460 Triple Quadrupole

Mobile Phase

e Laufmittel A: Wasser/Methanol, 90:10 (v/v), 0,1% HCOOH, 5 mM
NH40OCH

e Laufmittel B: Methanol/Wasser, 90:10 (v/v), 0,1% HCOOH, 5 mM
NH40OCH

Trennsaule

HPLC-Séaule Zorbac Eclipse Plus C18
» Lange: 100 mm
» Innendurchmesser: 2,1 mm

» PartikelgroRRe: 1,8 um

Saulenfluss: 0,45 ml/ min

Saulentemperatur: 50 °C

Gesamte Laufzeit: 20 min
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Verlauf

t (Minuten) Mobile Phase A Mobile Phase B
0 70 30

0,5 70 30

4 30 70

11 100

15,8 100

16,8 70 30

20 70 30

Tabelle 5: Verlauf der HPLC

Abbildung 3: LC-QQQ-MS HPLC 1200 kombiniert mit 6460

(verwendetes Gerat)
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Detektion
Modus: Elektrosprayionisation ESI Positive

Einstellungen lonenquelle

Gastemperatur: 200 °C
Gasfluss: 8 I/ min
Nebulizer: 30 psi

Sheath Gas Temperatur: 350 °C

Sheath Gas Flow: 11 I/ min
Kapillarspannung 3800 V (Positiv)
Dusenspannung 300 V (Positiv)

Tabelle 6: Einstellungsdaten der lonenquelle (HPLC)

Genauere Informationen Uber die aktuellen Substanzen, Masse zu
Ladungsverhaltnis (m/z), Fragmentor, Collision Energy (CE) und CAV (Cell
Acceleration Voltage) gibt die Tabelle 11 im Kapitel 4.2.

3.2.3 Durchfuhrung der Validierung

3.2.3.1 Selektion der zu validierenden Matrices

Um die Anforderungen der europdaischen Richtlinien SANCO 2011 zu erfillen,
wurde mindestens eine Matrix, in den meisten Fallen aber mehrere, aus den
daflr vorgegebenen Matrixgruppen ausgewahlt. Die Tabelle 1 gibt Auskunft
Uber die jeweilige Matrixgruppe und deren typische Vertreter. Insgesamt

wurden 25 Matrizen zur Validierung herangezogen.
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Matrixgruppe

Typische Vertreter

Hoher Wassergehalt

Hoher Ol-Gehalt

Hoher Starke- und/oder Proteingehalt

mit geringem Wasser- und Ol-Gehalt

Hoher Wasser- und Sauregehalt

Hoher

Wassergehalt

Zucker- und geringer

Carotinoid- und Chlorophylireich

Tomate, Apfel, Birne, Marille,
Erdbeere, Banane,

Kartoffel,

Nektarine,

Traube, Porree,

Gurke, Melanzani, Zucchini,

Avocado

Weizen, Mais, KNM,

Zitrone, Clementine, Orange,

Grapefruit

Rosinen

Karotte, Salat, Paprika

Tabelle 7: Ausgewahlte Matrixgruppen

3.2.3.2 Auswahl der Pestizid-Stammldsungen

Die bestehende Substanzliste fiir die HPLC wurde auf 338 Wirkstoffe erweitert
und bei den GC-gangigen Substanzen kam es zu einer Aufstockung auf 240
Wirkstoffen. Die Erweiterung soll ermdglichen, eine groRere Bandbreite der zu

analysierenden Pestizidwirkstoffe in Lebensmitteln abzudecken.
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3.2.3.3 Herstellung der Pestizidarbeitslosung und der

Standardlésungen

Die ausgewahlten Pestizid-Stammldsungen werden in Gruppen eingeteilt, so
dass Mini-Mix-Lésungen von etwa 25 Wirkstoffen pro Mini-Mix entstehen. Die
fur den jeweiligen Mini-Mix entsprechenden Substanzen werden mit je 10 mg in
ein Wiegeschiffchen eingewogen und in 100 ml Losungsmittel gelost. Aufgrund
der unterschiedlichen Léslichkeit und um den Wirkstoffabbau zu verlangsamen,
wird eine LoOsungsmittel-Mischung aus Acetonitril, Aceton, Methanol und

Ethylacetat (1:1:1:1) verwendet.

Die 338 LC-Substanzen sind auf 20 und die 240 GC-Substanzen auf 12 Mini-
Mix-Losungen aufgeteilt. Aus diesen Mini-Mix-Lésungen, mit einer
Konzentration von jeweils 100 mg/l (100ppm), werden sowohl fur die HPLC als
auch fur die GC Pestizidarbeitslosungen hergestellt. Alle fur die Validierung
bendtigten Standards und Spikeldsungen werden von dieser Lésung durch
Verdinnung angefertigt. Die Arbeitslosungen fur die Triple Quadrupole-MS
weisen eine Konzentration von 5 mg/l (5 ppm) auf und werden zur Herstellung
der bendtigten Kalibriermischungen weiter verdiunnt. Die Kalibriermischung,
auch als Standardlésung bezeichnet, wird durch Mischen von bekannten
Mengen an Pestizidarbeitslosung und dem internen Standard (TPP) mit

Acetonitril hergestellt.
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Durch Verdinnung der Kalibriermischung werden folgende Konzentrationen fr

die Kalibrierkurve erstellt:

mg/| | Bendotigtes Verdinnung | Beschreibung po/ |
Volumen
(ppm) (ppb)
0,5 50 ml 1:2 25ml @ 1 ppm/50 ml 2 500
0,1 50 ml 1:10 5ml @ 1 ppm/50 ml 2 100
0,05 |50 ml 1:10 5ml @ 500 ppb/5SO0mI 2 50
0,025 | 50 ml 1:20 2,5ml @ 500 ppb/50 ml & 25
0,010 |50 ml 1:10 5ml @ 100 ppb/50 mI 2 10
0,005 |50 ml 1:10 5ml @ 50 ppb/50 mi S 5

Tabelle 8: Verdinnungsschema der Kalibriermischung

Die Kalibriermischungen dienen zur Uberprifung der Kalibrierfunktion und
ermdglich eine qualitative und quantitative Bestimmung der Wirksubstanzen im

Probenextrakt.

3.2.3.4 Zugabe der Spikeldsung

Die Stammlésung mit einer Konzentration von 5 ppm wird auch als Spikelésung
verwendet. Ein niedriges sowie ein hohes Spikelevel werden mit dieser
Spikelésung erstellt. Die niedrige Konzentrationsebene von 10 ppb im
Endextrakt wird durch Zugabe von 100 pl Spikeldsung bei einer standard-
gemalien Matrizen-Einwaage von 10 g erreicht. Eine Steigerung der Spike-
l6sungsmenge auf 1 ml erfolgt, um die hohe Konzentrationsebene von 500 ppb
zu erreichen. Eine Ausnahme bilden Matrizen, wie zum Beispiel Weizen oder
Mais, bei denen aus verschiedenen Grinden nur 5 g eingewogen werden
(siehe auch Tabelle 1). In diesem Kontext halbiert sich die Zugabe der

jeweiligen Spikelésung, um die gewilnschte Endkonzentration zu erreichen.
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Durchfiihrungsschema:

Zu Beginn jedes Arbeitstages, werden die 25 ausgewahlten Matrizen mit der
entsprechenden Spikeldsung versetzt. An sieben aufeinanderfolgenden Tagen
werden jeweils 25 Matrizen mit 100 pl der 5 ppm Spikel6sung versetzt und
aufgearbeitet. Es entsteht an jedem dieser Tage eine Reihe aus 25 Réhrchen,
die mit den ausgewahlten Matrizen gefiillt sind und alle eine Konzentration von
10 ppb aufweisen. Die Rohrchen werden dann den Tagen entsprechend mit
N1-N7 beschriftet. Der Grol3buchstabe N steht fir die niedrige Konzentrations-
ebene. Nach Abschluss der Aufarbeitung mit den niedrigen Konzentrationen
erfolgt das gleiche Verfahren fiir die hohen Konzentrationen. Die Matrizenreihen
mit der hohen Konzentrationsebene werden dann mit dem GrofRbuchstaben H
und dem jeweiligen Tag versehen. Um genauere RuUckschliisse ziehen zu
kénnen, werden eine Kontrolllosung sowie ein Blank (BL), eine Probe ohne

Zugabe einer Spikelésung, bei jeder Aufarbeitung mitgefuhrt.

Die Aufarbeitung der Proben erfolgt wie in Tabelle 2 beschrieben. Die filtrierten
Extraktionslosungen werden dann in vorher mit Etiketten beschriftete Vials
Uberfuhrt. Als SicherheitsmalRhahme wird die Extraktionslésung immer doppelt
abgefullt, um eine Rickstellreine aller zu analysierenden Proben sicher-
zustellen. Die rickgestellten Vials kommen in den Tiefkuhler, um eine langere
Haltbarkeit der Elution zu gewahrleisten. Die verwendeten Matrizen sollten,
wenn maglich, rickstandsfrei sein. Wenn das nicht der Fall ist, muss die bereits
bestehende Wirkstoffkontamination bei der Auswertung bertcksichtigt werden.
Die chromatographische Trennung der Substanzen wird mit Hilfe der GC und
der HPLC jeweils gekoppelt an eine Tandem-Massenspektrometrie (GC-
MS/MS, HPLC-MS/MS) mit Triple-Quadrupol-Analysatoren durchgefihrt, um

eine anschliel3ende Identifizierung zu ermdglichen.
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3.2.4 ldentifizierung der Substanzen

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Bestimmung beider Geréte
werden mit der Agilent Chemstation Software berechnet. Die Funktionen der
Software bieten dann die Moglichkeit, die berechneten Daten zu kontrollieren
und zu Uberarbeiten, wenn das vonnoéten ist. Fehlintegrationen kénnen somit
korrigiert werden sowie Nachintegrationen durchgefihrt werden. Jeder
Durchlauf einer chromatographischen Auftrennung in einem Analysegerat wird
durch eine Sequenznummer gekennzeichnet. Jeder Lauf hat seine eigene
Nummer und ist mit einem Kleinbuchstaben zur ldentifizierung des verwendeten

Gerates versehen.

4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Auswertung der Ergebnisse

Unter Zuhilfenahme der Custom-Report-Funktion der Agilent Software kdnnen
die Analysenergebnisse zu Microsoft Excel exportiert werden und dort erfolgt
dann mit dem Tabellenkalkulationsprogramm die Auswertung. Die Methoden-
préazision (RSA) sowie die absolute Wiederfindungsrate (WFR) wurden direkt in
Excel nach Formel 2 und 3 berechnet (siehe auch Kapitel 2.7 Validierung).

4.2 Darstellung der Ergebnisse

Auf eine Gesamtdarstellung der Validierungsergebnisse der GC-gangigen und
auch der LC-gangigen Substanzen wird aufgrund der Menge an Daten
verzichtet. Einen Uberblick (iber das AusmafR der Substanzen und wichtige
Informationen Uber die aktuelle Laufmethode der GC-MS/MS und der HPLC-
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MS/MS verschafft die Tabelle 10 und 11. Diese Tabellen geben Auskunft Uber
die lonenlubergange, die dafur notwendige Kollisionsenergie und die
Retentionszeit bzw. das Zeitfenster, in der die jeweilige Substanz aufgezeichnet
wird. Des Weiteren werden Berichtsgrenze und Nachweisgrenze fir jede

einzelne Substanz aufgezeigt.

Damit aber auch eine Veranschaulichung der Ergebnisse gegeben ist, wird aus
den 25 validierten Matrizen jeweils ein Vertreter pro Matrixgruppe ausgewahlt

und dessen Ergebnisse in Tabellenform (Tabelle 13-16) im Appendix

dargestellt.

Matrixgruppe ausgewahlter Vertreter
Hoher Wassergehalt Zucchini

Hoher Ol-Gehalt Avocado

Hoher Starke- und/oder Proteingehalt Mais

mit geringem Wasser- und Ol-Gehalt
Hoher Wasser- und Séuregehalt Zitrone

Hoher Zucker- und geringer Rosinen

Wassergehalt

Carotinoid- und Chlorophyllreich Karotte, Salat,

Tabelle 9: Ausgewahlte Vertreter der Matrixgruppen

(Siehe auch Kapitel 3.2.4, Tabelle 7)
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0100 €000 0T TTET <-9¥T 01 T'OvT <- VLT 9 Jo|yd03130y
0100 €000 0t TET <-6°£8T S 09T <-6°£8T 0T T/T<-68T 9T |[Aoouinbady
[z/w] [z/w] [z/w]

[gdd] [gdd] [A3] Suesdiaqn [A2] Suesiaqn [A3] Suesiaqn (s1)

od OMN Elo) -1311[enp 'z Elo) -1311lenD T Elo) -1aiyinueny  [1sIsusfiiaz aweuzuelsqns

Tabelle 10: lonentubergéange und andere wichtige Daten Uber die GC-gangigen
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0100 €000 ST 16<- €91 Y4 TST <-90¢ 0€ T'LL<-6'9CC 9T [ utyInpAd
0100 €00°0 ST LY <-6'7TT S 6L <- 67T 0T 60T <-6°THC S soydoueA)
0100 €00°0 (o) T'0TT <- /ST S T'T¥T <- 69T 0] VT <-6'C0€ €T soyduajouei)
0100 €000 (o) 16<-86T ST 7681 <-SCC S 1'STT<-6'6EC 8 uizeueA)
0100 €00°0 ST T'€9T <-6'GCC ST 60T <-6'T9€ ST 6°80T <- 6°€9€ qT soydewno)
0100 €000 ST 87T <-€9T Y4 79T <- 26T 0T 6'T6T <-0CC T |Axaw-19303uInbo|)
0100 €000 (014 20€<-8'6CE ST 8'T0E <-8'0EE 0T 0€€ <-8°/SE (o) [Aya-uopiuid
0500 0200 174 €27 <-10€ 0] 66¢C <- 0€€ 8 TOE <- CE€ 8 [Ayzawip-jeyuo|yd
0100 €00°0 9T T/7<-98C 9 €6 <-88C ST €/7<-88C 9 |Ayraw-sojuAdio|yd
0100 €000 14" 8GC <-8'ETE S 987 <-T€ 8 sojliAdioly)
0100 €00°0 S LTT<-€TT S TLT<-€1C € weydoudio|yd
0100 €000 0t 6°0€7 <- 6'G9C Ge 8'/9T <-8°99¢ o€ 7€7<-8'99C S [luojeyloioyd
0100 €000 ST TIT<-T'6€T ST T'6ET<-T'ISC ST T'TVT - T'€SC 4 je|Adoidouo|yd
0100 €000 ST ETT<-T6T or VT <- 16T 0] T'T6T <-90¢ z gauoiolyd
0100 €000 o€ G/ <-6€T1 ST TTT <-6€1 4 6E€T <-TSC 4" 1e|izuaqoJojyd
0100 €00°0 0T 69 <- 12T ST 69 <- ST S TCT <-6'EET 1 soydawuolyd
0100 €00°0 ov 18<-19C 0z 65T <- /9 6 soydulauapiolyd
0100 €000 ST GL<-TTT 0T TTT<-S/T S 6'V/T <-T0E 1T uosuayolyd
0100 €00°0 ST 20T <-S9T or T'LET <-S9T or 1°G9T <-6'G61 € |Ayrswdoiduagioly)
0100 €00°0 ST 20T <-6'9€T ST LTT<-6'97C ST 8'9C <-8°LTE 4" JAdeuapiolyd
0100 €000 o€ 68<- /11 0T TLTT<-6'TST S 18T <-6'G6T € wJiojawipiolyd
0100 €00°0 Y4 ¥9C <- €L€ Y4 997 <- €/€ 0T -sueJ} ‘auepio|y)
0100 €00°0 Y4 ¥9C <- €L€ Y4 997 <- €/€ T -sId ‘auepio|yd
0100 €000 ST 68 <-SCT ST 66 <-SCT 0] ST <-8'69¢ (o) pisuagiolyd
0100 €00°0 ST T'8¥T <-90¢ Y4 T'8VT <-6'€EC or 1'907 <-6°€ET 0T jeuolyiswouryd
0100 €000 S [8<-¥PT S €T <- GET 01 T'29T <- GET 4" uixoque)d
[z/w] [z/w] [z/w]

[qdd] [qdd] [A3] mcmmgwno [A3] mcm@wno [A3] mcmmgmno (s1)

og OMN Elo) -1al}1[enp ¢ El) -13141|enD ‘T 1D -1ayynuenp  [491suspiaz sweuzueisqng
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0100 €00°0 0¢ €9<-91T ST 68<-91T ST 9TT <- 50T 12" ulqoJisAxowiq
0100 €00°0 0T L <-SCT 0T TTT<-€¥T S ajeoyiswig
0500 0200 S 8G<-8TT S 9/ <-¥TT 01 6'G/ <-0TC S uidiyiswig
0100 €000 ST T'LL<-TVET 0] T'SOT <- T'VET 01 T'8PT <-696T 9 Jojyoeyzawiq
0100 €000 aT TST <-£0C 0] 89T <- S¢ 12 96T <- ST 8 gJeduajoyrald
0100 €000 ov €6T <-8'79¢C (074 8'S07 <-8'9/¢ (o) 8'0¥C <-89/¢ 4" uup|alq
0100 €000 0€ G/ <-6'8ET qT TTT<-6'8€T S T'STT <- 0S¢ 8 |0jo21@
0100 €00°0 8 6'€CT <-6°S0C S 6'SLT <-6°S0C 8 8/T <-80C S uesoplg
0100 €00°0 ST 1°29T <- €5 0T 6'61T <-808¢ 0T 6'CST <-6'6E€ 12" |Ayraw-dojopiq
0100 €00°0 ST 60T <-6°TTC ST 6707 <-68LC 9 uolyuajo|yaia
0100 €000 01 00T <- 6°S€T 4 00T <-T/LT ST T9ET <-T/T 1 [lusqojydia
0100 €000 0t TLIET<-T'6L1 S T6LT<-T6LT ST 6LT <-10€ 11 uoulzelg
0100 €000 01 €8<-6'80T 0 98<-6°LTT (o) TTET <-PET 7 Il 91e|lelg
0100 €000 01 €8<-6'301 0 98<-6°LTT (o) T'T6T <-VET 1 I 91ejela
0100 €000 Y4 68 <-80C 0] €8T <-0TC ST 1’96 <- £'9G€E qT sojllelq
0100 €00°0 S 09<-88 S 6/<-CIT 0T 6'8L<-TWT € |Ayrsw-s-uolawaq
0100 €00°0 ST 7ST<-18T 0T €6 <- €5 0T TUT<-€SC LT uuylawel|ag
0100 €00°0 0C 1'69<-T'61T 0T 16 <-T'6TT ST T'LIT<-T06T € 133a
0100 €00°0 0C 69T <- GEC 0T T'66T <- SET 0T Q9T <- LEC €T -d‘d‘1aa
0100 €000 0€ 9/T <-9¥C 0z 1T <-9¥7¢C 0€ 9/T <-8¥C a -d‘d 3aaq
0100 €000 (0]3 9T <-9%¢C (014 TTT<-9¢ o€ 9/T <- 8¢ 01 -d‘o‘3aq
0100 €000 0t 69T <- GEC qT T'66T <- GEC 0t GOT <- LEC a -d‘o ‘aaa
0100 €000 (074 80C <- #¢¢C (o) ¥7C <- ST 8 [luipodAd
0100 €000 S LTT<-6'291T GE T'/2T<-T'I8T ST T'ZST<-T'I8T LT [l uuylawiadA)
0100 €00°0 GE T'[TT<-T'T8T o€ T'CST<-T'I8T 0T T9T <- /6T qT -epquie| ‘ulylojeyAd
010’0 €000 ST 16<-1°0CT 0T 1°02T <- 79S¢ ST 1'62C<-T'LSE ST |Aing-dojoleyA)
[z/w] [z/w] [z/w]

[qdd] [qdd] [A3] Suediaqn [A3] Suediaqn [A3] guediaqn (sL)

og DMN El) -1a141|enp ¢ ER) -131y1jenp T El) -laynueny  |ieisusjiez sweuzuelsqns
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0100 €00°0 ST STT<-6/T 4 16<-T0€ €T plwexayua4
0100 €000 S 6/ <- ST ST 6'69¢ <- G8C ST 2/T<-6'98C L soydiojyouad
0100 €000 aT 20T <-6CT [43 70T <- 86T 0 6CT <- 86T 9T 9|ozeuodonquad
0100 €00°0 Ge G/ <-6€T ST TTT<-6€T 0T LOT <- 61T qT [owleuad
0100 €00°0 S T'€ST <- 89T S T'€ST <-T8T S 18T <-6'T6C S sojwing
0100 €00°0 ST OvT <- €81 0T €8T <-T'TTC 0T G8T<-T'ETC 4 |ozelpliig
0500 0200 0€ ¥'SPT <-8'T0¢ 0€ 6'8ST <-8°T0C ST €91 <-8°10C S uinbAxoyi3
010’0 €000 ST 608 <-8ST ST T'L6<-8ST 5 ¥TT <-8ST € soydoisdoyi3
0100 €00°0 01 T'S0T <- 19T S T'T19T <-690¢ S 1'/07 <-6°S8C L 1eSawn}oyl3
0100 €00°0 ST T'£0T <- €91 S T'GET <- €91 S 9ET <- 9T LT xoiduajoyig
0100 €000 St 6¢T <-T€C S SLT<-TEC €1 uolyg
0100 €000 ST T'LL<-T'L0T 0€ L[ <-89T S T'L0T<-T°89T 9 gJeduajoiyly
0100 €00°0 ST 1°202<-6'SLT 01 1'877 <-6'SLT 0T 6'SLT<-6'STE € uljeanjjjeyla
0100 €00°0 S 98 <- 81T S 06<-T€T S 8CT <-T'68T 1 J1d3
0100 €000 0€ T'20T <-6'T6T GE TTIT<-6'T6T 0T T'8ET <-6'T6T 14" 9|ozeuodixod3
0100 €00°0 qT T'OTT <-£ST S T'TrT <-69T 0T LST <- €C€ T Nd3
0100 €000 Ge 16T <- €9¢C GE €6T <- €9¢ 0z ST <- T8¢ 4 unpu3
0100 €00°0 ST 70T <-8'8€C ST 90T <- Tt7C €T 1ej|nsuejnsopuy
0100 €000 S 6ST <-S6T ST ¥0Z <-8'8€C ST 90T <- Tie €1 -219q ‘uej|nsopuy
0100 €000 S 65T <- S6T ST 0T <-8'8€C ST 90T <- TtT 0] -eyd|e ‘uejjnsopu3
0100 €00°0 ST 1'G9<-6'80T S 60T <-6°TLT 0T 6'CLT <-6'60€ €T soyduajip3
0100 €000 01 1'20T <-0€T 01 T'0€T <-8VT (o) T'8YT <-6TiC 1T sojwiend
0100 €00°0 0z L9T <- 69T ST 89T <- 69T € aulwe|Auaydig
0100 €000 01 €ST <-6'STC 0T 8ET <-6'STC 0T 10 <-6'STC € sojozuagexolq
0100 €000 ST T'LTT<-TTC S T'€9T <-TTC S gasoulq
0100 €00°0 GE 9€T >-89¢ 01 TE€T<-89¢ oT Y€T<-0LT €T |ozeuodiuiq
[z/w] [z/w] [z/w]

[qdd] [qdd] [A3] mcmmgmﬁo [A®] mcmmgwn_o [A3] mcmm;mn_u (sL)

og OMN ES) -181411eny 'z E) -1alj1|enD T Eo) -1ayyiueny  [1sIsusfiiez sweuzuelsqns
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0100 €000 ST 6'9T<-L'TLT ST 6'9EC <-L'E€LT 0t 6€C<- VLT 9 Jo|yoerdaH
0100 €000 0€ 60T <- 18T ST SYT<-18T 01 €8T <-6T1¢ S -e}3p ‘HOH
0100 €000 0€ 60T <- 18T ST SYT<-18T o1 €8T <-6T1¢ S -e319q ‘HOH
0100 €000 0€ 60T <- 18T ST SYT <-18T 01 €8T <-6T1¢ 14 -eyd|e ‘HOH
0100 €000 GE 6'€IT < 6'€8C ST 8'87¢ <-6'€8¢ 12 40H
0100 €000 S 6'08<-6'80T ST 60T <-6'StT S LET <-6'SHT S sojouod
0100 €000 [43 L1 <-6'80C aT T'TT <-6'80C 8T 7'SS <- 0S¢ LT nel-aleul|ean|4
0100 €000 ST G6<-T'€CT ge S6-T6TC ST T'€CT - T'6TC 11 [ojeran(d
0100 €000 0t TSI <-€€¢ 0t G9T <- €€C 4" a|ozejisn|d
0100 €000 ST T'LET<- /ST (014 T'/ST<-66T ST 0CT <-£LCe€ ST uowewnn|4
0500 0200 0¢ 6'85¢ <- 8CE 0¢ 8'CTE<-8CE oY L'8ST <-6'8CE LT uopuni4
0100 €000 oY 80T <-6'6€€ (014 1’867 <-6'6EE ST TETE<-6'6EE 9T a|ozeuoduinbn|4
0100 €000 0¢ G6<-TST 01 T'9ET <- 16T S €CT<-TTC 8 }90BUBIN|4
0100 €000 0g LTT <-8¥C ST ¥ST <- 81T 4" [luoxoipnid
0100 €000 S 90T <-19¢ 01 6'€9C <- 90€ ST 6'79<-8'GCE S utjesojyanid
0100 €00°0 ST 16 <-78C ST 8€T <-78C a |Aing-d-doyizen|4
0100 €000 0¢ €VT <-8CIT (014 6'7SC<-8'C8€ (014 8'99C <-8'18¢ 4 uoj|ns-jiuoidig
0100 €000 0g €TC<-/9¢ ST STT<-19€ 0¢ 87T <-/9€ 01 [luoadi4
0100 €000 01 STT <- /9T ov 1'68<-T°/9T ST 61T <-GC¢ 8T jeJajenusy
0100 €000 S T'LL<-TYT S T'TPI<-6'£L9C S T'TPT <-6'69¢ 8 uosua4
0100 €000 ST 1'S5<-86 01 T'0L<-86 S 86 <-€/T L ulpidosdua4
0100 €000 0 1'S5<-16 9z ¢ST<-T8T ST 017 <-59¢ 14" unyledosdua4
0500 0200 (014 T'VLT <-9€T 01 T'TOT <-9€T 01 T'€0C <- 8€T 12" [tuopiduayg
0100 €000 ST 60T <- 98T 01 98T <-GS¢ 12" gJedAxouay
0100 €000 (014 6'06 <- 88C 01 61T <-88¢C (o) 887 <-6'09€ oT |Ay1a-doidexouad
0100 €000 ST GCT <-8'9/C S 09 <-8'9/C (014 60T<-T'/LT L uo1y30J3IuSS
[z/w] [z/w] [z/w]

[qdd] [qdd] [A3] mcm@mno [A3] wcmwhmo_o [A3] wcmmhmo_o (sL)

og OMN D -131411enp ¢ D -13|yl|enD T Ele) -ialjlueny  |431suslez sweuzuelsqns
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0100 €000 (014 1'68<-61¢CT (014 1'66<-61CT 12! [| 9]0ZEUOIBN
0100 €000 (014 1'68<-61CT (014 1'66<-61CT [4? | 9]0Z_UOIIBN
0100 €000 ST TLTT<-T'CET GE T'/LTT <-60C ST T'CET <-60C 6 Jo|yoezeraN
0100 €000 (014 0€T <-09T S TET <-90¢ (014 91T <- 6¥7C L |Axe|e3a|n
0100 €000 SC 1°69<-T'6TT 01 16<-T611T ST T'6TT <-69¢ €1 [luosdan
0100 €000 ST €6T <-CCC ST 0Tz <-Tee o)) wuAdiuedaln
0100 €000 (o) TET <-6ST 01 TET <-6¢C€ 6 weaqJedsiy
0100 €000 8 GCT <-8ST 12 LTT<-€LT qT 66<-T'€LT L uolyie|en
0100 €000 4" ST <-6°08T 0¢ 60T <- 18T S €8T <-8'81¢ S auepur]
0100 €000 ST T'LL<-6VST ST TLL<-TLT (014 8'T9E <-8'9/€ ST soydoidat
0100 €000 (014 78<-€9T ST OTT <-€ST ST 9€T <-€4T €1 [PeuUd]
0100 €000 S 91T <-90¢ 01 TET <-90¢ 4" [Ay1aW-wWixosauy|
0100 €000 (o) 81T <-06¢ 14 0T <- 06¢ 4" aue|olyjouidos]
0100 €000 0T 7'S9T <- 8€C ST TLLT <-8€T S T <-19C 8 utjedoidos]
0100 €000 (014 T'LL<-TCT (o) T'€0T <-TCT 01 T'TCI<-9€T 14 gJesoidos]
0100 €000 0€ G9<-66T (o) TCT <-661 (014 TCT <-T¥C 6 |Ayraw-soyduajos|
0100 €000 ST TTT<-€TC S 68T <- T'€TC Y4 12T <-GS¢C 6 soyduajos|
0500 0200 (014 LST <- €61 0¢ €CT <-S61 Ge €6T <-8'79¢ L ulpos|
0100 €000 ST 1'99<- T¢I ST 80T <-6'SET 01 T <-6'6CC 8 soydogJesos|
0100 €000 (014 96 <- V1€ 01 She <-PT€ S TLT<-VTIE 12" [I duolpoud]
0100 €000 0T [V <-STT ST 8'T9E <-8'9/€ ST €'€9€<-8'8/€ 45 soyduajopoj
0100 €000 17 €LT1<-611C 1% GLT<-/TT 4" [llezew|
0100 €000 0T €8<-8CT 0T TTL<TLT 01 1'68<-T/LT 1 uouizexaH
0100 €000 44 UT<-6'€ETT 44 6ST<-1TC 4" 9|ozeuodexaH
0100 €000 GE T€9<- I ST T'68<- ¢l € soydouaiday
0100 €000 ST 8'09¢ <- 8°0G€ ST €9C <- €5€ qT 78T <- €S€ 6 0X3 Jo|yderdaH
0100 €000 0€ 61T <- €8T 44 GST <- €81 (014 8T <-/TC 6 opua JojyoerdaH
[z/w] [z/w] [z/w]

[qdd] [qdd] [A3] mcmmeQD [A3] mcmmhwno [A3] mcmmgmno (sL)

og OMN El) -13141|1enD ¢ Elo) -1a|yljenp T Elo) -1aiyiauenp  |4a3susjiiaz aweuzueisgns
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0100 €000 Y4 LL<-TCT 01 TCT<- VLT ST TARSE 744 0T jeoyiuayd
0100 €000 S T'18<-6CCT S T'SST <- €8T (o) 89T <- €81 vI uuyouayd
0100 €000 8¢ T'/L<-€81 ST T'€ST<-T'€8T ST 1'89T <-T'€8T 91 unylawIad
0100 €000 ST 69T <- 6°G9¢ ST L9T <-6°59¢ ST 20T <-6'59¢ S |ousydoio|ydeiuad
0100 €000 Y4 GET<- €9C ST T'LTT<-8'V9C ST LET<-59C S |osiueJo|ydeluad
0100 €000 (o) 87 <-8'79¢ (014 ¥6T <-6'79¢ 9 uljluelo|yoeluad
0100 €000 ST LST <-8¥C ST 76T <-8%C 6 9]0zeuodUdd
0100 €000 12" 60T <- €€ 0g T'6L<-€9C ST T'60T <- €9¢ 9 |Ayraw uoiyleled
0100 €000 01 18<-16¢ 01 T'6L<-16C 8 |Ay1a uolyieled
0100 €000 0 1'S9T <- 6'VET ST T'66T <- 6'V€C 0t T'S9T <- 6'9€C €T aag-,dd
0100 €000 o€ 9¥T <- 7S¢ (014 96T <- 7S¢ ST 8'CCT<-6'66C 4" uagonjAxo
0100 €000 9T LIT<-TET ST LIT <- €91 ST TET <- €91 €T |AX1pexo
0100 €000 qT IT<-6VLT (07 1'9L<-SLT €T G/T<-6T0€ 4" uozelpexQ
0100 €000 ST LTT<-TET 0t 8GT <- TEC €1 0eINJO
0100 €000 0z 7'S9T <- G€C ST T'66T <- GEC (014 T'S9T <- LEC €1 1ag-do
0100 €000 ov TTT <-S€C 0¢ 6/ <-€0C ST LOT <- €0C €T [owLenN
0100 €000 otr 1'S9T <-CT¢ 01 T'V6T <- 9€C S T <5 8 |Adoidosi-[ey10IN
0100 €000 4 79T <-6'78C GE 1702 <-6'C8C 01 €5 <-6'78C 4" U3J0J1IN
0100 €000 qT 6'78<-6'CET ST €ET <- V6T (014 8GT <-¥61 14 uuAdesiN
0100 €000 S 1'7L<-8C1 01 1°00T <-8¢T 1T piwedoideN
0100 €000 vI GCT<-6LT 9 TST<-6L1 [4) [tueangopPAN
0100 €000 o€ 6'ChT <-8'9€C ST 8'9€7<-8'TLT ST 8'8€7 <-8'E/LT ST X3JIN
0100 €000 qT S6<-LTT 01 60T <- /T 01 LTT <-T61 4 soyduinay
0100 €000 ov T'IvT <-LTC 8¢ 69T <-/TC 9T qTT<-LTC 12" Jo|ydAxoyIaN
0100 €000 qT 1'8G <-SHT S 68 <-GPT 0 GPT <-20€ 01 uolylepIyian
0100 €000 S 6/ <-6'7CT S €6<-6'6/T S T'08T <-6'£0C 4 SojldeYIBIN
[z/w] [z/w] [z/w]

[qdd] [qdd] [A3] guediaqn [A3] guesiaqn [A3] guediaqn (s1)

oq OMN Elo) -1a1y1[enp ¢ Elo) -1a|yljenp 1 Elo) -1alyueny  [43suaiaz aweuzueisgns
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0100 €000 8T 8/ <-9€T 8 96 <- 9€T ST uajAxoiduAd
0100 €000 ST 9GT <- 86T Y4 86T <- 66T S [lueylawiAd
0100 €000 01 78<-88T qT 76<-661 S 66T <-OVE v1 uolyuajepuid
0100 €000 0T LTT<-L¥T or TET <~ LVT 91 uaqgeplAd
0100 €000 ST 6V <-1TC or T°€6T <-TTT or T'70T <- ZEC ST soydozelAd
0100 €000 ov 1'€9<-291 S 6€C<- /L9 ST 6€C <- 60€ 4" sojolyroid
0100 €000 ST G9<-16 0 1'98 <-8¢1 S T'8CT <- IS¢ L gJedoy|nsold
0100 €000 43 T'60T <-6°7LT ar 67V <-6°7LT S aplwezAdoud
0100 €000 [43 €9<-0TT 91 ¥9<-0TT 9 OTT <-¢ST € Jnxodoud
0100 €000 vI 69 <- 65 9T €LT <-6SC 8 16T <-65¢ €T |ozeuodidoud
0100 €000 0T €6 <-6'9¢€T ST €6<-6'8/1 S T'LET<-6'8LT [4 weydold
0100 €000 ST S¥6<-T¥TC 0z YOT <-T¥TT S UT<-TYIC S aujzedoud
0100 €000 ST T'LL<-T'SET ST T'/0T <-T'0CT v1 9y3iedoud
0100 €000 014 T'LL<-1°0CT S 1'26<-1°0CT € Jojyoedoud
0100 €000 0T 66T <- T¥C or 997 <- T¥C or 6'€8T <-C'THC L uAizswoud
0100 €000 or GTT <-GET 8 GET <-0ST 1 gJedawold
0100 €000 0T 875 <-6'L1€ ST 66T <-6'L1€ S 0E€E <-8'9%E S uljeinjjouid
0100 €000 0€ €9<-6°L0C S £'89C <-8'96C ST £'897 <-8'8€E€ 4" S0jouajold
0100 €000 ov T'/9<-€8C 0T 96 <- €8¢ otr GGC <- €8¢ 01 suoplwAdoid
0100 €000 0T €€C <-06¢ ST ST <-T°06C S 08T <- S0€ L |Ayraw-soydiwnid
0100 €000 0T 89T <- ¥0€ 45 99T <- 8T€ S T8TE<-T'EEE 8 IAy3a-soydiwLild
0100 €000 ST GG <-7ST ST 96 <- 99T or 99T <- 8€C 9 gJedjwnld
0100 €000 ST T'€0T <-6°G/T 0z T/IT<-6'S/LT or T'TET<-6'G/LT v1 apixoing |Auosadid
0100 €000 ST T'20T <- 61 ST T'/ST <-6'VEE or T'E€LT <-6'VEE T u1qoulsAxodid
0S0°0 0200 0€ T'9L<-L'WT S €0T <-L'9VT 0T ¥0T <- £'9VT 4 plwijeyiyd
0100 €000 ov 1'GL<-T8T ST TTT<-28T S 8ET <- 78T ST auojesoyd
0100 €000 o€ 16 <-'69T o€ T'STT <- 691 0C T'TPT <-¥7'69T z -0 ‘jouaydjAuayd
[z/w] [z/w] [z/w]

[qdd] [qdd] [A3] guesdiaqn [A3] guesdiaqn [A3] guediaqn (s1)

od OMN Elo) -1a)yl|enp ¢ ER) -1a|yl[enp 1 El) -layyipueny  pie1suapiiaz aweuzueisqns
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0100 €000 07 60T <- 21T 0¢ SPT <-TI¢ a1 LT >-TTT 9 UI|OZOPUIA
0100 €000 o€ LL<-9C€ (0] 69T <-9¢€ v1 aeydsoyd [Auayduy
0100 €000 qT 1°09T <-6°€9¢ 01 %92 <-90€ € utjednpjul
0100 €000 0€ 6'EVT <-90C 01 T'6LT<-90C 9 €/<-8LC 01 s|oziwnjuL
0100 €000 (04 1'68<-911 qT T9TT<-T€T €T ulqoJIsAxo|yL
0100 €000 01 90T <-T9T S YET <- 19T S 79T <-/SC €1 soydozel|
0100 €000 qT €8<-6'CT 0 T'¥8T <-89¢ 01 1'92¢ <-89¢ S lejleut
0100 €000 qT 69 <- 80T S 04 <-80C 0c LTT<-0T¢ 8 uojawipeu]
0100 €000 o€ G9<- /€T 8T 16<- (€T 8 LET <-8ET 01 pluenjjjAjoL
0100 €000 14 €6 <-499¢ 14 0¢T<-59¢ qT 057 <-S9¢ 9 |Ayraw-sojod|0L
0100 €000 Ge T'Z8T <- 7S¢ 0 T'LTT<-TSC qT ST <-L'TCE €1 [nsesa]
0100 €000 Ge T'LL <991 qT 6'90T <- ¥9T qT T'/0T<-T'¥9T 12" uuylswesla]
0500 0200 0t 6/<-£'0ST 0T 1'08<-£°0ST 01 6'TCT <-L'0ST 14 piwiieyiydoipAyenay
0100 €000 01 66T <- L'€SE 01 66T <- £'SSE 12" uojipeia]
0100 €000 S 6/ <-6'80T qT 6'80T <-8'8C€ qT 6'80T <-8'0€€ 01 soydulnio|yoesa]
0100 €000 S T'0LT<-S8T 14 ST <-T¥C 01 [AVARS N4 174 L auAingua)
0100 €000 81 Y01 <-¥1¢ 8 CET<-TP1T 14 €/T<-6CC S auize|Ayingual
0100 €000 01 TOTT<-T'SPT (014 T'€8<-798T S T'SPT <- 10T 14 |Ay1asap-uize|Ayingia
0100 €000 S 9/<-/(T1 S T'LTT<-09T 01 TYPI<-T'T9T S [Peqia)L
0100 €000 0€ L8<-T'LLT ST TLCT<-T'LLT 01 TTPT<- 6T S S ‘UlyIn|$aL
0100 €000 44 €VT <-6'20C 143 T'€8<- €0C 8 6/T <-STC € auazeuda]
0100 €000 ST ST <-0S¢ Y4 LTT <-TSC 12" 9|ozeuodnqgal
0100 €000 qT T'SCT <-0vT qT TT <-9ST 01 6'SST<-6'TCE €1 sojoud|ns
0100 €000 0T 6'SPT <-8'T0C 0T 6'SPT <-8'LEC 01 6'T0C<-8'TCE ¥ dajoy|ns
0100 €000 14 €/T<-10¢C 14 98T <- T0¢ 01 T2T<-T10C S aulzewls
0100 €000 qT 6'8LT<-8'€ETC qT ¥1T<-8'8VC 0t LET<-8'V6C S uazojuinp
0100 €000 43 80T <- /€T 14 LET<-L0OE €1 uajAxouinp
0100 €000 0€ TT6<-T9VT qT 6T <- /ST 01 soyd|euinp
[z/w] [z/w] [z/w]

[qdd] [qdd] [A3] Suegiaqn [A3] Suegiaqn [A3] Suegiaqn (sL)

og OMN El) -131y1jenp ¢ El) -131y1|enp 'T El) -iaynueny  lIL1susjiiez aweuzuelsqns
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0100 €000 S 08 (o) 60T <- ¥2¢C S L9T <-¥7T 18L°€ gJedolpuag
0100 €000 S S6 o€ 16 <-9¢€ (014 8YT <-9C€ 69 |Axejeuag
0100 €000 S SL v YiE <- vOv 8 TLE <- YOV 9€9's ulqoJisAxozy
0100 €00°0 S 08 0T GCT <-8IE 0] CET <-8TE vze's [AyraN-soyduizy
0100 €000 S oL o€ 16 <-9%€ 144 LET <-9¥E vIv'9 [Ay13-soyduizy
0100 €000 S 08 St 6ET <- SC€ ST €8T <- GC€ 865°¢€ soydiyiawezy
0100 €000 S 00T LT 65T <- TOE 4" T€C<-TOE L20°S || |ozeuodezY
0100 €000 S 00T LT 65T <- 00€ 45 TET <-00€ wsy | |]ozeuodezy
0100 €000 S 0ST 94 8 <- 5’188 8y LEL<-S'T88 4" 47g ulnawIaAy
0100 €000 S 0€1 vS LTE<-5'S68 St 16/<-5'S68 | TS6'TT V1g UldaWIaAy
0100 €000 S 0zT (014 CET<-9TC ST YLT<-9TC 19LY uizesy
0100 €000 S 00T (114 ST <-69€ (014 TLT <-69€ (o) 66T <- 69€ €L Il sojojiuy
0100 €00°0 S 00T (014 GTT <-89€ (014 TLT <-89€ (0] 66T <-89€ 98'S | sojojiuy
0100 €000 S 011 GE T'CCT <-T'¥6C 01 T'€9T<-T¥6C | 9T°0T zeijwy
0100 €000 S 0zT (014 T'LET <-T'60C 01 T'CST<-1'60C | SS8°0 gJedouiwy
0100 €000 S 0T (014 81T <-0LE S 19 <- 0LE STy uoinjnsopiwy
0100 €000 S (014 ST 1'96 <- T'8CC (014 T'98T<-1'87C | SET'S uhizswy
0100 €000 S 09 0z €CT <-T'E0E 8 GET <- T'€0E S TST <- T'€0€ 188 uuy||vy
0100 €000 S 08 S 68 <-£0C S TET <-L0T 2690 pIxo4|ns-q.ledip|y
0100 €000 S 08 S 98 <-€7C S 8YT <- €7C 9180 uoj|ns-quedip|y
0100 €000 S 09 (0] 68<-€TC 01 9TT <- €1C 9€8°C gJedlp|y
0100 €000 S 08 o1 1291 <-T'0LC (o) T'8€C<-T'0LL 99 Jojyoely
0100 €000 S (14 ST 16<-TIC (014 9€T <-TTT (014 OvT <-T1C viv's [Ayraw-s-sej0ZUBG DY
0100 €000 S 0zI (o) T'8¥T <-T'0LC (o) T¥Ce<-10LC | T8S'9 10[Yy20332Y
0100 €000 S 08 ST 96 <-€7C qT 9T <- €TC €99'T pudiwelaoy
0100 €000 S 09 a TARSE 71 1 EVT <-18T 1690 ajeydaoy
0100 €000 S SL 8¢ T <- 6T 1% LET <- V6T €6’y gJedseylawl-G‘e’e
[z/w] [z/w] [z/w]

[qdd] [qdd] [A3] Suediaqn [A3] Suesiaqn [A3] Suediaqn

og OMN AVD  |Jojuswdeld Elo) -191411enD ¢ El) -1a1y1|lenD T D -1alylueny 1y aweuzueisgns

-gangigen
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0100 €000 S (174 o€ 76<-T T4 P0T <-¢Ttt 8LL'T uozepuojyjy
0T00 €000 S ovt 8T 8GT <-0PS 8T ¢8€<-0vS S¢oT uoJnzen|Holyd
0100 €000 S 06 0€ 66 <- 6S€ 8 GST <-6S€ SL°L soyduiauaiolydy
0100 €000 S (074 ST 8T <-€6¢C 0¢ 6'€0T <- €6¢ L¥9'S uoinwolqgsolydy
0100 €000 S 00T 01 V8¢ <-T8Y (074 €S <- V8% ST S5 <-98% L8€°S |oJdijluesjuelolyd
0T00 €000 S 00T 144 £8<-9€¢C a VT <-9¢C [43% 7 uixoqJe)
0100 €000 S 08 ST 8TT<-18¢ ST 09T <- T8¢ SY'TT ue4|nsoq.e)
0100 €000 S 00T S LST <- €€ S 661 <- EVE S'6 uolyjousydogue)
010 €000 S 08 o1 €971 <- 8€C S 02T <- 8€C SSLT AxoJpAH-g-uoinjoqie)
0100 €000 S (174 ST €I <-tee (0)9 S9T <-¢TCT S06°€ ueinjogJed
0100 €000 S 08 8 8TT <-LEC T 6T <- LEC [4%3 plwelsqJie)
0100 €000 S 08 (074 CeET<-T6T S 09T <- 61 €0C'T wizepuaq.e)
0100 €000 S 08 (0)9 L1T<-20C S ST <-¢0¢ [4* 1% 7 |Aegie)
0100 €000 S (074 ST TET<-TLC 9 69T <-T/C 6S°L sojesnpe)
0100 €000 S oct T4 T'85<-T'LEC T V8 <-T'LEC (03 8'GCT<-T'LEC ove'v uo.ining
0100 €000 S 06 8 T'€9<-T'€TC S 90T <-T°€CC 1% T99T<-T'€CC | TO80 wixoqueaAxoing
0100 €000 S <9 8 SL<-£0C 1 CET <-£0C 69°0 pIxoj|ns-wixoqJesoing
0100 €000 S (174 ST SL<-€TC S 99T <-€T¢ €CLT wixogJesoing
0100 €000 S 06 [4% 91T <-90€ 8 TOC <-90¢ 698 uizajoidng
0100 €000 S S0t 8¢ 80T <-LT€ 144 99T <- L1€ 9299 jewuidng
0100 €000 S 00T 91 0L<-LLE (074 65T <-LLE 689 Il 9|0ZBUOdNWO.Ig
0100 €000 S 00T 91 0L<-9L€ (074 69T <-9/€ 619 | 9|0ZBUOONWOIY
0T00 €000 S 08 (014 6'£8T <-T9¢ ot S0C<-19¢ 889°¢ |1PEWOIg
0T0‘0 €000 S ortT (074 OPT <- €€ (074 LOE <- €VE €989 pijessog
0100 €000 S 08 ot 66 <-T'8€E S 7’697 <- T'8€€E 8T'L |ouenallg
0100 €000 S 00T (074 991 <-T'Otv S TI8T<-C0Vy | €09°CT ulyluaylg
0T00 €000 S 0L (014 68T <-6S€ S 0TE <-6S€ A xousjld
0100 €000 S (074 (074 0LT<-T'TOE S 86T <-T'TOE v6C°9 91ezeua}lg
0100 €000 S oct (074 91T <-T'C8E 1€ 08T <- '8¢ €19 |Adoidos|-gJedijeaelyiuag
0100 €000 S 08 (074 T'S6T <- TP (0)9 NATASEY AN 4 8€'8 gJeseinjuag
[z/w] [z/w] [z/w]

[qdd] [qdd] [A3] guediaqn [A®] guegiaqn [A3] guediaqn

549 SMN AVD  |JoluswsSeld Elo] -1ayy11enp g El) -131}11enp °T El) -ialaueny 14 sweuzueisqns
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010’0 €000 S oct (074 1°[87<-7'S8€E (074 T'6CE<-C'S8E | 80°0T uoaniyiuselq
010’0 €000 S 06 (074 L <-SCC (09 891<- SCC LLT qieaiwnid-jAyrawsaq
010’0 €000 S S8 (074 9€T <-TOE [4 81 <-TOE s weydipawsaq
010’0 €000 S 00T Lc 89<-¥L1 [4" CET<-VLT S9€T uizesjejAdoidosisaq
0100 €000 S 143 174 v0T <- 88T [4" 9vT <-88T T9EC uizene|Aylasag
0100 €000 S STT 8¢ 60T <- €9¢ [4" 691 <- €9¢ ¥66°0 uoj|nsjAyiaw-s-uorawag
0100 €000 S 06 ve T19<-T€C (0)9 68<-T€C 9/8'¢ [Ayraw-s-uolawaq
010’0 €000 S 0L o€ 19<-6SC S 68 <-65¢ 168'9 S-uojawsq
010’0 €000 S 001 Ve 19<-6SC 6 68 <-65¢ Yov's O-uolawsaqg
010’0 €000 S oct (074 116<-T¢61 ST 61T <-T'C61 6C6'Y 133a
010’0 €000 S oct S¢ S8<- /91 (074 SCI<-/9T ¥€9°0 uizewolA)
0100 €000 S 00T 0€ €6 <-97¢ 8¢ 80T <-97¢ 86L'9 [luIpoudAd
0100 €000 S (0749 ST 0L <-T6C ST SCT <-¢C6¢ 8's |ozeuodo.idAd
0100 €000 S S8 ST TTT<-66T S 8CT <-66T e [luexowA)
010’0 €000 S 0€T ST S0 <-69€ S L8C<-69¢ 85°0T unexayA)
010’0 €000 S oct ST 08T <-¢'9¢e ot 1°08¢<-¢'9ce (4] [l WipAxoAD
010’0 €000 S oct ST 08T <-T'9¢€ (09 1°08C<-C'9¢E S'S | wipAxojpA)
010’0 €000 S 06 S 80T <-T'SCE S T'19¢<-T'a¢E | VLS9 plwejozeA)
010’0 €000 S 00t 0¢ LST <-T'¥0€ S 9LT <-T'V0E 899 soyduajouei)
0100 €000 S (0749 1474 1'89<-T'I¥¢ [42 Vo1 <-T'T¥C [4" TYIC<-T'IvC | LOV'E uizeueA)
0100 €000 S (0749 (074 LTT<-€9€ ST L0€ <- €9¢ L89 soydewno)
010’0 €000 S 08 St CET <- 0S¢ 6 69T <- 0S¢ €9¢€'T ulplueiylo|n
010’0 €000 S oct (074 6T <-T9g€ ST 8€C<-T9ge L8 |[Axaw-12003uinbo|)
010’0 €000 S oct o€ 68 <-0¥C (074 SCI<-0v¢ 68€'S uozewoj|y
010’0 €000 S 08 (074 ¢0T <- €0€ ST 8€T <- €0€ TL uizajusjo|d
010’0 €000 S oct 0¢ LST<-TVIV (0] TEBI<-TVIV | 9C¢S'E uoinynsouty
0100 €000 S (0749 0 LOT <-T'76€ ST 8V€ <-T'V6E [4°%] |1Ay3a-uopiui)
0100 €000 S 00T ST ST <-T9E ot 670€ <- T9€ L6 soydoiyuio|yd
0100 €000 S (0749 T4 L<-T'T6C S 91 <-T'T6C 14 8TC<-T'T6C EvL'9 uoinxolojyy
010’0 €000 S (0749 (074 CL<-TETC (074 OrT <-T'€TC 41747 uoJn|o10J0|yd
[z/w] [z/w] (z/w]

[qdd] [qdd] [A3] Suediaqn [A3] Suediaqn [A3] Suediaqn
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0100 €000 S (1749 (074 LST <-¥CE (0] 96¢ <-¥C€ 8S°L Nd3
010’0 €000 S (009 o€ 8<-5'988 o€ 8G1<-5'988 o€ 89T <-G°/88 L6°8 eTg 1eozusquidawewy
010’0 €000 S 00T 13 60T <-TT€ (0)9 €8¢ <-T1€ vse'L soydusayip3
010’0 €000 S 0SsT 144 LS5<-8CC 144 09 <-8t¢ 61C’'L uipoq
010’0 €000 S oct o€ 1'86<-€°C8¢C (074 T9TT <- €°C8C ST'S ydiowapoq
0100 €000 S 08 (0)9 90T <-T'STC S TST<-T'STC €6°¢ 1SINa
010’0 €000 S 00T ST 1°¢6<-10C (0] T'LET <-TOC 88°C VSINd
010’0 €000 S (009 (074 CL<-€EC 8¢ 097 <- €€¢ 8/8V uoinig
0100 €000 S (0]49 ST 87T <-00€ S e <-00€ 1929 sojwiield
010’0 €000 S 06 9 S8T <-T6C € €Tc<-T6C 119 pixoj|ns-uolojnsig
010’0 €000 S 06 Lc 1[6<-L0€ ST SCT<-L0€ STLY uoj|ns-uoin4|nsiq
0100 €000 S 08 0¢ 19<-SLC S 68 <-SLC L06°L uony|nsiq
010’0 €000 S 08 a €T <1t 14 L9T <-¥TC TLLT gJedexolq
010’0 €000 S 06 S YIT <-T'€0¢ S 6CT <-T'€0¢ €080 uelnjajoulg
010’0 €000 S 0€T 1¢ 0L <-9¢¢€ Le 691 <-9C€ 98'L |[ozeuodiuig
010’0 €000 S (009 (074 9Tl <-C'[cE S T's0c<-¢'Lce L ulqosisAxowiq
0100 €000 S STT (013 S9T <-88¢E (074 TOE <-88¢ €9°S ydiowoylawiqg
010’0 €000 S 08 (0)9 TLT <-0€C S 66T <-0€C 1691 sleoyiawid
010’0 €000 S (1749 (074 T'8PT <-1'95¢ (0] TVec<-T95C | 88T'S Jojyaeyswiq
0100 €000 S SvT ) L9T <-6EE 4" 99 <-6€¢€ 90v'S uoinjawig
010’0 €000 S (1749 o€ 9P1 <-1°G6€ T4 99¢ <-T1'96€ 18°L uediusynijia
010’0 €000 S 00T (074 Wi<-TI€ 9 89T <-TT€ 19 uoinzusqgnjj!q
010’0 €000 S STT 144 TSC <-90% a LEE <-90V €5°L |0zeuodousyid
010’0 €000 S 08 (074 ST <-89¢ S 9CC <-89¢ 9°S gJeausjoylsiq
0100 €000 S 09 9 CIT <-8€C € €6T <-8€C [ soydojo.dig
010’0 €000 S (1749 91 601 <-T¢C 8 SP1<-TCC (4R sonoYIq
010’0 €000 S SL 144 €CT <-€EE 14 Ve <-€gg pee9 piluenjjojyia
0100 €000 S 00T 0c €91 <-S0€ 4 691 <-S0€ 69 uouizelq
010’0 €000 S 00T ST T'er <-0LC €1 1'98<-0LC 13 60T <-04C L8°L 1ejjeld
010’0 €000 S 00T ST L8T <-1V6E ST 80¢ <-76¢ L sojljelg
[z/w] [z/w] [z/w]

[qdd] [qdd] [A3] Suediaqn [A2] Suegiaqn [A3] Suediaqq)

549 SMN AVD  |JoluswsSesy Elo) -131411enp 'z El} -131}11enp 1 El} -i3ljiauenp 14 sweuzueisqns

Fortsetzung der Tabelle 11

56



010’0 €000 S ocT ST 69T <-6/T 0T LYT<-6LT 999 uolyiuas
010’0 €000 S oct 1C LST <-60€ 6 18 <-60€ 96y uolyjoy|nsuay
010’0 €000 S 0€T 574 STT<-Ct 0T 99¢ <- TTh 66'6 jewixosAduay
010’0 €000 S 00T 0€ LS <-€70€ 0€ 0€T <- £'70€ 8¢ TLPT<-€90€ | TUS'S ydiowidoiduay
010’0 €000 S oct o€ LS<-€VLT o€ TLYT<-€vLT | €0T'S uipidoiduay
010’0 €000 S SoT 0€ L6<-0SE 8 STT <-0S€ €6'6 uuyledoiduay
010’0 €000 S oct S T'OVT <- LET o€ 99T <- L£T 0T 207 <- L€T veT's [luopidua4
010’0 €000 S 08 0T 88 <- 70€ v 91T <- 70€ G889 glesAxouay
010’0 €000 S oct 0z YT <-1°79¢€ 0z 887 <-1°79¢ €28 |Ay1a-doidexouay
010’0 €000 S 08 or S6<-1°80C S T'ZST<-180C | 16V'S gJeangouad
010’0 €000 S 08 0€ G5 <- 20€ 14 L6<-20€ b9 plwexayuay
010’0 €000 S (0]%4 99 16<-61S o 6'0S€ <- 615 74 €91 <- 615 9z’€T pix0-uneinqua4
010’0 €000 S 0TI 0T 0L <-LE€ o€ GTT <- €€ £89°9 |ozeuoonquad
010’0 €000 S oct (014 LS <-[0E ST 19T <- £0€ 62°0T uinbezeuaq
010’0 €000 S SoT o€ 18<-T€E 0T 897 <- T€E 9zv'9 |owlieua
010’0 €000 S oct 8T TLT <-0C€ 114 €€7<-0C€ €0y pixoj|ns-soydiweua
010’0 €000 S 0TI ST 997 <- 9g€ ST 80€ <- 9£€ 6Tt uoj|ns-soydiweuad
010’0 €000 S oct 0z LTT<-10€ ST ¥E€T <- ¥0E 878'9 soydiweua4
010’0 €000 S oct 74 6<-TI€ 8 9cT <-TI€ 861°S uoplweua4
010’0 €000 S 06 a 8ET <- T6E 1% TEE <-T6E L uopexowey
010’0 €000 S oct 6 LLT <-16€ € 65€ <-6€ LLTT xo4duajo13
010’0 €000 S <8 (014 TET <- €T a €LT<- €W %959 soydoidoyl3
010’0 €000 S 06 9T TTCT <- T0€ 12 TTPZ <- TH0€ % T'/8T<-TV0E | 665°S jesawnyoyly
010’0 €000 S ocT o€ 86<-0TC 74 OvT <-0T¢ 8ET'€E [owuIy
010’0 €000 S 08 0z €T <- G8€ 1% 66T <- G8€E €6'8 uolyi3
010’0 €000 S 08 ST LOT<-T'ThT S T'S8T<-TZve | LSET piX0j|ns-queausjolysa
010’0 €000 S 08 ot LOT <-1°85¢C S TT0T<-1'85C | LSTT uoj|ns-gueauajolyiq
010’0 €000 S 08 S LOT <-92¢ S ¥9T <-92¢ 18t gJeausyolyl3
010’0 €000 S 00T 8 1'98<-T°061 8 T'8CT<-T06T | b9 Jld3
010’0 €000 S oct (014 TCT <-0€€ 0T TPT <-0€€ €659 |ozeuodixod3
[z/w] [z/w] [z/w]

[qdd] [qdd] [A3] duediaqn [A®] guegiaqn) [A3] Suegiaqn)
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0100 €000 S 091 (014 65T <-L6C (074 §SC<-L6C 1N % |l[ezew]
0100 €000 S 00t L ¢ <-00T ()8 ¥S5<-001 9 ¢8<-00T 9S8°0 |ozexawAH
0100 €000 S oct 0¢ 89T <-£9¢€ (0] 8CC<-€S¢E LT'6 xozel1AxaH
0100 €000 S (0749 (014 TTL<-T€ESC ST TTLI<-CTeSC | 978°€ uouizexaH
0100 €000 S 148 013 Wi <-19% 8 89T <-T9% v6'L uoinwinjjexsH
0100 €000 S 0€T 81 0L <-¥1€ Lc 65T <-V1€ L1S°L 9|0zeuodexsH
0100 €000 S SL 8 SCT <-19C 8 LTT<-19C 6€0°S soydouaidaH
0100 €000 S 0€T o€ 16<-79€ 4" 9T€ <-79€ s9 dojAxo|eH
0100 €000 S oct ST S6T <-€8€ (0)9 CSC<-€8E [4°%] qJedolylesny
0100 €000 S o1t o€ €6<-TTC o€ 0CT <-TTC ST S9T <-¢CC 5850 puojya0ipAH-1eURISWIO
0100 €000 S 08 St 60T <- L¥7C S LET <- YT 6.9 sojouod
0100 €000 S 148 a 0L <-20¢€ (013 €¢I <-C0¢ 4% 0% |ojelini4
0100 €000 S oct (074 Tt <-1vee ST INATASEN 743 (0] 8T <-T'vee SL6°S [luejoini4
0100 €000 S S0t L4 G9T <-9T€ 91 LY <-9T€ 8’9 |ozejisni4
0100 €000 S oct 13 T8LT<-TvEE (013 LYT<-T'VEE (074 €0€ <-T'vEE L29'S uoweun|4
0100 €000 S 0sT o€ SYT <-CT¢ S¢ ¢6C<- (Tt 0¢ SvT <-vIt 0¢9 uopuojysoini4
0100 €000 S 06 o€ 65¢C <-0€€ o€ 0T€ <-0€€ eve's uopuni4
0100 €000 S ott 144 L0€>-9L€ (074 6vE <-9L€E 8€E9 |ozeuoduinbn|4
0100 €000 S 0€T or 88T <-T'65¥ ST TLey<-T'6SV | L9V'9 uiqoJisexoni|4
0100 €000 S 00T T4 SPT <-€8€ T4 €LT <-€8¢€ 509 pijoaidonyd
0100 €000 S 08 St TP1<-687 (0] 89T <- 681 696 uoinxouajnid4
0100 €000 S 08 (0)8 TCST<-Tv9€ S TveT<-T¥9€ | €SS9 }sdoeuayn|d
0100 €000 S 00T (014 T'66T <-C'69Y S Iy <-69v 8L'6 Jeunyihonyy
0100 €000 S ortT St 78T <-18€ 6 8CE <-¥8¢E 898 |Aing-d-dojizen|4
0100 €000 S 0T |14 YSC<-8cE ST 8¢ <-8CE 69°S dojizen|4
0100 €000 S 0L St VLT <-T'0€C ST €0C <-T'0€C 6€0°T plwesjuol4
0100 €000 S 0s 9¢ SST <-¥Sh (014 89€ <- 1Y 1% LEV <-VSY €689 [luoadi4
0100 €000 S 0sT o€ 9TT <-LV€ (013 0CT <-TG€ o€ L6T <-TGE S0°S uius4
0100 €000 S ovt o€ 60T <-S6C ST 08¢ <-S6C 960°Y pixojns-uolyiusg
0100 €000 S 0€T 144 60T <-TT€ St ST <-TT€ Leey uoj|ns-uolyusg
(z/w] [z/w] [z/w]

[qdd] [qdd] [A3] Suegiaqq) [A3] Suediaqn [A3] Suediaqn
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0100 €000 S oct 0¢ 0ST<-¢ce ST S9T <-¢eC 99 uoinzelyizuaqeyisn
0100 €000 S 56 144 0L <-0ce (013 SCT <-0C€ L0, |0ZeUOd19N
0100 €000 S 08 0c TYET <-T'8LC S T0Tc<-1'8Lc | 6887 J0|ydsezelsiN
0100 €000 S oct 0c Y0T <- €0¢ ST SLT <-€0C LT uoJyiwelsin
0100 €000 S 08 ) 6T <- 08¢ 8 0¢c<-08¢ 6¢0'S |Axe[eIsiN
0100 €000 S 0Tt 144 611 <-0LC 4" 87T <-0LT 8¢09 [luoaday
0100 €000 S oct (013 LL<-VTC S¢ 90T <-¥7¢C vLe9 whAdiuedan
0100 €000 S oL 8 661 <-0€€ 14 LTT<-0€E 88¥'9 weqJessin
0100 €000 S (1749 1T 8ce<-TCly S 99 <-T'CTy SL6°S plwedoidipuep
0100 €000 S oL 8 LTT <-TEE 1 98T <-TEE 166°'S uolyleein
0100 €000 S 06 0c 66 <-T'STE 8 LCT<-T'STE 60V uoxoe|e
0100 €000 S SET o€ i <-T1S (074 8ST <-T1S 806 uoinusini
0100 €000 S (1749 (014 097 <-6¥¢ St 8T <-6VC L9Y'S uoinun
0100 €000 S 00T (014 TL1<-6'0TY St 6LE<-6'0TV €L°0T soydoida
0100 €000 S 08 ST 9€T <-T'SEC ot T'eST<-T'SEC | 66LV |loeua
0100 €000 S SL 8 [444Sa 7443 T [9C<-V1E evT'L [AYISIN-Wix0s Iy
0100 €000 S 0L (013 CTL<-L6T St 18T >-£6C S 08¢ <-L6C 966°€ lejingie)
0100 €000 S oct 0s 0ST <-T’'€€e St 9T <-C’Eee 9 uagexos|
0100 €000 S oct ST L <-£0C ST S9T <-£0C 6.8 uoinjoudos|
0100 €000 S 08 (014 681 <-T1'T6C S T€C<-T'T6C 866'S uejolyzouidos|
0100 €000 S ozt (014 L[0T <-T0TE St L'SCe<-C0TE | POl uljedoidos]
0100 €000 S 08 9¢ LL<-TV61 8 S6<-T'V6T 0 ST <-T'V6T 6CLY quedoudos|
0100 €000 S 56 0c LTC<-9PE 8 Sve <-9ve 9e’L soyduajos|
0100 €000 S 08 (014 61T <-TCE S €0C<-Tee 8¢ev'9 quedljenoid]
0100 €000 S 00T (o) SPZ <-0€€ 6 88C <-0€€ LEL9 uolpoid|
0100 €000 S oct ()8 6vC <-8¢S ot €6¢ <- 8¢S 88'L gJedexopuy
0100 €000 S 08 ot SLT<-99¢C ot 60¢C <-99¢ [44°N" pudojoepiw|
0100 €000 S (1749 T4 T'LLT<-T°06C (074 C'Sve<-T1'06C | 8SE'E JAdeyrazew
0100 €000 S 091 T4 1661 <-TCTE (74 T'[9¢<-TCle | TI6E uinbezew|
0100 €000 S 091 (074 16T <-1°79¢ ST T'LTT<-129¢ ST TVeEC<-TC9C | TUET JAdezew
[z/w] [z/w] (z/w]
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010’0 €000 S 06 T¢ EET <-6LC 6 6TC<-6/C [443 IAX1pexQ
010’0 €000 S 00T 61 L <-T'89C L 00T <-1'85¢ €c 6'7CT <-1'8S¢ TL gJesusgio
010’0 €000 S 08 (074 SCT<-VTC S €8T <-¥1¢ £69°0 leoyivwo
010’0 €000 S o1t (074 09T <- 8¢ 8 YSC <-178C LT6°E 228440
0100 €000 S 0,49 o€ 18<-9T¢ (074 ST <-STE 9€9's [owlenN
0100 €000 S o1t o€ 9T <-T/LC 8 68T <-T/LC 806°0 welAduauN
0100 €000 S 149 91 8T <-TT¥ 4" ETT<-TIY €9°¢ uoInyINsodIN
0100 €000 S 0€T 91 88<-G/T 4" PTIT <-SLT 169 uoJngsN
0100 €000 S (0749 St T'6CT <-C'TLT St TTL1<-TCLe | [959 plwedoideN
0100 €000 S GET a 0L <-68C (013 SCT <-68¢ 8609 [lueanqopPAA
010’0 €000 S o1t 91 CL<-661 144 9CT <-661 LEV'E uoJnuo
010’0 €000 S oct ST 9CT <-ST¢ ()8 8YT <-9T¢C 13T uoinuijouo
0100 €000 S 09 T¢ 84 <-¥¢C St LCT <-¥CC SL0T soydojoso0uoiy
0100 €000 S 001 ST LT <-T'SCC T €61 <-T'SCC 45144 [ soyduinsiy
010’0 €000 S 001 ST LC1<-T'SCC T €61 <-T'SCC <91 | soyduinain
0100 €000 S oct ST T'TPT <-T'C8¢ ST T'[9T<-TC8¢ (0] T'86T<-1°C8¢ | w¥8'E [Ay1sW-uoinynsiay
0100 €000 S 0€T 0¢ ¥8<-9T¢ 9T L8T<-9TC 969°¢ ulznquUisiy
010’0 €000 S 06 (09 60¢ <- 607 (074 LTT<- 60V €e’L uousjenlsy
010’0 €000 S 0ct (074 CL<-6CC (074 99T <-6CC €88'C uoINXxoisN
010’0 €000 S 08 (09 16<-991 S 60T <-99T LETE qJed|013N
010’0 €000 S (0749 ST T9LT <-T'¥8C ()8 T°¢SC<-T¥8C | €0L9 J0]Yoe 013N
010’0 €000 S (0749 ST 8T <-6SC St 0T <-6SC LSV uoinwoiqolsy
0100 €000 S o1t 81 €ET <-69¢€ St 67T <-69¢ T0T'9 pizousjAxoy1ain
0100 €000 S 08 S 88<-€91 S 90T <- €91 ¥66°0 [AwoyiaN
0100 €000 S 06 Lz [44 RS 4/4 9 S8T <- Tt [43A" P1X04|NS-qJEI0IYISIA
0100 €000 S 06 [4" [44 RS TA4 C 10T <-S/T 8581 uoj|ns-qJesoiyisin
0100 €000 S 08 ()9 TCT <-92¢ S 691 <-97¢ v19°'s Q4e30143sN
0100 €000 S 0s 91 §8<-€0¢ 14 SPT <-€0€ TS uolyieplyisiy
0100 €000 S 08 ST V6 <-Tvl ot SCT<-avT L[9°0 soydopiweylsin
0100 €000 S o1t (074 SCI<-Tie S 60C <-Tve 891°S SOjLIdEYISN
[z/w] [z/w] [z/w]
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0100 €000 S (1749 St C0T <- 68T (0] PT <-681 £9°0 qiedowedold
0100 €000 S 08 ST ST <-TCTC (0] 04T <-T°CTC 588V Jojyoedoud
0100 €000 S oct (074 8ST <-T°CiC (074 T00C<-Teve | €L6'S uAnawolid
0100 €000 S S8 4" 60T <-80C v 19T <-80C €8S gJedswold
0100 €000 S (1749 144 L6<-€ELE St €0€<-€LE 61'8 $0j0u3J0.d
0100 €000 S 00T a 99C<-9LE 1% 80€<-9L€ €CS’L ZeJo|Yd0.1d
0100 €000 S (1749 ST 661 <- 691 ST YSC<- 697 £00'9 IAyraw-uoinjnsiwid
0100 €000 S SPT o€ 80T <-90€ (074 9T <-90¢€ 9T, [AyrsN-soydiwid
0100 €000 S SPT (074 8T <-PEe (074 86T <-17€€ 86 IAy13-soydiwiid
0100 €000 S ST1 (074 L <-6EC a 8T <-6£C 89 qJedlwiid
0100 €000 S 08 (074 ST <-89¢ S S0C <-89€ Lv9 u1qousAxooid
0100 €000 S (1749 (074 8EC<-LLE (074 69€<-LLE €98 usjeul|oold
0100 €000 S 08 (074 LL<-T'66C (0)9 6CT <-1'66C YTL9 wixoyd
0100 €000 S (099 |14 LC1 <-00€ 9 VLT <-00€ 80°¢ uoplweydsoyd
0100 €000 S 06 Le €ET <-8TE ()8 T°09T <-0v€ 6 vIC<-0ve €Ce’s 1swsoyd
0100 €000 S 00T 4" 81 <-89¢ 1% CCE<-89€ vLLL uojesoyd
0100 €000 S 0L ST eVl <-LLC € 661 <-LLT 865V pixojjns-jeioyd
0100 €000 S 08 a EVT <- €6¢ € TLT<-€6C Ly uoj|ns-jeioyd
0100 €000 S (0195 € SL<-T9C € 66T <-T9C TL 9jeJioyd
0100 €000 S 08 (0)9 T'€e9T <-Tce S LY <-TCE ¥¢0’L leoyiuayd
0100 €000 S S8 91 9€1 <-T0€ [4 891 <-TOE 80¢'S weydipawuayd
0100 €000 S 06 91 Y61 <-78C 1% 1T <-T8C 606 uljeylawipuad
0100 €000 S oct (074 SCI<-6C€ ST 8TC<-6CE WL uoumAouad
0100 €000 S STT a 0L <-18¢ 0c 6ST <-¥8¢ 299 |0zeuodusd
0100 €000 S (1749 T4 06 <-8¥¢ (074 0C <-87C ¥90°€ IAy1aIN-uoXORIEd
0100 €000 S (1749 14 VLT <-T9LC (0] 0CC<-1'9LC LTV |Ay1a-uoxoeied
0100 €000 S oct 8T 0L <-6¢ 9€ SCT <-16C 296°S |ozeJingo|ded
0100 €000 S (9]0 (074 T'LEC<-T9E (0)9 91€<-79¢ 59 uapion|jAxo
0100 €000 S 06 81 LYT <-89C 9 SLT <-89C 89T¢C wixoqieaAxQ
0100 €000 S 09 ot CL<-L€T S 06 <-LEC 9s8°0 |Awexo
(z/w] (2/w] (z/w]
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0100 €000 S (0749 14 1°T6T <-T'96€ 0c T'€TT<-T'S6E | T989 uousioy
010’0 €000 S 0¢cT 0¢ T8I <-T'CeY (o) SCE<-TCEY 6SC'Y uoinjnswiy
010’0 €000 S Sv1T 14 TLC<-€LE 91 66C <-€LE 18'8 |Ay13-dojojezinp
010’0 €000 S ovt 8¢ e <-ove 91 66¢C <- SVE £99°9 pioe 9314 dojolezinD
010’0 €000 S Sv1 o€ L6T <-80€ 8¢ CLT<-80€ L8'8 usjAxouInp
010’0 €000 S 06 8¢ 9L1 <-TTC [4" P0C <- Tt 6’1l delawuinp
0100 €000 S 06 St Ve <-tt o€ €91 <- ¥ ST 9TT <-¥0e LSS'C delopuinp
0100 €000 S STT 114 €97 <- 66¢ [4" €VT <-66¢ 879 soydjeuinp
0100 €000 S S1T 4" 96 <-TCE 0c G8T <-¢CcCeE v6'8 uajAxoiduid
010’0 €000 S Sv1T 14 L0T <-00C 4 €81 <-00¢ (445 [lueyiswAd
010’0 €000 S 0€T 1c €6 <-S6C a €9¢ <-S6¢C 6L'S XouajlAd
010’0 €000 S 001 [4" L0C<-6LE 9 T19€<-6LE LTTT 1epuAd
010’0 €000 S 0€T 8¢ 601 <- 06V [4" €81 <- 06V [4" IAlepuAd
010’0 €000 S 0€T 81 681 <-TvE 81 S0C <-TvE £91°9 uolyauajepliAd
0100 €000 S o1t 14 LYT <-99€ 8 60€ <- 99¢ 90T uagepliAd
0100 €000 S (0749 0€ Tv6eT <-TvLE (014 T'CCe<-TvLE | 88L'L I soydozesAd
010’0 €000 S (074 0€ Tv6eT <-T'vLE (014 T'CCC<-TvLE | LSE9Q | soydozelAd
010’0 €000 S oct (074 €91 <-88¢ 01 V6T <-88¢ €T’L ulgqoJisopelid
010’0 €000 S oct (074 6L <-8TC (014 S0T <-8T¢ 86L°0 uizoslswAd
010’0 €000 S SO0T Ve S0T <-SPE 91 e <-Sbe 8LT'TT |l sojolyzold
010’0 €000 S SO0T Ve S0T <- Sbe 91 P <-ave ZAN0) | sojolyiold
010’0 €000 S SOT v 16 <-TSC 8 8CT <-TSC S0°8 §J4e304|nsold
0100 €000 S 06 14 68C <-€LE o) TE€E<-ELE 686 pizeuinboid
0100 €000 S 00T (074 €LT <-99C [4" 06T <-959C 116°S plwezAdoid
0100 €000 S 0s ST €6<-0T¢C [4" TI1<-0T¢ 88L'€ inxodoud
010’0 €000 S ovt (074 69 <-Tve o€ 6ST <-Tve 689 |ozeuoaidoid
010’0 €000 S 0L [43 LL<-T°08T 14" 01 <-T1°08T S T'8ET<-TO8T | LVOV weydold
010’0 €000 S 00T o€ 6'8L<-T0€C 61 6'GYT <-T°0€C 11 6°L8T <-T'0€C 6v'v uizedoid
010°0 £00°0 S 08 4! /T <-89€ [4 TET <-89€ 596 18Jedold
0100 €000 S (0749 (074 LTT <-8TC ST 791 <-8T¢ SSt's [luedoud
(z/w] [z/w] (z/w]
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010’0 €000 S 06 4" LET<- /ST € 00C <-/£SC vLET pIxojns-xouejolyl
010’0 €000 S 06 8T LET<-ELC 9 9T <-€LC €991 uoj[ns-xouejolyL
0100 €000 S 0Tt ST LS<-T¥C [4 8T <- it 615V xouejolyr
0100 €000 S S8 [4" 88 <-9SE 8 80T <- SS€ 12174% q4ealpolyl
0100 €000 S 06 14 €L<-T81 [4" LET <-C8T 8/9°0 wepAdolyl
010’0 €000 S (0]4 €T T°£9T <-88¢E S¢ S0C <-88¢ 6€9°€t [AyrsWw-uoinynsuaiyL
010’0 €000 S 08 0¢ T8T <-¢6¢C 0] TTe<-¢6C 600'T wexojawelyyl
010’0 €000 S (174 ST 9CT <-€9¢C ot 98T <-€S¢C 60¢C'¢C pudopelyl
010’0 €000 S 0ctT o€ TET <-¢0C (013 SLT<-¢0C T6v'1T |[ozepusqelyL
0100 €000 S 5174 0c 0L<-TLE 9¢ 69T <-CLE v0S'9 |ozeuodelal
0100 €000 S 0ctT ST LCT <-6'V9E ST TV <-6'99¢ ot LCT <-£9€ 86’9 (z) soyduiniojyoensy
0100 €000 S (074 14 9T <-0€C 14" VLT <-0€T LE'S uizejAinguay
0100 €000 S oct (074 89T <- ¢ St 98T <- ¢ €9'S uAinguay
010’0 €000 S 0ct 0¢ 0TT<-T'c0C ST IvT <-T'C0C 1ZAVN% IAyesap-uize|AyingiaL
010’0 €000 S 06 174 TET <-S0€ 9 £8T <-50€ 28S°S p1x04|ns-sojnqial
010’0 €000 S 0Tt 4" €61 <-EvE 9 L8C<-EVE 19S°S uo4|ns-soyngia
0100 €000 S 06 8T LS <-68C € €0T <-68C 98 sojnquaL
0100 €000 S 00T o€ TPT <-18¢ [4" 84T <-18¢ Sv'8 uoJnzuaqn|jal
0100 €00°0 S (443 0€ LTT <-¥EE JAd ST <- VEE 658 peJAduaingal
010’0 €000 S 08 0¢ €ET <-€9¢E S L6C <- €9E 1969 pizousjngsy
0100 €000 S SET 174 0/ <-80¢ 013 SCT <-80¢ L9 |0ZeuodNQqa|
010’0 €000 S (174 0¢ SST<-€ce 0] 6TC<-€CE 0] Ve <-€Ce [44) sojoud|ns
010’0 €000 S (174 0¢ EVT <-€CE 0] TLT<-€CE £9°9 dajoy|ns
010’0 €000 S 0ct 014 00T <-86¢C 0¢ T <-86¢C 9S°S ulwexoutds
0100 €000 S 0¢cT [4" T'c0E<-CvLE 8 T0€E<-CVLE | 9099 jewesyarolids
0100 €000 S 0Tt ST CIL<-T'TIY S EIE<-TTIV 101 usjopipoiids
0100 €000 S S61 8y 86<-9'9L 13 T <-9'9L 8€E8 @ uAsouids
010’0 €000 S 08 87 86<-¥'CEL 0] T <-v'CEL 6¢L’L v uAsouids
010’0 €000 S 0ct 0¢ YT <-20C 0¢ CET<-C0C LeL’E uizewls
010’0 €000 S SET 14 1'89<-T°0€¢ 42 0T <-T'0€C 91 TvLT<-T0€C ¢SS uizejAyingas
(z/w] [z/w] [z/w]
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010’0 €000 S 149 o€ 6ST <-9€€ 91 [8T <-9€€ SveE'L plwexoz
010’0 €000 S 001 a 691 <-¥0¢ 6 TOC<-10¢E € 6TC <-¥0¢t €080 pIXoj|ns-uolyiopiwen
010’0 €000 S 08 (074 81T <-88C ot 91 <-88C 86S°T uolyjopiwep
010’0 €000 S (1747 91 0L<-8T¢€ 124 ST <-8T¢ ST9'9 |[0zeuodill|
010’0 €000 S 06 (074 169 <- €9C 6 98T <- €9C 6 L0C <- €SC €80°S [Ay19-oedexauliL
010’0 €000 S 0SsT LC 86 <-06¢ 8T ST <-06¢ v's Sulojl]
0100 €000 S (1749 0s 196 <-T'¢6V (074 1'8€T<-T'E6h €C Tv9c<-T'eer | 6C6°S [Ayrawi-uoinjnsnjjuL
010’0 €000 S (1747 (074 6€T <-6S€ (074 99T <-6S¢ IT'L uoJnwin|yug
010’0 €000 S 08 ot €L<-9¥¢ S 8LT<-9¥¢ 9veE8 [oziwunjjul
010’0 €000 S (1747 91 98T <- 601 8 90¢ <- 601 96v'8 ulqoJisAxo|ju]
0100 €000 S 0Tt 8¢ 9€T <-061 (074 €91 <-06T L19°C [ozepAdu]
010’0 €000 S 56 4" 601 <-/LS¢ 1% TCC<-LST L6L°T uopolyuL
0100 €000 S oct 0€ 6TT<-VT€E 91 9T <-11€ 8¢9 soydozel|
010’0 €000 S (1749 (074 TTrl <-T'C0v ST T/9T<-TC0Ov | VSL'E uoanjinsel]
010’0 €000 S ott ST 198 <-¥0€ S¢ 6T <-90¢€ ot 198 <-90¢€ L6 1ejjely
010’0 €000 S o1t 0€ 96 <-0¢g¢€ (074 8€T <-0€€ (0] ¥8¢ <-0¢g€ SE6 wipAxoy et
010’0 €000 S 08 ve LET<-BEC 1% 8EC <-LVE €TC’s piuenjyjAjoL
010’0 €000 S STT 114 SLT<-TOE [4" 69¢ <-TOE YL IAy1aN-sojofajoL
010’0 €000 S oct (074 TST <-€vE (0] TIE<-EvE (4T3 [Ayzaw-jeueydoryl
(z/w] [z/w] [z/w]
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Die WFR-Werte sowie die RSA-Werte fur alle Substanzen in dieser Methode
sind im Appendix fur 7 Matrizen aufgelistet. Die Werte fur die GC-gangigen
Substanzen werden in der Tabelle 13 und 14 dargestellt und die Tabelle 15 und

16 geben Auskunft Gber die Ergebnisse der HPLC-gangigen Substanzen.

4.3 Beurteilung und Interpretation

Aufgrund der Vorgaben laut SANCO-Richtlinien wurden innerbetrieblich

folgende Regelungen fir diese Validierung festgelegt:

1. Die Wiederfindung einer Substanz muss innerhalb von 70-120 9%,
liegen und die relative Standardabweichung sollte < 20 % aufweisen,
zumindest bei einer der ausgewahlten Matrizen, um als valide zu

gelten.

2. Liegt die WFR aul3erhalb des gewiinschten Bereiches von 70-120 %,
kann eine WFR-Korrektur vorgenommen werden (siehe Formel 4 und
5).

3. Substanzen, die sich leicht abbauen und daher als instabil gelten,
werden in der Routine durch Kalibration mit frisch hergestellten

Standards quantifiziert.
4. Alle Substanzen, die den Validierungsanforderungen nicht gerecht

werden konnen, werden wenn mdglich in eine andere Methode

aufgenommen und dort validiert oder gestrichen.
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GC-Substanzen

Bei den 10 ppb Spike-Versuchen zeigen Isodrin und Tetrahydrophthalamid eine
etwas zu hohe Wiederfindung. Die Substanzen Acequinocyl, Triflumizol und

Cyanazin weisen bei beiden Konzentrationsebenen eine zu hohe WFR auf.

Der Einsatz von Ascorbinsdure fuhrte, wie auch in der Publikation von Van der
Heide et al., zumindest fur die Pestizide Cyanazin und Triflumizol zu negativen
Auswirkungen auf die analytischen Leistungen. Eine Ausnahme stellt die
Substanz Bupirimat dar, die in dieser Methodenvalidierung trotzdem eine sehr
gute Wiederfindung zeigt. Zu einer sehr niedrigen WFR kommt es bei
Bentazon, Chlordimeform, DDT o"p, DDT p’p, Dimethoat, Dinoseb, Ditalimfos,
Edifenphos, Methidathion, Methoxychlor, Mirex, Nitapyrin, Tetrachlorvinphos in
der 500 ppb und der 10 ppb Spikeebene. Die Wirksubstanz Methoxychlor weist
auch in der Studie von Cervera et al. eine WFR unter 50 % auf. Die RSA ist
aber wie in dieser Arbeit im grinen Bereich (< 20 %). Wie bereits erwahnt, kann
eine WFR aulRerhalb des geforderten Bereiches von 70 — 120 % durch eine
sogenannte WFR-Korrektur ausgeglichen werden (siehe Formel 5). Eine
Quantifizierung in der Routine ist mdglich, solange die relative Standard-
abweichung < 20 % ist und lediglich die Wiederfindungsrate nicht den
Forderungen entspricht. Den Ergebnissen dieser Validierung zufolge wird von
den 240 GC-gangigen Substanzen nur Chlorthalonil als invalide eingestuft. In
Ubereinstimmung mit friheren Validierungsergebnissen kommt es bei
Chlorthalonil zu sehr schlechten WFR. Diese Substanz kann mit der
herkdbmmlichen QUEChERS-Methode qualitativ, aber nicht quantitativ bewertet
werden [Lehotay et al.,, 2010]. Die Wirksubstanz Ethoxyquin weist auf der
hohen Konzentrationsebene in den meisten Matrizen eine niedrige WFR auf.
Allerdings betragt auf der 10 ppb Ebene die WFR beispielsweise bei Mais
68,2 % und bei Zitrone 99,3 %.

In allen Matrizen zeigen die Substanzen Fenvalerat, Permethrin, Phenothrin,
Cypermethrin, Deltamethrin und Tetramethrin, die zur Gruppe der Pyrethroiden

(synthetische Insektizide) zahlen, eine gute Wiederfindung. Die Wirksubstanzen
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Allethrin und Bifenthrin, die sowohl auf der GC als auch auf der LC positive
Ergebnisse liefern, gehdren auch dieser Gruppe an. Die Ausnahme stellen die
fetthaltigen Matrizen, wie eine aktuelle Studie zeigt, dar, hier kommt es bei den

meisten Pyrethroiden zu etwas schlechteren WFR [Peruga et al., 2013].

LC-Substanzen

In der hohen Konzentrationsebene Uberschreiten die Substanzen Anilofos,
Benthiavalicarb-sulfoxid, Bifenazat, Chlorantraniliprol, Cyazofamid, Fluoxa-
strobin, Hymexazol, Proquinazid und Spirodiclofen die Wiederfindungrate
enorm und in manchen Matrizen kommt es auch zu einer zu hohen RSA. Der
Grund dafur kénnte der Abbau der Substanzkonzentration im Standard sein.
Dieser Abbau setzt nach einer gewissen Zeit ein und geht im Regelfall mit einer
Uberschreitung der Wiederfindung einher [ONORM/EN 15662, 2009]. Wie aus
den Ergebnissen im Anhang ersichtlich, kommt es namlich bei den niedrigen
Spikekonzentrationen, die zuerst bearbeitet und analysiert wurden, zu keiner
Uberschreitung. Acephat, Aldicarb-sulfoxid, Amitraz, Avermectin B1B,
Butocarboxim-sulfoxid, = Cyhexatin, = Cyromazin, Imazapyr, Imazaquin,
Imazethapyr, Methamediphos, Omethoat, Pymetrozin, Quinclorac, Quinmerac
sowie Spinosyn D weisen in beiden Spikeebenen eine zu niedrige
Wiederfindung auf. Eine durchschnittiche WFR von 180 % offenbart die
Substanz Spirotetramat aber nur im hohen Konzentrationsbereich. Die 10 ppb
Spike-Versuche liefern, mit Ausnahme der Avocado, hingegen WFR, die im

geforderten Bereich liegen.

Dichlofluanid zeigt in der niedrigen Spikeebene eine viel zu hohe Wieder-
findung. Dafir kommt es aber in der hohen Spikeebene zu teilweise guten
WFR. Diese mittelpolare Substanz kénnte méglicherweise auf der GC-MS/MS,
wie in den Ergebnissen von Cervera et al.,, bessere WFR erreichen. Die
Pestizide Carbosulfan und Benfuracarb weisen sehr schlechte WFR-Werte auf
und auch die RSA wird in fast allen Matrizen Uberschritten. Diese beiden
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Substanzen bauen sich sehr schnell zu Carbofuran ab, was auch die Ursache
der sehr geringen WFR sein konnte [ONORM/EN 15662, 2009].

Diafenthiuron wird aufgrund der Abweichungen von den geforderten Richtlinien
als nicht valide eingestuft. Die durchschnittiche WFR von Diafenthiuron betragt
auf der 500 ppb Ebene nur 30 % und auf der 10 ppb Ebene kommt es zu einer
noch geringeren Wiederfindung. Die RSA weicht auf beiden Ebenen, besonders
bei der Probenmatrix Salat, weit von den geforderten < 20 % ab. Die Substanz
Tolyfluanid, die sich sehr rasch im Standard abbaut, zeigt noch schlechtere
Ergebnisse als Diafenthiuron und kann dadurch auch nicht als valide beurteilt
werden. Lehotay et al. weist in seiner 2010 verdffentlichten Publikation auf
Tolyfluanid hin und bezeichnet diesen Wirkstoff, wie auch Chlorthalonil, als
problematisch, da diese Subtanzen sehr instabil und basenempfindlich sind. In
seiner Studie kommt es, wie auch in dieser Arbeit, beim Einsatz eines
Citratpuffers (pH 5-5,5), basierend auf der ONORM/EN 15662 QUEChERS-
Methode, bei Acephat, Methamediphos, Omethoat und Pymetrozin zu
schlechteren WFR. Ein Grund dafir konnte die pH-Empfindlichkeit von diesen
Pestiziden sein. Denn bei der Aufarbeitung dieser Pestizide mittels eines
Acetatpuffers (pH 4,8) gemal? der AOAC Official Method 2007.01 kommt es zu
etwas besseren WFR [Lehotay et al., 2010]. Insgesamt konnten von den 338
Substanzen, die auf der HPLC analysiert wurden, nur 4 Substanzen
(Carbosulfan, Benfuracarb, Diafenthiuron, Tolyfluanid) nicht validiert werden.

4.3.1 Gegenuberstellung der Ergebnisse

Wie sich bereits in den Studien von Paya et al., Kmellar et al. und Cervera et al.
gezeigt hat und auch aus den Ergebnissen dieser Validierung ersichtlich ist, ist
die Wiederfindung auch matrixspezifisch. Im Allgemeinen ist die WFR bei
saurereichen und fetthaltigen Matrizen schlechter. Aber auch Carotinoide und
Chlorophyll stellen einen Stérfaktor dar. Obwohl diese Erkenntnisse bei der

Aufarbeitung bereits bertcksichtigt werden, kommt es trotzdem zu schlechteren
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WFR. Ein Grund konnte die Adsorption mancher Pestizide auf dem
eingesetzten GCB-Salz sein. Die wasserreiche Zucchini schneidet daher viel
besser ab als zum Beispiel die saurereiche Zitrone oder die carotinhaltige
Karotte. Die meisten aufgetretenen WFR-Abweichungen dieser Validierung sind
aber eher auf einzelne Substanzen zurlckzufihren als auf spezielle Matrizen.
Nichtsdestotrotz zeigen die im Anhang dargestellten Ergebnisse, dass der

Grol3teil der Substanzen erfolgreich validiert werden konnte.

Substanzen, die sowohl auf der GC als auch auf der LC analysiert wurden:

Die Analyse von Azinphos-ethyl erfolgte mit beiden Geréten erfolgreich. Bei der
GC kam es lediglich bei der Zitrone zu niedrigen WFR von etwa 55 % und die
LC zeigte bei der Zitrone und der Avocado eine schlechtere Wiederfindung.
In allen anderen Matrizen lag die WFR von Azinphos-ethyl zwischen 70 und
110 %. In einer Studie, die 2010 mittels GC-MS/MS durchgefihrt wurde,
zeigten sich bei einer saurehaltigen Matrix &hnliche Ergebnisse [Cervera et al.,
2010].

Malathion, eine phosphororganische Verbindung, die zu den Insektiziden zahilt,
zeigt auch auf beiden Geraten bei den 10 ppb Spikeversuchen eine sehr gute
Wiederfindung. Bei der LC kommt es zu einer etwas besseren Wiederfindung
als auf der GC. Die 500 ppb Spikeversuche haben insgesamt gesehen eine
etwas niedrigere WFR. In diesem Fall sind aber die Ergebnisse der GC mit

einer durchschnittichen WFR von 70% besser als die der LC.

Ausgezeichnete WFR- und RSA-Werte liefern die Triazine (Harnstoffderivate),
Atrazin, Terbutylazin und Terbutryn auf der GC. Die WFR-Werte liegen auch bei
der LC im geforderten Bereich, aber auf der hoheren Spikeebene sind sie um
etwa 10 bis 20 % niedriger.

Metazachlor, Dimethachlor und Flufenacet sind Herbizide, die auf beiden
Geraten gute Wiederfindungen liefern.
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Acetochlor Dimethoat Hexaconazol Pirimiphos-ethyl
Alachlor Dimoxystrobin Hexazinon Pirimiphos-methyl
Allethrin Diniconazol Imazalil Profenofos
Atrazin Ditalimfos Isofenphos Promecarb
Azaconazol Edifenphos Isoprocarb Prometryn
Azinphos-ethyl EPN Isopropalin Propachlor
Benalaxyl Epoxiconazol Isoprothiolan Propargit
Bifenthrin EPTC Kresoxim-methyl Propazin
Bitertanol Ethiofencarb Lenacil Propham
Boscalid Ethion Leptophos Propiconazol
Bromacil Ethofumesat Malathion Propoxur
Bromuconazol Ethoprophos Mecarbam Propyzamid
Bupirimat Etofenprox Mepanipyrim Prosulfocarb
Buprofezin Fenarimol Mepronil Prothiofos
Carbophenothion Fenbuconazol Metalaxyl Pyrazophos
Carboxin Fenhexamid Metazachlor Pyridaben
Chlorfenvinphos Fenoxaprop-ethyl |Metconazol Pyridafenthion
Cinidon-ethyl Fenoxycarb Methacrifos Pyrimethanil
Cloquintocet-mexyl Fenpiclonil Methidathion Pyriproxyfen
Coumaphos Fenpropathrin Mevinphos Quinalphos
Cyanazin Fenpropidin Myclobutanil Quinoxyfen
Cyanofenphos Fipronil Napropamid Sulfotep
Cyprodinil Fluazifop-P-butyl Nuarimol Sulprofos
DEET Flufenacet Ofurace Tebuconazol
Demeton-S-methyl Fluguinconazol Oxadixyl Terbuthylazin
Desethylterbuthylazin |Fluridon Oxyfluorfen Terbutryn
Dialifos Flurtamon Penconazol Tetrachlorvinphos
Diallat Flusilazol Phenthoat Tolclofos-methyl
Diazinon Flutriafol Phosalon Triallat
Diethofencarb Fonofos Picoxystrobin Triazophos
Dimethachlor Heptenophos Pirimicarb Trifloxystrobin
Triflumizol

Tabelle 12: Substanzen, die sowohl auf der GC als auch auf der LC analysiert

wurden
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4.3.2 Verbesserungsvorschlage

Eine Studie, die im April 2013 publiziert wurde, zeigte, dass das auf
QUEChERS-Methode basierende Verfahren mit dem Einsatz von
GCB/PSA/MNPs eine einfache, schnelle und effektive Methode fir die
Probenaufbereitung ist. Die dabei eingesetzten Magnetit Nanopartikel (MNPS)
stellen ein magnetisches Material dar, da sie Magnetit (Fe304) beinhalten. Die
Ergebnisse von Zeng et al. weisen teilweise hohere WFR und bessere RSA-
Werte auf als die in dieser Arbeit aufgezeigten. Besonders p,p"-DDE und p,p’-
DDD, aber auch Permethrin, Bifenthrin, Quinalphos und Phenthoate zeigen
etwas hohere WFR. Die GCB/PSA/MNPs-Sorptionsmischung konnte als eine
vielversprechende Alternative zu der vorliegenden QUEChERS-Methode dienen
[Zheng et al., 2013].

Frucht- und Pflanzenextrakte, die mit der QUEChERS-Methode aufgearbeitet
werden, enthalten eine erhebliche Menge an nicht-flichtigem Material. Nach
mehreren Injektionen solcher Extrakte in die GC sammeln sich Matrix-
rickstande im Zufluss-Liner, die die Richtigkeit der Analyse beeinflussen. Die
Leistung des Gerates kann durch Austausch der Liner wieder hergestellt
werden, was aber bedeutet, dass die analytische Sequenz gestoppt oder relativ
kurz angehalten werden muss. Es kommt zu einer sogenannten ,down-time*
(Ausfallzeit). Dieses Vorgehen beschrankt den Probendurchlauf und die
Produktivitat. Deshalb wird in der Publikation von David et al. in der
Routineuntersuchung auf ein automatisiertes Liner-Wechsel-System (ALEX-
System - automated liner exchange system) mit dem Ziel, die Ausfallzeiten zu
reduzieren, gesetzt. Den Ergebnissen dieser Publikation zufolge kommt es
beim Einsatz des ALEX-System zu einer Steigerung der Produktivitat und auch
zu hoheren WFR [David et al., 2013].
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5 Schlussbetrachtung

Aufgrund einer Erweiterung des Substanzspektrums auf 338 LC-gangige
Wirkstoffe und 240 GC-gangige Wirkstoffe wurde diese Methodenvalidierung
durchgefuhrt. Die Erweiterung soll erméglichen, eine grof3ere Bandbreite der zu
analysierenden Pestizidwirkstoffe in Lebensmitteln abzudecken. Diese
Methodenvalidierung erfolgte mittels GC-MS/MS und HPLC-MS/MS. Die
Validierungsergebnisse zeigten unter Verwendung der GC bei den 10 ppb
Spike-Versuchen bei Isodrin und Tetrahydrophthalamid eine etwas zu hohe
Wiederfindung. Zu einer sehr niedrigen WFR kommt es bei Bentazon,
Chlordimeform, DDT o’p, DDT p“p, Dimethoat, Dinoseb, Ditalimfos, Edifenphos,
Methidathion, Methoxychlor, Mirex, Nitapyrin, Tetrachlorvinphos in der 500 ppb
und der 10 ppb Konzentrationsebene. Die Substanzen Fenvalerat, Permethrin,
Phenothrin, Cypermethrin, Deltamethrin und Tetramethrin, die zur Gruppe der
Pyrethroiden zahlen, zeigen in allen Matrixgruppen, mit Ausnahme der
fetthaltigen Matrizen, wie auch in einer aktuellen Studie von Peruga et al., eine
gute Wiederfindung. In Ubereinstimmung mit friheren Validierungsergebnissen
kommt es bei Chlorthalonil zu sehr schlechten WFR. Chlorthalonil gilt als sehr

instabil und konnte nur qualitativ bewertet werden [Lehotay et al., 2010].

Ein Abbau der Substanzkonzentration von manchen Pestiziden des HPLC-
Standards fuhrte in der 500 ppb Konzentrationsebene zu enorm hohen WFR
und bei manchen Matrizen auch zu einer zu hohen RSA. Die Pestizid-
Arbeitsldsungen werden in der Regel bei < -18 °C gelagert. Die Zugabe von
Séauren oder Basen hatte in einigen Fallen hilfreich fur eine erhdhte Stabilitat
sein kénnen und die Lagerdauer verlangern konnen [ONORM/EN 15662, 2009].
Die Pestizide Carbosulfan und Benfuracarb, die sich sehr schnell zu Carbofuran
abbauen sowie Diafenthiuron und Tolyfluanid werden bei der HPLC als nicht
valide beurteilt. Lehotay et al. bezeichnet Chlorothalonil und Tolyfluanid als
problematisch, da diese Subtanzen sehr instabil und basenempfindlich sind.
Acephat, Methamediphos, Omethoat und Pymetrozin zeigen in seiner Studie

auch schlechtere WFR. Ein Grund daftir konnte die pH-Empfindlichkeit dieser
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Pestizide sein. Denn bei der Aufarbeitung dieser Pestizide mittels eines
Acetatpuffers kommt es zu etwas besseren WFR [Lehotay et al., 2010].

Die innerbetrieblichen Regelungen und die Vorgaben laut SANCO-Richtlinien,
die eine Wiederfindungsrate zwischen 70 - 120 % mit einer relativen Standard-
abweichung < 20 % fordern, wurden aber fur beinahe alle Substanzen in
zumindest einer Matrix erfillt. In manchen Fallen liegt die WFR aul3erhalb des
gewinschten Bereiches, hier kann aber eine WFR-Korrektur vorgenommen
werden. Wie bereits in einigen Studien bestétigt, ist die Wiederfindung
matrixspezifisch [Paya et al., 2007] [Kmellar et al., 2008] [Cervera et al., 2010].
Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit insgesamt 25 Matrizen zur Validierung
herangezogen, um nachvollziehbare Ergebnisse zu liefern und um die
Aufarbeitung und Auswertung in der Routine zu erleichtern. Dieser Aufwand hat
sich den Ergebnissen entsprechend bewéhrt. Die Arbeitsldsung, die laut Van
der Heide et al. mit dem Einsatz der konservierenden Eigenschaften von
Ascorbinsaure zur Stabilisierung der labilen Pestizide herangezogen wurde,
stellte sich auch, zumindest in den meisten Fallen, als erfolgsversprechend
heraus. Alle Substanzen, die sowohl auf der GC als auch auf der LC analysiert
wurden, zeigen positive Ergebnisse. Azinphos-ethyl zeigte lediglich bei Zitrone
niedrigere WFR. Ahnlich Ergebnisse zeigten sich in einer Studie, die 2010
mittels GC-MS/MS durchgefuhrt wurde [Cervera et al.,, 2010]. Die Triazine,
Atrazin, Terbutylazin und Terbutryn liefern auf der GC ausgezeichnete WFR-
und RSA-Werte, auf der LC sind die WFR-Werte aber etwas niedriger. Die
Ergebnisse, die im Anhang dargestellt werden, zeigen auf, dass der Grof3teil
der Substanzen erfolgreich validiert werden konnte. Trotzdem sollten die
Substanzen mit schlechten Ergebnissen noch genauer betrachtet werden, um
Uber die Notwendigkeit einer Revalidierung zu entscheiden. Weitere
Moglichkeiten, die Ergebnisse zu verbessern, konnten der Einsatz einer
GCB/PSA/MNPs-Sorptionsmischung sein [Zheng et al., 2013] und im Bereich
der GC ein automatisiertes Liner-Wechsel-System, auch ALEX-System
genannt, das laut David et al. die Produktivitat steigern und die WFR erhdhen

kann.
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6 Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit durchgefuhrte Validierung wurde aufgrund einer
Substanzerweiterung der bestehenden QUEChERS-Methode mittels GC-
MS/MS und HPLC-MS/MS durchgefuhrt, um die Anforderungen der
europaischen Richtlinie  SANCO 2011 zu erflllen. Diese QUEChERS-
Multimethode wird zur Bestimmung von Pestizidriickstdnden in Lebensmitteln
eingesetzt. Insgesamt wurden 25 Matrizen zur Validierung herangezogen und
mit einer Ascorbinséure versetzten Arbeitslosung, laut Van der Heide et al.,
aufgearbeitet und danach analysiert. Angesichts der Ergebnisse dieser
Validierung muss von den 240 GC-gangigen Substanzen nur Chlorthalonil als
invalide eingestuft werden. Diese Substanz kann mit der hier angewandten
QUEChERS-Methode qualitativ, aber nicht quantitativ bewertet werden.
Deshalb ist es notwendig, Chlorthalonil bei der Routineuntersuchung durch eine
eigene Methode mit frisch hergestellten Standards zu quantifizieren. Von den
338 HPLC-gangigen Wirkstoffen wurden Carbosulfan, Benfuracarb,
Diafenthiuron und Tolyfluanid als nicht valide beurteilt. Carbosulfan und
Benfuracarb weisen sehr schlechte WFR und auch RSA-Werte auf, da sie sich
sehr schnell zu Carbofuran abbauen. In manchen Féllen kommt es zu einer
Abweichung der geforderten Wiederfindung, die mit der WFR-Korrektur
ausgeglichen werden kann. Wie sich bereits in einigen Studien gezeigt hat und
aus den Ergebnissen dieser Validierung ersichtlich ist, ist die Wiederfindung
auch matrixspezifisch. Im Allgemeinen ist die WFR bei saurereichen und
fetthaltigen Matrizen schlechter. Aber auch Carotinoide und Chlorophyll stellen
einen Storfaktor dar. Die meisten aufgetretenen WFR-Abweichungen dieser
Validierung sind aber eher auf einzelne Substanzen zurtckzufihren als auf
spezielle Matrizen. Im GroBen und Ganzen lieferte die Validierung der
breitgefacherten QUEChERS-Methode erfolgreiche Ergebnisse. Die geforderten
Richtlinien wurden fur beinahe alle Substanzen in zumindest einer Matrix erfllt.
Es wurden 239 GC-gangige und 334 LC-gangige Pestizide in jeweils 25

Matrizen fur zwei Spikeebenen validiert.
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7 Summary

The validation in this work was performed due to a substance expansion of the
existing QUEChERS-method using GC MS/MS and HPLC MS/MS meet the
requirements of the European Directive SANCO 2011. The QUEChERS-method
is used for multi-determination of pesticide residues in food. A total of 25
matrices were used for the validation and reground with an ascorbic acid
containing working solution, according to Van der Heide et al., before they were
analysed. According to the validation results, out of the 240 GC-common
substances, only chlorothalonil has to be classified as invalid. The applied
method can rate this substance qualitatively, but not quantitatively. It is
therefore necessary to quantify chlorothalonil by calibration with freshly
prepared standards in the routine examination. Of the 338 HPLC-substances
carbosulfan, benfuracarb, diafenthiuron and tolyfluanid were rated invalid.
Carbosulfan and benfuracarb offer very poor recovery rates and relative
standard deviation values, because they quickly reduce to carbofuran. In some
cases there is a deviation of the required recovery, which can be compensated
by the recovery rate correction. Some studies and also the outcomes of this
validation have shown that the recovery is also matrix-specific. In general the
recovery rate is worse in high acid and fatty matrices but also carotenoids and
chlorophyll represent a disturbing factor. Recovery rate deviations which were
recognized in this validation were mostly due to individual substances rather
than special matrices. On the whole the validation of the expanded QUEChERs-
method provided successful results. The required guidelines were met for
almost all substances in at least one matrix. 239 GC- and 334 LC-common

pesticides were validated in 25 matrices respectively for both spike levels.
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9 Appendix

Aus den 25 validierten Matrizen wurde jeweils ein Vertreter pro Matrixgruppe
ausgewahlt und dessen Ergebnisse in Tabellenform dargestellt. Die WFR- und
RSA-Werte fur die GC gangigen Substanzen werden in der Tabelle 13 fur die
10 ppb Spikeversuche und in der Tabelle 14 fir die 500 ppb Spikeversuche
dargestellt. Die Tabelle 15 und 16 geben Auskunft Uber die Ergebnisse der
10 ppb und 500 ppb Spikeversuche der HPLC gangigen Substanzen.

Die farbliche Kennzeichnung der Felder in den EXCEL-Tabellen hat folgende

Bedeutung:

Wiederfindungsrate (WFR):

Grin Die WFR liegt im optimalen Bereich (70 — 100 %)

Gelb Die WFR liegt unter dem optimalen Bereich

Rot Die WFR liegt tber dem optimalen Bereich

#DIV/0! Der Pestizidstandard hat sich abgebaut bzw. die WFR/RSA ist viel
zu hoch

Relative Standardabweichung (RSA):

Grin Die RSA liegt im optimalen Bereich (< 20 %)

Rot Die RSA liegt ber dem optimalen Bereich

#DIV/0! Der Pestizidstandard hat sich abgebaut bzw. die WFR/RSA ist viel
zu hoch
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