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1 Ziele und Aufgabenstellung des Projekts 

Im Forschungsprojekt wurde ein potentielles Referenzverfahren für den Nachweis von Ge-

weben des zentralen Nervensystems (ZNS) als spezifiziertes Risikomaterial (SRM) in Flei-

scherzeugnissen und Tiermehlen in externen Ringtests validiert. Nachfolgend werden diese 

Gewebe, zur Vereinfachung der Darstellungsweise, einheitlich als SRM bezeichnet. 

Dieses Referenzverfahren soll einen Beitrag zur Vermeidung eines humanen TSE-/BSE-

Expositionsrisikos über die Nahrungskette leisten sowie zur Kontrolle bestehender gemein-

schaftsrechtlicher Kennzeichnungsvorschriften dienen. Die bislang zur Verfügung stehenden 

Verfahren für den ZNS-Nachweis basieren auf immunchemischen oder molekularbiologi-

schen Prinzipien. Sie erfassen nur Gewebe des zentralen Nervensystems (ZNS) im Allge-

meinen, ohne eine Information über Tierart und Alter der Tiere und sind daher nicht geeignet 

für den Nachweis von SRM im Sinne der rechtlichen Definition (Verordnung 999/2001/EG). 

Nach dieser Definition werden Angaben von Tierart und Alter des Tieres, von dem das ZNS 

stammt, benötigt. Zudem sind dabei falsch-negative Ergebnisse oder zumindest fehlerhafte 

Quantifizierungen infolge technologischer Einwirkungen (Hitze) auf die verwendeten Marker 

bei der Herstellung von Fleischerzeugnissen und Tiermehlen zu erwarten. Für die Anwen-

dung der herkömmlichen Verfahren in der Lebensmittelüberwachung ergibt sich folglich eine 

nicht unerhebliche Rechtsunsicherheit.  

In dem im Jahre 2005 abgeschlossenen BMELV-Forschungsvorhaben 514-33.34/03HS011 

„Entwicklung eines Referenzverfahrens zum Nachweis von spezifiziertem Risikomaterial 

(SRM) in Fleischerzeugnissen/Tiermehlen“ (Lücker et. al, 2005) wurde ein Verfahren entwi-

ckelt und teilweise optimiert, welches mit Hilfe ZNS-typischer Fettsäuren die Erfassung von 

ZNS-Gewebe in Fleischerzeugnissen und Tiermehlen, die Zuordnung des erfassten ZNS zu 

einer Tierart sowie die Einordnung in eine Alterskategorie und die abschließende Quantifizie-

rung des erfassten ZNS ermöglicht. Die analysierten Biomarker erwiesen sich als ausge-

sprochen hitzestabil bis zu Temperaturen, die lebensmittel- und futtermitteltechnologisch 

nicht erreicht werden. Dieses GC/MS-Verfahren wurde in mehreren internen Ringtests vali-

diert. Darüber hinaus wurde ein externer Blindversuch in Zusammenarbeit mit der Bundes-

forschungsanstalt für Ernährung und Landwirtschaft (BFEL) Standort Kulmbach durchge-

führt. Im Ergebnis dieses Versuches an 72 unbekannten Proben wurden sämtliche positiven 

und negativen Proben erkannt. Alle positiven Proben wurden unter Berücksichtigung des 

SRM-Status den entsprechenden ZNS-Spezies und ZNS-Alter zugeordnet. Das Ergebnis 

war im Gegensatz zu den immunchemischen Nachweisverfahren auch bei stark (115°C, 

25 min) bis sehr stark (133°C, 40 min) erhitzten Proben eindeutig. 
Im Ergebnis des vorliegenden Projekts soll das Verfahren nach externer Validierung in der 

Lebensmittelüberwachung etabliert werden und durch seine hohe Sensitivität, Spezifität 



05HS050 Validierung des SRM-Referenzverfahrens durch Ringtests 

Abschlussbericht Seite 2 

(Tierart und Alter) und Stabilität zukünftig als Referenzverfahren in der Lebensmittelüberwa-

chung dienen. Damit könnten in Zukunft die Ergebnisse unter Anwendung des kostengünsti-

geren ZNS-Nachweises mit immunchemischen Schnellverfahren überprüfbar und kontrollier-

bar gestaltet werden.  

 

Die wissenschaftlichen und technischen Arbeitsziele zur Validierung des GC/MS-

Referenzverfahrens für den Nachweis von ZNS in Fleischerzeugnissen und Tiermehlen um-

fassen: 

• die Identifikation geeigneter Laboratorien für die Ringtests;  

• die Herstellung von Standardmaterialien mit definierten ZNS-Zusätzen unter kontrol-

lierten Bedingungen und in Anlehnung an herkömmliche Technologien für Fleischer-

zeugnisse bzw. Futtermittel; 

• die Kontrolle der Standardmaterialien auf Homogenität und ZNS-Gehalt; 

• den Transfer der Standard Operating Procedure (SOP) des GC/MS-Referenz-

verfahrens in diese Laboratorien und deren Etablierung; 

• die Durchführung eines Vorlaufs zu den eigentlichen Ringtests, um die SOP zu über-

prüfen, die Laboratorien auf die Durchführung der eigentlichen Ringtests vorzuberei-

ten und die SOP ggf. auf spezifische Besonderheiten und Bedingungen außerhalb 

des eigenen Labors anzupassen; 

• einen ersten Ringtest zur Charakterisierung der spezifischen Parameter des GC/MS-

Verfahrens hinsichtlich der Identifikation von ZNS (einschließlich der Überprüfung des 

Cutoff-Wertes), der Identifikation der Tierart und der Alterskategorie; 

• einen zweiten Ringtest zur Validierung des Verfahrens, insbesondere im Hinblick auf 

die Quantifizierung des ZNS bei positiven Ergebnissen und Festlegung der Wieder-

holbarkeit und Vergleichbarkeit; 

• Die Erweiterung der ZNS-Datenbank zur Optimierung der multifaktoriellen Auswer-

tung analytischer GC/MS-Ergebnisse für die Identifizierung von ZNS-Spezies und 

-alter sowie zur Quantifizierung von ZNS-Gehalten bei positiven Proben. 
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2 Planung und Ablauf des Projekts 

Im Forschungsvorhaben sollte das GC/MS-Referenzverfahren für den Nachweis von spezifi-

ziertem Risikomaterial (SRM) laborübergreifend einer international anerkannten Verfahrens-

validierung unterworfen werden. Dieser Teil des geplanten Forschungsvorhabens unterglie-

derte sich in mehrere Teilschritte (Ringtests) mit erforderlichen Optimierungsphasen. Für die 

Ringtests war eine möglichst umfangreiche und flächendeckende Teilnahme von Laborato-

rien aus der Lebensmittelüberwachung in Deutschland angestrebt. Diese garantiert zum ei-

nen die Verlässlichkeit der statistischen Ergebnisse und bietet zudem eine Chance, das 

GC/MS-Referenzverfahren in der Lebensmittelüberwachung zu etablieren. 

Parallel zu der Verfahrensvalidierung und -etablierung sollte die verfügbare ZNS-Datenbank 

für die Identifizierung von ZNS-Spezies und ZNS-Alter in eigenen Untersuchungen erweitert 

werden. Weiterhin sollte das Standardmaterial mittels flankierender immunchemischer Ver-

fahren qualitativ charakterisiert und kontrolliert werden.  

Die Bearbeitung der Teilprojekte erfolgte teilweise parallel, da eine Zusammenführung der 

Ergebnisse erst zum Ende des Forschungsvorhabens erforderlich war. 

 

2.1 Standardmaterialien 

2.1.1 Herstellung 

Für die Durchführung der Ringtests waren Standardmaterialien von Fleischerzeugnissen 

und/oder Tiermehlen (Standards) exakt definierter Zusammensetzung erforderlich. Ihre Her-

stellung und Zusammensetzung sollte an dem im vorausgehenden Forschungsvorhaben 

durchgeführten Blindversuch ausgerichtet werden. Die Herstellungsbedingungen waren ex-

akt zu kontrollieren und zu standardisieren. Insbesondere war eine hinreichende Feinzerklei-

nerung des Grundmaterials und homogene Verteilung des Analyten unabdingbare Voraus-

setzung für die Verwertbarkeit der Ergebnisse der Ringtests. ZNS als Analyt bringt dabei 

infolge seiner eigenen emulgatorischen Eigenschaften günstige Voraussetzungen mit. Fein-

zerkleinerung und homogene Verteilung von Zutaten werden am besten mit der Brühwurst-

technologie erzielt. Die Herstellung musste sich dabei weitgehend an realen Technologien 

orientieren, um die Interpretation der Ergebnisse der Ringtests für Feldbedingungen zu er-

möglichen. Weiterhin waren unterschiedliche Zusätze von ZNS verschiedener Tierarten und 

Altersgruppen erforderlich. Relevante und im vorangegangenen Forschungsvorhaben (Lü-

cker et. al, 2005) einbezogene Tierarten waren Rind, Schaf und Schwein. Im vorliegenden 

Projekt sollte ebenfalls ZNS von Geflügel untersucht werden, um Verwechslungen mit dem 

ZNS anderer Tierarten ausschließen zu können. Die Auswahl der ZNS-Gehalte der Stan-



05HS050 Validierung des SRM-Referenzverfahrens durch Ringtests 

Abschlussbericht Seite 4 

dardmaterialien sollte möglichst abgestuft erfolgen. Zusätzlich zu negativen (ZNS-freien) 

Kontroll-Standards, sollten Proben für die Ringtests bereitgestellt werden, deren ZNS-

Gehalte oberhalb des Cutoff-Wertes von 0,2% ZNS bis zu höheren Gehalten mit noch tech-

nologischer Relevanz (ca. 3 % ZNS) liegen. Die Standardmaterialien wurden zwei unter-

schiedlich intensiven Temperaturprogrammen unterworfen, einer starken Erhitzung (110°C, 

Vollkonserve) und einer Erhitzung unter Tiermehlbedingungen (133 °C, Tropenkonserve).  

Für die Herstellung der Standardmaterialien wurde am 10.05.2007 ein Unterauftrag an das 

Max Rubner Institut Bundesforschungsinstitut für Ernährung und Lebensmittel (MRI), Stand-

ort Kulmbach, erteilt. Hierbei wurde seitens der Bundesforschungsanstalt bereits der gesam-

te Probenumfang von ca. 1400 Proben für Ringtests 1 und 2 sowie für die Homogenitätsun-

tersuchungen hergestellt. Die Proben wurden am 15.08.2007 bereitgestellt. und bis zum 

Versand an die ausgewählten Teilnehmer bei 4°C gelagert. 

Für die Kalibration und zur Überprüfung der Homogenität wurden Brühwurststandards mit 

0%; 0,5%; 1% und 3% ZNS-Zusatz vom Schwein (6 Monate, 110°C) angefertigt.  

Die Messproben wurden nach einem festgelegten Probenschlüssel anonymisiert. Zur Analy-

se standen bereit: 

 

- Proben ohne ZNS-Zusatz (Nullproben) 

 

- Proben mit ZNS-Zusatz vom : 

• Rind 3 Altersklassen, 2 Erhitzungsstufen (Vollkonserve, Tropenkonserve), Kon-

zentrationen 0,5%, 1%, 3% 

• Schwein 2 Altersklassen, 2 Erhitzungsstufen (Vollkonserve, Tropenkonserve), Kon-

zentrationen 0,5%, 1%, 3% 

• Schaf 2 Altersklassen, 2 Erhitzungsstufen (Vollkonserve, Tropenkonserve), Kon-

zentrationen 0,5%, 1%, 3% 

• Geflügel 2 Altersklassen, 2 Erhitzungsstufen (Vollkonserve, Tropenkonserve), Kon-

zentration 2% 

 

Die Grundmatrix entsprach jeweils der Tierart des eingesetzten ZNS. 

 

2.1.2 Validierung 

Da die Qualität der Ergebnisse von Ringtests unabdingbar von der Qualität der Standardma-

terialien bestimmt wird, waren Validierungsprozesse erforderlich. Hierzu waren zum einen 

die hinreichende Homogenität der Verteilung des Analyten ZNS und zum anderen die ZNS-

Gehalte mit unabhängigen analytischen Verfahren zu kontrollieren. Es sollte die ZNS-

Verteilung in den Standardmaterialien quantifizierend mit Hilfe des GFAP-ELISA in Mikro-
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analysen und hierarchisch strukturierten Modellen varianzanalytisch erfasst werden. Dieser 

analytische Ansatz sollte gleichzeitig methodisch von der GC/MS unabhängige Ergebnisse 

zu den in den Standardmaterialien konventionell erfassbaren ZNS-Gehalten liefern. 

Zusätzlich waren für die Überprüfung einer hinreichenden Homogenität des Analyten ZNS 

immunhistologische Untersuchungen mit dem Marker Neurofilament, Computer-gestützter 

bildanalytischer Erfassung und varianzanalytischer Auswertungen vorgesehen. 

Die geplanten Arbeiten zur Validierung der Standardmaterialien erfolgten beim Auftrag-

nehmer des Forschungsprojektes.  

 

2.2 Ringtests 

Für die Ringtests war im Forschungsprojekt ein dreistufiges Vorgehen geplant: 

1) Vorversuch zur Einarbeitung der Laboratorien in die Methode (Vorlauf zu den Ring-

tests) 

2) Erster Ringtest mit vornehmlich qualitativen Merkmalen (Tierart und -alter) und  

3) Zweiter Ringtest mit vornehmlich quantitativem Charakter (ZNS-Gehalt). 

 

In diesen drei Abschnitten wurde der Schwierigkeitsgrad der analytischen Aufgabenstellung 

(Kenntnis/Unkenntnis der Größenordnung der zugesetzten ZNS-Gehalte, hohe bzw. niedrige 

ZNS-Gehalte) sukzessiv angehoben. Damit war im Laufe der Ringtests ein Lern- und Korrek-

turprozess für die teilnehmenden Laboratorien möglich und erwünscht. 

Im Vorlauf erfolgte die Auswahl geeignet erscheinender Laboratorien auf Grund angefragter 

und zurückgemeldeter Kriterien hinsichtlich Laborausstattung, Kenntnissen und Erfahrungen 

in der GC/MS- und der Fettsäureanalytik, analytischer Praxis, Teilnahme an Ringtests zur 

ZNS-Problematik. Im Vorversuch sollte die Zusammensetzung eines Teils der Standardma-

terialien hinsichtlich der Größenordnung der zugesetzten ZNS-Gehalte den teilnehmenden 

Laboratorien bekannt gegeben werden. Dies sollte dem methodologischen Transfer sowie 

der Etablierung des im vorhergehenden BMELV-Forschungsvorhaben entwickelten Verfah-

rens (Lücker et. al, 2005) in den jeweiligen Laboratorien dienen. Gleichzeitig sollten analyti-

sche Probleme kommuniziert, Korrekturen vor Ort durchgeführt und gegebenfalls Modifikati-

onen sowie eine Optimierung der SOP umgesetzt werden. Insgesamt soll ein derartiger Vor-

lauf mit einem ausrichtenden Ringtest garantieren, dass das eigentliche Validierungs-

verfahren in den folgenden Ringtests mit höchster Effizienz abläuft und die erarbeiteten Er-

gebnisse der tatsächlich erreichbaren Qualität entsprechen. 

Im folgenden ersten Ringtest mit vornehmlich qualitativem Schwerpunkt wurden vollständig 

anonymisierte Standardmaterialien an die Teilnehmer versandt. 
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Es sollten die folgenden Parameter des GC/MS-Verfahrens überprüft werden: 

• Differenzierung zwischen ZNS-positiven und ZNS-negativen Proben, 

• Identifizierung der ZNS-Spezies (Tierart) bei den ZNS-positiven Proben, 

• Identifizierung des Tieralters bei der Spezies Rind bzw. der Alterskategorie bei der 

Spezies Schaf 

• Differenzierung zwischen SRM und nicht SRM haltigen Proben 

Im abschließenden zweiten Ringtest sollten der quantitative Parameter (ZNS-Gehalt) und 

zusätzlich die zuvor erwähnten qualitativen Parameter erhoben werden.  

 

2.3 ZNS-Datenbank 

Im vorhergehenden Forschungsprojekt war zum einen ZNS von Geflügel nicht in die Unter-

suchungen eingeschlossen. Zum anderen ergaben sich Probleme bei der Beschaffung von 

Gehirnen einiger Spezies (insbesondere Schaf und Ziege) und somit eine unvollständige 

Datenbasis. Folglich ergaben sich Unsicherheiten bei der Identifizierung von Tierart und Alter 

des ZNS bei diesen Tierarten. Für die erfolgreiche Validierung des GC/MS-Referenz-

verfahrens war dem zufolge eine entsprechende Erweiterung der bislang erarbeiteten Da-

tenbank von ZNS-typischen Fettsäuren unabdingbar. Hierzu wurden im Forschungs-projekt, 

parallel zu der geplanten eigentlichen Validierungsstudie, die Fettsäuremuster des ZNS wei-

terer Tierarten (Geflügel, Schaf, Ziege) verschiedener Alterskategorien mittels GC/MS ermit-

telt und der Datenbank hinzugefügt.  

 

2.4 Meilensteine 

Folgende Meilensteine waren geplant und wurden im Laufe des Forschungsvorhabens er-

reicht: 

1. Die Identifizierung der für die Ringtests und die Validierung des GC/MS-

Referenzverfahrens geeigneten Laboratorien. Es wurde dabei eine hinreichende An-

zahl von Laboratorien, möglichst 20, mindestens jedoch zehn, für eine sichere statis-

tische Aussage angestrebt (Zeitpunkt: Ende März 2007). 

2. Etablierung des GC/MS-Referenzverfahrens zum ZNS-Nachweis in einer größeren 

Zahl von Laboratorien (Zeitpunkt: Ende Juni 2007). 

3. Optimierung und Anpassung der SOP an Praxisbedingungen - soweit erforderlich - 

jeweils im Anschluss an den Vorversuch und die beiden Ringtests (Zeitpunkt: Ende 

August 2007, Ende Januar 2008 und Ende Juni 2008). 

4. Erster Ringtest mit Validierung und Charakterisierung des Verfahrens auf qualitativer 

Basis (Tierart und -alter des ZNS) (Zeitpunkt: Ende November 2007). 
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5. Zweiter Ringtest mit Validierung der ZNS-Gehalte von SRM und der Homogenität der 

Verteilung von ZNS in den Standardmaterialien als Beitrag zur Absicherung der Er-

gebnisse der Ringtests (Zeitpunkt: Ende Februar 2008). 

6. Erweiterung der ZNS-Datenbank als Grundlage für die Identifizierung von ZNS-

Spezies, ZNS-Alter und ZNS-Quantifizierung (Zeitpunkt: Ende Mai 2008). 

 

Eine Übersicht des Projektablaufs gibt der in Tabelle 1 dargestellte Balkenplan. 

 

Tabelle 1: Balkenplan zum Projektangebot „Validierung des SRM-Referenzverfahrens durch 
Ringtests“ 

 

 

Im Ergebnis dieses Projektes soll auf der Basis der Gesamtauswertung ein in Ringtests vali-

diertes Referenzverfahren für den Nachweis von ZNS als SRM in Fleischerzeugnissen und 

Tiermehlen zur Verfügung stehen. 
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3 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknüpft 
wurde 

3.1 Erfahrungen aus dem Vorprojekt (03HS011) 

Im vorliegenden Forschungsprojekt wird an die eigenen Vorarbeiten zur Entwicklung eines 

GC/MS-Referenzverfahrens für den tierart- und altersspezifischen Nachweis von ZNS in 

Fleischerzeugnissen und Tiermehlen (Lücker et. al, 2005) angeknüpft. 

Das Verfahren basiert auf der Erfassung und Quantifizierung bestimmter Fettsäuren aus 

dem ZNS mittels Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS). Es umfasst die 

folgende komplexe Analysenstrategie:  

1. Identifizierung von ZNS-positiven Proben über die Cerebronsäuregehalte;  

2. Identifizierung der Tierart und Klassifizierung des Alters des ZNS anhand der Ismeren-

verhältnisse  

a) der Tetracosensäure und  

b) der Hydroxytetracosensäure;  

3. Quantifizierung der ZNS-Gehalte über den Cerebronsäuregehalt mit einer  tierart- sowie 

altersspezifischen Kalibration (ZNS-Datenbank).  

 

Für die Identifizierung ZNS-positiver Proben wurden Grenzwerte (Cut-off, 99,9% statistische 

Sicherheit) bestimmt. Der berechnete Grenzwert liegt für das ZNS adulter Rinder bei 0,2% 

ZNS in Fleischerzeugnissen. Im externen Blindversuch wurden seinerzeit ab dem erfassba-

ren ZNS-Gehalt von 0,2% sämtliche der vollständig anonymisiert untersuchten Proben 

(n=72) richtig klassifiziert. Die unterschiedlichen Erhitzungsstufen (Erhitzungsbedingungen 

entsprechend Kesselkonserven, Vollkonserven und Tiermehl) hatten einen signifikanten je-

doch keinen relevanten Einfluss auf die Fettsäuregehalte. Zudem zeigten die komplexen 

Lipide, welche die im Verfahren als ZNS-Marker verwendeten Fettsäuren enthalten, eine 

außerordentlich hohe Hitze- und Lagerungs-Stabilität. Sie überstanden Erhitzungen unter 

den Bedingungen der Tiermehlherstellung (133 °C, 3 bar, 20 min) und darüber. Damit stand 

erstmals ein Verfahren zur Verfügung, das auch die Überwachung von Tiermehlen hinsicht-

lich ZNS erlaubt. Es zeigte sich sogar eine Tendenz zur besseren Erfassbarkeit von ZNS mit 

zunehmender Erhitzung. Die Zusammensetzung der Rohmaterialien hinsichtlich Tierart und 

Alter hatte keinen Einfluss auf die Analysenergebnisse. Die Quantifizierung erfasste den 

ZNS-Gehalt im Bereich von 0,5 bis 3% ZNS mit für die Einschätzung des humanen Expositi-

onsrisikos nur unerheblichen Abweichungen.  

Die Erfassung von ZNS-positiven Proben, Identifizierung von Tierart und Alter des ZNS so-

wie die Quantifizierung des ZNS-Gehaltes wurde im Forschungsprojekt 514-33.34/03HS011 

weiterhin in mehren internen Blindversuchen überprüft und gesichert. Mit dem entwickelten 
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analytischen GC/MS-Verfahren konnte - erstmals in der Geschichte der Lebensmittelüber-

wachung - eine Aussage über das Alter des erfassten ZNS-Gewebes getroffen werden. Bei 

außergewöhnlicher Stabilität der Markersubstanzen und hinreichender Reproduzierbarkeit 

konnte seinerzeit das Ziel des Forschungsprojektes, die Entwicklung eines Referenzverfah-

rens für den Nachweis von ZNS in Fleischerzeugnissen und Tiermehlen, als erreicht ange-

sehen werden. 

Eine entsprechende Arbeitsvorschrift (standard operation procedure, SOP) wurde erarbeitet 

und diente als Ausgangspunkt für das derzeitige Projekt. 

 

3.2 Standard Operating Procedure (SOP) zur Bestimmung von ZNS in Flei-
scherzeugnissen und Tiermehlen 

Die im Folgenden aufgeführte SOP diente als Ausgangspunkt für das vorliegende Projekt. 

Sie wurde im Verlauf des im Jahre 2005 abgeschlossenen BMELV-Forschungsvorhabens 

514-33.34/03 HS 011 entwickelt und war die Grundlage für den Vorversuch zu den eigentli-

chen Ringversuchen.  

Der Meilenstein 3 des laufenden Projektes beinhaltet die Korrektur und Anpassung der SOP 

unter Beachtung von konstruktiver Kritik und Vorschlägen der Ringtestteilnehmer sowie ei-

gener Erfahrungen. Die Optimierung der Methode sowie eine grundsätzliche Änderung bei 

der Auswertung der Ergebnisse sollten zu einem praxisangepassten Verfahren führen. Diese 

überarbeitete SOP diente als Grundlage für die Durchführung und Auswertung der eigentli-

chen Ringtests 1 und 2.  

Die endgültige SOP hinsichtlich Durchführung der Analyse und Auswertung der Ergebnisse  

ist im Anhang A.5 zu diesem Bericht beigefügt. 

3.2.1 Chemikalien 

Fettsäuremethylester-Standards 

15 cis-Tetracosensäuremethylester, C24:1ω9c Larodan, Malmö, Schweden
Docosahexaensäuremethylester, 
C22:6ω3,6,9,12,15,18 Larodan, Malmö, Schweden

Tetracosansäuremethylester, C24:0 Larodan, Malmö, Schweden

α-Hydroxy-Tetracosansäuremethylester, C24:0-OH Larodan, Malmö, Schweden
 

Interner Standard 

Docosansäure, deuteriert, C22:0 2,2-D2 Larodan, Malmö, Schweden
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Chemikalien des Analysenverfahrens 

2-Methylpropanol p.a. Riedel de Haen, Seelze

Aceton p.a. Merck, Darmstadt

Helium 6.0 für Gaschromatographie Dräger, Lübeck

Hexamethyldisilazan (HMDS) p.a. Merck, Darmstadt

Iso-Octan p.a. Merck, Darmstadt

Methanol p.a. Merck, Darmstadt

Methanolische Salzsäure, 3N p.a. Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Natriumchlorid p.a. Merck, Darmstadt

Natriumsulfat, wasserfrei p.a. Merck, Darmstadt

n-Hexan p.a. Merck, Darmstadt

Pyridin p.a. Merck, Darmstadt

Seesand, gewaschen Merck, Darmstadt

Toluol p.a. Merck, Darmstadt

Trimethylchlorsilan (TMCS) p.a. Merck, Darmstadt
 

Verbrauchsmaterialien und Laborgeräte 

Analysenwaage ST 200 (200 g ± 0,1 mg) Ströhlein, Kaarst

Einmalspritzen, 5 ml, ohne Kolben, mit Adapter 
Gaschromatograph 6890N mit Quadrupol-
Massenspektrometer 5973N 

Agilent Technologies, Palo Alto, CA, 
USA

Glaskolbenpipette, graduiert, 2 ml, 5 ml 

Hamiltonspritzen 10µl, 50µl 
Kammförmige Ausblasvorrichtung zum Abdampfen 
des Lösungsmittels im Stickstoffstrom (eigene Kon-
struktion) 

Kapillarsäule HP-5MS, 60 m x 0,32 mm x 0,25 µm 
Agilent Technologies, Palo Alto, CA, 

USA

Mörser (Achat) 12 cm Ø, mit Pistill 

Pasteurpipetten, Glas, 2 ml 

Pasteurpipetten, PE-LD 1 ml, 3 ml, graduiert 
Rundscheiben aus Aluminiumfolie, 80 mm Durchmes-
ser 

SPE Kartuschenadapter 

Spitzkolben, 25 ml, NS 14,5 
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Supelclean LC-Si SPE Tubes 3 ml, 500 mg Silicagel Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Supelco Visiprep™ DL Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trockenschrank, heiz- und regelbar Binder, Tuttlingen

Überkopfschüttler Reax 2 Heidolph, Kehlheim

Vakuumrotationsverdampfer LABOROTA 4000 Heidolph, Kehlheim

Vials 1,5 ml, 10 ml 

Vortexer REAX top Heidolph, Kehlheim

Wasserbad, heiz- und regelbar Heidolph, Kehlheim

Zentrifuge Universal 32 Hettich, Tuttlingen
Zentrifugengläser, Glas, 11 mm Ø, 7 ml, mit Schraub-
deckel 

Zentrifugenröhrchen PP, 15 ml, mit Schraubdeckel 

Zentrifugenröhrchen, PP, 15 ml ohne Deckel 
 

3.2.2 Probenvorbereitung 

 
3.2.2.1 Probeneinwaage 
 

Einwaage von ZNS-Gewebe 

ZNS-Gewebe wurde in einer Menge von 20 mg ± 1 mg eingewogen. Die Einwaage von ZNS-

Gewebe erfolgte zusammen mit Na2SO4 und Seesand. Zuerst wurden 450 – 500 mg des 

homogenen ZNS eingewogen und ca. 4 g Na2SO4 zugewogen. Mit Seesand wurde auf die 

10-fache Menge der ZNS-Einwaage aufgefüllt. Die gesamte Menge wurde in einen Mörser 

überführt und mit dem Pistill zerkleinert. Anschließend wurden 200 mg ± 10 mg des homo-

genen Gemisches in ein Zentrifugenröhrchen eingewogen. Die Einwaage an ZNS betrug 

damit 10 % der Gemischeinwaage, also etwa 20 mg. 

 

Einwaage von Muskulatur-, Organ- und Fleischerzeugnisproben 
Muskulatur, Organe und Fleischerzeugnisse wurden analog in einer Menge von 300 - 

400 mg eingewogen und die Einwaage notiert. Zuerst wurden 700 – 800 mg der Muskulatur, 

den Organen bzw. Fleischerzeugnissen eingewogen und ca. 5 g Na2SO4 zugewogen. Mit 

Seesand wurde auf die 10-fache Menge der Proben-Einwaage aufgefüllt. Die gesamte Men-

ge wurde in einen Mörser überführt und mit dem Pistill zerkleinert. Anschließend wurden 3 – 

4 g des homogenen Gemisches in ein Zentrifugenröhrchen eingewogen. Die Einwaage an 
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Muskulatur, Organen bzw. Fleischerzeugnissen betrug damit 10 % der Gemisch-einwaage, 

also 300 bis 400 mg. 

 

3.2.2.2 Extraktion der Gesamtlipide 
Die Extraktion der Gesamtlipide erfolgte bei Raumtemperatur in Zentrifugenröhrchen mit 

Methanol und n-Hexan (50:50, v/v), wobei zunächst die Probe mit 2,5 ml Methanol benetzt 

wurde und danach 2,5 ml n-Hexan hinzu gegeben wurden. Zur Extraktion wurden die Zentri-

fugenröhrchen eine Stunde im Überkopfschüttler geschüttelt. Anschließend wurden 3 ml ge-

sättigte NaCl-Lösung hinzu gegeben, 2 x 10 sec gevortext und 5 min bei 2000 rpm zentrifu-

giert. Die obere Phase (erster Rohextrakt) wurde entnommen und in das Vorratsgefäß der 

Festphasenextraktion pipettiert. Anschließend erfolgte eine zweite Extraktion mit 3 ml n-

Hexan mit einer Verweildauer von 5 min im Überkopfschüttler. Nach einem weiteren 5-

minütigen Zentrifugieren bei 2000 rpm wurde erneut die obere Phase (zweiter Rohextrakt) 

entnommen und in das Vorratsgefäß der Festphasenextraktion pipettiert. 

 

3.2.2.3 Anreicherung komplexer Lipide mittels Festphasenextraktion 
Zur Anreicherung der komplexen Lipide wurde die Festphasenextraktion (solid phase extrac-

tion, SPE) verwendet. Dazu wurden Supelclean™ LC-Si SPE Tubes ca. 5 mm hoch mit kör-

nigem Na2SO4, wasserfrei, überschichtet und mit 1 ml n-Hexan benetzt. Als Vorratsgefäße 

für den Rohextrakt dienten die Zylinder von 5 ml PP-Spritzen. 

Der Rohextrakt wurde in die Vorratsgefäße pipettiert und ohne Vakuum über die Kartuschen 

gegeben. Nachdem der gesamte Rohextrakt die Kartusche passiert hatte, wurden 5 ml 

n-Hexan/2-Methylpropanol 90:10 (v/v) in die Vorratsgefäße gegeben. Das Eluat wurde ver-

worfen und neue Zentrifugenröhrchen in die Apparatur eingesetzt. 

Zunächst wurden 3 ml Aceton und anschließend 8 ml Methanol in die Vorratsgefäße gege-

ben und langsam durchlaufen gelassen. Durch Anlegen von Vakuum wurden die SPE Tubes 

trocken gesaugt. Das vereinigte Aceton- und Methanol-Eluat stellte den gereinigten Extrakt 

der komplexen Lipide dar. Diesem Reinextrakt wurden mittels einer Hamiltonspritze 10 µl 

des internen Standards C22:0 2,2-D2 in Form des Methylesters (1 mg/ml iso-Octan) zuge-

geben. 

 

3.2.2.4 Derivatisierung der Fettsäuren 
 

Derivatisierung zu Fettsäuremethylestern (FAME) 
Der mit dem internen Standard versetzte Reinextrakt wurde in einen Spitzkolben aus Glas, 

25 ml, überführt und im Rotationsverdampfer bis fast zur Trockne eingedampft. Der Rück-

stand wurde erst mit 1 ml Methanol und anschließend mit 3 ml n-Hexan unter Verwendung 
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eines Vortexers ausgespült und in ein kleines, dicht verschließbares Reagenzglas überführt. 

Die Lösungsmittel wurden anschließend in einem 50 °C heißen Wasserbad unter Stickstoff-

strom abgedampft. Die Methylierung der komplex gebundenen Fettsäuren erfolgte nach der 

Zugabe von 1 ml 3 N methanolischer Salzsäure über Nacht (16 h) im Trockenschrank bei 

60 °C. Die Proben mit den veresterten Fettsäuren wurden auf Raumtemperatur abgekühlt. 

Die Gewinnung der FAME nach der Methylierung erfolgte durch Zugabe von 2 ml n-Hexan 

sowie 2 ml gesättigter NaCl-Lösung. Die Proben wurden 2 x 10 sec gevortext und 5 min bei 

2000 rpm zentrifugiert. Die untere Phase aus NaCl-Lösung, Methanol und Salzsäure wurde 

abgesaugt und verworfen. Es wurden nochmals 2 ml NaCl-Lösung zugegeben, 2 x 10 sec 

gevortext und 5 min bei 2000 rpm zentrifugiert, um die Salzsäure vollständig aus der oberen 

Phase mit den FAME zu entfernen. Die obere Phase wurde nach dem Zentrifugieren mit 

einer Pasteurpipette entnommen und in ein mit ca. 100 mg körnigem Na2SO4, wasserfrei, 

gefülltes und verschließbares Reagenzglas überführt. Das Lösungsmittel, n-Hexan, wurde in 

einem 50 °C heißen Wasserbad unter Stickstoffstrom abgedampft. 

 

Silylierung der Hydroxyfettsäuren zu Trimethylsilylethern 
Zur Silylierung der hydroxylierten Fettsäuren wurden den eingedampften FAME 0,5 ml des 

Silylierungsreagenzes Pyridin/HMDS/TMCS 10:3:1 (v/v/v) zugegeben, das Reagenzglas 

verschlossen und 5 min bei Raumtemperatur aufbewahrt. Abschließend wurden 0,5 ml n-

Hexan zugegeben und die Mischung 10 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Der klare Überstand 

wurde für die gaschromatographische Untersuchung mittels einer Pasteurpipette entnommen 

und in ein 1,5 ml Vial gefüllt. 

 

3.2.3 Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS) 

Die gaschromatographischen Analysen wurden unter Verwendung des Gaschromato-

graphen 6890N (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) in Verbindung mit einem 

Quadrupol-Massenspektrometer 5973N (Agilent) durchgeführt. 

 

Gaschromatographische Parameter: 
60 m Säule HP-5MS (Polydimethylsiloxan mit 5 % Phenyl 0,32 mm ID, 0,25 µm Filmdicke) 

Splitlos Betrieb 

Injektortemperatur: 280 °C (Split 1:15 nach 1 min) 

Probenmenge: 1 µl 

Trägergas: Helium (constant flow 1,5 ml/min, v = 32 cm/s) 
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Temperaturprogramm:  

 90 °C (1 min) 

 20 °C/min bis 140 °C 

 2 °C/min bis 295 °C 

 4 min isotherm (300°C) 

solvent delay: 5 min 

 

Massenspektrometrische Parameter: 
EI-Modus, 70 eV 

SCAN-Modus (Massenzahl 35 bis 550 amu) 

SIM-Modus  

Transfer line 280 °C 

Ionenquelle 250 °C 

 

Für die Auswertung der Chromatogramme wurde der Computer Vectra P 2074 A (Hewlett 

Packard, Palo Alto, CA, USA) mit dem Programm Agilent ChemStation G 1701 CA verwen-

det. 

 

Die Flächenintegration war leider nicht automatisierbar, sondern musste wegen der oftmals 

geringen Größe und der unvollständigen Trennung der maßgeblichen Peaks manuell durch-

geführt werden. 

Im Falle nicht vollständig getrennter, teilweise überlappender Peaks wurde für die Flächenin-

tegration prinzipiell eine Aufteilung durch Fällen des Lots am Minimum zwischen den Peaks 

erreicht. 

 

SIM-Chromatogramme der FAME 
Zur Aufnahme von Chromatogrammen im SIM-Modus (single ion monitoring) wurden für die 

Detektion der FAME spezifische Massen programmiert. Tabelle 2 zeigt die Detektions-

parameter der FAME ZNS-spezifischer Fettsäuren sowie des Internen Standards C22:0 2,2 

D2. 
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Tabelle 2: Detektionsparameter der FAME im SIM-Modus 

m/z Massenzahl, RT Retentionzeit, ECL equivalent chain length für die Kapillartrennsäule HP 5 ((5 % 
Phenyl)-methylpolysiloxan) 
FAME  Molmasse  Start 

[ i ]
 RT [min]  ECL  Ionen [m/z] 

C22:6  342  5,0  18,3  21,39  79, 91 
C22:0 2,2-  354  18,6  19,0  22,00  76, 145 
C24:1ω9c  380  21,0  22,0  23,79  348 
C24:1ω7c  380  21,0  22,1  23,85  348 
C24:0  382  22,4  22,4  24,00  74, 143, 339, 
C24:0-  470  25,0  26,4  25,84  73, 411, 455 

 

SCAN-Chromatogramme der FAME 
Zur Aufnahme der Chromatogramme im SCAN-Modus wurden über den gesamten Zeitraum 

der Analyse alle Ionen der Massen 35 bis 550 im Massenspektrometer detektiert. 

 

3.2.4 Auswertung 

3.2.4.1 Auswertung der SIM-Chromatogramme 
 

Kalibration 
Die Kalibration der gaschromatographischen Analyse erfolgte mit Kalibrationslösungen der 

FAME C22:6, C24:1ω9c, C24:0 und C24:0-OH in Konzentrationen, die in Fleischerzeugnis-

sen mit ZNS-Zusatz zu erwarten sind. 

 

Herstellung der Kalibrationslösungen: 
Aus den Stammlösungen der FAME C22:6, C24:1ω9c, C24:0 und C24:0-OH (1mg/ml Toluol) 

wurden fünf Kalibrationslösungen in den Konzentrationen 0, 10, 20, 30 und 40 µg/ml herge-

stellt. Anschließend wurde den vier FAME-Gemischen und der Leerprobe je 10 µl interner 

Standard mittels einer 10 µl Hamiltonspritze zugegeben. Zur Silylierung des FAME C24:0-

OH wurde zu den Gemischen 0,5 ml des Silylierungsreagenz pipettiert. Nach 5 min Reakti-

onszeit wurden die Lösungen mit n-Hexan auf 1 ml aufgefüllt und 10 min bei 2000 rpm 

zentrifugiert. Der klare Überstand wurde abschließend in ein Vial überführt und gaschroma-

tographisch analysiert. 

 

Ermittlung der Kalibrationsfunktionen: 
Die GC-MS-Analyse der Kalibrationslösungen erfolgte im SIM-Modus. Die Integration der 

Peakflächen wude manuell durchgeführt. Für die Erstellung der Kalibrationsgeraden wurden 

die Quotienten (Q) aus der Fläche des entsprechenden FAME und der Fläche des internen 



05HS050 Validierung des SRM-Referenzverfahrens durch Ringtests 

Abschlussbericht Seite 16 

Standards berechnet. Die graphische Darstellung erfolgte als Punktdiagramm (x = Q, y = g 

FAME) mit Darstellung der Funktionsgleichung (y = mx) und dem Korrelationskoeffizienten in 

der Tabellenkalkulationssoftware EXCEL. 

Die Kalibration wurde wöchentlich wiederholt, wobei der Korrelationskoeffizient der Kalibrati-

onsgeraden > 0,97 sein sollte. 

 

Kalibrationsfunktionen zur Quantifizierung der FAME 
Anhand der Kalibrationsfunktionen für die vier FAME C22:6, C24:1ω9c, C24:0 und 

C24:0-OH und unter Einbeziehung der Probeneinwaage wurde die Konzentration der Fett-

säuremethylester nach folgender Formel berechnet: 

 

C = m * Q / E 
 

C = Konzentration der Fettsäuren als FAME in der Probe [µg FAME / g Probe] 

m = Steigung der Kalibrationsfunktion [µg FAME / Q] 

Q = Peakfläche FAME / Peakfläche interner Standard 

E = Einwaage an Probenmaterial [g] 

 

Zur Quantifizierung des ZNS wurde nur die Kalibrationsfunktion der FAME C24:0 verwendet. 

 

3.2.4.2 Auswertung der SCAN-Chromatogramme mittels Ionenextraktion 
Für die Auswertung weiterer langkettiger Fettsäuren wurden die SCAN-Chromatogramme 

der FAME verwendet. Dazu wurde für jeden FAME der spezifische Massenpeak ermittelt, 

welcher im Massenspektrum des FAME die höchste Intensität aufweist. Tabelle 3 enthält 

eine Zusammenstellung der untersuchten FAME mit ihren spezifischen Massen (m/z) und 

den dazu gehörigen ECL-Werten (equivalent chain length - äquivalente Kettenlänge), bezo-

gen auf die Kettenlänge der gesättigten Fettsäuren sowie auf die verwendete Kapillartrenn-

säule HP 5 ((5 % Phenyl)-methylpolysiloxan). 
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Tabelle 3: Parameter langkettiger FAME zur Integration in SCAN-Modus. 

m/z Massenzahl des intensivsten Peaks im Massenspektrum, ECL equivalent chain length für die 
Kapillartrennsäule HP 5 ((5 % Phenyl)-methylpolysiloxan). 
FAME  C22:0  C23:0  C24:0  C25:0  C26:0   
m/z  354  368  382  396  410   
ECL  22,00  23,00  24,00  25,00  26,00   

FAME  C22:1ω9  C22:1ω7  C24:1ω9  C24:1ω7  C26:1ω9  C26:1ω7

m/z  320  320  348  348  376  376 
ECL  21,79  21,85  23,79  23,85  25,79  25,86 

FAME  C22:0-
OH  C23:0-

OH  C24:0-
OH  C25:0-

OH  C26:0-
OH   

m/z  383  397  411  425  439   
ECL  23,86  24,84  25,84  26,83  27,83   

FAME  C22:1ω9
-OH  C22:1ω7 

-OH  C24:1ω9
-OH  C24:1ω7

-OH  C26:1ω9 
-OH  C26:1ω7

-OH 
m/z  381  381  409  409  437  437 
ECL  23,64  23,73  25,63  25,72  27,64  27,71 

 

Die Ermittlung der Peakflächen der FAME erfolgte durch Ionenextraktion mit den spezifi-

schen Massen (m/z) aus dem Totalionenchromatogramm (TIC) zur entsprechenden Retenti-

onszeit. Der identifizierte Peak wurde integriert und die Peakfläche berechnet. So wurde für 

jeden FAME eine Peakfläche proportional zur vorhandenen Menge erhalten. 

 

3.2.4.3 Identifizierung von Tierart und Alter (ZNS-Spezies, ZNS-Alter) 
Bestimmung der Tierart 
Zur Differenzierung der Tierarten Rind, Schaf und Schwein wurden sowohl die SIM-

Chromatogramme als auch die SCAN-Chromatogramme ausgewertet. Aus den SIM-

Chromatogrammen wurde ausschließlich das Verhältnis der Fettsäuren C24:1ω9c / 

C24:1ω7c für die Tierartdifferenzierung herangezogen. Als zweites Kriterium für die Bestim-

mung der Tierart wurde aus den SCAN-Chromatogrammen das Fettsäureverhältnis 

C24:1ω9c-OH / C24:1ω7c-OH ermittelt.  

 

SIM-Analysen 

Die Chromatogramme der FAME C24:1ω9c (ω9c-Tetracosensäure, Nervonsäure) und 

C24:1ω7c (ω7c-Tetracosensäure) der Tierarten Rind, Schaf und Schwein zeigen tierartspe-

zifische Unterschiede in der Signalhöhe der FAME (Abbildung 1).  
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Abbildung 1: Ausschnitt aus dem SIM-Chromatogramm der FAME C24:1. 
 

Wird die Signalhöhe des Peaks des FAME C24:1ω9c der drei Tierarten zu 100 % gesetzt, so 

zeigen die Signalhöhen der Peaks des FAME C24:1ω7c jeder Tierart voneinander abwei-

chende Signalhöhen. Auf Grundlage dessen wurde aus den integrierten Flächen der SIM-

Chromatogramme das Flächenverhältnis der Fettsäure C24:1ω9c zur Fettsäure C24:1ω7c 

gebildet. Die statistischen Parameter sind in Tabelle 4 für die Tierarten Rind, Schaf und 

Schwein unterschiedlicher Altersstufen zusammengestellt.  

 

Tabelle 4: C24:1ω9c / C24:1ω7c im Hirn von Rind, Schaf und Schwein 

dargestellt als Mittelwert (MW), Standardabweichung (STD), relative Standardabweichung (rel. STD), 
Median, Minimum (Min) und Maximum (Max) von Daten aus den SIM-Chromatogrammen. 

 
 Rind  Rind  Rind Rind Schaf Schwein  Schwein  Schwein
Alter 1-12 M.  13-24 M.  25-36 M. >36 M. 11-15 M. 3 M.  6 M.  15 M. 
 n=19  n=8  n=10 n=5 n=12 n=9  n=10  n=4 
MW 10,8  15,9  20,3 23,4 7,8 2,7  3,1  3,9 
STD 2,4  3,1  2,9 2,9 1,7 0,2  0,3  0,1 
rel. STD 21,9  19,7  14,2 12,4 22,1 7,3  8,9  2,6 
Median 11,2  15,2  20,5 22,6 8,0 2,7  3,1  3,9 
Minimum 6,9  12,6  15,8 20,6 5,3 2,4  2,7  2,7 
Maximum 16,1  23,0  24,4 27,6 10,0 3,0  3,5  4,0 
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Eine graphische Darstellung der tierartspezifischen Fettsäureverhältnisse C24:1ω9c / 

C24:1ω7c mit Angabe der Mittelwerte und der Standardabweichungen zeigt die Abbildung 2. 
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Abbildung 2: C24:1ω9c/ C24:1ω7c im Hirn von Rind, Schaf und Schwein 

als Mittelwerte und Standardabweichungen der Tierarten Rind (1-12 Monate, n=19; 13-24 Monate, 
n=8; 25-36 Monate, n=10; >36 Monate, n=5), Schaf (n=12) und Schwein (3 Monate, n=9; 6 Monate, 
n=10; 15 Monate, n=4) aus den SIM-Chromatogrammen. 
 

Ein sehr niedriges Verhältnis der beiden Fettsäuren mit Mittelwerten von 2,71 bis 3,90 ist im 

Hirn von Schweinen zu beobachten, wobei das höhere Fettsäureverhältnis in der älteren 

Gruppe zu verzeichnen ist. Eine Überschneidung der Fettsäureverhältnisse mit den Verhält-

nissen von Rind oder Schaf tritt nicht auf.  

Für das Fettsäureverhältnis C24:1ω9c / C24:1ω7c in Rinderhirn besteht ein weiter Bereich 

der Mittelwerte von 10,8 bis 23,4 in den vier untersuchten Altersgruppen. Damit deutet sich 

bereits hier eine altersabhängige Struktur des Fettsäuremusters im ZNS von Rindern an.  

Beim Schaf liegt das Fettsäureverhältnis bei den Tieren der Altersgruppe 11 bis 15 Monate 

mit 7,79 ± 1,72 oberhalb dessen vom Schwein, so dass eine eindeutige Abgrenzung zum 

Schwein möglich ist. In diesen Bereich fällt auch das Verhältnis für das ZNS eines einen Mo-

nat alten Schafes mit 6,2 ± 0,5. Für das ZNS eines 48 Monate alten Schafs wurde in frühe-

ren Arbeiten ein Verhältnis von 16,1 ± 1,6 ermittelt. Auch hier besteht eine Überschneidung 

mit dem Fettsäureverhältnis von Kälbergehirn, so dass bei alleiniger Anwendung des Ver-

hältnisses der Tetracosensäureisomere keine Unterscheidung zwischen Gehirn von Schafen 

und Kälbern vorgenommen werden kann. 
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SCAN-Analysen 
Das Fettsäureverhältnis C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH soll besonders hervorgehoben werden 

(Tabelle 5), da nur dieses Verhältnis eine Trennung von Kalb und Schaf zulässt. Im Kälber-

gehirn liegt ein Verhältnis von 4,64 ± 0,91 vor, während im Gehirn der Schafe ein Verhältnis 

von 9,54 ± 2,38 ermittelt wurde (Tabelle 5). Zusätzlich unterstützt dieses Verhältnis auch die 

Differenzierung zwischen Schaf und Schwein. 

 

Tabelle 5: C24:1ω9c-OH / C24:1ω7c-OH im Hirn von Rind, Schaf und Schwein  

dargestellt als Mittelwert (MW), Standardabweichung (STD), relative Standardabweichung (rel. STD), 
Median, Minimum (Min) und Maximum (Max) von Daten aus den SCAN-Chromatogrammen. 
 
 Rind  Rind  Rind  Rind  Schaf  Schwein  Schwein 
Alter 1-12 M.  13-24 M.  25-36 M.  >36 M.  11-15 M.  3 M.  6 M. 
 n=19  n=8  n=10  n=5  n=12  n=9  n=10 
MW 4,6 6,2  7,8 8,9 9,5 1,5  1,7 
STD 0,9 1,3  1,4 1,7 2,4 0,1  0,2 
rel. STD 19,6 21,3  17,5 19,3 25,0 7,7  11,4 
Median 4,9 6,0  7,4 8,3 10,2 1,5  1,7 
Min 2,9 5,1  6,1 7,2 5,9 1,3  1,4 
Max 6,3 9,4  9,8 11,2 12,7 1,7  1,9 
 

 
Bestimmung des Tieralters 
Bei der Bestimmung der Tierart aus den Fettsäureverhältnissen C24:1ω9c/ C24:1ω7c (Ner-

vonsäure) und C24:1ω9c-OH / C24:1ω7c-OH (Hydroxy-Nervonsäure) hatte sich bereits an-

gedeutet, dass sich diese Verhältnisse bei jeder Tierart spezifisch in Abhängigkeit vom Alter 

ändern (siehe Abbildung 3 und Tabelle 5). Mit zunehmendem Alter erhöht sich signifikant der 

Anteil der ω9-Fettsäuren im Vergleich zu den ω7-Fettsäuren, so dass ein größerer Wert die-

ses Verhältnisses mit zunehmendem Alter der Tiere resultiert. 
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Abbildung 3: C24:1ω9c-OH / C24:1ω7c-OH im Hirn von Rind, Schaf und Schwein 

als Mittelwerte und Standardabweichungen der Tierarten Rind (1-12 Monate, n=19; 13-24 Monate, 
n=8; 25-36 Monate, n=10; >36 Monate, n=5), Schaf (n=12) und Schwein (3 Monate, n=9; 6 Monate, 
n=10) aus den SCAN-Chromatogrammen. 
 
Hinsichtlich der Methodik der Bestimmung der Konzentration der Fettsäuren C24:1ω9-OH 

und C24:1ω7-OH ist festzustellen, dass diese bei den gewählten Trennbedingungen als sily-

lierte FAME auch im SIM-Chromatogramm mit der Massenzahl m/z 409 ohne Überlagerung 

mit anderen FAME unmittelbar vor dem Peak des silylierten FAME der Cerebronsäure 

(m/z 411) erscheinen. Damit ist auch eine weniger aufwendige Auswertung dieses Fettsäu-

reverhältnisses aus dem SIM-Chromatogramm möglich und eine Aufnahme des SCAN-

Chromatogrammes und die zusätzliche Auswertung dieses Chromatogramms kann unter-

bleiben (Zeitersparnis). Sinnvoller erscheint es jedoch, die SIM-Methode so zu programmie-

ren, dass die m/z 409 und damit die Konzentration der Hydroxytetracosensäureisomeren zu 

der entsprechenden Retentionszeit erfasst werden. Aus diesen Überlegungen heraus wurde 

die massenspektrometrische Methode zu Beginn des Vorversuchs auf eine Retentionszeit-

spezifische SIM-Methode umgestellt. 
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Werden Tetracosensäureisomere und Hydroxytetracosensäureisomere gemeinsam in die 

Bewertung zur Bestimmung des Tieralters herangezogen, dann ergibt sich die in Tabelle 6 

angegebene Regel. Diese wurde auch als Grundlage für die Auswertung der Ergebnisse im 

externen Blindversuch im vorgelagerten Projekt Nr. 514-33.34/03HS011 herangezogen. 

 

Tabelle 6: Parameter für die Zuordnung von Spezies und Alter bei ZNS-positiven Proben 

Tierart und Alter (Monate) C24:1ω9/ω7 C24:1ω9/ω7-OH 

Rind, > 36 Monate >22 >7 

Rind, 25-36 Monate >18 >6 

Rind, 12-24 Monate >14 >4 

Rind , < 12 Monate <14 <4 

Schaf, > 12 Monate >12 >10 

Lamm, < 12 Monate <12 7..10 

Schwein (Geflügel) <4 <2 
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4 Ergebnisse 

4.1 Ausführliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse 

4.1.1 Identifikation geeigneter Laboratorien, Verbreitung der Wahrnehmung des Ver-
fahrens (Meilenstein 1) 

Geeignete Laboratorien für die Ringtests wurden mittels des Adressbuchs für Lebensmittel-

überwachung und -untersuchung (Leye et al. 2007), der Liste Akkreditierter Stellen im Be-

reich Lebensmittel und Lebensmittelanalytik des Deutschen Akkreditierungs Rates (Deut-

scher Akkreditierungs Rat 2007) und des Internets recherchiert. An 99 Einrichtungen und 

Institute wurden Informationen zum Stand der Forschung zum ZNS-Nachweis mittels GC-MS 

übermittelt. Verbunden damit war die Anfrage, ob Interesse an der Teilnahme von Ringtests 

zur Validierung des SRM-Referenzverfahrens besteht. Es konnten zahlreiche positive Ant-

worten verzeichnet werden, insgesamt hatten sich 21 Laboratorien bereit erklärt, am Ringtest 

teilzunehmen. Von 37 der angeschriebenen Laboratorien wurde keine Rückmeldung erhal-

ten. 41 Laboratorien erklärten sich nicht zur Teilnahme bereit. Teilnehmer 21 konnte aus 

internen Gründen nur die Teilnahme zum Ringtest zusagen, aber nicht zum Vorversuch.  

Tabelle 7 enthält eine Zusammenstellung aller am Ringtest beteiligten Laboratorien. Die teil-

nehmenden Labore wurden sowohl für die Ringtests als auch für den vorliegenden Bericht 

vollständig anonymisiert. Die in der Auswertung verwendeten Labornummern spiegeln nicht 

die Reihenfolge der in Tabelle 7 aufgeführten Teilnehmer wider. Jedem einzelnen Teilneh-

mer des Ringtests wurde für eine eventuelle laborinterne Auswertung ausschließlich die ei-

gene, auch für den vorliegenden Bericht gültige, Labornummer mitgeteilt. 
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Tabelle 7: Teilnehmerliste 

Institut Ansprech-
partner 

Telefon u. Fax E-Mail Geräte-
hersteller

 
Institut Warenprüfung und Quali-
tätskontrolle, Laborgemeinschaft 
Dr. G. Appelt 
Täubchenweg 28 
04317 Leipzig 
 

 
Dr. Sabine Berg-
mann 

 
Tel.: 0341/6496633 
Fax: 0341/6496699 

 
sabine.bergmann 
@wqlpz.de 

 
Agilent 

Helmholtz-Zentrum für Umwelt-
forschung - UFZ, Department 
Analytik / Organische Analytik 
Permoserstr. 15 
04318 Leipzig 
 

Dr. Monika Möder Tel.: 0341/2352657 
Fax: 0341/2352625 

monika.moeder 
@ufz.de 

Agilent 

Berliner Betrieb für Zentrale 
Gesundheitliche Aufgaben, 
Institut für Lebensmittel, Arznei-
mittel und Tierseuchen  
Invalidenstraße 60 
10557 Berlin 
 

Herr Biederbick Tel.: 030/39784-604 
Fax: 030/39784-400 

Biederbick 
@bbges.de 

Agilent 

Landesamt für Landwirtschaft, 
Lebensmittelsicherheit und 
Fischerei Mecklenburg-
Vorpommern 
Thierfelder Str. 18 
18059 Rostock 
 

Dr. Matthias Denker Tel.: 0381/4035-321 
Fax: 0381/4035343 

matthias.denker 
@lallf.mvnet.de 

Agilent 

Landeslabor Schleswig-Holstein, 
Lebensmittel und Veterinärunter-
suchungsamt;Max-Eyth-Straße 
5;24537 Neumünster 
 

Dr. Ingrid Burmeister
Ute Nülle 

Tel.: 04321/904-673,-674
Fax: 04321/904-619 

Ute.Nülle 
@lvua-sh.de 

Agilent 

Niedersächsisches Landesamt 
für Verbraucherschutz und Le-
bensmittelsicherheit (LAUES), 
Veterinärinstitut Oldenburg 
Philosophenweg 38 
26124 Oldenburg 
 

Dr. Oliver Christof Tel.: 0441/9713-612 
Fax: 0441/9713-818 

oliver.christof 
@laues.niedersachsen.de 

Agilent 

Chemisches Labor Dr. Wirts und 
Partner Sachverständigen 
GmbH;Rutenbergstraße 
59;30559 Hannover 
 

Dr. Ing. L. Havlik Tel.: 0511/950798-0 
Fax: 0511/950798-29 

Havlik 
@wirts.de 

Agilent 

Chemisches Untersuchungsamt 
der Stadt Bielefeld;Oststr. 
55;33604 Bielefeld 
 

Dr. Brockmann Tel.: 0521/513-002 
Fax: 0521/513-386 

rainer.brockmann 
@bielefeld.de 

Schimadzu 

Hessisches Landeslabor 
Druseltalstr. 67 
34131 Kassel 
 

Herr Dittmar Tel.: 0561/3101136 
Fax: 0561/3101242 

Frank.Dittmar 
@lhl.hessen 

Agilent 

Wessling Laboratorien GmbH 
Oststr. 7 
48341 Altenbergen 
 

Mathias Mundt Tel.: 02505/89-622 
Fax: 02505/89-620 

matthias.mundt 
@wessling.de 

Agilent 

Chemisches Untersuchungsinsti-
tut der Stadt Leverkusen 
Düsseldorfer Str. 153 
51379 Leverkusen 
 

Herr Schneider Tel.: 0214/406-3261 
Fax: 0214/406-3262 

Cui 
@stadt.leverkusen.de 

Shimadzu 

Staatliches Veterinäruntersu-
chungsamt Arnsberg 
Zur Taubeneiche 10-12 
59821 Arnsberg 

Dr. Just Tel.: 02931 / 809-239 
Fax: 02931 / 809-290 

paul.just 
@suva-arnsberg.nrw.de 

Waters 
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Fortsetzung Tabelle 7: Teilnehmerliste 

Institut Ansprech-
partner 

Telefon u. Fax E-Mail Geräte-
hersteller

Hessisches Landeslabor 
Kurfürstenstr. 6 
65203 Wiesbaden 
 

Herr Thiele Tel.: 0611/7608-520 
Fax: 0611/713515 

harald.thiele 
@lhl.hessen.de 

Agilent 

Chemisches und Veterinärunter-
suchungsamt Stuttgart 
Schaflandstr. 3/2 
70736 Fellbach 
 

Dr. J. Kuntzer Tel.: 0711/3426-1226 
Fax: 0711/588176 

joachim.kuntzer 
@cvuas.bwl.de 

Agilent 

Chemisches und Veterinärunter-
suchungsamt Sigmaringen 
Hedingerstr. 2/1 
72488 Sigmaringen 
 

Frau Eversberg 
Herr Klein 

Tel.: 07571/732-762/629
Fax: 07571/732-614 

inge.eversberg 
@cvuasig.bwl.de 

Agilent 

Chemisches und Veterinärunter-
suchungsamt Karlsruhe 
Weißenburger Str. 3 
76187 Karlsruhe 
 

Dr. Manfred Möllers Tel.: 0721/926-5478 
Fax: 0721/926-3549 

Manfred.Moellers 
@Cvuaka.bwl.de 

Agilent 

Chemisches Labor Dr. Merten 
GmbH 
Röderstraße 8 – 10 
79104 Freiburg 
 

Dipl. LM-Ing. 
Rainer Hofmann 

Tel.: 0761/278031 
Fax: 0761/289928 

Hofmann 
@labormerten.de 

Schimadzu 

Bayr. Landesuntersuchungsamt 
für Gesundheit und Lebensmit-
telsicherheit, Dienststelle Ober-
schleißheim 
Veterinärstraße 2 
85764 Oberschleißheim 
 

Dr. Andreas Miller Tel.: 089 /31560-
358/526) 
Fax: 089 /31560-427 

andreas.miller 
@lgl.bayern.de 

Thermo 

Labor Dr. Scheller GmbH 
Am Mittleren Moos 48 
86167 Augsburg 
 

Christian Bremer Tel.: 0821/450733-0 
Fax: 0821/450733-6 

ch-bremer@labor-dr-
scheller.de 

Agilent 

Bayr. Landesuntersuchungsamt 
für Gesundheit und Lebensmit-
telsicherheit 
Eggenreuther Weg 43 
91058 Erlangen 
 

Dr. Holger Knapp Tel.: 09131/764-232 
Fax: 09131/764-401 

holger.knapp 
@lgl.bayern.de 

Fisons 

BLS-Analytik GmbH & Co. KG, 
Labor für Lebensmitteluntersu-
chungen und Umweltanalytik 
Columbiastrasse 14 
97688 Bad Kissingen 
 

Herr Baum Tel.: 0971/785580 
Fax: 0971/7855825 

bls-analytik 
@t-online.de 

Fisons 
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Im Verlauf des gesamten Ringtests kam es aus unterschiedlichen Gründen zur Absage ver-

schiedener Teilnehmer, die aber zu keinem Zeitpunkt eine Gefährdung des Vorhabens dar-

stellten. Tabelle 8 enthält eine Auflistung der am jeweiligen Versuchsabschnitt beteiligten 

Laboratorien.  

Zusammenfassend wurde für den Vorversuch an 20 Laboratorien Material zur Einarbeitung 

versandt. Bis zur planmäßigen Ergebnisrückmeldung entschieden sich die Laboratorien 4 

und 9 zu einer Absage. Die Laboratorien 8, 13 und 20 konnten keine Ergebnisse innerhalb 

der vorgegebenen Zeit liefern. Es blieben somit für die Auswertung des Vorversuchs 15 Teil-

nehmer. 

Für den ersten Ringtest wurde an 19 Teilnehmer Material versendet, von denen Labor 6, 13 

und 20 im weiteren Verlauf die Teilnahme absagten und Labor 16 aus personellen Gründen 

keine Ergebnisse innerhalb der vorgegebenen Zeit liefern konnte. Es wurde vereinbart, dass 

Labor 16 den ersten und zweiten Ringtest zusammen bearbeiten kann. 

Der abschließende zweite Ringtest war mit mindestens zehn Teilnehmern geplant. Aufgrund 

der guten Zusammenarbeit und des vorhandenen Interesses wurde die Teilnehmerzahl auf 

14 erweitert. Bei Teilnehmer 15 ergaben sich technische/personelle Schwierigkeiten, die eine 

Bearbeitung der Proben im vorgegebenen Zeitraum nicht mehr zugelassen haben. Teilneh-

mer 16 konnte aus ähnlichen Gründen für den ersten Ringtest keine und für den zweiten 

Ringtest nur unvollständige Ergebnisse liefern und wurde daher von der Auswertung beider 

Ringtests ausgeschlossen. Im Labor 14 erklärten sich zwei Mitarbeiter unabhängig vonein-

ander zur Aufarbeitung der Porben bereit, die anschließende Messung erfolgte am gleichen 

Gerät. Seitens der Versuchsleitung wurde entschieden, die Ergebnisse beider Mitarbeiter 

von Teilnehmer 14 mit in die Auswertung einzubeziehen, da nicht die Gaschromatographie 

selbst, sondern die Aufarbeitung als kritischer Punkt der Methode angesehen wird. Für den 

zweiten Ringtest werden diese von nun an als Teilnehmer 14a und 14b bezeichnet. Somit 

standen für die Auswertung des zweiten Ringtests Ergebnisse von 13 Teilnehmern in 12 

Laboratorien zur Verfügung. 



05HS050 Validierung des SRM-Referenzverfahrens durch Ringtests 

Abschlussbericht Seite 27 

 

Tabelle 8: Übersicht der Ergebnisrückmeldungen, Gesamter Projektzeitraum 

 Ergebnisrückmeldung 

Labor Vorversuch erster Ringtest zweiter Ringtest 

1 x x x 
2 x x x 
3 x x x 
4 Abs. - - 
5 x x x 
6 x Abs. - 
7 x x x 
8 - x x 
9 Abs. - - 
10 x x x 
11 x x x 
12 x x Abs. 
13 - Abs. - 
14 x x x (a/b) 
15 x x Abs. 
16 x - unvollständig 
17 x x x 
18 x x x 
19 x x Abs. 
20 - Abs. - 
21 n.t. x x 

x  – Ergebnisse zurückgemeldet 
a/b  – Analyse wurde unabhängig von zwei Mitarbeitern durchgeführt 
“-“  – keine Ergebnisse gemeldet 
n.t.  – nicht teilgenommen 
Abs.  – Absage der Teilnahme ab genanntem Projektabschnitt 

 

4.1.2 Vorversuch zu den eigentlichen Ringtests - Vorbereitung der Laboratorien (Mei-
lenstein 2) 

Der Vorversuch zu den eigentlichen Ringtests hatte die Ziele, die SOP zu überprüfen und 

gegebenenfalls anzupassen sowie die Laboratorien auf die Durchführung der eigentlichen 

Ringtests vorzubereiten. Zu diesem Zweck erhielten die Teilnehmer drei Brühwurststandards 

mit Zusatz an ZNS vom Schwein (3 %) bzw. Rind (1 % und 3 %) sowie eine Probe ohne 

ZNS-Zusatz. Darüber hinaus wurden ein Standardgemisch (fatty acid methyl ester, FAME-

Mix) der Fettsäuremethylester: Nervonsäure (15cis-Tetracosensäure, C24:1ω9), Cerebron-

säure (2-Hydroxytetracosansäure, C24:0-OH) und deuterierte Docosansäure (C22:0-2,2 D2) 
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und bereits aufgearbeitete ZNS-Extrakte (Hirnproben) vom Schwein und Rind für die erleich-

terte Identifikation von Peaks im Chromatogramm den Teilnehmern zugesendet. Weiterhin 

wurden den Paketen Kalibrationslösungen (0, 10, 20, 30 und 40 ng/µl Cerebronsäure), 

Verbrauchsmaterial, sowie Dokumente für die Durchführung und Auswertung beigelegt 

(Tabelle 9). 

 

Tabelle 9: An die Teilnehmer des Vorversuchs gesendetes Material 

Material Menge/Volumen 
Brühwurststandards 0%, 1%, 2%, 3% ZNS-Zusatz) 4 Stück 

Hirnextrakte Schwein und Rind 2 Stück 

Standardlösung (FAME-MIX) 1 ml 

Interner Standard (IS) C22:0 2,2 D2 1 ml 
Kalibrationslösungen (0/10/20/30/40 ng/µl Cerebron-
säure)

5 x 1 ml 

Reagenzröhrchen 6 Stück 

Zentrifugenröhrchen 12 Stück 

Vials 12 Stück 

Wägschälchen 10 Stück 

Anschreiben 1 Stück 

Auswertungsbogen 1 Stück 

Daten-CD 1 Stück 

SOP 1 Stück 

 

Über die Fa. Sigma-Aldrich erhielten alle Teilnehmer auf Kosten des Ausrichters des Ring-

tests Kartuschen sowie methanolische Salzsäure und ein Silylierungsreagenz (Hexamethyl-

disilazan/ Trimethylchlorsilan) zugesandt. Im Vorversuch hatten die Teilnehmer Gelegenheit, 

sich mit Hilfe des FAME-Mix und der bereits aufgearbeiteten Hirnproben mit den Zielanaly-

ten, deren Massenspektren und Retentionsverhalten im Chromatogramm vertraut zu ma-

chen. Dies war insbesondere für die Trennung der nahe beieinanderliegenden Peaks der 

Stellungsisomeren der Nervonsäure bzw. der Hydroxynervonsäure (C24:1-OH) von Bedeu-

tung. 

Die Kalibrationslösungen von Cerebronsäuremethylester ermöglichten eine Kalibration über 

Standardlösungen für die Quantifizierung des ZNS-Gehaltes in den Brühwurststandards 

(Abbildung 4). Zusätzlich erfolgt die Kategoriesierung in ZNS-positiv bzw. ZNS-negativ an-

hand des Cut-Off (0,2 % ZNS entspricht 2,43 mg/kg Cerebronsäure). 
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Abbildung 4: Beispieldiagramm der GC/MS Kalibration mit Cerebronsäure als Cerebronsäure-
methylester (Vorversuch, Labor 10) 

Rauten: Mittelwerte (n=3), Fehlerbalken (σ), sowie Regressionsgerade mit y=0,1238x 

 

Ziel dieses Vorversuchs war die Differenzierung ZNS-positiver und -negativer Proben und 

Bestimmung der Tierart des ZNS durch die Teilnehmer verbunden mit einer Einarbeitung in 

das Verfahren. 

Aufgabenstellung war die Doppelbestimmung der vier anonymisierten Proben basierend auf 

der ursprünglichen SOP und die Zusendung der Rohdaten. Die Auswertung erfolgte am Insti-

tut für Lebensmittelhygiene. Vier Ringtestteilnehmer hatten die Extrakte zweimal am 

Gaschromatographen analysiert, somit standen 19 Ergebnisse für die Auswertung zur Verfü-

gung. 

Zunächst wurden die rückgemeldeten Ergebnisse einer Qualitätskontrolle anhand des Inter-

nen Standards unterzogen. Hierfür wurden die Messwerte zusammen mit dem Mittelwert, der 

oberen und unteren Warngrenze (OWG/UWG, MW±2σ) und der oberen und unteren Ein-

griffsgrenze (OEG/UEG, MW±3σ) in einem Diagramm aufgetragen und auf Ausreißer unter-

sucht. Abbildung 5 stellt ein Beispiel für eine derartige Qualitätsregelkarte dar. Die Ergebnis-

se aller Versuchsteilnehmer sind im Anhang zu diesem Bericht enthalten. Neben der Gera-

den, die den Mittelwert aus allen Messungen darstellt, sind die oberen/unteren Warn- (kurz 

gestrichelte Linie) und Eingreifgrenzen (lang gestrichelte Linie) angeführt. 
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Abbildung 5: Beispiel für eine Qualitätsregelkarte der wiederholten Messung der Fläche des 
Internen Standards 

Linie (dick): Mittelwert; kurz gestrichelt: OWG/UWG; Linie (fein): OEG/UEG; IS: Interner Standard 

 

Die Auswertung hinsichtlich der Einstufung der Proben in ZNS-positiv bzw. ZNS-negativ er-

gab, dass sämtliche Proben des Vorversuchs von allen Teilnehmern korrekt eingestuft wur-

den (Tabelle 10). 

 

Tabelle 10: Klassifizierung der ZNS positiven und negativen Proben im Vorversuch 

    ZNS-positiv ZNS-negativ Gesamt 
ZNS-positiv Anzahl 57 0 57 
  % von ZNS-positiv 100% 0% 100% 
ZNS-negativ Anzahl 0 19 19 
  % von ZNS-negativ 0% 100% 0% 
Gesamt Anzahl 57 19 76 
  % von Gesamt 75% 25% 100% 

 

 

Bei der Tierartbestimmung, der zweiten Aufgabe der Versuchsteilnehmer beim Vorversuch, 

traten einzelne Probleme auf. Die Ergebnisse von Teilnehmer 1 konnten, trotz korrekter Ein-

teilung in die Kategorien ZNS positiv/negativ, aufgrund falscher bzw. fehlender Rohdaten 

nicht zur Tierartbestimmung genutzt werden. Die Unterscheidung zwischen den SRM rele-

vanten Tierarten (Rind und Schaf) und der nicht SRM relevanten Tierart (Schwein) wurde 

von dem restlichen gewerteten Teilnehmern (n=14) zu 100 % richtig vorgenommen. Hinsicht-
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lich der Zuordnung der positiven Proben zu einer Tierart wurde die Tierart Schwein zu 100 % 

korrekt zugeordnet und die Tierart Rind zu 76,47 % richtig zugeordnet. Jedoch konnten sie-

ben weitere Proben zur Klasse der Wiederkäuer (3 Schaf und 4 WDK) gezählt und somit für 

die abschließende Bewertung als SRM richtig eigeordnet werden (Tabelle 11). 

 

Tabelle 11: Klassifizierung der Tierarten im Vorversuch 

    Rind Schwein Schaf WDK n.a. Gesamt 
Rind Anzahl 26 0 3 4 1 34 

  
% von ZNS-
positiv 76,47 % 0% 8,82 % 11,76 % 2,94% 100 % 

Schwein Anzahl 0 17 0 0 0 17 

  
% von ZNS-
negativ 0% 100 % 0% 0% 0% 100 % 

Gesamt Anzahl 26 17 3 4 1 51 
  % von Gesamt 50,98 % 33,33 % 5,88 % 7,84 % 1,96 % 100 % 
n.a. – nicht auswertbar 

 

4.1.3 Optimierung und Anpassung der SOP an Praxisbedingungen (Meilenstein 3) 

Für die Durchführung des Vorversuches wurde die Standard Operation Procedure der im 

Projekt 03HS011 entwickelten Methode gewählt. Die einzelnen Schritte sowie die exakten 

Analysenparameter wurden bereits im Abschnitt 3.2 ausführlich beschrieben. Die Basisme-

thode wies jedoch einige Möglichkeiten auf, Zeit sowie Chemikalien zu sparen. Mehrere 

Ringtestteilnehmer teilten dem Projektnehmer im Laufe des Vorversuchs hilfreiche Anregun-

gen für Verbesserungsmöglichkeiten mit. Die häufigsten Kritikpunkte waren dabei der erheb-

liche Zeitaufwand von zwei Arbeitstagen für die Probenvorbereitung, die Komplexität der 

Aufarbeitung mit ihren zahlreichen Schritten und die Beeinträchtigung des gaschroma-

tographischen Systems (insbesondere GC-Injektionsspritze und Kapillarsäule) durch Neben-

produkte, welche bei der Silylierungsreaktion enstehenden. 

Daraus ergaben sich folgende Aufgabenstellungen für die Optimierung der bestehenden 

Methode: 

• Reduktion der Lösungsmittelmenge bei der Solid Phase Extraktion (SPE) 

• Reduktion der Zeitdauer der Methylierung mit dem Ziel, den Gesamtablauf der Proben-

vorbereitung auf einen Tag zu verkürzen;  

• Verwendung eines alternativen Silylierungsmittels, um Kapillarsäulenschäden und Ver-

stopfung der GC-Spritze zu vermeiden; 

• Entwicklung einer Matrix-Kalibration, um extraktions- sowie matrixbedingte Schwankun-

gen, auszugleichen. 



05HS050 Validierung des SRM-Referenzverfahrens durch Ringtests 

Abschlussbericht Seite 32 

 

4.1.3.1 Reduktion des Lösungsmitteleinsatzes während der Festphasenextraktion 
(SPE) 
 

Die Optimierungsarbeiten für die Reduktion des Lösungsmitteleinsatzes während der SPE 

konzentrierten sich insbesondere auf den Verzicht des Elutionsmittels Aceton sowie die Re-

duktion der Menge des Eluenten Methanol. Ausgangspunkt war die Tatsache, dass Methanol 

über eine größere Polarität (Dielektrizitätskonstante εr = 33,7) als Aceton (εr = 21,4) verfügt. 

Die Polarität korreliert mit der Elutionskraft des Lösungsmittels für Verbindungen mit polaren 

Gruppen auf unpolaren Festphasen. Es wurde daher getestet, ob bei der Elution der kom-

plexen Lipide auf Aceton verzichtet werden kann. In einem Vorversuch wurden Proben der 

Brühwurststandards mit 1 % (Sa1), 2 % (Sa2) sowie 3 % (Sa3) ZNS-Zusatz auf-gearbeitet. 

Da Aceton in der ursprünglichen Methode als Lösungsvermittler zwischen n-Hexan und Me-

thanol diente, war es notwendig das Sorbent nach erfolgtem Waschschritt mittels n-Hexan/2-

Methylpropanol durch Anlegen eines Vakuums zu trocknen.  

Die Grenzen für die Qualitätsregelkarten wurden aus der Dreifachmessung des jeweiligen 

Brühwurststandards errechnet. Die quantifizierten Fettsäure-Gehalte, die in allen drei Brüh-

wurststandards ohne Acetonelution gemessen wurden, lagen innerhalb der Warngrenzen der 

Qualitätsregelkarten. Die einzige Ausnahme bildete die C24:1ω9 im Sa1, hier wurde die obe-

re Warngrenze (mw+3σ) überschritten (Tabelle 12).  

 

Tabelle 12: Grenzwerte der Qualitätsregelkarte (mit Aceton in der SPE) und Messwerte (ohne 
Aceton in der SPE) der quantifizierten Fettsäuren (C24:0, C24:0-OH, C24.1ω9 und 
C24:1ω7). 

    Sa1  Sa 2  Sa 3 

    
C24:1ω9 
(mg/kg) 

C24:0-OH 
(mg/kg)  

C24:1ω9 
(mg/kg) 

C24:0-OH 
(mg/kg)  

C24:1ω9 
(mg/kg) 

C24:0-OH 
(mg/kg) 

MW   22,9    4,4   56,5   10,1   90,0   15,9 
MW+2σ   23,7    5,2   66,1   10,8  100,3   17,2 
MW+3σ   24,1    5,7   70,9   11,1  105,4   17,8 
MW-2σ   22,1    3,6   47,0    9,4   79,8   14,6 

G
re

nz
w

er
te

 
m

it 
A

ce
to

n 
(n

=3
) 

MW-3σ   21,7    3,2   42,2    9,1   74,6   14,0 

          

Messwert ohne 
Aceton (n=1)   24,4    4,2   58,8   10,3   85,9   14,3 
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Zur statistischen Absicherung dieser im Vorversuch erhaltenen Ergebnisse wurden Drei-

fachmessungen von Proben mit und ohne Zusatz von Aceton während der Elution durchge-

führt (Abbildung 6). In dieser Abbildung werden stellvertretend für die nichthydroxylierten 

Fettsäuren die Ergebnisse der Nervonsäure C24:1ω9 und für die hydroxylierten Fettsäuren 

die Cerebronsäure C24:0-OH dargestellt. Vergleichbare Ergebnisse wurden bei allen ande-

ren nichthydroxylierten und hydroxylierten Fettsäuren beobachtet. Die Dreifachmessungen 

bestätigten das Ergebnis des Vorversuchs. Der Verzicht auf Aceton hat keinen Einfluß auf 

die Quantität der eluierten Analyten. Es konnte sogar ein leicht erhöhter Fettsäuregehalt (al-

ler Fettsäuren) im Eluat bei der ausschließlich mit Methanol durchgeführten Elution ermittelt 

werden. Hierbei sei erwähnt, dass diese erhöhten Ausbeuten jedoch nicht signifikant sind, 

wie die p-Werte für die Cerebronsäure (p=0,065, gepaarter t-Test) und die Nervonsäure 

(p=0,153, gepaarter t-Test) zeigen. 

Die für die einzelnen Fettsäuren beobachteten Ergebnisse können entsprechend auch auf 

die Fettsäureverhältnisse, die für die Bestimmung von Spezies sowie Tieralter des verarbei-

teten ZNS von Bedeutung sind, übertragen werden. 
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Abbildung 6: Vergleich der Gehalte an C24:1ω9 und C24:0-OH bei Elution mit 3 ml Aceton + 
8 ml Methanol und 8 ml Methanol.   
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In einem weiteren Versuch wurde getestet ob sich das Elutionsvolumen von Methanol (bis-

her 8 ml) ohne Analytverluste verringern lässt.  

Die Fa. Phneomenex gibt in ihrem SPE- Reference Manual & Users Guide als Mindesteluti-

onsvolumen für die Normal-Phasen-SPE-Kartuschen das zwei bis vierfache Bettvolumen an 

(Anonym 2006). Das Bettvolumen einer gängigen SPE-Kartusche mit Silicagel beträgt laut 

Hennion und Pichon (1994) 600 µl/500 mg. Folglich entspricht das zwei bis vierfache Bettvo-

lumen einer Elutionsmenge an Methanol von 1,2-2,4 ml. In den Untersuchungen wurden 

Elutionsmengen von 7 bis 1,5ml Methanol getestet. 

Für die Auswertung kamen Qualitätsregelkarten zum Einsatz. Hierbei stellen die Werte, die 

nach dem Einsatz von 8 ml Methanol gewonnen wurden, die Grenzen der aufgestellten Qua-

litätsregelkarten (Obere- und Untere Warngrenze bzw. Eingriffsgrenze) dar. Darin eingetra-

gen wurden die gemittelten Messwerte der methanolreduzierten SPE-Läufe (Abbildung 7 und 

Abbildung 8). 
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Abbildung 7: Qualitätsregelkarten der quantifizierten Fettsäuren (C24:1ω9, C24:1ω7, C24:0 und 
C24:0-OH) für die Methanoleinsätze (7-5 ml). 
 
Linie (dick): Mittelwert; kurz gestrichelt: OWG/UWG; Linie (fein): OEG/UEG 
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Abbildung 8: Qualitätsregelkarten der quantifizierten Fettsäuren (C24:1ω9, C24:1ω7, C24:0 und 
C24:0-OH) für die Methanoleinsätze (4-1,5 ml). 
Linie (dick): Mittelwert; kurz gestrichelt: OWG/UWG; Linie (fein): OEG/UEG 
 
Bei der Analyse der Proben ergab sich, dass das 2-4 fache Bettvolumen nicht ausreichend 

ist, um alle Zielanalyten ohne Verlust von der Säule zu eluieren. Die Unterschreitung der 

unteren Warngrenze der Messwerte von C24:1ω9, C24:1ω7 und C24:0 bei Einsatz von 4 ml 

Methanol zeigt an, dass mit sehr deutlichen Abweichungen der Quantität bei diesen Fettsäu-

ren zu rechnen ist (Abbildung 8). Dieses Ergebnis konnte mittels gepaarten t-Test bestätigt 

werden (p<0,001). Ausnahme bildet hier nur die Cerebronsäure, deren Messwerte innerhalb 

der Warngrenze liegen. Hier konnten auch mittels gepaarten t-Test keine signifikanten Ab-

weichungen zur Elution mit 8 ml Methanol nachgeweisen werden (p=0,790).   

Erst ab einem Eluentenvolumen von 5 ml können bei der C24:0 Gehalte ermittelt werden, die 

der analytischen Qualität entsprechen, die nach dem Einsatz von 8 ml Methanol berechnet 

wurden. Jedoch liegen bei den Fettsäureisomeren der C24:1 die Ergebnisse direkt auf den 

Eingriffsgrenzen und somit muss dieses Elutionsvolumen als inakzeptabel erachtet werden 

(Abbildung 7).  

Hingegen konnten bei einem Einsatz von 6 ml Methanol bei allen untersuchten Fettsäuren 

Ergebnisse erhalten werden, welche sowohl innerhalb der Eingriffsgrenze als auch der 

Warngrenze lagen. Bei dieser Elutionsmenge konnte kein statistisch signifikanter Unter-

schied zur Elutionsmenge von 8 ml Methanol für die C24:1ω9 festgestellt werden (p=0,404).  

Ähnliche Ergebnisse wurden für die anderen nichthydroxylierten Fettsäuren ermittelt. Somit 

ist dieses Volumen ausreichend für die vollständige Elution der Zielanalyten ohne quantitati-

ve und qualitative Verluste. 
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Abschließend wurde ein Vergleich der ursprünglichen SPE-Methode (Elution mit 3 ml Aceton 

+ 8 ml Methanol) und der optimierten Methode (6 ml Methanol) vorgenommen. Hier zeigt 

sich das gleiche zuvor beschriebene Bild. Trotz der verringerten Lösungsmittelmenge konn-

ten die komplexen Lipide vollständig eluiert werden (Abbildung 9).  
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Abbildung 9: Vergleich der FAME-Gehalte von C24:1ω9 und C24:0-OH bei Einsatz von 3 ml 
Aceton+ 8 ml Methanol und 6 ml Methanol während der Elutionsphase (n=3). 

 

Die Prüfung der Mittelwerte auf statistische Signifkanz ergab mittels Mann-Whitney-Test ei-

nen p-Wert von 0,4. Somit konnten die in den Einzeluntersuchungen gewonnenen Ergebnis-

se bestätigt werden. Es kann kein Unterschied zwischen den zwei SPE-Methoden festge-

stellt werden. Die Reduktion der Menge des eingesetzten Eluenten hat neben dem sparsa-

meren Einsatz von Chemikalien noch weitere wesentliche Vorteile. Durch die um 5 ml dras-

tisch reduzierte Lösungsmittelmenge verkürzen sich die Laufzeit der SPE sowie die Zeitdau-

er des Eindampfens um insgesamt 30 min.  

 

Verwendung alternativer SPE-Kartuschen 
Im Verlauf des Vorversuchs erfolgte aus Gründen der Kosteneinsparung ein Wechsel des 

Bezuges der SPE-Kartuschen vom Hersteller Supelco zum Hersteller Phenomenex. Beide 

Kartuschenhersteller geben für die in diesen Untersuchungen verwendeten Kartuschen ein 

Bettgewicht von 500 mg Silicagel bei einer Porengröße von 60 Å an. 

Dadurch war es notwendig, die Qualität sowie Quantität der Festphasenextraktion unter Ver-

wendung der Phenomenexkartuschen zu überprüfen. Dazu wurden jeweils drei Versuche mit 

3 ml Aceton + 8 ml Methanol bzw. 6 ml Methanol mit drei Kartuschen beider Lieferanten 

durchgeführt. Die Werte für die eluierten Fettsäuren C24:1ω9 sowie C24:0-OH lagen für die 
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Phenomenexkartuschen leicht, jedoch nicht signifikant (p=0,262 - 0,632; gepaarter t-Test), 

über denen der Supelcokartuschen (Abbildung 10).  
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Abbildung 10: Vergleich der SPE-Kartuschen der Firmen Supelco und Phenomenex für die 
Elution der FAME mit 3 ml Aceton und 8 ml Methanol sowie für die Elution mit 
6 ml Methanol. 

Eine Ausnahme bildete die Nervonsäure, hier war der Gehalt bei Verwendung der Pheno-

nemenex-Kartuschen mit einem Elutionsvolumen von 6 ml Methanol signifikant niedriger als 

bei Einsatz der SPE-Kartuschen von Supelco (mit p=0,008, gepaarter t-Test).  

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die opitmale Elutionsmenge für die Phenomenexkartu-

schen ermittelt. Es wurden Elutionsvolumina von 6,5 bis 8 ml Methanol im Vergleich zu 3 ml 

Aceton + 8 ml Methanol getestet. Auch unter Verwendung der Phenomenex-Kartuschen ist 

der Verzicht auf Aceton möglich. Die optimale Elutionsmenge beträgt für die Phenomenex-

kartuschen jedoch 7 und nicht 6 ml (Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Ermittlung der optimalen Elutionsmenge für die FAME bei Verwendung von SPE-
Kartuschen der Herstellers Phenomenex. 

 

Zusammenfassend lässt sich aus diesen Ergebnissen schlussfolgern, dass die Überprüfung 

der Ergebnisse für die SPE nach dem Wechsel der Herstellerfirma notwendig ist, da sich die 

Bedingungen für das Erzielen optimaler Werte ändern können.  

 

4.1.3.2 Reduktion der Methylierungsdauer 
Gemäß der RGT-Regel (Reaktionsgeschwindigkeit-Temperatur-Regel) verdoppelt sich die 

Reaktionsgeschwindigkeit bei einer Temperaturerhöhung um 10 °C. Im Vorprojekt 03HS011 

wurde ermittelt, dass bei einer Temperatur von 60 °C eine Zeitdauer von mindestens 12 h 

benötigt wird, um eine vollständige Reaktion zu erzielen. Die theoretische Berechnung der 

Methylierungsdauer bei einer Temperatur von 90 °C ergibt somit laut RGT-Regel eine Zeit-

dauer von 1,5 h. Diese Berechnung war Ausgangspunkt dieser Untersuchungen. Für die 

Methylierungstemperatur von 90 °C wurden drei verschiedene Zeiten getestet: 1 h, 1,5 h und 

2 h Methylierungsdauer (Abbildung 12). Bei allen drei Zeiträumen konnte ein höherer Gehalt 

an Fettsäuremethylestern (FAME) detektiert werden. Zwischen den drei Zeiträumen konnte 

mittels einseitiger ANOVA kein signifikanter Unterschied der Mittelwerte der C24:0-OH fest-

gestellt werden (p=0,226). Bei der C24:1ω9 wurde ebenfalls kein signifikanter Unterschied 

zwischen den Zeiträumen festgestellt (p=0,107). 
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Abbildung 12: Vergleich der Gehalte an FAME C24:1ω9 und C24:0-OH bei einer Methylierungs-
dauer von 16 h bei 60 °C (n=1) und bei 1 h, 1,5 h sowie 2 h bei einer Temperatur 
von 90 °C (n=4).  

 

Unter Anwendung der Zeitdauer von 1,5 h wurden in einer weiteren Untersuchung Methylie-

rungstemperaturen von 70 bis 90 °C getestet (Abbildung 13). Während bei 70 °C suboptima-

le Werte für die nicht hydroxylierten und hydroxylierten Fettsäuren gemessen wurden, konnte 

ein leichter Anstieg des Fettsäuremethylester-Gehaltes mit steigender Temperatur beobach-

tet werden. Signifikante Unterschiede bei der einseitigen ANOVA ergaben sich für die 

C24:1ω9 (p=0,045). Im weiteren Testverlauf konnte festgestellt werden, dass die Methylie-

rung bei 70 °C signifikant von der klassischen Methylierung (16 h, 60 °C) abweicht 

(p=0,019). Dagegen konnten für die C24:0-OH keine signifikanten Unterschiede bei allen drei 

Temperaturen berechnet werden (p=0,338, einseitige ANOVA).  
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Abbildung 13: Vergleich der Gehalt an FAME C24:1ω9 und C24:0-OH der klass. Methylierung 
(60 °C, 16 h) mit Methylierungstemperaturen von 70-90 °C bei einer Methylie-
rungsdauer von 1,5 h (n=3). 

 

Um sicherzugehen, dass ein vollständiger Reaktionsumsatz stattfindet, wurde für die Methy-

lierung eine Zeitdauer von 1,5 h bei einer Reaktionstemperatur von 90 °C gewählt. Dadurch 

ergibt sich eine Zeitersparnis von 14,5 h (90,6 %). Somit ist die Probenvorbereitung inner-

halb von acht Arbeitsstunden möglich. Auf diese Weise konnte der Zeitaufwand für die Pro-

benvorbereitung um 50 % von zwei Werktagen auf einen Werktag reduziert werden. 

 

4.1.3.3 Verwendung eines alternativen Silylierungsmittels 
Das bislang verwendete Silylierungsgemisch Pyridin/Hexamethyldisilazan/Trimethylchlorsilan 

(Pyridin/HMDS/TMCS) im Verhältnis: 10:3:1 (v/v/v) führt zur Bildung der Nebenprodukte 

Ammoniumchlorid und Siliziumdioxid. Ammoniumchlorid dissoziiert mit steigender Tempera-

tur zunehmend in Ammoniak und Salzsäure (Formel 1).  

 

Formel 1: Silylierung der Hydroxyfettsäuremethylester und Zersetzung des Nebenproduktes 
Ammoniumchlorid unter Hitzeinwirkung im GC-Injektor. 
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Diese Verbindungen fügen der stationären Phase der GC-Kapillarsäule große Schäden zu 

und verursachen somit einen hohen Verschleiß der Trennsäule. Um diese Nachteile zu ver-

meiden, war es notwendig, alternative Silylierungsmittel zu testen. Es wurden drei Silylie-

rungsmittel ausgewählt: N,O-Bis(trimethylsilyl)-acetamid (BSA), N,O-

Bis(trimethylsilyltrifluoro)-acetamid (BSTFA) und Trimethylsilylimidazol (TMSIM). 

Allen Silylierungsreagenzien wurden zunächst 1 % TMCS zugesetzt. Alle Werte wurden in 

dreifachen Aufarbeitungen einer Hirnprobe vom Schwein und jeweils Einfachmessung be-

stimmt. 
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Abbildung 14: Darstellung der auf den internen Standard normierten Peakflächen der ω7- und 
ω9-Hydroxytetracosensäure sowie der Cerebronsäure bei Verwendung unter-
schiedlicher Silylierungsmittel (Zusatz von 1 %TMCS). 

 

Der Vergleich der Mittelwerte aller drei Hydroxyfettsäuren zeigt einen leicht erhöhten Wert 

bei der Verwendung von 20 µl TMSIM (Abbildung 14). Mit 20 µl TMSIM konnten gegenüber 

dem Einsatz von 20µl BSA (p=0,016, gepaarter t-Test) und 20 µl BSTFA (p=0,048, gepaarter 

t-Test) signifikant höhere Ergebnisse erzielt werden. Für den Einsatz von 50 µl BSTFA hin-

gegen konnte kein Unterschied zu 20 µl TMSIM festgestellt werden (p=0,208). Gegenüber 

der klassischen Methode mit HMDS/TMCS führt die Verwendung von 20 µl TMSIM zu we-

sentlich erhöhten Peakflächen (p=0,018, gepaarter t-Test). Die Wahl des alternativen Silylie-

rungsmittels fiel daher auf TMSIM, da mit diesem Reagenz trotz des geringen Volumens von 
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20 µl eine größere Reaktionsausbeute im Vergleich zur bestehenden Methode erzielt werden 

konnte. 

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, welchen Einfluß das Lösungsmittel auf die 

Ausbeute der Silylierungsreaktion hat. Ziel war dabei, auf Pyridin zu verzichten und eine ge-

eignete Alternative zu finden. Grundlegende Bedingung für den Einsatz als Silylierungsmittel 

sind eine gute Löslichkeit für Agenz, Reagenz und Reaktionsprodukte sowie das Fehlen siy-

lierbarer Gruppen, um Konkurrenzreaktionen auszuschließen. Da das Derivatisierungsmittel 

TMSIM die höchsten Reaktionsausbeuten (Abbildung 14) aufwies, wurden für dieses Silylie-

rungsmittel die alternativen Lösungsmittel Toluol, Pyridin und Dimethylformamid (DMF) im 

Vergleich zur konventionellen Methode mit HMDS/TMCS in Pyridin getestet. Dazu wurden 

50 µl TMSIM in je 100 µl Pyridin, Toluol bzw. DMF gelöst und den bis zur Trockne einge-

dampften Fettsäuremethylestern der Probe hinzugegeben. Für die Reaktion wurde das Sily-

lierungsgemisch für 5 min auf 100 °C erwärmt. Es erfolgte die Zugabe von 1 ml n-Hexan, 

welches die Fettsäuremethylester und die Trimethylsilylether der Hydroxyfettsäuremethyl-

ester hervorragend löst. 
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Abbildung 15: Darstellung der auf den internen Standard normierten Peakflächen der ω7- und 
ω9-Hydroxytetracosensäure sowie der Cerebronsäure bei Verwendung unter-
schiedlicher Lösungsmittel während der Silylierung. 

Zwischen den Versuchsreihen TMSIM in DMF bzw. Toluol und HMDS in Pyridin ergab der 

Varianzvergleich mittels einseitiger ANOVA keine signifikanten Unterschiede. Der Einsatz 

des Silylierungsmittels TMSIM in Pyridin war jedoch signifikant schlechter (p= 0,009 - 0,013) 

als jede andere der Versuchsreihen (Abbildung 15). Für weitere Messungen wurde das Lö-

sungsmittel DMF ausgewählt, da es eine hervorragende Löslichkeit für das Silylierungsmittel 

bietet. Zudem erfolgt der Übergang der Trimethylsilylether und der FAME von der DMF- in 

die n-Hexanphase während des Ausschüttelns vollständig. Dies konnte mit gezielten GC-

Messungen der DMF-Phase nachgewiesen werden. Durch Abtrennung der Reaktionspro-

dukte und des überschüssigen Silylierungsmittels konnte die Verschmutzung des GC-

Einlaßsystems verringert werden. 

In einem weiteren Versuch wurde hinsichtlich der Reaktionstemperatur getestet, ob die Sily-

lierung auch bei Raumtemperatur vollständig verläuft. Dazu wurden gleichartige Proben auf 

identische Weise aufgearbeitet und für 5 bzw. 20 min bei Raumtemperatur sowie für 5 min 

bei 100 °C silyliert. 
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Abbildung 16: Darstellung der auf den internen Standard normierten Peakflächen der Ce-
rebronsäure und der ω9-Hydroxy-tetracosensäure bei verschiedenen Zeiten bei 
Raumtemperatur (RT), bei einer Zeitdauer von 5 min bei 100 °C sowie unter An-
wendung der konventionellen SOP. 

 

Im Vergleich der vier Versuchsreihen ist festzustellen, dass bei erhöhter Temperatur (100°C) 

eine Reaktionsdauer von 5 min ausreichend ist. Die statistische Überprüfung des Ergebnis-

ses mittels einseitiger ANOVA zeigte signifikante Unterschiede für die Zeitdauer 5 min bei 

Raumtemperatur und 100 °C (p=0,017) sowie für die Zeitdauer 5 min und 20 min bei Raum-

temperatur (p=0,025). Somit ist zu schlussfolgern, dass eine erhöhte Temperatur notwendig 

ist, um innerhalb der kurzen Reaktionszeit von 5 min einen vollständigen Reaktionsumsatz 

zu erzielen. Eine verlängerte Reaktionsdauer von 20 min würde ebenfalls zu einem vollstän-

digen Reaktionsumsatz führen, hätte jedoch auch eine Verlängerung der Zeitdauer des Ana-

lysenverfahrens um 15 min zur Folge. 

 

Zusammenfassend lässt sich somit festhalten, dass mittels TMSIM optimale Resultate für die 

Silylierung der Hydroxygruppen bei minimalen Chemikalieneinsatz und geringerem Ver-

schleiß der Teile des GC-Einlaßsystems sowie der Kapillarsäule erzielt wurden. Bei Verwen-

dung von 50 µl TMSIM in 100 µl Dimethylformamid (DMF) konnten bei einer Reaktionsdauer 

von 5 min bei 100 °C, im Vergleich zur konventionellen SOP aus dem vorangegangenen 

Projekt, nahezu identische Reaktionsausbeuten erzielt werden. Der Chemikalieneinsatz zur 

Derivatisierung konnte somit von 500 µl auf 150 µl verringert werden. Durch den Wegfall von 

Trimethylchlorsilan wird die Bildung von unerwünschten Nebenprodukten verhindert. 
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4.1.3.4 Kalibration aus der Probenmatrix 
 

Für die Quantifizierung des ZNS-Gehaltes der untersuchten Fleischerzeugnisse wird die Ce-

rebronsäure als Marker verwendet, da sie über die höchste Konzentration im tierischen ZNS 

verfügt. Diese Hydroxyfettsäure kommt jedoch in Spuren auch in anderen als ZNS-Geweben 

vor. Zur Vermeidung von falsch-positiven Resultaten wurde bereits im vorangegangenen 

Forschungsvorhaben (03HS011) ein Cut-off-Wert für die Cerebronsäure von 2,43 mg/kg be-

rechnet. Dies enspricht einem ZNS-Gehalt beim Rind von 0,2 % ZNS. Jedoch war die Quan-

tifizierung des ZNS-Gehaltes aufgrund starker Matrixeffekte durch eine Vielzahl an Begleit-

verbindungen in der komplexen chemischen Umgebung der Analyten problematisch. Die 

externe Kalibration mittels reiner Stammlösungen der in Toluol gelösten Fettsäuremethyles-

ter Lignocerinsäuremethylester (C24:0), ω9-Tetracosen-säuremethylester (C24:1ω9) und 

Cerebronsäuremethylester (C24:1-OH) resultierte zwar in Kalibrationsgeraden hervorragen-

der Linearität (Bestimmtheitsmaß R²>0,99) sowie Reproduzierbarkeit (RSD 0,5 %, n=4). Je-

doch überstieg der mittels Analyse ermittelte Gehalt der Verbindungen in Proben mit definier-

tem ZNS-Zusatz die Vorgaben, in einigen Fällen bis zum Vierfachen. Die Wiederfindungsra-

ten lagen beim Vorversuch im Mittel bei 190 % (n=26, 40 - 440 %) mit einer Schwankungs-

breite, ausgedrückt als relative Standardabweichung RSD von 61,2 %. Daher wurde nach 

alternativen Quantifizierungsmöglichkeiten gesucht. Einen großen Vorteil hätte die Addition 

eines am Fettsäurerest deuterierten komplexen Standardlipids zu Beginn der Probenvorbe-

reitung. Eine solche Verbindung ist ideal zur Überwachung der Reproduzierbarkeit während 

der Probenvorbereitung. Nachteilig für die Quantifizierung ist jedoch das Vorliegen des Stan-

dards als Einzelkomponente. Im Gegensatz dazu liegen die Zielfettsäuren in einem großen 

Verband unterschiedlicher Verbindungen eingeschlossen in den Gewebezellen vor. Um die 

gewünschten Komponenten analytisch verfügbar zu machen, muss die Zellmembran auf-

gebrochen werden. Da anzunehmen ist, dass dieser Prozess ebenso wie die Extraktion der 

Analyten aus dem aufgebrochenen Zellgewebe nicht zu 100 % vollständig verläuft bzw. Mat-

rix-Effekte durch Begleitkomponenten auftreten, würde eine Quantifizierung über ein deute-

riertes Lipid zu Minderbefunden führen. Daher wurde eine weitere Möglichkeit in Betracht 

gezogen: die Kalibration aus einer identischen Brühwurstmatrix mit definiertem ZNS-Zusatz. 

Für die Durchführung der Kalibration aus der Probenmatrix wurden Brühwurststandards mit 

0 % (Sa0), 0,5 % (Gemisch aus Sa0 und Sa1), 1 % (Sa1) sowie 3 % (Sa3) ZNS-Zusatz vom 

Rind verwendet. Diese wurden auf identische Weise, nach der optimierten SOP, aufgearbei-

tet wie die Realproben. Für die Auswertung und das Erstellen der Kalibrationsgeraden wurde 

der ZNS-Gehalt des Standards über der auf den internen Standard normierten Peakfläche 

der hydroxylierten Fettsäuren aufgetragen. Die einzelnen Kalibrationspunkte wiesen relative 
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Standardabweichungen von 10 - 63 % auf. Bei der Bewertung dieser Ergebnisse muss je-

doch beachtet werden, dass bei dieser Art der Kalibration eine vollständige Probenvorberei-

tung erfolgt ist, wodurch sich zwangsläufig ein größerer Fehler als bei der externen Kalibrati-

on ergibt. Die Linearität für den Marker Cerebronsäure war dennoch sehr gut (R²=0,998; 

Abbildung 17).  
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Abbildung 17: Kalibrationsgerade der Matrixkalibration für die Cerebronsäure C24:0-OH 

 

Die quantitative Analyse von Realproben mittels Matrixkalibration war sehr zufrieden stel-

lend. Für den ZNS-Gehalt 0 - 3% lag die Wiederfindungsrate im Mittel bei 100 % (n=16, 60 - 

220 %), mit einer Schwankungsbreite, ausgedrückt als relative Standardabweichung RSD 

von 40,2 %. Aufgrund dieser guten Ergebnisse wurde die SOP aktualisiert und die externe 

Kalibration durch die Kalibration aus der Brühwurstmatrix ersetzt. Hierfür wurde aufgrund der 

leichteren Verfügbarkeit auf das ZNS vom Schwein (6 Monate) zurückgegriffen. 
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Optimierung der Differenzierung der ZNS-Spezies 
Für die Differenzierung zwischen mehreren Spezies (Rind, Schaf, Schwein, Geflügel) hatte 

sich die Notwendigkeit der Anpassung der Tierartbestimmung ergeben. Darüberhinaus hatte 

der im vorhergehenden Projekt durchgeführte Blindversuch gezeigt, dass eine Optimierung 

der Differenzierung zwischen den Tierarten Rind und Schaf geboten ist. 

Aus diesen Gründen wurden umfangreiche Untersuchungen über die Eignung weiterer Fett-

säureverhältnisse für die Tierartdifferenzierung vorgenommen. Im Ergebnis konnten zwei 

neue Verhältnisse (C24:1ω9-OH /C25:0-OH) und (C24:1 ω9/ ω7)/(C24:1 ω9-OH/ω7-OH) 

identifiziert werden. Desweiteren wurde eine zweistufige Differenzierung eingeführt (siehe 

Kapitel 6 und Abbildung 18). 

Das Verhältnis C24:1ω9-OH/C25:0-OH wurde für die erste Stufe der Tierartdifferenzierung  

eingesetzt, die Differenzierung zwischen Wiederkäuern und Nichtwiederkäuern. In der zwei-

ten Stufe erfolgten dann die Differenzierungen innerhalb der Gruppe der Wiederkäuer 

(Rind/Schaf) bzw. der Gruppe der Nichtwiederkäuer (Schwein/Geflügel). 

Da für die Berechnung des Alters unterschiedliche bzw. tierartabhängige Verhältnisse zum 

Einsatz kommen (siehe Kapitel 6), ist der zweite Differenzierungsschritt essentiell für die I-

dentifizierung von SRM-Material. Zu diesem Zweck wurde das Verhältnis (C24:1 ω9/ ω7)/ 

(C24:1 ω9-OH/ ω7-OH) für die Trennung zwischen Rind und Schaf in die Tierartdifferenzie-

rung aufgenommen. Für die Differenzierung innerhalb der Gruppe der Nichtwiederkäuer 

wurden die zwei Verhältnisse (C24:1ω9-OH /C25:0-OH und C24:1ω7-OH/ C24:1ω9-OH) als 

geeignet identifziert und für die Trennung verwendet. 

Basierend auf den Daten der erweiterten ZNS-Datenbank wurden neue Grenzwerte für die in 

die Auswertung einbezogenen FS-Verhältnisse berechnet. Zur Erleichterung der Auswertung 

ihrer Ergebnisse, wurde den Ringtestteilnehmern ein Fliessschema für die Tierartdifferenzie-

rung übermittelt (Abbildung 18). 
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Probe

C24:1-OHω9/ω7 >3,0 und
C24:1-OH ω9/C25:0-OH <30

kein WdK WdK

SchweinGeflügel Rind Schaf

C24:1-OH ω9/ω7 >2,5 und
C24:1-OH ω9/C25:0-OH >37

(C24:1 ω9/ω7)/
(C24:1-OH ω9/ω7)

<2>2

nein ja

neinja

Probe

C24:1-OHω9/ω7 >3,0 und
C24:1-OH ω9/C25:0-OH <30

kein WdK WdK

SchweinGeflügel Rind Schaf

C24:1-OH ω9/ω7 >2,5 und
C24:1-OH ω9/C25:0-OH >37

(C24:1 ω9/ω7)/
(C24:1-OH ω9/ω7)

<2>2

nein ja

neinja

 

Abbildung 18: Fließschema zur Tierartdifferenzierung (WdK: Wiederkäuer) 

 

Laborinterne Validierung nach der Methodenoptimierung 
Den Abschluss für die Arbeiten zur Methodenoptimierung und SOP-Anpassung bildeten Ana-

lysen zur laborinternen Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit. Dazu wurden an drei auf-

einander folgenden Tagen jeweils 10 Proben des Brühwurststandards mit 3 % ZNS-Zusatz 

mit zufrieden stellendem Ergebnis analysiert. Die Wiederholpräzision innerhalb eines Tages 

lag zwischen 3,6 % und 8,9 %. Die Reproduzierbarkeit innerhalb von drei Tagen lag bei 

9,5 %. 
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4.1.4 Erste Validierung und Charakterisierung des Verfahrens auf qualitativer Basis 
(Ringtest 1, Meilenstein 4) 

Für den ersten Ringtest stand die Validierung der qualitativen Aussagen des SRM-Referenz-

verfahrens im Vordergrund. Dazu zählte 

a) die Differenzierung zwischen ZNS-positiven und ZNS-negativen Proben, sowie die 

Überprüfung des Cut-Off-Wertes; 

b) die Identifikation der Tierart bei nachgewiesenem ZNS; 

c) die Kategorisierung des Tieralters bzw. Berechnung des Tieralters bei nachgewiese-

nem Wiederkäuer-ZNS. 

Hierzu wurden Anfang September 2007 Brühwurststndardmaterialien an alle 19 teilnehmen-

de Laboratorien versandt. Zur Durchführung des ersten Ringtests erhielten die Teilnehmer 

vier Brühwurststandards (0 %, 0,5 %, 1 %, 3 % ZNS-Gehalt) zur Kalibration, 27 anonymisier-

ten Brühwurstproben (0 % oder 3 % ZNS-Gehalt), 1 ml interner Standard, jeweils 80 Vials, 

Wägschälchen und Zentrifugenröhrchen. Aufgrund der Kritk einiger Teilnehmer hinsichtlich 

der hohen Arbeitsbelastung für die Analyse sämtlicher Proben wurde eine Teilung der Pro-

ben in zehn primäre (obligatorisch) und 17 sekundäre (fakultativ) Messproben vorgenommen 

(Tabelle 13). Für eine erfolgreiche Teilnahme an diesem Versuch wurde die Bearbeitung der 

primären Messproben als ausreichend erachtet. Die Messung der sekundären Proben erfolg-

te auf freiwilliger Basis und wurde von 6 Laboratorien teilweise oder komplett durchgeführt. 

Da bereits im vorangegangenen Forschungsvorhaben 03HS011 nachgewiesen werden 

konnte, dass die Erkitzung keinen Einfluss auf die Tierartendifferenzierung ausübt, wurden 

die hocherhitzten (133°C, 30°min) lediglich als Sekundärproben untersucht. 
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Tabelle 13: Probenplan des ersten Ringtests 

Probenschlüssel Verwendung ZNS-Gehalt 
(%) 

Tierart Alter 
(Monate) 

Erhitzung 
(°C) 

RV1-BW0 0 Schwein 6 110 
RV1-BW0,5 0,5 Schwein 6 110 
RV1-BW1 1 Schwein 6 110 
RV1-BW3 

Standard (Ka-
libration) 

3 Schwein 6 110 
      
RV1-2 2 Geflügel 1 110 
RV1-3 0 - - 110 
RV1-8 3 Rind 35 110 
RV1-9 3 Schwein 27 110 
RV1-10 3 Schaf 5 110 
RV1-14 2 Geflügel 14 110 
RV1-19 0 - - 110 
RV1-20 3 Schaf 27 110 
RV1-23 3 Rind 5 110 
RV1-25 

Primäre 
Messprobe 
(anonymisiert)

3 Schwein 6 110 
      
RV1-1 0 - - 110 
RV1-4 3 Rind 35 130 
RV1-5 3 Schaf 27 130 
RV1-6 3 Schwein 27 130 
RV1-7 0 - - 110 
RV1-11 2 Geflügel 1 130 
RV1-12 0 - - 110 
RV1-13 0 - - 110 
RV1-15 3 Schwein 6 130 
RV1-16 3 Rind 5 130 
RV1-17 2 Geflügel 14 130 
RV1-18 3 Schaf 5 130 
RV1-21 3 Rind 19 110 
RV1-22 0 - - 110 
RV1-24 0 - - 110 
RV1-26 0 - - 110 
RV1-27 

Sekundäre 
Messprobe 
(anonymisiert)

3 Rind 19 130 
 

Weiterhin wurde den Ringtestteilnehmern die überarbeitete SOP zugesandt. Über die Fa. 

Sigma-Aldrich erhielten die Teilnehmer wiederum auf Kosten des Ausrichters des Ringtests 

Kartuschen sowie die Derivatisierungsmittel methanolische Salzsäure und Trimethylsilylimi-

dazol (TMSI). Die Rückmeldung der Ergebnisse erfolgte, wie auch in den anderen Ver-

suchsteilen, in elektronischer Form als Excel Tabelle (Tabelle 14). Diese wurde den Teil-

nehmern zusammen mit der SOP auf CD-ROM zur Verfügung gestellt. 



05HS050 Validierung des SRM-Referenzverfahrens durch Ringtests 

Abschlussbericht Seite 51 

  

Tabelle 14: Formular zur Ergebnisrückmeldung 
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4.1.4.1 Qualitative Auswertung der Messergebnisse 
Die Identifizierung von SRM erfordert eine korrekte Bestimmung von ZNS sowie dessen 

Tierart und Alter. Im Folgenden werden die Ergebnisse in der Reihenfolge Gewebe-Tierart-

Alter präsentiert. 

Für die Unterscheidung zwischen ZNS positiven und negativen Proben beträgt der verwen-

dete Cut-Off 0,2 % ZNS (Kapitel 4.1.3.4). Die Konzentration wird anhand des Gehaltes an 

Cerebronsäure mittels Kalibration der Brühwurststandards ermittelt (SOP, Anhang A.5). 

Die Ergebnisse der Primärproben (Tabelle 15) und der Sekundärproben (Tabelle 16) zeigen, 

dass 13 von 14 Teilnehmern eine korrekte Zuordnung aller Proben vorgenommen haben. 

Die Messwerte von Teilnehmer 1 weisen aufgrund starker Streuung auf Probleme in der 

Probenaufarbeitung hin, die sich auch in der Kalibration der Brühwurststandards bestätigen 

(siehe Labor 1 im Anhang Abbildung 37). Im Ergebnis einer Rücksprache mit Teilnehmer 1 

wurden die Fehler auf die Bearbeitung durch eine ungeübte Mitarbeiterin zurückgeführt. 

Tabelle 15: Differenzierung der Primärproben zwischen ZNS postitiv/negativ (Cut-Off 0,2% ZNS) 
(n=14 Laboratorien) 

Labor 

RV1-
2 

pos 

RV1-
3 

neg 

RV1-
8 

pos 

RV1-
9 

pos 

RV1-
10 

pos 

RV1-
14 

pos 

RV1-
19 

neg 

RV1-
20 

pos 

RV1-
23 

pos 

RV1-
25 

pos 

1 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos 

2 pos neg pos pos pos pos neg pos pos pos 

3 pos neg pos pos pos pos neg pos pos pos 

5 pos neg pos pos pos pos neg pos pos pos 

7 pos neg pos pos pos pos neg pos pos pos 

8 pos neg pos pos pos pos neg pos pos pos 

10 pos neg pos pos pos pos neg pos pos pos 

11 pos neg pos pos pos pos neg pos pos pos 

14 pos neg pos pos pos pos neg pos pos pos 

15 pos neg pos pos pos pos neg pos pos pos 

17 pos neg pos pos pos pos neg pos pos pos 

18 pos neg pos pos pos pos neg pos pos pos 

19 pos neg pos pos pos pos neg pos pos pos 

21 pos neg pos pos pos pos neg pos pos pos 
pos  - positive Probe (ZNS >0,2%) 
neg  - negative Probe (ZNS <0,2%) 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 
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Die fakultativen, sekundären Proben wurden von 4 Teilnehmern vollständig sowie von 2 

Teilnehmern zum Teil bearbeitet. Entsprechend der Ergebnisse der obligatorischen, primä-

ren Proben wurden hier ebenfalls, mit Ausnahme von Teilnehmer 1, alle Bestimmungen kor-

rekt durchgeführt. Die falschen Zuordnungen von Teilnehmer 1 beruhten ausschließlich auf 

falsch-positiven Ergebnissen (Tabelle 16). 

 
Tabelle 16: Differenzierung der Sekundärproben zwischen ZNS postitiv/negativ (Cut-Off 0,2% 

ZNS) (n=6 Laboratorien) 

Labor 

RV1- 
1 

neg 

RV1-
4 

pos 

RV1- 
5 

pos 

RV1-
6 

pos 

RV1-
7 

neg 

RV1-
11 

pos 

RV1-
12 

neg 

RV1-
13 

neg 

RV1- 
15 

Pos 

RV1- 
16 

pos 

1 pos n.b. pos pos pos pos pos n.b. n.b. n.b. 

5 neg pos pos pos neg pos neg n.b. pos pos 

10 neg pos pos pos neg pos neg neg pos pos 

14 neg pos pos pos neg pos neg neg pos pos 

17 neg pos pos pos neg pos neg neg pos pos 

18 neg pos pos pos neg pos neg neg pos pos 

           

Tabelle 16: Fortsetzung 
           

Labor 

RV1- 
17 

pos 

RV1-
18 

pos 

RV1- 
21 

pos 

RV1-
22 

neg 

RV1-
24 

neg 

RV1-
26 

neg 

RV1-
27 

Pos    

1 pos n.b. pos pos n.b. pos n.b.    

5 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.    

10 pos pos pos neg neg neg pos    

14 pos pos pos neg neg neg pos    

17 pos pos pos neg neg neg pos    

18 pos pos pos neg neg neg pos    
pos  - positive Probe (ZNS >0,2%) 
neg  - negative Probe (ZNS <0,2%) 
n.b.  - freiwillige Probe wurde nicht bearbeitet 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 
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Für die Bestimmung der Spezies des verarbeiteten ZNS wurde zunächst basierend auf den 

Verhältnissen aus C24:1-OHω9/ C24:1-OHω7 und C24:1-OHω9/ C25:0-OH eine Unter-

scheidung in Wiederkäuer (WDK) und nicht Wiederkäuer (kein WDK) vorgenommen.  

Die Auswertung der Primärproben (Tabelle 17) ergab bei sechs Teilnehmern (43 %) eine 

korrekte Zuordnung bei allen Proben. Bei den restlichen Teilnehmern wurden Fehlklassifika-

tionen in unterschiedlicher Anzahl verursacht.  

 

Tabelle 17: Differenzierung der Primärproben zwischen Wiederkäuer (WDK) und Nicht-
Wiederkäuer (kein WDK) (n=14 Laboratorien) 

Labor 

RV1-
2 

kein 
WDK

RV1-
3 
 

neg 

RV1-
8 
 

WDK

RV1-
9 

kein 
WDK

RV1-
10 

 
WDK 

RV1-
14 

kein 
WDK 

RV1-
19 

 
neg 

RV1-
20 

 
WDK 

RV1-
23 

 
WDK 

RV1-
25 

kein 
WDK 

1 kein 
WDK

kein 
WDK WDK WDK WDK kein 

WDK WDK WDK WDK kein 
WDK 

2 WDK neg WDK kein 
WDK WDK WDK neg WDK WDK kein 

WDK 

3 kein 
WDK neg WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK neg WDK WDK kein 

WDK 

5 kein 
WDK neg WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK neg WDK WDK kein 

WDK 

7 kein 
WDK neg WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK neg WDK WDK kein 

WDK 

8 kein 
WDK neg WDK WDK WDK kein 

WDK neg WDK WDK kein 
WDK 

10 kein 
WDK neg WDK kein 

WDK WDK WDK neg WDK WDK kein 
WDK 

11 kein 
WDK neg WDK kein 

WDK WDK WDK neg WDK WDK kein 
WDK 

14 kein 
WDK neg WDK kein 

WDK
kein 
WDK 

kein 
WDK neg WDK WDK kein 

WDK 

15 kein 
WDK neg WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK neg WDK WDK kein 

WDK 

17 WDK neg WDK kein 
WDK WDK WDK neg WDK WDK kein 

WDK 

18 kein 
WDK neg WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK neg WDK WDK kein 

WDK 

19 kein 
WDK neg WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK neg WDK WDK kein 

WDK 

21 kein 
WDK neg WDK kein 

WDK
kein 
WDK 

kein 
WDK neg WDK WDK kein 

WDK 
WDK (Wiederkäuer)  - Tierarten Rind und Schaf 
kein WDK  - Tierarten Schwein und Geflügel 
neg  - negative Probe (ZNS <0,2%) 
rot/unterstrichen  - Fehlklassifikation 
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Hierbei wurde bei fünf Teilnehmern (36 %) lediglich eine Probe, bei zwei Teilnehmern (14 %) 

zwei Proben und von einem Teilnehmer (7 %) drei Proben falsch klassifiziert (Abbildung 19). 

 

3 Fehlklassif izierungen
7%

2 Fehlklassif izierungen
14%

1 Fehlklassif izierung
36%

korrekte Zuordnung
43%

 

Abbildung 19: Relative Anzahl der Fehlkassifizierung bei der Differenzierung ZNS-positiver 
Proben in Wiederkäuer und Nicht-Wiederkäuer (14 Teilnehmer, 10 Proben). 

 

Bei den Sekundärproben (Tabelle 18) gelang zwei Teilnehmern eine korrekte Einordnung für 

alle Proben, während drei Teilnehmer lediglich bei einer Probe eine falsche Zuordnung vor-

genommen hatten. Hierbei handelte es sich um die Proben RV1-17 und RV1-18. Die Ergeb-

nisse von Teilnehmer 1 führten zu einer fehlerhaften Zuordnung in sechs Fällen (RV1-1, 

RV1-6, RV1-7, RV1-12, RV1-22 und RV1-26). Fünf Proben hiervon waren bereits bei der 

Differnzierung als falsch-positiv eingeschätzt worden. Bei der Differenzierung Wiederkäuer/ 

Nichtwiederkäuer wurden diese Proben den Nichtwiederkäuern zugeordnet. Die Probe RV1-

6 wurde falsch-positiv als Wiederkäuer bewertet.  
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Tabelle 18: Differenzierung der Sekundärproben zwischen Wiederkäuer (WDK) und Nicht-
Wiederkäuer (kein WDK) (n=6 Laboratorien) 

Labor 

RV1- 
1 
 

neg 

RV1-
4 
 

WDK 

RV1- 
5 
 

WDK 

RV1-
6 

kein 
WDK 

RV1-
7 
 

neg 

RV1-
11 

kein 
WDK 

RV1-
12 

 
neg 

RV1-
13 

 
neg 

RV1- 
15 

kein 
WDK 

RV1- 
16 

 
WDK 

1 kein 
WDK n.b. WDK WDK kein 

WDK 
kein 
WDK 

kein 
WDK n.b. n.b. n.b. 

5 neg WDK WDK kein 
WDK neg kein 

WDK neg n.b. kein 
WDK WDK 

10 neg WDK WDK kein 
WDK neg kein 

WDK neg neg kein 
WDK WDK 

14 neg WDK WDK kein 
WDK neg kein 

WDK neg neg kein 
WDK WDK 

17 neg WDK WDK kein 
WDK neg WDK neg neg kein 

WDK WDK 

18 neg WDK WDK kein 
WDK neg kein 

WDK neg neg kein 
WDK WDK 

           

Tabelle 18: Fortsetzung 
           

Labor 

RV1- 
17 

kein 
WDK 

RV1-
18 

 
WDK 

RV1- 
21 

 
WDK 

RV1-
22 

 
neg 

RV1-
24 

 
neg 

RV1-
26 

 
neg 

RV1-
27 

 
WDK    

1 kein 
WDK n.b. WDK kein 

WDK n.b. kein 
WDK n.b.    

5 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.    

10 WDK WDK WDK neg neg neg WDK    

14 kein 
WDK 

kein 
WDK WDK neg neg neg WDK    

17 WDK WDK WDK neg neg neg WDK    

18 kein 
WDK WDK WDK neg neg neg WDK    

WDK (Wiederkäuer) - Tierarten Rind und Schaf 
kein WDK - Tierarten Schwein und Geflügel 
neg - negative Probe (ZNS <0,2%) 
n.b.  - freiwillige Probe wurde nicht bearbeitet 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 

 

Basierend auf den Ergebnissen der Differenzierung zwischen Wiederkäuern und Nicht-

Wiederkäuern erfolgte die Zuordnung der Proben zu den Tierarten Rind / Schaf (WDK) oder 

Schwein / Geflügel (nicht WDK) (Abbildung 18). Die Ergebnisse der Tierartidentifizierung bei 

den Primärproben wurden in Tabelle 19 und für die Sekundärproben in Tabelle 20 zusam-

mengefasst. Zur besseren Übersicht wurden die Fehlklassifikationen hervorgehoben. Für die 
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Primärporben kann gesagt werden, dass die Tierartidentifizierung des verarbeiteten ZNS 

weitestgehend korrekt vorgenommen wurde. Auffällig war lediglich Probe RV1-9 (Tierart 

Schwein), die in der Mehrzahl der Fälle der Tierart Geflügel zugeordnet wurde. Auch wurden 

Proben mit ZNS vom Geflügel den Tierarten Schaf und Rind zugeordnet (RV1-2 und RV1-

14). Ausschlaggebend für diese Fehlklassifikation war hierbei die zuvor falsche Zuordnung 

zu den Wiederkäuern gewesen (siehe Tabelle 17).  

Neben diesen Fehlklassifikationen traten auch Fehler bei der Trennung der zwei Tierarten 

Rind/Schaf auf (RV1-8, RV1-20 und RV1-23). Als Ursache konnten hier analytische Fehler 

identifiziert werden.  

 

Tabelle 19: Tierartdifferenzierung der Tierarten Rind, Schaf, Geflügel und Schwein in den Pri-
märproben (n=14 Laboratorien) 

Labor 

RV1- 
2 

Geflügel 

RV1- 
3 

neg 

RV1-
8 

Rind 

RV1- 
9 

Schwein

RV1- 
10 

Schaf 

RV1- 
14 

Geflügel

RV1-
19 

neg 

RV1- 
20 

Schaf 

RV1- 
23 

Rind 

RV1- 
25 

Schwein

1 Geflügel Geflügel Schaf Schaf Schaf Geflügel Rind Rind Schaf Schwein 

2 Rind neg Rind Geflügel Schaf Schaf neg Schaf Rind Schwein 

3 Geflügel neg Rind Geflügel Schaf Geflügel neg Schaf Rind Schwein 

5 Geflügel neg Rind Geflügel Schaf Geflügel neg Schaf Rind Schwein 

7 Geflügel neg Rind Geflügel Schaf Geflügel neg Schaf Rind Schwein 

8 Geflügel neg Rind Rind Schaf Geflügel neg Rind Rind Schwein 

10 Geflügel neg Rind Schwein Schaf Schaf neg Schaf Rind Schwein 

11 Geflügel neg Rind Geflügel Schaf Schaf neg Schaf Rind Schwein 

14 Geflügel neg Rind Geflügel Geflügel Geflügel neg Schaf Rind Schwein 

15 Geflügel neg Rind Geflügel Schaf Geflügel neg Rind Rind Schwein 

17 Schaf neg Rind Geflügel Schaf Schaf neg Schaf Rind Schwein 

18 Geflügel neg Rind Geflügel Schaf Geflügel neg Schaf Rind Schwein 

19 Geflügel neg Rind Geflügel Schaf Geflügel neg Schaf Rind Schwein 

21 Geflügel neg Rind Geflügel Geflügel Geflügel neg Schaf Rind Schwein 

neg  - negative Probe (ZNS <0,2%) 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 
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Tabelle 20: Tierartdifferenzierung der Tierarten Rind, Schaf, Geflügel und Schwein in den Se-
kundärproben (n=6 Laboratorien) 

Labor 

RV1- 
1 

neg 

RV1-
4 

Rind 

RV1- 
5 

Schaf 

RV1- 
6 

Schwein

RV1- 
7 

neg 

RV1- 
11 

Geflügel 

RV1- 
12 
neg 

RV1- 
13 
neg 

RV1- 
15 

Schwein 

RV1-
16 

Rind 

1 Geflügel n.b. Schaf Schaf Geflügel Geflügel Geflügel n.b. n.b. n.b. 

5 neg Rind Schaf Schwein neg Geflügel neg n.b. Schwein Rind 

10 neg Rind Schaf Schwein neg Geflügel neg neg Schwein Rind 

14 neg Rind Schaf Geflügel neg Geflügel neg neg Schwein Rind 

17 neg Rind Schaf Geflügel neg Schaf neg neg Schwein Rind 

18 neg Rind Schaf Geflügel neg Geflügel neg neg Schwein Rind 

           

Tabelle 20: Fortsetzung 
           

Labor 

RV1- 
17 

Geflügel 

RV1- 
18 

Schaf 

RV1- 
21 

Rind 

RV1- 
22 
neg 

RV1- 
24 
neg 

RV1- 
26 
neg 

RV1-
27 

Rind   

1 Geflügel n.b. Schaf Geflügel n.b. Schwein n.b. 
  

5 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 
  

10 Schaf Schaf Rind neg neg neg Rind 
  

14 Geflügel Geflügel Rind neg neg neg Rind 
  

17 Schaf Schaf Rind neg neg neg Rind 
  

18 Geflügel Schaf Rind neg neg neg Rind 
  

neg  - negative Probe (ZNS <0,2%) 
n.b.  - freiwillige Probe wurde nicht bearbeitet 
rot/unterstrichen  - Fehlklassifikation 

 
Zusammenfassend erfolgte die Tierartenzuordnung überwiegend korrekt. Tabelle 21 zeigt 

eine Gegenüberstellung der in den Primärproben enthaltenen und nachgewiesenen Tierarten 

und der qualitativen Bestimmung von ZNS. Bei 112 von insgesamt 140 Proben wurde die 

Tierart richtig erkannt (80%). Die Tierarten Rind, Schaf und Geflügel wurden von allen Teil-

nehmern mit einer hohen Treffsicherheit identifiziert (Rind 92,86 %, Schaf 82,14 %, Geflügel 

78,57 %). Jedoch kam es bei der Tierart Schwein in 39,29 % der Fälle zu einer Verwechs-

lung mit der Tierart Geflügel. 
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Tabelle 21: Kontingenztabelle zur Tierartdiffenenzierung der Primärproben aller Teilnehmer 
(n=14) 

    Negativ Rind Schaf Schwein Geflügel Gesamt
Anzahl 26 1 0 0 1 28 Negativ 
% von Negativ 92,86 % 3,57 % 0 % 0 % 3,57 % 100 % 
Anzahl 0 26 2 0 0 28 Rind 
% von Rind 0 % 92,86 % 7,14 % 0 % 0 % 100 % 
Anzahl 0 3 23 0 2 28 Schaf 
% von Schaf 0 % 10,71 % 82,14 % 0 % 7,14 % 100 % 
Anzahl 0 1 1 15 11 28 Schwein 
% von Schwein 0 % 3,57 % 3,57 % 53,57 % 39,29 % 100 % 
Anzahl 0 1 5 0 22 28 Geflügel 
% von Geflügel 0 % 3,57 % 17,86 % 0 % 78,57 % 100 % 
Anzahl 26 32 31 15 36 140 Gesamt 
% von Gesamt 18,57 % 22,86 % 22,14 % 10,71 % 25,71 % 100 % 

 

Die Ergebnisse der Sekundärproben (Tabelle 22) bestätigen hinsichtlich der Tierarten-

zuordnung die in den Primärproben erzielten Ergebnisse, auch hier waren die Verwechslun-

gen der Tierart Schwein mit der Tierart Geflügel auffällig. Dies ist jedoch nicht von prakti-

scher Relevanz für die Einordnung als SRM. 

 

Tabelle 22: Kontingenztabelle zur Tierartdifferenzierung der Sekundärproben, Ergebnisse der 
freiwillig teilnehmenden Laboraorien Nr. 1, 5, 10, 14, 17, 18 (n=6) 

    Negativ Rind Schaf Schwein Geflügel Gesamt
Anzahl 31 0 0 1 4 36 Negativ 
% von Negativ 86,11 % 0 % 0 % 2,78 % 11,11 % 100 % 
Anzahl 0 18 1 0 0 19 Rind 
% von Geflügel 0 % 94,74 % 5,26 % 0 % 0 % 100 % 
Anzahl 0 0 9 0 1 10 Schaf 
% von Rind 0 % 0 % 90 % 0 % 10 % 100 % 
Anzahl 0 0 1 7 3 11 Schwein 
% von Schwein 0 % 0 % 9,09 % 63,64 % 27,27 % 100 % 
Anzahl 0 0 3 0 8 11 Geflügel 
% von Schaf 0 % 0 % 27,27 % 0 % 72,73 % 100 % 
Anzahl 31 18 14 8 16 87 Gesamt 
% von Gesamt 35,63 % 20,69 % 16,09 % 9,20 % 18,39 % 100 % 

 

Um eine korrekte Zuordnung des beigemengten ZNS in die Gruppe der spezifizierten Risi-

komaterialien vornehmen zu können, ist zusätzlich zur Bestimmung der Tierart auch eine 

Bestimmung des Tieralters notwendig. In Tabelle 23 und Tabelle 24 ist für die Tierart Rind 

das ermittelte Tieralter in Monaten dargestellt. Die Berechnung des Tieralters bei Nachweis 

von Rinder-ZNS erfolgte mit Hilfe der im Rahmen dieser Projektarbeiten erstellten Regressi-

onsformel (Formel 2). 
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Formel 2: Regressionsfunktion zur Tieraltersbestimmung beim Rind 
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Tabelle 23 gibt einen Überblick zu den Ergebnissen der Altersberechnung der Teilnehmer.  

Im Mittel wurde bei der Probe RV1-8 ein Alter von 30 ± 14 Monaten und bei der Probe RV1-

23 ein Alter von 4 ± 2 Monaten berechnet. Somit kann gesagt werden, dass das berechnete 

mittlere Tieralter des verarbeiteten ZNS in den Proben RV1-8 (Rind, 35 Monate) und RV1-23 

(Rind, 5 Monate) den korrekten Altersbereich widerspiegelt. Lediglich Probe RV1-8 des Teil-

nehmers 2 weicht von den Ergebnissen der anderen Teilnehmer deutlich ab, hier wurde ein 

Alter von 11 Monaten berechnet.  

 

Tabelle 23: Bestimmung des Tieralters in Monaten der Tierart Rind in den Primärproben (n=14 
Laboratorien) 

Labor 

RV1- 
2 

Gefl. 
1 M. 

RV1- 
3 

neg 
 

RV1- 
8 

Rind 
35 M. 

RV1-
9 

Schw. 
27 M. 

RV1-
10 

Schaf 
5 M. 

RV1-
14 

Gefl. 
14 M. 

RV1- 
19 

neg 
 

RV1- 
20 

Schaf 
27 M. 

RV1- 
23 

Rind 
5 M. 

RV1-
25 

Schw. 
6 M. 

1 - - - - - - 1,0E+05 2,4E+08 - - 

2 9,0 - 11,2 - - - - - 4,9 - 

3 - - 24,2 - - - - - 2,4 - 

5 - - 23,3 - - - - - 4,1 - 

7 - - 70,2 - - - - - 8,3 - 

8 - - 40,4 3,4 - - - 122,6 8,8 - 

10 - - 22,9 - - - - - 0,9 - 

11 - - 28,9 - - - - - 3,5 - 

14 - - 29,4 - - - - - 5,0 - 

15 - - 33,5 - - - - 157,9 5,7 - 

17 - - 30,3 - - - - - 4,8 - 

18 - - 23,7 - - - - - 1,7 - 

19 - - 25,8 - - - - - 4,1 - 

21 - - 23,4 - - - - - 2,9 - 
Gefl. - Geflügel 
Schw. - Schwein 
M. - Tieralter in Monaten 
“-“ - keine Zuordnung zur Tierart Rind 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 
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Die falsch zugeordneten Ergebnisse der Proben RV1-19 und RV1-20 ergeben unrealistische 

Alterseinstufungen und könnten somit als Indikator genutzt werden, um Fehlklassifikationen 

im Vorfeld zu erkennen. Die Fehlklassifikationen beim Schwein (RV1-9) und Geflügel (RV1-

2) führten nicht zu einer falschen Interpretation als SRM. 

Analog zu den Ergebnissen der Primärproben zeigen die Ergebnisse der Sekundärproben 

mit zwei Ausnahmen (Teilnehmer 18, RV1-21 und RV1-27) einen korrekten Bereich des 

Tieralters hinsichtlich der SRM-Einstufung. Da mit Ausnahme von Teilnehmer 1 bei den Se-

kundärproben der Nachweis von Rinder-ZNS immer richtig erfolgte, ergab sich entsprechend 

bei der Berechnung des Tieralters folgende Ergebnisse: für die Probe RV1-16: 3 ± 1 Monat, 

für RV1-4 28: ± 6 Monate, für die Probe RV1-21: 13 ± 3 Monate und für die Probe RV-27: 

14± 2 Monate (siehe auch Kap. 4.1.2.1). Aus diesen Ergebnissen ist abzuleiten, dass die 

Altersberechnung beim Rind grundsätzlich zu niedrig erfolgt ist. Falsche Zuordnungen der 

Tierart Rind und damit eine irrtümliche Berechnung des Tieralters wurden bei den Sekundär-

proben von den Teilnehmern nicht vorgenommen. 
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Tabelle 24: Bestimmung des Tieralters im Monaten der Tierart Rind in den Sekundärproben 

(n=6 Laboratorien) 

Labor 

RV1- 
1 

neg 
 

RV1-
4 

Rind 
35 M. 

RV1- 
5 

Schaf 
27 M. 

RV1-
6 

Schw. 
27 M. 

RV1-
7 

neg 
 

RV1-
11 

Gefl. 
1 M. 

RV1-
12 

neg 
 

RV1-
13 

neg 
 

RV1- 
15 

Schw. 
6 M. 

RV1- 
16 

Rind 
5 M. 

1 - n.b. - - - - - n.b. n.b. n.b. 

5 - 27,4 - - - - - n.b. - 3,1 

10 - 20,1 - - - - - - - 3,1 

14 - 29,2 - - - - - - - 4,5 

17 - 27,2 - - - - - - - 2,8 

18 - 37,0 - - - - - - - 3,7 

           

Tabelle 24: Fortsetzung 
           

Labor 

RV1- 
17 

Gefl. 
14 M. 

RV1-
18 

Schaf 
5 M. 

RV1- 
21 

Rind 
19 M. 

RV1-
22 

neg 
 

RV1-
24 

neg 
 

RV1-
26 

neg 
 

RV1-
27 

Rind 
19 M.    

1 -0 n.b. - - n.b. - n.b.    

5 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.    

10 - - 12,7 - - - 13,1    

14 - - 15,0 - - - 16,3    

17 - - 15,7 - - - 14,3    

18 - - 8,7 - - - 11,2    

Gefl. - Geflügel 
Schw. - Schwein 
M. - Tieralter in Monaten 
n.b. - freiwillige Probe wurde nicht bearbeitet 
“-“ - keine Zuordnung zur Tierart Rind 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 

 

Für die Tierart Schaf wurde eine Klassifizierung hinsichtlich des Tieralters auf der Basis der 

in Tabelle 25 angegebenen Parameter vorgenommen. Von Bedeutung war hier nur die Zu-

ordnung in die Gruppen älter oder jünger als 12 Monate. 
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Tabelle 25: Parameter zur Bestimmung des Tieralters beim Schaf 

Tierart und Alter (Monate) C24:1ω9 / C24:1ω7 C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH 

Schaf > 12 Monate >12 >10 

Lamm < 12 Monate <12 <10 

 

Bei allen Proben, in denen der korrekte Nachweis des Schaf-ZNS erfolgt war (RV1-10 und 

RV1-27), wurde auch das ZNS-Alter richtig ermittelt. Vier Versuchsteilnehmer ordneten die 

Proben (RV1-2; RV1-9; RV1-14) fälschlicherweise der Tierart Schaf zu. Jedoch führte diese 

Fehlklassifikationen nicht zu einer falschen Zuordnung zum SRM (Tabelle 26), da in allen 

Fällen das „Schaf-ZNS“ in die Alterstufe <12 Monate eingeordnet wurde.  

Teilnehmer 1 hatte bereits beim positiven ZNS-Nachweis und bei der Tierartzuordnung eini-

ge Abweichungen, die sich entsprechend bei der nachfolgenden Altersbestimmung als Fol-

gefehler fortsetzten. Die Fehlklassifikationen der Proben RV1-8 und RV1-23 durch diesen 

Teilnehmer führten bei Probe RV1-23 zu einer falsch-positiven SRM-Kategorisierung des 

nachgewiesenen ZNS. 
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Tabelle 26: Bestimmung der Alterskategorie der Tierart Schaf (größer/kleiner 12 Monate) in den 
Primärproben (n=14 Laboratorien) 

Labor 

RV1- 
2 

Gefl. 
1 M. 

RV1- 
3 

neg 
 

RV1- 
8 

Rind 
35 M. 

RV1-
9 

Schw.
27 M.

RV1-
10 

Schaf 
5 M. 

RV1-
14 

Gefl. 
14 M. 

RV1- 
19 

neg 
 

RV1- 
20 

Schaf 
27 M. 

RV1- 
23 

Rind 
5 M. 

RV1- 
25 

Schw. 
6 M. 

1 - - >12 <12 <12 - - - >12 - 

2 - - - - <12 <12 - >12 - - 

3 - - - - <12 - - >12 - - 

5 - - - - <12 - - >12 - - 

7 - - - - <12 - - >12 - - 

8 - - - - <12 - -  - - 

10 - - - - <12 <12 - >12 - - 

11 - - - - <12 <12 - >12 - - 

14 - - - - - - - >12 - - 

15 - - - - <12 - -  - - 

17 <12 - - - <12 <12 - >12 - - 

18 - - - - <12 - - >12 - - 

19 - - - - <12 - - >12 - - 

21 - - - - - - - >12 - - 

Gefl. - Geflügel 
Schw. - Schwein 
M. - Tieralter in Monaten 
“-“ - keine Zuordnung zur Tierart Schaf 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 
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Auch im Falle der Sekundärproben erfolgte eine korrekte Einordnung des Tieralters bei der 

Tierart Schaf (Tabelle 27). Die aufgetretenen Fehlklassifikationen bei den Proben RV1-6, 

RV1-11und RV1-17 führten ebenfalls nicht zu einer Fehlinterpretation der Ergebnisse als 

SRM. Die Verwechslung der zwei Tierarten Rind und Schaf (Probe RV1-21) bei Teilnehmer 

1 führte ebenfalls zu keiner Beeinträchtigung der SRM-Kategorisierung. 

 

Tabelle 27: Bestimmung der Alterskategorie der Tierart Schaf (größer/kleiner 12 Monate) in den 
Sekundärproben (n=6 Laboratorien) 

Labor 

RV1- 
1 

neg 
 

RV1- 
4 

Rind 
35 M. 

RV1- 
5 

Schaf 
27 M. 

RV1-
6 

Schw. 
27 M. 

RV1-
7 

neg 
 

RV1-
11 

Gefl. 
1 M. 

RV1-
12 

neg 
 

RV1-
13 

neg 
 

RV1- 
15 

Schw. 
6 M. 

RV1- 
16 

Rind 
5 M. 

1 - n.b. >12 <12 - - - n.b. n.b. n.b. 

5 - - >12 - - - - n.b. - - 

10 - - >12 - - - - - - - 

14 - - >12 - - - - - - - 

17 - - >12 - - <12 - - - - 

18 - - >12 - - - - - - - 

           

Tabelle 27: Fortsetzung 
           

Labor 

RV1- 
17 

Gefl. 
14 M. 

RV1- 
18 

Schaf 
5 M. 

RV1- 
21 

Rind 
19 M. 

RV1-
22 

neg 
 

RV1-
24 

neg 
 

RV1-
26 

neg 
 

RV1-
27 

Rind 
19 M.    

1 - n.b. >12 - n.b. - n.b.    

5 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.    

10 <12 <12 - - - - -    

14 - - - - - - -    

17 <12 <12 - - - - -    

18 - <12 - - - - -    

Gefl. - Geflügel 
Schw. - Schwein 
M. - Tieralter in Monaten 
n.b. - freiwillige Probe wurde nicht bearbeitet 
“-“ - keine Zuordnung zur Tierart Schaf 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 
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Für die Auswertung wurden die von den einzelnen Teilnehmern erzielten Ergebnisse hin-

sichtlich der Tierart und des Alters zusammengefasst und in die Kategorien SRM und SRM 

negativ (non-SRM) eingeordnet. 

Die Zuordnungen in die Gruppen SRM/non-SRM für die Primärproben (Tabelle 28) und die 

Sekundärproben (Tabelle 29) sind im Einzelnen nachfolgend angeführt. Dabei zeigte sich, 

dass drei Versuchsteilnehmer deutlich abweichende Ergebnisse geliefert haben. Ver-

suchsteilnehmer 1 hat bei der Untersuchung der Primärproben RV1-19 und RV1-23 falsch-

positive Ergebnisse erhalten. Dagegen ermittelte der Ringtestteilnehmer 2 ein falsch-

negatives Ergebnis bei Probe RV1-8 (Tabelle 28). 

 

Tabelle 28: Differenzierung der Proben hinsichtlich des SRM-Status in den Primärproben (n=14 
Laboratorien) 

Labor 

RV1- 
2 

Gefl. 
1 M. 

RV1- 
3 

neg 
 

RV1- 
8 

Rind 
35 M. 

RV1-
9 

Schw.
27 M.

RV1- 
10 

Schaf 
5 M. 

RV1-
14 

Gefl. 
14 M. 

RV1- 
19 

neg 
 

RV1- 
20 

Schaf 
27 M. 

RV1- 
23 

Rind 
5 M. 

RV1- 
25 

Schw. 
6 M. 

1 non-
SRM 

non-
SRM SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM SRM SRM SRM non-

SRM 

2 non-
SRM neg non-

SRM 
non-
SRM

non-
SRM 

non-
SRM neg SRM non-

SRM 
non-
SRM 

3 non-
SRM neg SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM neg SRM non-

SRM 
non-
SRM 

5 non-
SRM neg SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM neg SRM non-

SRM 
non-
SRM 

7 non-
SRM neg SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM neg SRM non-

SRM 
non-
SRM 

8 non-
SRM neg SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM neg SRM non-

SRM 
non-
SRM 

10 non-
SRM neg SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM neg SRM non-

SRM 
non-
SRM 

11 non-
SRM neg SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM neg SRM non-

SRM 
non-
SRM 

14 non-
SRM neg SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM neg SRM non-

SRM 
non-
SRM 

15 non-
SRM neg SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM neg SRM non-

SRM 
non-
SRM 

17 non-
SRM neg SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM neg SRM non-

SRM 
non-
SRM 

18 non-
SRM neg SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM neg SRM non-

SRM 
non-
SRM 

19 non-
SRM neg SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM neg SRM non-

SRM 
non-
SRM 

21 non-
SRM neg SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM neg SRM non-

SRM 
non-
SRM 

SRM - ZNS-Zusatz Rind und Schaf älter als 12 Monate (RV1-8; RV1 20) 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 
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Bei den Sekundärproben ermittelte der Versuchsteilnehmer 18, bei den Proben RV1-21 und 

RV1-27, zwei falsch-negative Ergebnisse (Tabelle 29). Die restlichen Primär- und Sekundär-

proben wurden von den Ringtestteilnehmern richtig kategorisiert. 

 

Tabelle 29: Differenzierung der Proben hinsichtlich des SRM-Status in den Sekundärproben 
(n=6 Laboratorien) 

Labor 
RV1- 

1 
neg 

 

RV1- 
4 

Rind 
35 M. 

RV1- 
5 

Schaf 
27 M. 

RV1-
6 

Schw. 
27 M. 

RV1-
7 

neg 
 

RV1-
11 

Gerfl. 
1 M. 

RV1-
12 

neg 
 

RV1- 
13 

neg 
 

RV1- 
15 

Schw. 
6 M. 

RV1- 
16 

Rind 
5 M. 

1 non-
SRM n.b. SRM non-

SRM 
non-
SRM 

non-
SRM 

non-
SRM n.b. n.b. n.b. 

5 non-
SRM SRM SRM non-

SRM 
non-
SRM 

non-
SRM 

non-
SRM n.b. non-

SRM 
non-
SRM 

10 non-
SRM SRM SRM non-

SRM 
non-
SRM 

non-
SRM 

non-
SRM 

non-
SRM 

non-
SRM 

non-
SRM 
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SRM SRM SRM non-

SRM 
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SRM 
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SRM 
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SRM 
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SRM 
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SRM 
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SRM SRM SRM non-
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SRM 
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SRM 
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SRM 
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SRM 

non-
SRM 

           

Labor 
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5 M. 
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21 
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27 
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19 M.    
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SRM SRM    
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SRM 
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SRM SRM    
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SRM 
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SRM SRM non-

SRM 
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SRM 

non-
SRM SRM    

18 non-
SRM 
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SRM 

non-
SRM 

non-
SRM 
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SRM 

non-
SRM 

non-
SRM    

SRM - ZNS-Zusatz Rind und Schaf älter als 12 Monate 
 (RV1-4; RV1 5; RV1-21; RV1-27) 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 
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Der ermittelte SRM-Status des eingemischten ZNS wurde bei den Primärproben in 96,43 % 

der Fälle korrekt zugeordnet. SRM negative Tiere wurden mit 98,21 % iger Sicherheit er-

kannt (Tabelle 30). Dieses Ergebnis ist als sehr gut einzuschätzen. 

 

Tabelle 30: Kontingenztabelle zur SRM / non-SRM Differenzierung der Primärproben aller Teil-
nehmer (n=14) 

    SRM non-SRM Gesamt 
Anzahl 27 1 28 SRM 
% von SRM 96,43 % 3,57 % 100 % 
Anzahl 2 110 112 non-SRM 
% von non-SRM 1,79 % 98,21 % 100 % 
Anzahl 29 111 140 Gesamt 
% von Gesamt 20,71 % 79,29 % 100 % 

 

Bei der Analyse der Sekundärproben müssen die Ergebnisse aufgrund der geringeren An-

zahl von Varsusteilnehmern und Proben mit Einschränkung bewertet werden. Jedoch konnte 

auch hier der gleiche Trend wie bei der Auswertung der Ergebnisse der Primärproben beo-

bachtet werden. Es wurden 90 % der Proben richtig als SRM und 100 % richtig als non-SRM 

eingestuft (Tabelle 31). 

 

Tabelle 31: Kontingenztabelle zur SRM / non-SRM Differenzierung der Sekundärproben, Ergeb-
nisse der freiwillig teilnehmenden Laboraorien Nr. 1, 5, 10, 14, 17, 18 (n=6) 

    SRM non-SRM Gesamt 
Anzahl 18 2 20 SRM 
% von SRM 90 % 10 % 100 % 
Anzahl 0 67 67 non-SRM 
% von non-SRM 0 % 100 % 100 % 
Anzahl 18 69 87 Gesamt 
% von Gesamt 20,69 % 79,31 % 100 % 
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4.1.4.2 Quantitative Auswertung der Messergebnisse 
 

Für die quantitative Auswertung der Messergebnisse wurden die Parameter ZNS-Gehalt und 

Tieralter Rind herangezogen. Der ZNS-Gehalt wurde mittels Kalibrationsfunktion der Brüh-

wurststandards mit 0%, 0,5%, 1% und 3% ZNS errechnet. Abbildung 20 zeigt ein Beispiel-

diagramm einer Kalibrationskurve der Matrix-Kalibration (siehe SOP, Anhang A.5.4, Seite 

164), wie es jeder Versuchsteilnehmer selbst erstellt und für seine eigenen Auswertungen 

herangezogen hat. Im Anhang Abbildung 38 sind die Kalibrationskurven aller Versuchsteil-

nehmer angegeben.  
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Abbildung 20: Beispieldiagramm der Kalibration anhand des ZNS-Gehaltes aus der Brüh-
wurstmatrix 

 

Basierend auf den Vorgaben der DIN ISO 5725-2:2002 (Anonym 2004) wurden für die ana-

lysierten Parameter Merkmalsniveaus für jede analysierte Probe festgelegt (Tabelle 32). 

Hierfür wurden die Parameter  

V1 = Verhältnis der FAME C24:1ω9/C24:1ω7   (Merkmal 1-8),  

V2 = Verhältnis der FAME C24:1ω9-OH/C24:1ω7-OH  (Merkmal 9-16),  

V3 = Verhältnis der FAME C24:1ω9-OH/C25:0-OH   (Merkmal 17-23),  

ZNS-Gehalt        (Merkmal 25-32),  

Tieralter beim Rind       (Merkmal 33-34)  

ausgewählt. 
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Tabelle 32: Festlegung der analysierten Mekmalsniveaus nach DIN ISO 5725-2:2002 

 

V1: 
C24:1ω9 
C24:1ω7 

V2: 
C24:1ω9-OH 
C24:1ω7-OH 

V3: 
C24:1ω9-OH 

C25:0-OH ZNS-Gehalt Alter Rind 

RV1-2 1 9 17 25 k.R. 

RV1-8 2 10 18 26 33 

RV1-9 3 11 19 27 k.R. 

RV1-10 4 12 20 28 k.R. 

RV1-14 5 13 21 29 k.R. 

RV1-20 6 14 22 30 k.R. 

RV1-23 7 15 23 31 34 

RV1-25 8 16 24 32 k.R. 

k.R. - kein Rind 
 
Im Folgenden werden die erzielten Ergebnisse für die Merkmale 25 bis 32 (ZNS-Gehalt) und 

33 bis 34 (Tieralter) eingehend besprochen. Basierend auf den von den Teilnehmern rück-

gemeldeten Ergebnissen wurden zunächst Ursprungstabellen erstellt (Anhang: Tabelle 63, 

Tabelle 64,Tabelle 65,Tabelle 66). Die ausreißerbereinigten Ursprungdaten sind in Abbildung 

21 dargestellt. Die Ausreißerbereinigung erfolgte nach dem Grubbs-Test, basierend auf den 

von jedem Teilnehmer erzielten Mittelwerten jedes Merkmalsniveaus (Anhang: Tabelle 67, 

Tabelle 68, Tabelle 69, Tabelle 70). Als Ausreißer nach Grubbs wurden Messergebnisse 

bezeichnet, die mit 99 %iger Wahrscheinlichkeit außerhalb der Grundgesamtheit lagen.  
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Abbildung 21: Darstellung der Ursprungsdaten (Tabelle 66) für den ermittelten ZNS-Gehalt 

(Merkmal 25-32) und Tieralter beim Rind (Merkmal 33-34) 

 

Die statistischen Kenngrößen sind in Tabelle 33 dargestellt. Hier zeigt sich besonders für die 

Merkmalsniveaus 26, 28, 30, 31 und 32 eine gute Näherung zum tatsächlich in der Probe 

enthaltenen ZNS-Gehalt von 3%. Hierbei handelte es sich um die Tierarten Rind und Schaf, 

sowie das zur Kalibration benutze ZNS vom Schwein (6 Monate, Merkmal 32). Bei den 

Merkmalen 25 und 29 (Tierart Geflügel) wurden gegenüber dem Erwartungswert von 2 % 

ZNS relativ zu niedrige Ergebnisse erzielt. Beim Merkmalsniveau 27 handelte es sich um 

ZNS von älteren Schweinen (27 Monate), hier wurde mehr als das Doppelte des enthaltenen 

ZNS bestimmt. Ursache dafür ist die Zunahme des Gehaltes an Cerebronsäure, die als Indi-

kator für die Quantifizierung von ZNS dient, bei Schweinen mit zunehmendem Alter. Geflügel 

enthält nach unseren Erkenntnissen weniger Cerebronsäure im ZNS, so dass damit die Min-

derbefunde erklärbar werden. Die Ergebnisse bei der Tierart Geflügel erfordern den Beo-

bachtungen nach, ebenso wie die der Tierart Schwein zusätzlich die Einführung eines alters-

abhängigen Korrekturfaktors. Dies erscheint aber unter dem Gesichtspunkt, dass Schweine- 

oder Geflügelhirn nicht als SRM gelten, von untergeordneter Bedeutung. Es konnte darüber 

hinaus gezeigt werden, dass das Alter auf den ermittelten ZNS-Gehalt bei den Tierarten Rind 

und Schaf, also den als SRM eingestuften Tierarten, keinen größeren Einfluss hat und aus 

diesem Grund auf einen altersabhängigen Korrekturfaktor bei diesen Tierarten verzichtet 

werden kann. 
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Tabelle 33: Statistische Kenngrößen für die Ermittlung des ZNS-Gehaltes in Prozent (Merkmal 
25-32) und des Tieralters in Monaten (Merkmal 33-34) beim Rind basierend auf 
Tabelle 70 

Merkmalsniveau 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

Anzahl Messwerte 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 

Fehlende Messwerte 1 0 0 0 0 0 0 0 2 1 

Gesamtmittelwert 0,41 2,96 6,74 2,24 1,21 3,26 3,53 2,98 28,01 4,39

Standardabweichung 0,09 1,40 2,35 0,60 0,35 1,50 1,29 0,79 5,26 2,30

Standardfehler 0,02 0,37 0,63 0,16 0,09 0,40 0,35 0,21 1,52 0,64

Konfidenzinterwall für 
Gesamtmittelwert 0,05 0,81 1,36 0,34 0,20 0,87 0,75 0,46 3,34 1,39

Bereich 0,29 5,65 7,86 2,37 1,43 5,43 4,77 2,98 17,53 7,87

Maximum 0,57 6,51 11,36 3,60 1,95 6,77 6,05 4,78 40,38 8,79

Minimum 0,28 0,86 3,49 1,23 0,52 1,34 1,28 1,81 22,85 0,92

Perzentilen           

 25% 0,36 2,11 5,37 2,06 1,03 2,17 2,54 2,40 23,55 2,77

 75% 0,46 3,55 7,91 2,39 1,39 3,60 3,90 3,26 30,36 5,15

 

Die Verteilung der ermittelten ZNS-Gehalte im Boxplot Diagramm (Abbildung 22) unterstrei-

chen nochmals diesen Befund. Deutlich erkennbar sind die Minderbefunde an ZNS im Pro-

benmaterial, welches Geflügel-ZNS enthält (1. und 5. Boxplot), diese Beobachtung konnte 

auch durch eigene Untersuchungen gestützt werden (Tabelle 49). Zusätzlich war der Mehr-

befund an ZNS bei den Proben, die ZNS vom Schwein mit einem Alter von 27 Monaten ent-

hielten auffällig. 
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Abbildung 22: Statistische Verteilung der Messwerte der am ersten Ringtest beteiligten Labora-
torien (n=14) hinsichtlich des ZNS-Gehaltes unterschiedlicher Tierarten und Al-
ter 

Im Boxplot Diagramm (Abbildung 23) ist die Verteilung des ermittelten Tieralters anhand 

dreier Tieralter beim Rind dargestellt. Die Proben enthielten 3 % Rinderhirn von einem 5 Mo-

nate alten Kalb (RV1-23, Primärprobe), von einem 19 Monate alten Rind (RV1-21/RV1-27, 

Sekundärprobe) und von einem 35 Monate alten Rind (RV1-8, Primärprobe). Aus den Er-

gebnissen geht hervor, dass die von den Ringtestteilnehmern durchgeführte Altersbestim-

mung in guter Qualität vorgenommen wurde. Dadurch bedingt konnte SRM (Rind 35 Monate) 

eindeutig von Nicht-SRM (Rind 5 Monate) unterschieden werden. Die Aussagekraft der Er-

gebnisse der untersuchten Sekundärproben mit dem ZNS eines 19 Monate alten Rindes ist 

aufgrund der geringen Anzahl von Messergebnissen (n=8) mit Einschränkungen zu bewer-

ten. Jedoch deuten sich Tendenzen in Richtung des vorgegebenen Tieralters an.  
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Abbildung 23: Statistische Verteilung der Messwerte der am ersten Ringtest beteiligten Labora-
torien (n=14) hinsichtlich des Tieralters Rind (5 Monate und 35 Monate) 

Zusammenfassend kann der erste Ringtest wie folgt bewertet werden: 

- Die Zielstellung des qualitativen Nachweises von SRM anhand der Differenzierung 

ZNS positiver und negativer Proben, der Identifikation der Tierart und der Einordung 

des Tieralters / der Tieralterskategorie wurde erreicht. Einzelne Fehlklassifikationen 

hinsichtlich der Tierart führten nur in wenigen Fällen zur fehlerhaften Einordnung des 

SRM-Status. Von den 14 Teilnehmern wurden 96,43 % der SRM-positiven (n=28) 

und 98,21 % der SRM negativen (n=112) Proben korrekt erkannt.  

- Die quantitative Bestimmung des ZNS-Gehaltes war nicht Aufgabe des ersten Ring-

tests, jedoch wurde eine gute Näherung an den in der Probe enthaltenen ZNS-Gehalt 

bei den SRM relevanten Tierarten Rind und Schaf erreicht. Die Quantifizierung des 

ZNS bei den nicht SRM relevanten Tierarten Schwein und Geflügel würden die Ein-

führung eines Korrekturfaktors erfordern. Dies erscheint jedoch vor dem Hintergund 

der Zielstellung, der Erfassung von SRM in Fleischerzeugnissen, als nicht erforder-

lich. 

- Die Bestimmung des Tieralters erbrachte beim Rind eine hinreichende Trennung zwi-

schen den verschiedenen Tieraltern (5, 19 und 35 Monate).  
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4.1.5 Zweite Validierung und Charakterisierung des Verfahrens auf quantitativer Basis 
(Ringtest 2) 

Für den abschließenden zweiten Ringtest war ursprünglich eine Teilnehmerzahl von zehn 

Laboratorien geplant gewesen. Jedoch wurde aufgrund des regen Interesses der Entschluss 

gefasst, den Ringtest mit den 14 bis zu diesem Zeitpunkt teilnehmenden Laboratorien durch-

zuführen. 

Ziel der zweiten Validierung war zusätzlich zu den bereits im ersten Ringtest ermittelten Pa-

rametern die Quantifizierung des verwendeten ZNS. Hierzu wurden an die Teilnehmer 11 

Proben versandt (Tabelle 34).  

Der wesentliche Unterschied zu den Proben, die im ersten Ringtest untersucht wurden, be-

stand darin, dass der ZNS-Gehalt der ZNS-positiven Proben nur 0,5 % oder 1 % betrug. Dies 

erschwert erfahrungsgemäß die Quantifizierung des ZNS-Gehaltes und damit auch die Un-

terscheidung zwischen ZNS-positiv und -negativ. Insbesondere wird aber die Bestimmung 

von Tierart und Alter des ZNS, also die Ermittlung der qualitativen Parameter, bei den relativ 

geringen Konzentrationen an ZNS, durch Matrixeffekte stark erschwert. Es war aber davon 

auszugehen, dass die Versuchsteilnehmer schon im ersten Ringtest genügend Erfahrungen 

gesammelt hatten, so dass diese erschwerte Aufgabe der Bestimmung von ZNS-Gehalt, 

Tierart und -alter des ZNS als lösbar angesehen werden konnte. 
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Tabelle 34: Probenplan des zweiten Ringtests 

Probenschlüssel 
BFEL 

Verwendung 
ZNS-

Konzent-
ration (%) 

Tierart 
Alter 

 
(Monate) 

Erhitzung 
 

(°C) 
RV2-BW0 0 Schwein 6 110 
RV2-BW0,5 0,5 Schwein 6 110 
RV2-BW1 1 Schwein 6 110 
RV2-BW3 

Standard (Ka-

libration) 

3 Schwein 6 110 
  

    
RV2-1 0,5 Rind 5 110 
RV2-3 1 Schaf 27 110 
RV2-8 0,5 Schaf 5 110 
RV2-10 0 - - 110 
RV2-16 0,5 Rind 35 110 
RV2-20 1 Rind 5 110 
RV2-21 1 Schwein 6 110 
RV2-22 0,5 Schaf 27 110 
RV2-24 0,5 Schwein 6 110 
RV2-25 1 Rind 35 110 
RV2-27 

Messprobe 

(Anonymisiert)

1 Schaf 5 110 
 
Die Rückmeldung der Ergebnisse erfolgte von 12 Laboratorien (Tabelle 8), wobei in einem 

Labor (Teilnehmer 14) zwei Mitarbeiter unabhängig voneinander die Aufbereitung und Ana-

lyse der Proben durchführten, so dass insgesamt bei der statistischen Auswertung der Er-

gebnisse von 13 Teilnehmern ausgegangen wird. 

 
 
4.1.5.1. Qualitative Auswertung der Messergebnisse 
 
Auch für die Auswertung des zweiten Ringtests galt der Grundsatz, dass die qualitative Be-

stimmung von SRM eine korrekte Identifizierung ZNS positiver Proben, der Tierart und Kate-

gorisierung des Alters des im Produkt enthaltenen ZNS erfordert. Im Folgenden werden auch 

hier die Ergebnisse in der genannten Reihenfolge präsentiert. 

Für die Unterscheidung zwischen ZNS-positiven und ZNS-negativen Proben wurde wieder 

der Cut-Off von 0,2 % ZNS herangezogen. Diese Grenzkonzentration wird mittels der Ka-

librationskurve der Cerebronsäurekonzentration in den Brühwürststandards ermittelt (Anhang 

A.5). Die Ergebnisse (Tabelle 35) zeigen, dass 10 von 13 Teilnehmern eine korrekte Katego-

risierung aller Proben gelungen ist. Zwei Teilnehmer (8 und 17) hatten jeweils eine Probe 

falsch-negativ beurteilt. Die Ergebnisse von Labor 1 (negative Proben wurden nicht erkannt) 

deuten auch im zweiten Ringtest auf das Fortbestehen analytischer Probleme hin. Dies spie-
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gelt sich auch in der mangelhaften Kalibrationskurve der Brühwurststandards wider, welche 

einen Korrelationskoeffizienten R² = 0,963 aufweist (siehe Labor 1 im Anhang Abbildung 40).  

 

Tabelle 35: Differenzierung der Proben im zweiten Ringtest zwischen ZNS postitiv/negativ (Cut-
Off 0,2% ZNS) (n=13 Laboratorien) 

Labor 

RV2- 
1 

pos 

RV2- 
3 

pos 

RV2-
8 

pos 

RV2-
10 

neg 

RV2-
16 

pos 

RV2-
20 

pos 

RV2-
21 

pos 

RV2-
22 

pos 

RV2- 
24 

pos 

RV2- 
25 

pos 

RV2- 
27 

pos 

1 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos 

2 pos pos pos neg pos pos pos pos pos pos pos 

3 pos pos pos neg pos pos pos pos pos pos pos 

5 pos pos pos neg pos pos pos pos pos pos pos 

7 pos pos pos neg pos pos pos pos pos pos pos 

8 pos pos pos neg pos pos pos pos neg pos pos 

10 pos pos pos neg pos pos pos pos pos pos pos 

11 pos pos pos neg pos pos pos pos pos pos pos 

14a pos pos pos neg pos pos pos pos pos pos pos 

14b pos pos pos neg pos pos pos pos pos pos pos 

17 pos pos pos neg neg pos pos pos pos pos pos 

18 pos pos pos neg pos pos pos pos pos pos pos 

21 pos pos pos neg pos pos pos pos pos pos pos 

pos - positive Probe (ZNS >0,2%) 
neg - negative Probe (ZNS <0,2%) 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 

 

Für die Bestimmung der Tierart des verwendeten ZNS wurde zunächst basierend auf den 

Verhältnissen aus C24:1-OHω9 / C24:1-OHω7 und C24:1-OHω9 / C25:0-OH eine Unter-

scheidung in Wiederkäuer (WDK) und nicht Wiederkäuer (kein WDK) vorgenommen.  

Die Auswertung der Proben des zweiten Ringtests (Tabelle 36) ergab, dass zwei Teilneh-

mern (3 und 8) die korrekte Identifizierung aller Proben mit Wiederkäuer-ZNS gelungen ist. 

Sieben Teilnehmer (1, 2, 5, 10, 11, 17 und 18) ordneten eine Probe falsch zu. Hierbei han-

delte es sich immer um einen falsch-negativen Nachweis von Nichtwiederkäuer-ZNS. Vier 

Teilnehmer (7, 14a, 14b und 7) erkannten nicht, dass das in zwei Proben enthaltene ZNS 

von einem Wiederkäuer stammte. Dabei ist zu erwähnen, dass es sich immer um die glei-

chen zwei Proben RV2-8 und RV2-27 handelte.   
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Tabelle 36: Differenzierung der Proben des zweiten Ringtests zwischen Wiederkäuer (WDK) 
und Nicht-Wiederkäuer (kein WDK) (n=13 Laboratorien) 

Labor 

RV2-
1 
 

WDK

RV2- 
3 
 

WDK 

RV2- 
8 
 

WDK 

RV2-
10 

 
neg 

RV2-
16 

 
WDK

RV2-
20 

 
WDK

RV2-
21 

kein 
WDK

RV2-
22 

 
WDK

RV2- 
24 

kein 
WDK 

RV2- 
25 

 
WDK 

RV2- 
27 

 
WDK 

1 WDK WDK WDK kein 
WDK WDK WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK WDK WDK 

2 kein 
WDK WDK WDK ZNS 

neg WDK WDK kein 
WDK WDK kein 

WDK WDK WDK 

3 WDK WDK WDK ZNS 
neg WDK WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK WDK WDK 

5 WDK WDK kein 
WDK 

ZNS 
neg WDK WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK WDK WDK 

7 WDK WDK kein 
WDK 

ZNS 
neg WDK WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK WDK kein 

WDK 

8 WDK WDK WDK ZNS 
neg WDK WDK kein 

WDK WDK ZNS 
neg WDK WDK 

10 kein 
WDK WDK WDK ZNS 

neg WDK WDK kein 
WDK WDK kein 

WDK WDK WDK 

11 WDK WDK WDK ZNS 
neg WDK kein 

WDK
kein 
WDK WDK kein 

WDK WDK WDK 

14a WDK WDK kein 
WDK 

ZNS 
neg WDK WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK WDK kein 

WDK 

14b WDK WDK kein 
WDK 

ZNS 
neg WDK WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK WDK kein 

WDK 

17 WDK WDK WDK ZNS 
neg 

ZNS 
neg WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK WDK WDK 

18 kein 
WDK WDK WDK ZNS 

neg WDK WDK kein 
WDK WDK kein 

WDK WDK WDK 

21 WDK WDK kein 
WDK 

ZNS 
neg WDK WDK kein 

WDK WDK kein 
WDK WDK kein 

WDK 
WDK (Wiederkäuer) - Tierarten Rind und Schaf 
kein WDK - Tierarten Schwein und Geflügel 
neg - negative Probe (ZNS <0,2%) 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 

 

Analog zum ersten Ringtest erfolgte im Anschluß an die Zuordnung der einzelnen ZNS-

positiven Proben zu den Wiederkäuer oder Nicht-Wiederkäuer die Gruppierung zu den Tier-

arten Rind, Schaf, Schwein oder Geflügel. Die Ergebnisse sind in Tabelle 37 zusammenge-

fasst und fehlerhafte Klassifizierungen sind entsprechend hervorgehoben. Obwohl der 

Schwierigkeitsgrad im zweiten Ringtest durch die niedrigere ZNS-Konzentration erhöht war, 

konnte die nahzu gleiche Trefferquote bei der Tierartklassifizierung ermittelt werden. Insge-

samt wurden im zweiten Ringtest von 143 Proben 110 (76,9 %) der richtigen Tierart zuge-

ordnet. Im ersten Ringtest lag die Trefferquote bei 80 %. 

 



05HS050 Validierung des SRM-Referenzverfahrens durch Ringtests 

Abschlussbericht Seite 80 

Tabelle 37: Tierartdifferenzierung der Tierarten Rind, Schaf und Schwein in den Proben des 
zweiten Ringtests (n=13 Laboratorien) 

Labor 

RV2- 
1 

Rind 

RV2- 
3 

Schaf 

RV2- 
8 

Schaf 

RV2-
10 

neg 

RV2-
16 

Rind 

RV2-
20 

Rind 

RV2- 
21 

Schwein

RV2-
22 

Schaf 

RV2- 
24 

Schwein 

RV2- 
25 

Rind 

RV2-
27 

Schaf 

1 Rind Schaf Schaf Schwein Rind Rind Schwein Schaf Geflügel Rind Schaf 

2 Geflügel Rind Rind neg Rind Rind Schwein Rind Schwein Rind Schaf 

3 Schaf Schaf Schaf neg Schaf Schaf Schwein Schaf Schwein Schaf Schaf 

5 Rind Schaf Geflügel neg Rind Rind Schwein Schaf Schwein Rind Schaf 

7 Rind Schaf Geflügel neg Rind Rind Schwein Rind Schwein Rind Geflügel

8 Rind Schaf Schaf neg Schaf Schaf Schwein Schaf neg Schaf Schaf 

10 Schwein Schaf Schaf neg Rind Rind Schwein Schaf Schwein Rind Schaf 

11 Rind Schaf Schaf neg Rind Geflügel Schwein Schaf Schwein Rind Schaf 

14a Rind Schaf Geflügel neg Rind Rind Schwein Rind Schwein Rind Geflügel

14b Rind Schaf Geflügel neg Rind Rind Schwein Rind Geflügel Rind Geflügel

17 Schaf Schaf Schaf neg neg Rind Schwein Schaf Schwein Rind Schaf 

18 Geflügel Schaf Schaf neg Rind Rind Schwein Rind Schwein Rind Schaf 

21 Rind Schaf Geflügel neg Rind Rind Schwein Schaf Schwein Rind Geflügel

neg - negative Probe (ZNS <0,2%) 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 

 

Wie auch in Ringtest 1 wurden Proben mit ZNS vom Schaf den Tierarten Rind oder Geflügel 

zugeordnet. Jedoch wurden im zweiten Ringtest deutlich mehr Proben statt der Tierart Schaf 

dem Geflügel zugeordnet (17 %; erster Ringtest: 7%). Auch der Anteil der Verwechslungen 

zwischen Rind und Schaf ist deutlich gegenüber dem ersten Ringtest gestiegen, von vormals 

18 % auf 29 %. Hierfür sind Matrixeffekte verantwortlich, welche aufgrund der geringeren 

ZNS-Gehalte in den Proben des zweiten Ringtests, eine größeren Einfluß auf die Messer-

gebnisse haben. 

Selten war die Misklassikfikation von Schweine- und Geflügel-ZNS zu beobachten, statt 

39 % Fehlerquote im ersten Ringtest wurden im zweiten Ringtest nur noch 8 % der Schwei-

ne-ZNS haltigen Proben als Geflügel-ZNS-haltig identifiziert.  

Basierend auf den Ergebnissen in Tabelle 37 wurde eine Kontingenztabelle (Tabelle 38) mit 

den Trefferquoten für die einzelnen Tierarten im zweiten Ringtest erstellt.  

Von den Teilnehmern wurden 12 (92,31 %) der 13 Negativproben richtig erkannt. Die Wie-

derfindunsraten ergaben für die Tierarten Rind 76,47 %, Schaf 69,23 % und Schwein 92 %. 

Auf Proben mit ZNS-Zusatz vom Geflügel wurde im zweiten Ringtest verzichtet, da die Not-

wendigkeit der Probenreduktion auch in diesem Versuchsabschnitt bestand. 
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Tabelle 38: Kontingenztabelle zur Tierartdiffenenzierung der Proben aller Teilnehmer am zwei-
ten Ringtest (n=13) 

    Negativ Rind Schaf Schwein Geflügel Gesamt
Negativ Anzahl 12 0 0 1 0 13 
  % von Negativ 92,31 % 0 % 0 % 7,69 % 0 % 100 % 
Rind Anzahl 1 39 8 1 3 51 
  % von Geflügel 1,96 % 76,47 % 15,69 % 1,96 % 5,88 % 100 % 
Schaf Anzahl 0 7 36 0 9 52 
  % von Rind 0 % 13,46 % 69,23 % 0 % 17,31 % 100 % 
Schwein Anzahl 1 0 0 23 2 25 
  % von Schwein 4 % 0 % 0 % 92 % 8 % 100 % 
Gesamt Anzahl 14 46 44 25 14 143 
  % von Gesamt 9,79 % 32,17 % 30,77 % 17,48 % 9,79 % 100 % 

 

Um eine korrekte Zuordnung des beigemengten ZNS in die Gruppe der spezifizierten Risi-

komaterialien vornehmen zu können, wurde auch in diesem Versuchsabschnitt eine Bestim-

mung des Tieralters vorgenommen. Grundlage für die Berrechnung war wiederum die im 

Rahmen dieses Projekts ermittelte Regressionsfunktion (Formel 2, Seite 60). Tabelle 39 gibt 

das für die Tierart Rind ermittelte Tieralter in Monaten wider. 

Die Errechnung des Tieralters erfolgte für sämtliche Proben, bei denen die vorhergehende 

Bestimmung die Tierart Rind erbrachte, basierend auf der nach der aktuellen Rechtgrundla-

ge (Anonym 2001) geltenden Altersgrenze von 12 Monaten für Gewebe des ZNS zur Einstu-

fung als SRM. Die Teilnehmer des zweiten Ringtests konnten bei 44 von 46 Proben mit ZNS 

vom Rind bei denen eine korrekte Tierartbestimmung erfolgt ist ebenfalls eine korrekte Al-

tersberrechnung vornehmen. Sowohl für die Probe RV2-1 (n=8) als auch für RV2-20 (n=11) 

ergab sich ein Alter von 3±3 Monaten. Beide Proben enthielten das ZNS eines 5 Monate 

alten Rindes. Damit liegt die Alterschätzung sehr nah am wahren Wert.  

Für die Proben mit dem ZNS des 35 Monate alten Rindes wurde ein mittleres Alter von 28 ± 

14 Monaten (RV2-25, n=11) und von 37±19 Monaten (RV2-16, n=8) berechnet. Damit liegt 

die Altersschätzung der Probe RV2-16 deutlich näher am realen Alter, als bei Probe RV2-25.  

Es konnte wiederum festgestellt werden, dass sehr hohe, unwahrscheinliche Werte des er-

mittelten Tieralters Hinweise auf Fehlklassifizierungen bei der Tierart bzw. auf analytische 

Probleme geben können.  

Bei der Probe RV2-8 des Teilnehmers 2 führte die falsche Tierartzuordnung letztendlich zu 

einer falschen SRM-Kategorisierung. Diese Probe verdeutlicht noch einmal, dass die korrek-

te Differenzierung ziwschen den Rinder-ZNS und den Schaf-ZNS-Proben von immenser Be-

deutung für die SRM-Einteilung ist. Die beim Rind eingesetzte Regressionsformel für die 

Altersberechnung kann nicht auf die Tierart Schaf übertragen werden. Eine Altersberech-
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nung für das Schaf-ZNS basierend auf der Rinder-ZNS-Formel führt zu einem höheren be-

rechneten Alter.   

 

Tabelle 39: Bestimmung des Tieralters in Monaten der Tierart Rind, zweiter Ringtest (n=13 La-
boratorien) 

Labor 

RV2- 
1 

Rind 
5 M. 

RV2- 
3 

Schaf 
27 M. 

RV2- 
8 

Schaf 
5 M. 

RV2-
10 

neg
 

RV2-
16 

Rind
35 M.

RV2-
20 

Rind
5 M.

RV2-
21 

Schw.
6 M. 

RV2-
22 

Schaf
27 M.

RV2- 
24 

Schw. 
6 M. 

RV2- 
25 

Rind 
35 M. 

RV2-
27 

Schaf
5 M. 

1 1,8 - - - 5,1 1,4 - - - 19,8 - 

2 - 138,1 23,2 - 4,0 2,3 - 161,9 - 19,1 - 

3 - - - - - - - - - - - 

5 2,5 - - - 61,6 4,5 - - - 30,3 - 

7 8,6 - - - 30,7 11,8 - 192,8 - 68,2 - 

8 2,7 - - - - - - - - - - 

10 - - - - 16,7 1,3 - - - 15,3 - 

11 1,5 - - - 21,2 - - - - 20,1 - 

14a 4,3 - - - 52,9 4,0 - 150,5 - 27,9 - 

14b 1,5 - - - 28,4 2,1 - 135,4 - 24,3 - 

17 - - - - - 2,2 - - - 18,4 - 

18 - - - - 62,7 0,9 - 86,9 - 36,5 - 

21 -0,1 - - - 24,7 3,4 - - - 25,6 - 

Schw. - Schwein 
M. - Tieralter in Monaten 
“-“ - keine Zuordnung zur Tierart Rind 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 

 
Für die Tierart Schaf wurde auch im zweiten Ringtest eine Klassifizierung hinsichtlich des 

Tieralters vorgenommen. Von Bedeutung war hier nur die Zuordnung in eine der zwei Grup-

pen (<12 Monate, >12 Monate). Tabelle 40 gibt eine Übersicht dieser Zuordnung, entspre-

chend falsche Gruppierungen wurden hervorgehoben.  

Aus Tabelle 40 ist zu entnehmen, dass von den 52 Proben, die ZNS vom Schaf enthielten, 

34 hinsichtlich des Tieralters und der Tierart richtig eingeordnet wurden (65 %). In zwei Pro-

ben erfolgte bei richtiger Tierartbestimmung eine Fehlkassifikation des Tieralters durch Teil-

nehmer 3. In den acht Fällen, in denen fälschlicherweise die Tierart Schaf ermittelt wurde 

handelte es sich um Proben mit ZNS-Zusatz vom Rind. Bei diesen konnte nach der Alters-

bestimmung in sechs Fällen eine richtige Kategorisierung hinsichtlich des SRM-Status vor-
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genommen werden. Lediglich in zwei Fällen (RV2-16 und RV2-25) erfolgte durch das Labor 

3 eine falsch-negative SRM-Beurteilung. 

 
Tabelle 40: Bestimmung der Alterskategorie der Tierart Schaf (größer/kleiner 12 Monate), zwei-

ter Ringtest (n=13 Laboratorien) 

Labor 

RV2- 
1 

Rind 
5 M. 

RV2- 
3 

Schaf 
27 M. 

RV2- 
8 

Schaf 
5 M. 

RV2-
10 

neg
 

RV2-
16 

Rind
35 M.

RV2-
20 

Rind
5 M.

RV2-
21 

Schw.
6 M. 

RV2-
22 

Schaf
27 M.

RV2- 
24 

Schw. 
6 M. 

RV2- 
25 

Rind 
35 M. 

RV2-
27 

Schaf
5 M. 

1 - >12 <12 - - - - >12 - - <12 

2 - - - - - - - - - - <12 

3 <12 <12 <12 - <12 <12 - <12 - <12 <12 

5 - >12 - - - - - >12 - - <12 

7 - >12 - - - - - - - - - 

8 - >12 <12 - >12 <12 - >12 - >12 <12 

10 - >12 <12 - - - - >12 - - <12 

11 - >12 <12 - - - - >12 - - <12 

14a - >12 - - - - - - - - - 

14b - >12 - - - - - - - - - 

17 <12 >12 <12 - - - - >12 - - <12 

18 - >12 <12 - - - - - - - <12 

21 - >12 - - - - - >12 - - - 
Schw. - Schwein 
M. - Tieralter in Monaten 
“-“ - keine Zuordnung zur Tierart Schaf 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 

 
 

Nachfolgend sind die Zuordnungen in die Gruppen SRM/non-SRM für die Proben des zwei-

ten Ringtests im Einzelnen aufgeführt (Tabelle 41). Abweichende Ergebnisse wurden mar-

kiert.  

Die Einordnung wurde von neun der gewerteten Teilnehmer korrekt vorgenommen. Zwei 

Teilnehmer (1 und 17) hatten eine Probe, Teilnehmer 2 zwei Proben und Teilnehmer 3 hatte 

vier Proben falsch klassifiziert. Auffällig war, dass Teilnehmer 3 sämtliche Proben als non-

SRM angegeben hatte, so dass hier die Vermutung eines analytischen Fehlers naheliegt, der 

jedoch nicht zum Ausschluss aus der qualitativen Auswertung führte, da hierfür keine Bewer-

tungskriterien wie bei qualitativen Analysen vorgegeben sind. Insgesamt wurden sieben Pro-

ben von vier Teilnehmern falsch-negativ bewertet. Hierbei sticht die Probe RV2-16 mit vier 
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falsch-negativen Ergebnissen von vier Teilnehmern deutlich hervor. Die Probe RV2-8 war die 

einzige falsch-positive SRM-Probe in diesem zweiten Ringtest.    

 

Tabelle 41: Differenzierung der Proben hinsichtlich des SRM-Status, zweiter Ringtest (n=13 
Laboratorien) 

Labor 

RV2- 
1 

Rind 
5 M. 

RV2- 
3 

Schaf 
27 M. 

RV2- 
8 

Schaf 
5 M. 

RV2-
10 

neg
 

RV2-
16 

Rind
35 M.

RV2-
20 

Rind
5 M.

RV2-
21 

Schw.
6 M. 

RV2-
22 

Schaf
27 M.

RV2- 
24 

Schw. 
6 M. 

RV2- 
25 

Rind 
35 M. 

RV2-
27 

Schaf
5 M. 

1 non-
SRM SRM non-

SRM 
non-
SRM

non-
SRM 

non-
SRM

non-
SRM SRM non-

SRM SRM non-
SRM 

2 non-
SRM SRM SRM non-

SRM
non-
SRM 

non-
SRM

non-
SRM SRM non-

SRM SRM non-
SRM 

3 non-
SRM 

non-
SRM 

non-
SRM 

non-
SRM

non-
SRM 

non-
SRM

non-
SRM 

non-
SRM 

non-
SRM 

non-
SRM 

non-
SRM 

5 non-
SRM SRM non-

SRM 
non-
SRM SRM non-

SRM
non-
SRM SRM non-

SRM SRM non-
SRM 

7 non-
SRM SRM non-

SRM 
non-
SRM SRM non-

SRM
non-
SRM SRM non-

SRM SRM non-
SRM 

8 non-
SRM SRM non-

SRM 
non-
SRM SRM non-

SRM
non-
SRM SRM non-

SRM SRM non-
SRM 

10 non-
SRM SRM non-

SRM 
non-
SRM SRM non-

SRM
non-
SRM SRM non-

SRM SRM non-
SRM 

11 non-
SRM SRM non-

SRM 
non-
SRM SRM non-

SRM
non-
SRM SRM non-

SRM SRM non-
SRM 

14a non-
SRM SRM non-

SRM 
non-
SRM SRM non-

SRM
non-
SRM SRM non-

SRM SRM non-
SRM 

14b non-
SRM SRM non-

SRM 
non-
SRM SRM non-

SRM
non-
SRM SRM non-

SRM SRM non-
SRM 

17 non-
SRM SRM non-

SRM 
non-
SRM

non-
SRM 

non-
SRM

non-
SRM SRM non-

SRM SRM non-
SRM 

18 non-
SRM SRM non-

SRM 
non-
SRM SRM non-

SRM
non-
SRM SRM non-

SRM SRM non-
SRM 

21 non-
SRM SRM non-

SRM 
non-
SRM SRM non-

SRM
non-
SRM SRM non-

SRM SRM non-
SRM 

Schw. - Schwein 
SRM - ZNS-Zusatz Rind und Schaf älter als 12 Monate (RV1-8; RV1 20) 
rot/unterstrichen - Fehlklassifikation 

 

Für die bessere Übersicht über die Ergebnisse der SRM/non-SRM-Kategorisierung wurde für 

den zweiten Ringtest eine Kontingenztabelle erstellt (Tabelle 42)  

Der ermittelte SRM-Status des eingemischten ZNS wurde in 86,54 % der Proben (erster 

Ringtest: 96,43 %) korrekt zugeordnet, SRM negative Tiere wurden zu 98,90 % (erster Ring-

test: 98,21 %) als solche erkannt. Unter Berücksichtigung der für den zweiten Ringtest er-

schwerten Bedingungen ist auch dieses Ergebnis als sehr zufriedenstellend zu werten. 
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Tabelle 42: Kontingenztabelle zur SRM / non-SRM Differenzierung Proben im zweiten Ringtest 
(n=13 Teilnehmer) 

    SRM non-SRM Gesamt 
SRM Anzahl 45 7 52 
  % von SRM 86,54 % 13,46 % 100% 
non-SRM Anzahl 1 90 91 
  % von non-SRM 1,10 % 98,90 % 100% 
Gesamt Anzahl 46 97 143 
  % von Gesamt 32,17 % 67,83 % 100% 

 

Werden diese Ergebnisse unter Ausschluss von Teilnehmer 3 betrachtet, ergeben sich hin-

sichtlich der Erkennung des SRM mit 93,75 % wesentlich günstigere Ergebnisse (Tabelle 

43). 

 

Tabelle 43: Kontingenztabelle zur SRM / non-SRM Differenzierung Proben im zweiten Ringtest  
unter Ausschluss von Teilnehmer 3 (n=12 Teilnehmer) 

    SRM non-SRM Gesamt 
SRM Anzahl 45 3 48 
  % von SRM 93,75% 6,25% 100,00% 
non-SRM Anzahl 1 83 84 
  % von non-SRM 1,19% 98,81% 100,00% 
Gesamt Anzahl 46 86 132 
  % von Gesamt 34,85% 65,15% 100,00% 
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4.1.5.2 Quantitative Auswertung der Messergebnisse 
 

Basierend auf den Vorgaben der DIN ISO 5725-2:2002 (Anonym 2004) wurden auch für den 

zweiten Ringtest Merkmalsniveaus für jede analysierte Probe/Parameter festgelegt (Tabelle 

44). Hierfür wurden die Parameter  

V1 = Verhältnis der FAME C24:1ω9/C24:1ω7   (Merkmal 1-10),  

V2 = Verhältnis der FAME C24:1ω9-OH/C24:1ω7-OH  (Merkmal 11-20),  

V3 = Verhältnis der FAME C24:1ω9-OH/C25:0-OH   (Merkmal 21-30),  

ZNS-Gehalt        (Merkmal 31-40),  

Tieralter beim Rind       (Merkmal 41-44)  

ausgewählt. 

 

Tabelle 44: Festlegung der analysierten Mekmalsniveaus für den zweiten Ringtest nach DIN 
ISO 5725-2:2002 

 

V1: 
C24:1ω9 
C24:1ω7 

V2: 
C24:1ω9-OH 
C24:1ω7-OH 

V3: 
C24:1ω9-OH 

C25:0-OH 
ZNS-Gehalt 

[%] 
Alter Rind 
[Monate] 

RV2-1 1 11 21 31 41 

RV2-3 2 12 22 32 k.R. 

RV2-8 3 13 23 33 k.R. 

RV2-16 4 14 24 34 42 

RV2-20 5 15 25 35 43 

RV2-21 6 16 26 36 k.R. 

RV2-22 7 17 27 37 k.R. 

RV2-24 8 18 28 38 k.R. 

RV2-25 9 19 29 39 44 

RV2-27 10 20 30 40 k.R. 
k.R. - kein Rind 
 

Im Folgenden werden die erzielten Ergebnisse des zweiten Ringtests für die Merkmale 31 

bis 40 (ZNS-Gehalt) und 41 bis 44 (Tieralter) eingehend besprochen. Basierend auf den von 

den Teilnehmern gemeldeten Ergebnissen wurden zunächst Ursprungstabellen erstellt (sie-

he Anhang: Tabelle 76 bis 78). Die ausreißerbereinigten Ursprungdaten sind in Abbildung 24 

dargestellt. Die Ausreißerbereinigung erfolgte nach dem Grubbs-Test, basierend auf den 

berechneten Mittelwerten jedes Merkmalsniveaus (siehe Anhang: Tabelle 80 bis 82). Als 
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Ausreißer nach Grubbs wurden Messergebnisse bezeichnet, die mit 99 %iger Wahrschein-

lichkeit außerhalb der Grundgesamtheit lagen. 
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Abbildung 24: Darstellung der Ursprungsdaten (Tabelle 79) für den ermittelten ZNS-Gehalt 

(Merkmal 31-40) und Tieralter beim Rind (Merkmal 41-44) 

 

Die Verteilung der ermittelten ZNS-Gehalte im Boxplot Diagramm (Abbildung 25) zeigt be-

sonders für die Proben RV2-1, RV2-8, RV2-16, RV2-22, RV2-24 eine gute Näherung zum 

tatsächlich in der Probe enthaltenen ZNS-Gehalt von 0,5 %. Hierbei handelte es sich um das 

ZNS der Tierarten Rind, Schaf und Schwein, welches auch in den für die Kalibration einge-

setzten Brühwurststandards enthalten ist.  

Bei Zusatz von 1 % ZNS konnte für die Proben RV2-20, RV2-21, RV2-25, RV2-27 ebenfalls 

eine gute Näherung an den tatsächlichen Gehalt erreicht werden. Auffällig war bei diesen 

Proben die im Vergleich stärkere Streuung, die insbesondere bei der Probe RV2-25 zu beo-

bachten ist. Die Probe RV2-3 wich deutlich vom vorgegebenen ZNS-Gehalt der Probe ab 

und war ebenfalls hinsichtlich der Streuung auffällig. 

Als Ursache hierfür kann, wie auch schon in der Auswertung des ersten Ringtests bespro-

chen, die Zunahme des Gehaltes an Cerebronsäure mit zunehmendem Alter in Frage kom-

men (siehe auch Kapitel 7).  

Im ersten Ringtest wurde bereits ermittelt, dass das Tieralter bei den SRM-relevanten Tierar-

ten Schaf und Rind keinen signifikanten Einfluss auf die Menge des ermittelten ZNS-

Gehaltes hat, da bei diesen Tierarten keine Abhängigkeit des Cerebronsäuregehaltes im 

ZNS mit dem Tieralter nachgewiesen werden konnte. Allerdings konnte eine mit dem Alter 

des ZNS zunehmende Streuung festgestellt werden. Die Einführung eines altersabhängigen 

Korrekturfaktors erübrigt sich daher. 
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Abbildung 25: Statistische Verteilung der Messwerte der am zweiten Ringtest beteiligten Labo-
ratorien (n=13) hinsichtlich des ZNS-Gehaltes unterschiedlicher Tierarten und 
Alter 

Im Boxplot Diagramm (Abbildung 26) ist die Verteilung des ermittelten Tieralters von je zwei 

Proben der Tierart Rind mit ZNS-Gehalten von 0,5 % und 1 % dargestellt. Aus den Ergeb-

nissen geht hervor, dass die Altersbestimmung der Tiere unter 12 Monaten von den Ring-

testteilnehmern in guter Qualität vorgenommen wurde. Bei den älteren Tieren (> 12 Monate) 

zeigte sich mit abnehmender ZNS-Konzentration eine zunehmende Streuung. Bei 1 % ZNS-

Gehalt konnten SRM und nicht-SRM relevante Tieralter noch sicher voneinander getrennt 

werden, bei 0,5 % ZNS-Zusatz war dies nicht immer möglich. Zwei Teilnehmer (Teilnehmer 1 

und 2) hatten ungewöhnlich niedrige Tieralter für diese Probe (RV2-16) ermittelt, die jedoch 

nicht als Ausreisser identifiziert wurden. 
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Abbildung 26: Statistische Verteilung der Messwerte der am zweiten Ringtest beteiligten Labo-
ratorien (n=13) hinsichtlich des Tieralters Rind (5 Monate und 35 Monate) 

 

Die Präzision des Messverfahrens bezogen auf den ZNS-Gehalt kann für die praktische An-

wendung als abhängig vom ZNS-Gehalt gelten. Für die Berechnung der Wiederholstandard-

abweichung (sr) und Vergleichsstandardabweichung (sR) wurden die Messwerte aus der 

Tabelle 79 (siehe Anhang, Seite 154) herangezogen. Nach den Vorgaben der DIN-ISO-

5725-2 wurde die Ausreißerbereinigung nach dem Grubbs-Tests durchgeführt. Dabei wurden 

drei Ausreißer mit 99 %iger Sicherheit sowie eine Einzelmessung von der Berechnung aus-

geschlossen. Die zwei Fastausreißer (95 %ige Sicherheit) gingen in die Berechnung ein (sie-

he Anhang, Tabelle 83, Seite 156). 
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Die Ergebnisse der Berechnung von sr und sR der Merkmalsniveaus 31-40 (ZNS-Gehalt) aus 

den Ursprungsdaten sind in Tabelle 45 zusammengefasst.  

Für den im zweiten Ringtest ermittelten Messbereich von 0,48 % bis 1,02 % ZNS kann die 

Gesamtpräzision des Messverfahrens wie folgt angegeben werden: 

 Wiederholstandardabweichung sr = 0,118 %ZNS 

 Vergleichsstandardabweichung sR = 0,162 %ZNS 

 

Die Präzision des Messverfahrens nach den Vorgaben der DIN-ISO-5725-2 bezogen auf den 

ZNS-Gehalt wurde für das validierte Analysenverfahren jedoch als abhängig vom ZNS-

Gehalt ermittelt, welches eine getrennte Betrachtung erfordert. 

Somit ergeben sich für die untersuchten Gehalte an ZNS folgende statistische Kenngrößen: 

Messpunkt 0,48 %ZNS 

 Wiederholstandardabweichung sr = 0,075 %ZNS 

 Vergleichsstandardabweichung sR = 0,095 %ZNS 

Messpunkt 1,02% ZNS 

 Wiederholstandardabweichung sr = 0,162 %ZNS 

 Vergleichsstandardabweichung sR = 0,228 % ZNS 

 

Tabelle 45: Statistische Auswertung der Merkmale 31-40 (ZNS-Gehalt) des zweiten Ringtests 
nach DIN ISO 5725-2:2002 

Merk-
mals-

niveau 
 
 

Probenbezeichnung 
 
 
 

Labore
 
 

(p) 

Gesamt-
mittelwert

 
(m)(m) 

Wiederhol-
standard-

abweichung 
(sr) 

Vergleichs-
standard-

abweichung 
(sR) 

31 RV2-1 (Rind, 5 M., 0,5 % ZNS) 13 0,555 0,053 0,065 

34 RV2-16 (Rind, 35 M., 0,5 % ZNS) 13 0,355 0,041 0,074 

33 RV2-8 (Schaf, 5 M., 0,5 % ZNS) 13 0,506 0,095 0,122 

37 RV2-22 (Schaf, 27 M., 0,5 % ZNS) 12 0,616 0,097 0,105 

38 RV2-24 (Schwein, 6 M., 0,5 % ZNS) 12 0,347 0,088 0,112 

35 RV2-20 (Rind, 5 M., 1 % ZNS) 13 0,833 0,067 0,106 

39 RV2-25 (Rind, 35 M., 1 % ZNS) 13 1,117 0,128 0,312 

40 RV2-27 (Schaf, 5 M., 1 % ZNS) 13 0,845 0,144 0,217 

32 RV2-3 (Schaf, 27 M., 1 % ZNS) 11 1,529 0,240 0,240 

36 RV2-21 (Schwein, 6 M., 1 % ZNS) 13 0,842 0,230 0,267 
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4.1.6 Validierung der Homogenität der Verteilung von ZNS in den Standardmaterialien 
als Beitrag zur Absicherung der Ergebnisse der Ringtests (Meilenstein 5) 

 
Eine unabdingbare Grundvoraussetzung für die erfolgreiche Durchführung von vergleichen-

den analytischen Untersuchungen, insbesondere im Rahmen von Ringtests, ist die hinrei-

chend homogene Verteilung des interessierenden Analyten in den verwendeten Standard-

Referenzmaterialien. Selbstverständlich kann a posteriori aus den im Ringtest erfassten Er-

gebnissen ebenfalls auf hinreichende Homogenität geschlossen werden, insbesondere bei 

sehr niedrigen Varianzen. In Anbetracht des enormen Zeit-, Arbeits- und Kostenaufwands 

von Ringtests ist die a priori Abschätzung hinreichender Analythomogenität jedoch ausge-

sprochen ratsam. Bei noch grundlegend zu validierenden Verfahren sollte dabei ein vom 

analytischen Prinzip unabhängiges Verfahren Anwendung finden. 

Im Forschungsvorhaben wurden an Stichproben vom MRI gelieferten Probenmaterial ZNS-

Verteilungsuntersuchungen mit Hilfe eines GFAP-ELISA sowie der Immunhistochemie mit 

Neurofilament (NF) als ZNS-Marker durchgeführt.  

 

Immunhistochemische Verteilungsuntersuchungen 
Das immunhistochemische Verfahren wurde von Aupperle und Mitarbeitern entwickelt und 

beschrieben (Aupperle et al., 2002). Als ZNS-Marker dient hier das Neurofilament (NF), des-

sen spezifische Darstellung im mikroskopischen Präparat mit Hilfe monoklonaler Antikörper 

gelingt. Neurofilament kommt sowohl im ZNS als auch im peripheren Nervensystem vor und 

erlaubt somit keine direkte immunchemische Differenzierung. Jedoch ist die Erkennung von 

Bestandteilen des peripheren Nervensystems (Nervenfasern) durch deren gute mikromor-

phologische Erfassbarkeit gegeben. 

Voruntersuchungen an einigen Konserven des vom MRI bereitgestellten Standardmaterials 

zeigen, wie beispielhaft in der Abbildung 27 für die Konzentrationen von 1 % und 3 % ZNS 

dargestellt, dass die NF-Immunoreaktivität erwartungsgemäß diffus-homogen in der Brüh-

wurstgrundmatrix verteilt aber nur sehr subtil ausgeprägt ist. Einzelne partikuläre ZNS-

Bestandteile sind in Abhängigkeit von dem ZNS-Gehalt nachweisbar. Diese bieten jedoch 

nicht die Möglichkeit für eine hinreichend sichere quantitative Auswertung.  

Da die Eignung der immunhistochemischen NF-Darstellung im vorliegenden Standard-

material für quantitative Aussagen derzeit noch sehr begrenzt ist, wurde auf weitergehende 

Untersuchungen verzichtet. Die Ergebnisse können nur als qualitativer Hinweis auf eine ho-

mogene Verteilung des Proteinmarkers Neurofilament gewertet werden. 
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Abbildung 27: Immunhistochemische Darstellung von Neurofilament (NF) in ZNS-
Standardmaterial 

Links: 1 % ZNS, rechts: 3 % ZNS, Pfeile: NF-Partikel (beispielhaft) 
 

Immunchemische Verteilungsuntersuchungen 
Im Rahmen der Verteilungsuntersuchungen wurde für die Analyse des GFAP-Gehaltes ein 

im Institut für Lebensmittelhygiene der Universität Leipzig entwickelter GFAP-ELISA (Kunath 

et al., 2006), auf dem auch ein kommerziell verfügbarer GFAP-ELISA (BrainosticTM GFAP 

ELISA Kit, ScheBo®-Biotech AG, Gießen) basiert, verwendet. Eine detaillierte Beschreibung 

dieses Verfahrens kann auch dem vorangegangenen Abschlußbericht zur Entwicklung der 

GC/MS-Referenzmethode (Lücker et. al. 2005) entnommen werden.  

Die Testung der Varianzquellen auf statistische Signifikanz und Varianzzerlegung erfolgte 

mit Hilfe der mehrfaktoriellen hierarchischen Varianzanalyse vom gemischten Modell im Fol-

genden als ANOVA abgekürzt. 

Für diese statistische Auswertung sind geeignete hierarchisch strukturierte Probenahme- 

und Untersuchungsmodelle erforderlich. Wie in Tabelle 46 dargestellt, wurden in den eige-

nen Untersuchungen für die ZNS Konzentrationen von 1 % (K1) und 3 % (K2) aus dem vom 

MRI bereitgestellten Material (porcines ZNS, Erhitzungsstufe: 110 °C) jeweils 4 zufällig aus-

gewählte Dosen (D1..D4) an 4 definierten Stellen (S1..S4) jeweils 2 g Probenmaterial ent-

nommen und im Potter mit SDS homogenisiert. Aus dem Homogenat wurden jeweils drei 

Proben (P1..P3) aufgearbeitet und im GFAP-ELISA in Doppelbestimmung analysiert.  

Zusätzlich zu diesem „Makromodell“ (M1) wurde aus zwei der vier Dosen (D1, D2) Proben-

material nach gleichem Schema (jedoch von nicht identischen Stellen) noch nach einem 

„Mikromodell“ (M2) untersucht. Dabei wurde von den Stellen (S1..S4) jeweils 4 Proben 

(P1..P4) von jeweils etwa 10 mg, nach vorausgehender fokaler manueller Homogenisation, 

entnommen, getrennt aufgearbeitet und im Anschluss ebenfalls in Doppelbestimmung im 

GFAP-ELISA analysiert. Somit ergaben sich im Makromodell 4 x 4 x 192 und im Mikromodell 

128 Messwerte. 
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Tabelle 46: Hierarchien für die mehrfaktorielle Varianzanalyse zur GFAP-
Verteilungsuntersuchung 

Im Makromodell (M1) wurden insgesamt 2 x 4 x 4 x 3 = 96, im Mikromodell (M2) 2 x 2 4 x 4 = 64 Pro-

ben aufgeschlossen und jeweils in Doppelbestimmungen mittels GFAP-ELISA analysiert. Die vertikale 

(V) und horizontale (H) Lokalisation der Stellen (S) ist angegeben. 

Stufe (Fehlerquel-
le) 

Abkürzung Bemerkung n (M1) n (M2) 

ZNS-Gehalte K Vorgegeben als Sollwert 2 2 

 K1 1% ZNS   

 K2 3% ZNS   

Dosen D Vollständig randomisiert   

 D1, 2, 3, 4  4  

 D1, D2   2 

Stellen S Partiell randomisiert: 4 4 

 S1 V: Mitte, H: Mitte   

 S2 V: Rand, H:Unten   

 S3 V: Rand, H:Oben   

 S4 V: Rand, H:Mitte   

Proben P Vollständig randomisiert   

 P1..3 2 g Matrix aus S 3  

 P1..4 10 mg Matrix aus S  4 

Messungen M1,2 Vollständig randomisiert 2 2 
 

Um vorliegende Heteroskedasziditäten (Levenne-Test, Daten nicht dargestellt) aus-

zuschließen, wurde die ANOVA-Auswertung getrennt nach Konzentrationen und Modellen 

durchgeführt. Zudem wurden die Hierarchie-Ebenen „Messungen“ (M) und „Proben“ (P) we-

gen der Geringfügigkeit der Varianzen in den Doppelbestimmungen (Daten nicht dargestellt) 

zusammengeführt (M = P). Dem zufolge wurden die ANOVA-Modelle von ursprünglich 5 auf 

3 Stufen reduziert (D, S, M).  

Zur Übersicht sind die ermittelten Datenverteilungen der Einzelbestimmungen für die beiden 

Modelle und Konzentrationen in Abbildung 28 in Box-Whisker-Plots zusammengefasst. Es 

wird deutlich, dass die Modelle einerseits ähnliche, nahezu normal verteilte und leicht links-

steile Verteilungen ergeben, somit gut vergleichbar sind, und andererseits in allen vier Fällen 

die Streubreiten recht ausgeprägt sind. Jedoch liegen die zentralen 50 % der Einzelmessun-

gen in jeweils engen Bereichen und reduzieren so die Gesamtvarianzen. 

Aus den Scatterplots der GFAP-Einzelmessungen in Abbildung 29 für 1 % ZNS und 

Abbildung 30 für 3 % ZNS, dargestellt sind auch Mittelwert und Standardabweichung für die 
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jeweiligen Stellen und für den Gesamtdatensatz (Konzentration, Methode), wird deutlich, 

dass zwischen den Dosen zum Teil gut nachweisbare Unterschiede vorliegen, während die-

se innerhalb der Dosen meist geringer ausfallen.  

 

 

 

Abbildung 28: Verteilung der Einzelmessungen in der Übersicht (Box-Whisker-Plot) getrennt 
nach Modell und ZNS-Gehalten 

M1: Makromodell, M2: Mikromodell, K1: 1 % ZNS, K2: 3 % ZNS 
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Abbildung 29: Ergebnisse der GFAP-Verteilungsuntersuchungen für Standardmaterial (D1..4) 
mit 1 % ZNS im Makromodell 

Rauten: OD-Werte der Einzelmessungen, Rauten mit Fehlerbalken: Mittelwerte und Standard-

abweichungen für die Stelle (S1..4), Dreiecke (und gestrichelte Linie) mit Fehlerbalken (und punktier-

ten Linien): Mittelwerte und Standardabweichungen aller Daten 
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Abbildung 30: Ergebnisse der GFAP-Verteilungsuntersuchungen für Standardmaterial (D1..4) 
mit 3 % ZNS im Makromodell 

Rauten: OD-Werte der Einzelmessungen, Rauten mit Fehlerbalken: Mittelwerte und Standard-

abweichungen für die Stelle (S1..4), Dreiecke (und gestrichelte Linie) mit Fehlerbalken (und punktier-

ten Linien): Mittelwerte und Standardabweichungen aller Daten 

 

In der statistischen Auswertung, der Ergebnisse, sie sind in Tabelle 47 zusammengefasst, 

bestätigen sich die Unterschiede zwischen den Dosen im Makromodell für beide ZNS-

Gehalte mit P<0,001 als hochsignifikant, während diese im Mikromodell nur im 3 % ZNS-

Gehalt und nur mit P<0,05 signifikant sind. 

Der Einfluss der Stellen ist in beiden Modellen nur beim 3 % ZNS Gehalt mit P<0,01 im Mak-

romodell und mit P<0,05 im Mikromodell signifikant.  

Die Varianzzerlegung zeigt, dass die verteilungsbedingten Varianzen (Heterogenität) im Ver-

gleich zur Restvarianz (analytisch-instrumentelle Varianz) bei Berücksichtigung aller vier Do-

sen im Makromodell die Gesamtvarianz zu einem beträchtlichen Anteil beeinflussen. Dies gilt 

noch mehr für die berechneten Standardabweichungen, bei denen die Heterogenität den 

analytischen Gesamtfehler deutlich dominiert. Bei Berücksichtigung nur zweier Dosen (D1 

und D2) werden diese heterogenitätsbedingten Einflüsse nicht (Makromodell) oder nur ge-

ring (Mikromodell) nachweisbar. 

Aus den immunchemischen ZNS-Verteilungsuntersuchungen ergeben sich Hinweise auf 

nachweisbare GFAP-Heterogenitäten, die sich insbesondere auf Unterschiede zwischen 

einzelnen Dosen, weniger auf die Lokalisationen innerhalb der Dosen („Stellen“) beziehen. 
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Diese Befunde würden am ehesten auf eine unterschiedliche temperaturbedingte Reduktion 

der Immunoreaktivität von GFAP bei der Herstellung der Vollkonserven zurückzuführen sein. 

Da sich die Fettsäuren als ausgesprochen hitzeresitent erwiesen haben, wäre keine Rele-

vanz für die GC/MS-Ringtests zu befürchten. A posteriori waren erkennbar durch Heteroge-

nität bedingte Unterschiede in den Ergebnissen der GC/MS-Untersuchungen nicht feststell-

bar.  

 

Tabelle 47: Ergebnisse der Verteilungsuntersuchung mit dem GFAP-ELISA 

Mehrfaktorielle hierarchische Varianzanalyse der ermittelten GFAP-Gehalte in den Dosen 1 bis 4 

(D1..4) mit der Makromethode (M1) bzw. in Dosen 1 und 2 (D1,2) mit dem Makro- und Mikromodell 

(M1, M2); signifikante Ergebnisse im F-Test für P<0,001: ***, P<0,01: ** und P<0,05: *, s2: Varianz, δ: 

Standardabweichung und ∑: Gesamtvarianz, bzw. Gesamtstandardabweichung. 

Modell ZNS D Fehler-
Quelle F-Test s2 δ 

D 0,0000*** 0,0057 0,0755 

S (D) 0,7084 0,0000 0,0000 

M (D S) - 0,0018 0,0424 
M1 1 % D1..4 

∑ - 0,0075 0,0866 

D 0,0000*** 0,0991 0,3148 

S (D) 0,0030** 0,0137 0,1170 

M (D S) - 0,0174 0,1320 
M1 3 % D1..4 

∑ - 0,1302 0,3608 

D 0,4884 0,0000 0,0070 

S (D) 0,5733 0,0000 0,0100 

M (D S) - 0,0017 0,0412 
M1 1 % D1,2 

∑ - 0,0074 0,0860 

D 0,0175* 0,0814 0,2853 

S (D) 0,0313* 0,0233 0,1526 

M (D S) - 0,0326 0,1806 
M1 3 % D1,2 

∑ - 0,2675 0,5172 

D 0,1891 0,0006 0,0245 

S (D) 0,2185 0,0007 0,0265 

M (D S) - 0,0054 0,0735 
M2 1 % D1,2 

∑ - 0,0067 0,0819 

D 0,2482 0,0015 0,0385 

S (D) 0,8187 0,0000 0,0000 

M (DS) - 0,0780 0,2792 
M2 3 % D1,2 

∑ - 0,0795 0,2819 
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4.1.7 Optimierung der Grundlage zur Identifizierung von ZNS-Spezies, -Alter und 
Quantifizierung (Meilenstein 6) 

Ausgangspunkt waren Daten verschiedener Fettsäuremuster unterschiedlicher Tierarten und 

Alterskategorien aus dem vorhergehenden Forschungsvorhaben (Lücker et. al. 2005) sowie 

einer Vielzahl eigener Untersuchungen nach Abschluss dieses Projektes. Sie dienten dem 

Zweck der Differenzierung von Tierart und Tieralter des ZNS. Diese im Vergleich zum Vor-

projekt wesentlich erweiterte Datenbasis war im Hinblick auf verschiedene Altersstufen und 

der Tierart Geflügel jedoch noch nicht ausreichend. Daher sollte im Verlauf der laufenden 

Ringtests die bestehende Datenbank weiter ausgebaut werden. 

Als Geflügel wurden Tiere der Arten Gans (sieben Gehirne, eine Altersstufe), Ente (acht Ge-

hirne, eine Altersstufe), Huhn (16 Gehirne, zwei Altersstufen) und Pute (14 Gehirne, zwei 

Alterstufen) beprobt. Bei der Tierart Schwein wurden von insgesamt 50 Tieren im Alter von 

10 Tagen bis 40 Monaten Proben vom ZNS entnommen. Weiterhin wurden das ZNS von 

neun Ziegen und 24 Schafen beprobt. 

4.1.7.1 Quantifizierte Fettsäuregehalte im ZNS von Schwein, Schaf, Ziege und Geflügel 

Für die ZNS-Spezies Schwein wurden mittlere Cerebronsäuregehalte von 594 mg/kg bis 

2.379 mg/kg für die vier analysierten Altersgruppen (10 Tage, 2 Monate, 5 Monate und 20-40 

Monate) gemessen (Tabelle 48). Abweichend von der Tierart Rind kann jedoch für diese 

Tierart kein mittlerer Cerebronsäuregehalt für alle vier Altersklassen berechnet werden, da 

dieser im ZNS altersabhängig ist (siehe Kap. 4.1.7.3). Wenn eine genaue Ermittlung des 

Gehaltes von Schweine-ZNS in Fleischerzeugnissen erforderlich ist, so ist diese unter Be-

rücksichtigung des Alters des ZNS vorzunehmen.  

 

Tabelle 48: Gehalte der FAME C24:0, C24:1ω9 und C24:1ω7 sowie C24:0-OH im Gehirn von 
Schweinen der Altersklassen 10 Tage, 2 Monate und 5 Monate. 

  
C24:0 

(mg/kg) 
C24:1ω9 
(mg/kg) 

C24:1ω7 
(mg/kg)  

C24:0-OH 
(mg/kg) 

  mw sd mw sd mw sd  mw sd 
Schwein 10 Tage (n=6) 305 33 341 45 118 9  594 162 
Schwein 2 Monate (n=13) 442 152 914 182 352 63  1037 218 
Schwein 5 Monate (n=12) 497 57 1467 257 646 189  1130 102 
Schwein 20-40 Monate 
(n=3)  527 63 2440 1298 868 735  2379 183 
mw- Mittelwert 
sd- Standardabweichung          
 

Beim Geflügel gestaltet sich zwischen den Tierarten die Cerebronsäurekonzentration im Ge-

hirn als ausgesprochen heterogen. Die mittleren Gehalte reichen von 220 mg/kg (Gans) bis 

1.876 mg/kg (Huhn, 21 Wochen) (Tabelle 49). Somit ist das Zusammenfassen der vier Tier-
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arten zu einer Gruppe (Geflügel) für eine genaue Quantifizierung des ZNS-Gehaltes nicht 

zweckdienlich. Zudem gibt es Hinweise auf eine starke Altersabhängigkeit des Cerebronsäu-

regehaltes im ZNS der Tierart Huhn, die ebenso wie beim Schwein eine altersabhängige 

Quantifizierung der ZNS-Konzentration erfordern würde. 

 

Tabelle 49: Gehalte der FAME C24:0, C24:1ω9 und C24:1ω7 sowie C24:0-OH im Gehirn von 
Enten (9 Monate, n=9), Gänsen (9 Monate), Hühnern (13 und 21 Wochen), Puten (16 
und 21 Wochen). 

  
C24:0 

(mg/kg) 
C24:1ω9 
(mg/kg) 

C24:1ω7 
(mg/kg)  

C24:0-OH 
(mg/kg) 

  mw sd mw sd mw sd  mw sd 
Ente (9 Monate, n= 9) 427 118 1727 481 362 101  936 338 
Gans (9 Monate, n= 7) 371 82 1399 240 236 50  220 45 
Huhn (13 Wochen, n= 7) 298 78 1416 394 319 64  378 139 
Huhn (21 Wochen, n= 12) 511 235 2599 762 583 158  1876 644 
Pute (16 Wochen, n= 15) 238 59 786 181 245 45  243 63 
Pute (21 Wochen, n= 9) 338 72 1163 265 340 73  383 101 
mw- Mittelwert 
sd- Standardabweichung           
 

Im Allgemeinen sind die Gehalte an Hydroxyfettsäuren beim Geflügel im Vergleich zu ande-

ren Tierarten sehr gering. Der Cerebronsäuregehalt bei Puten im Alter von 21 Wochen ent-

spricht 34 % des Wertes den ein Schwein gleichen Alters aufweist.  

Die Peaks aller Hydroxyfettsäuren in den Chromatogrammen sind im Vergleich zu Säuge-

tierproben identischen Alters bedeutend kleiner (Abbildung 31).  
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Abbildung 31: Vergleich der FAME eines Schweinegehirns und eines Putengehirns. 

Insbesondere die Fettsäuren C25:0-OH und die C26:0-OH, die beim Schwein in der Alters-

gruppe 5 Monate gut sichtbar sind, können bei 5 Monate alten Puten nur in Spuren nachge-
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wiesen werden. Bei Aufnahme dieser zwei Fettsäuren kann die Differenzierung zwischen 

Säugetieren und Vögeln erleichtert werden. 

 

Erfolgt die Kalibration basierend auf Brühwurststandards mit ZNS von 6 Monate alten 

Schweinen, so werden geringere Gehalte an ZNS nachgewiesen, wenn Geflügel-ZNS verar-

beitet wurde, da dieses einen wesentlich geringeren Gehalt an Cerebronsäure besitzt als 

ZNS von Schwein. ZNS-Gehalte von 0,3 % Geflügelgehirn würden bei einer Brühwurst-

kalibration mit Schweine-ZNS zu einer Konzentration von <0,2 % ZNS (unterhalb des Cut 

Off) und damit zu einem falsch-negativen Ergebnis führen. Somit ist die Einführung eines 

Korrekturfaktors (Faktor 3) für die Geflügelarten notwendig. Problematisch ist die zusätzliche 

Altersabhängigkeit, die im Verlauf dieser Arbeit beim Huhn beobachtet wurde. Bei den ande-

ren Geflügelarten steht eine Überprüfung noch aus.  

 

Der mittlere Cerebronsäuregehalt über alle Alterstufen bei der Ziege beträgt 

1351,98±484 mg/kg (n=10) und liegt damit etwas höher als bei den Schafen 

(1270±203 mg/kg; n=12), die im letzten Forschungsprojekt gemessen wurden (Lücker et al. 

2005). Auch der mittlere Gehalt der Lignocerinsäure (817±360 mg/kg; n=9) unterscheidet 

sich kaum von den Gehalten die bei Schafen nachgewiesen wurden. Nahezu dreifach so 

hohe Gehalte wie beim Schaf konnten im Mittel bei der Nervonsäure (1463±715 mg/kg; n=9) 

sowie bei der C24:1ω7 (200±97 mg/kg, n=9) bestimmt werden (Tabelle 50). 

 

Tabelle 50: Gehalte der FAME C24:0, C24:1ω9 und C24:1ω7 sowie C24:0-OH im Gehirn der Zie-
ge. 

Proben: 3 Monate alten Ziegen (n=3), 4-8 Monate alten Ziegen (n=3), 10-18 Monate alten Ziegen 
(n=1) und zwei Ziegen unbekannten Alters. 

 
C24:0 

(mg/kg) 
C24:1ω9  
(mg/kg) 

C24:1ω7 
(mg/kg) 

C24:0-OH 
(mg/kg) 

 mw sd mw Sd Mw sd mw sd 
Ziege 3 Monate (n=3) 485 286 1018 624 180 83 991 508 
Ziege 4-8 Monate (n=3) 671 90 1302 583 242 29 1025 98 
Ziege 10-18 Monate (n=1) 1113  886  391  1142  
Ziege alter unbekannt (n=2) 1068 544 1999 1116 109 25 1899 437 
mw- Mittelwert 
sd- Standardabweichung          
 

Da von nur vier Ziegen das genaue Alter bekannt ist, konnte eine Korrelationsberechnung für 

die Fettsäuren, wie dies bei den anderen Tieren erfolgte, nicht vorgenommen werden. Bei 

den anderen ZNS-Proben war das Alter mittels Zahnaltersbestimmung geschätzt worden 

oder gänzlich unbekannt. Die Zahnaltersbestimmung wird vor den Autoren als unzureichend 

für die Erstellung einer Altersdatenbank angesehen, da es sich hierbei nur um grobe 

Schätzwerte handelt. Somit kann eine Abhängigkeit des Cerebronsäuregehaltes vom Alter 
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bei dieser Tierart nicht vollständig ausgeschlossen werden. Für eine Überprüfung werden 

aber noch weitere ZNS-Proben von Tieren mit definiertem Alter benötigt.  

4.1.7.2 Optimierung der Differenzeriung des ZNS der Tierarten Rind, Schaf, Schwein 
und Geflügel 

Im vorangegangenen Forschungsbericht wurden die Verhältnisse C24:1ω9 / C24:1ω7 (V1) 

und C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH (V2) für die Differenzierung der Tierarten Rind, Schaf und 

Schwein vorgeschlagen. Für die Trennung zwischen Wiederkäuern (Rind und Schaf) und 

Nicht-Wiederkäuern (Schwein) sind diese zwei Verhältnisse ausreichend. Ist jedoch eine 

Unterscheidung zwischen Rind und Schaf erforderlich, so muss der Quotient aus beiden 

Verhältnissen (V1/V2) gebildet und zusätzlich zur Differenzierung herangezogen werden. 

Dies kann man mittels Partial Least Square-Discriminant Analysis (PLS-DA) verdeutlichen. 

Bei diesem statistischen Verfahren wird basierend auf Variablen ein Modell zur Trennung 

von Klassen erstellt. Anschließend kann basierend auf diesem Modell eine Vorhersage der 

Klassenzugehörigkeit von Proben mit unbekannter Klasse erfolgen (Erikkson et al. 2006). 

Übertragen auf dieses Verfahren ergibt sich somit die Möglichkeit der Erstellung eines ma-

thematischen Modells zur Trennung zwischen den Tierarten Rind, Schwein und Schaf basie-

rend auf den eingegeben Verhältniswerten, die aus der Untersuchung von ZNS-Proben ge-

wonnen wurden. Dieses Modell kann anschließend für die Vorhersage der Gruppenzugehö-

rigkeit (Rind, Schwein oder Schaf) von ZNS-positiven Brühwurstproben verwendet werden. 

Werden die Verhältnisse V1 und V2 in einem Modell für die Trennung zwischen den drei 

Tierarten Rind, Schaf und Schwein eingefügt, so ergibt sich ein Modell mit schlechter Vor-

hersagefähigkeit (Q2
cum =0,338). Laut Lundstedt et al. (1998) werden für biologische Daten 

Modelle mit einem Q2
cum > 0,4 als akzeptabel betrachtet. Somit ist das obengenannte Modell 

nicht geeignet für die Trennung der drei Tierarten. Wird hingegen das Verhältnis V1/V2 in 

das Modell aufgenommen, würde dies zu einem deutlichen Anstieg der Vorhersagefähigkeit 

führen. Statt Q2
cum =0,338 ergibt sich Q2

cum =0,842. Mit Hilfe dieses zweiten Modells gelang 

die korrekte Trennung von 95,6% der untersuchten ZNS-Proben (n=116). Damit konnte 

nachgewiesen werden, dass nur basierend auf den drei Verhältnissen V1, V2, V1/V2 die 

eindeutige Trennung der drei Tierarten Rind, Schaf und Schwein gelingt (Grießbach et al. 

2008). Der Grund für die verbesserte Trennung bei Aufnahme des Verhältnisses V1/V2 in die 

Modelberechnung liegt in den sich signifikant unterscheidenden Mittelwerten des Verhältnis-

ses für die Tierarten Rind und Schaf (p=> 0,001, Mann-Whitney-U-Test).  

Das Modell mit den drei Verhältnissen ist jedoch nicht ausreichend, wenn es zusätzlich die 

Tierart Geflügel abzugrenzen gilt. Aufgrund der Überschneidungen, insbesondere bei den 

Minimal- und Maximalwerten (Tabelle 51, Tabelle 52 und Tabelle 53) ist in diesem Fall keine 

eindeutige Trennung zwischen den vier Tierarten möglich. 
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Tabelle 51: Statistische Kenngrößen des FS-Verhältnisses C24:1ω9-OH/C24:1ω7-OH für die 
Tierarten Rind (n=24), Schaf (n=14), Ziege (n=6);Schwein (n=40), Geflügel (n=54). 

 Rind 
(n=24) 

Schaf 
(n=14) 

Ziege 
(n=6) 

Schwein 
(n=40) 

Geflügel 
(n=54) 

Mittelwert 6,19 8,16 6,69 1,32 3,27 

Standardabweichung 2,20 4,81 1,47 0,17 0,68 

Maximum 2,61 2,13 5,14 1,04 2,09 

Minimum 10,14 23,80 8,86 1,81 4,42 

 

Tabelle 52: Statistische Kenngrößen des FS-Verhältnisses C24:1ω9/C24:1ω7 für die Tierarten 
Rind (n=24), Schaf (n=14), Ziege (n=6);Schwein (n=40), Geflügel (n=54). 

 Rind 
(n=24) 

Schaf 
(n=14) 

Ziege 
(n=6) 

Schwein 
(n=40) 

Geflügel 
(n=54) 

Mittelwert 17,39 8,16 6,44 2,62 4,36 

Standardabweichung 6,04 4,81 1,89 0,41 1,02 

Maximum 7,98 2,13 3,78 1,77 2,95 

Minimum 25,84 23,80 8,91 3,80 6,43 

 

Tabelle 53: Statistische Kenngrößen des FS-Verhältnisses (C24:1ω9/C24:1ω7)/(C24:1ω9-
OH/C24:1ω7-OH) für die Tierarten Rind (n=24), Schaf (n=14), Ziege (n=6);Schwein 
(n=40), Geflügel (n=54). 

 Rind 
(n=24) 

Schaf 
(n=14) 

Ziege 
(n=6) 

Schwein 
(n=40) 

Geflügel 
(n=54) 

Mittelwert 2,82 1,18 0,96 2,00 1,34 

Standardabweichung 0,17 0,31 0,16 0,22 0,16 

Maximum 2,50 0,33 0,73 1,48 1,01 

Minimum 3,15 1,57 1,14 2,35 1,85 

 

Bei der Untersuchung der Fettsäurezusammensetzung des ZNS von Geflügel wurden sehr 

geringe Gehalte an hydroxylierten Fettsäuren festgestellt. Daher würden sich Verhältnisse 

mit hydroxylierten Fettsäuren hervorragend für die Trennung zwischen Geflügel- und Säuge-

tier-ZNS eignen. Zur Auswahl standen die Cerebronsäure (C24:0-OH), die Hydroxypentaco-

sansäure (C25:0-OH) sowie die Hydroxyhexacosansäure (C26:0-OH). Die Cerebronsäure ist 

aufgrund der Altersabhängigkeit des Gehaltes beim Schwein nicht geeignet, daher wurden 

die Hydroxypentacosansäure und die Hydroxynervonsäure ausgewählt. 
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Zur Vereinfachung der Auswertung für den Anwender wurde die Tierartdifferenzierung von 

der einstufigen Differenzierung in eine zweistufige Differenzierung umgewandelt (Abbildung 

32). Eine Differenzierung nur in Wiederkäuer und Nichtwiederkäuer ist nicht ausreichend für 

die SRM-Kategorisierung. Innerhalb der Gruppe der Wiederkäuer muss eine Differenzierung 

in Rind und Schaf erfolgen um zu gewährleisten, dass eine richtige Berechnung des Alters 

erfolgen kann. Eine Anwendung des Verhältnisses zur Altersberechnung beim Rind (Formel 

3, S.107) bei der Tierart Schaf würde zu einer zu hohen Einschätzung des Tieralters und 

letztendlich zu falsch-positiven SRM-Ergebnissen führen.  

Darüberhinaus ermöglicht die zweistufige Differenzierung die folgerichtige Anwendung der 

Verhältnisse und damit eine wesentliche Verbesserung der Trennung der Tierarten gegen-

über dem einstufigen Modell. 

Bei der zweistufigen Differenzierung wurde in der ersten Stufe zwischen Wiederkäuern 

(WdK) und Nicht-Wiederkäuern (kein WdK) getrennt. Für diesen Schritt wurden die Verhält-

nisse C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH (V2) und C24:1ω9-OH / C25:0-OH (V3) ausgewählt. 

 

Einstufige Differenzierung

Probe

Rind Schaf Schwein Geflügel

Zweistufige Differenzierung

Probe

Rind SchafSchwein Geflügel

kein
WdK

kein
WdK

 

Abbildung 32: Schematische Darstellung der einstufigen und zweistufigen Tierartdifferenzie-
rung. 

 

Die Ähnlichkeit der Verhältniswerte beim Schwein und Geflügel auf der einen Seite und bei 

Rind und Schaf auf der anderen Seite ermöglichen diese Vorgehensweise. Die festgelegten 

Grenzwerte basieren auf den berechneten Minima und Maxima der jeweiligen Tierarten 

(Tabelle 51 und Tabelle 54).  
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Tabelle 54: Mittlere Verhältniswerte und Schwankungsbreiten des FS-Verhältnisses C24:1ω9-
OH/C25:0-OH für die Tierarten Rind (n=24), Schaf (n=14), Ziege (n=6);Schwein 
(n=40), Geflügel (n=54). 

 Rind 
(n=24) 

Schaf 
(n=14) 

Ziege 
(n=6) 

Schwein 
(n=40) 

Geflügel 
(n=54) 

Mittelwert 2,57 25,78 46,19 22,59 86,53 

Standardabweichung 2,43 24,28 20,10 9,59 36,71 

Maximum 0,54 1,97 25,90 3,75 35,16 

Minimum 8,35 99,81 72,09 65,38 188,03 

 

Für die Zuordnung einer ZNS-positiven Probe zur Gruppe der Wiederkäuer muss der rech-

nerische Wert des Verhältnisses C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH über drei und der Verhältnis-

wert von C24:1ω9-OH / C25:0-OH unter 30 liegen. Wird eine dieser Bedingungen nicht er-

füllt, so ist diese Probe in die Gruppe der Nicht-Wiederkäuer einzuordnen.  

In der zweiten Differenzierungsstufe erfolgt dann jeweils die Differenzierung innerhalb der 

Gruppe der Wiederkäuer in Schaf und Rind sowie innerhalb der Gruppe der Nichtwiederkäu-

er in Schwein und Geflügel.  

Für die Differenzierung zwischen Rind und Schaf wurde das Verhältnis 

(C24:1ω9 / C24:1ω7) / (C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH) ausgewählt. Ein Verhältniswert größer 

zwei bedingt die Zuordnung des detektierten ZNS zur Tierart Rind. Es weist für die Trennung 

der beiden Tierarten signifikante Verhältnismittelwerte auf (p=0,000, Mann-Whitney-U-Test) 

und eignet sich somit hervorragend für die Differenzierung. Es ist jedoch nicht für die Tren-

nung innerhalb der Nichtwiederkäuer geeignet (Tabelle 53).   

Für eine Differenzierung zwischen Schwein und Geflügel innerhalb der Klasse der Nicht-

Wiederkäuer, wurden nochmals die Verhältnisse C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH und 

C24:1ω9-OH / C25:0-OH mit folgenden Grenzwerten ausgewählt. Für die Einordnung zur 

Tierart Geflügel muss der Verhältniswert von C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH größer als 2,5 und 

der Verhältniswert von C24:1ω9-OH / C25:0-OH größer als 37 sein. Ein Nichterfüllen einer 

der beiden Bedingungen resultiert automatisch in der Zuordnung zum Schwein (Abbildung 

18).  

 

4.1.7.3 Optimierung der Altersbestimmung des ZNS 

In vorausgegegangen Foschungsarbeiten waren die Fettsäureverhältnisse 

C24:1ω9 / C24:1ω7 (V1) und C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH (V2) für die Bestimmung des 

Tieralters beim Rind und Schaf als geeignet bewertet worden. Die Altersbestimmung erfolgte 

basierend auf Grenzwerten der Verhältnisse, die für festgelegte Altersklassen beim Rind 
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(<12 Monate, 13-24 Monate, 25-36 Monate und >36 Monate) und Schaf (<12 Monate, 

>12 Monate) berechnet wurden. Diese Altersklassen orientierten sich an der im Jahre 2005 

gültigen SRM-Definition, die besagte, dass unter anderem das Gehirn und Rückenmark von 

Wiederkäuern älter als 12 Monate als SRM einzugruppieren ist.  

Vorteil dieser Vorgehensweise ist, dass eine schnelle und einfache Zuordnung zu den Al-

tersklassen erfolgen kann. Jedoch müssten diese starren Altersklassen bei jeder Änderung 

der rechtlichen Vorgaben erneut angepasst werden. Im vorliegenden Projekt wurde daher 

eine Umstellung der Altersberechnung auf die Regressionsanalyse vorgenommen, um das 

Verfahren in dieser Hinsicht zu flexibilisieren.  

Neben der Umstellung der Altersbestimmung von Grenzwerten auf die Regressionsanalyse 

erfolgte die Auswahl und Prüfung weiterer Fettsäureverhältnisse. 

 

Tieraltersbestimmung des ZNS der Tierart Rind 
Die für die Altersbestimmung verwendeten Verhältnisse C24:1ω9 / C24:1ω7 (V1) und 

C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH (V2) wurden hinsichtlich der Korrelation mit dem Alter des ZNS 

untersucht. Für das Verhältnis V1 beträgt der Korrelationskoeffizient r=0,842 und für das 

Verhältnis V2 r=0,871.  

Aufgrund des geringeren Korrelationskoeffizienten von V1 wurde nur für V2 eine Funktion 

zur Altersbestimmung erstellt (Abbildung 33). Die Funktion lautet: 

Formel 3: Berechnung des Tieralters beim Rind basierend auf dem Verhältnis 
C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH.  

 
Alter (Monate) = 7,4726*(C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH)-22,607 

 

und weist ein Bestimmtheitsmaß von R²=0,700 auf. 
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Abbildung 33: Funktion zur Berechnung des Tieralters des ZNS vom Rind basierend auf dem 
Verhältnis C24:1ω9-OH/C24:1ω7-OH. 

Die mittlere Differenz zwischen vorhergesagtem und tatsächlichem Alter der beprobten Tiere 

beträgt für das Verhältnis V2: 6±6 Monate (MW±σ).  

Bei der Suche nach neuen verwertbaren Verhältnissen wurden aus allen zwölf gemessenen 

Fettsäuren 66 Verhältnisse gebildet und die Korrelation zum Alter berechnet. Eine Übersicht 

zu den gebildeten Verhältnissen und deren Abkürzungen befindet sich in Tabelle 55. Hierbei 

wiesen die Verhältnisse C24:1ω7-OH / C25:0-OH (V42) und C24:0-OH / C25:0-OH (V35) 

den höchsten Korrelationskoeffizienten auf. Basierend auf 24 Gehirnproben vom Rind wurde 

ein Korrelationskoeffizient (r) nach Spearman-Rho von r=-0,925 (V42) und von r=-0,908 

(V35) ermittelt (Tabelle 56, Abbildung 34 und Abbildung 35). 
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Tabelle 55: Bezeichnung der 66 Verhältnisse. 

Bez. Fettsäureverhältnis  Bez. Fettsäureverhältnis 
V1 C24:1 ω9/C24:1ω7  V34 C24:0-OH/C24:1ω9 
V2 C24:1ω9-OH/C24:1ω7-OH  V35 C24:0-OH/C25:0-OH 
V3 C24:1ω9-OH/C25:0-OH  V36 C24:0-OH/C26:0-OH 
V4 C22:1ω7/C24:1ω7-OH  V37 C24:0-OH/C26:1ω7-OH 
V5 C22:1ω7/C24:1ω9-OH  V38 C24:0-OH/C26:1ω9-OH 
V6 C22:1ω7/C24:1ω7  V39 C22:1ω7/C24:0 
V7 C22:1ω7/C24:1 ω9  V40 C24:1ω7-OH/C24:1ω7 
V8 C22:1ω7/C25:0-OH  V41 C24:1ω7-OH/C24:1ω9 
V9 C22:1ω7/C26:0-OH  V42 C24:1ω7-OH/C25:0-OH 

V10 C22:1ω7/C26:1ω7-OH  V43 C24:1ω7-OH/C26:0-OH 
V11 C22:1ω7/C26:1ω9-OH  V44 C24:1ω7-OH/C26:1ω7-OH 
V12 C22:1ω9/C24:0  V45 C24:1ω7-OH/C26:1ω9-OH 
V13 C22:1ω9/C24:0-OH  V46 C24:1ω9-OH/C24:1ω7 
V14 C22:1ω9/C24:1ω7-OH  V47 C24:1ω9-OH/C24:1ω9 
V15 C22:1ω9/C24:1ω9-OH  V48 C22:1ω7/C24:0-OH 
V16 C22:1ω9/C24:1ω7  V49 C24:1ω9-OH/C26:0-OH 
V17 C22:1ω9/C24:1ω9  V50 C24:1ω9-OH/C26:1ω7-OH 
V18 C22:1ω9/C25:0-OH  V51 C24:1ω9-OH/C26:1ω9-OH 
V19 C22:1ω9/C26:0-OH  V52 C22:1ω7/C22:1ω9 
V20 C22:1ω9/C26:1ω7-OH  V53 C24:1ω7/ C25:0-OH 
V21 C22:1ω9/C26:1ω9-OH  V54 C24:1ω7/ C26:0-OH 
V22 C24:0/C24:0-OH  V55 C24:1ω7/ C26:1ω7-OH 
V23 C24:0/C24:1ω7-OH  V56 C24:1ω7/ C26:1ω9-OH 
V24 C24:0/C24:1ω9-OH  V57 C24:1ω9/C25:0-OH 
V25 C24:0/C24:1ω7  V58 C24:1ω9/ C26:0-OH 
V26 C24:0/C24:1ω9  V59 C24:1ω9/ C26:1ω7-OH 
V27 C24:0/C25:0-OH  V60 C24:1ω9/ C26:1ω9-OH 
V28 C24:0/C26:0-OH  V61 C25:0-OH / C26:0-OH 
V29 C24:0/C26:1ω7-OH  V62 C25:0-OH / C26:1ω7-OH 
V30 C24:0/C26:1ω9-OH  V63 C25:0-OH / C26:1ω9-OH 
V31 C24:0-OH/C24:1ω7-OH  V64 C26:0-OH / C26:1ω7-OH 
V32 C24:0-OH/C24:1ω9-OH  V65 C26:0-OH / C26:1ω9-OH 
V33 C24:0-OH/C24:1ω7  V66 C26:1ω7-OH/C26:1ω9-OH 

 

Tabelle 56: Funktionen der Verhältnisse C24:0-OH/C25:0-OH (V35) und C24:1 ω-7-OH/C25:0-OH 
(V42) für die Alterschätzung beim Rind. 

Verhältnis 
Formel für die Berechnung 

des Alters in Monaten R2 

mittlere Differenz 
zwischen Ist- und 
Sollwert (Monate) 

V35 Alter = 542,76(V35)-1,2509 0,919 5 

V42 Alter = 6,9126(V42)-0,7669 0,933 5 
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Abbildung 34: Funktion für die Berechnung des Tieralters beim Rind basierend auf dem Ver-
hältnis C24:0-OH/C25:0-OH. 
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Abbildung 35: Funktion für die Berechnung des Tieralters beim Rind basierend auf dem Ver-
hältnis C24:1ω7-OH/C25:0-OH. 

Die mittlere Differenz zwischen dem berechneten Alter und dem tatsächlichen Alter beträgt 

5±7 Monate (MW±σ) für V35 und 5±6 Monate für V42.  

Beide Verhältnisse liegen damit um etwa einen Monat unter der mittleren Differenz des Ver-

hältnisses V2. Somit kann mit diesen Verhältnissen die Genauigkeit der Altersbestimmung 

leicht verbessert werden. 

Um die Eignung der zwei Fettsäureverhältnisse V35 und V42 für die Tieraltersbestimmung in 

Brühwürsten zu testen, wurden Proben aus den zwei Ringtests analysiert und das Alter mit-

tels der Verhältnisfunktionen berechnet (Tabelle 57).  

Hierbei ergaben sich mittlere Abweichungen des berechneten Alters vom tatsächlichen Alter 

von acht Monaten bei beiden Verhältnissen. Damit erhöht sich dieser Wert um drei Monate 

im Vergleich zu reinen ZNS-Proben. Es ist zu beachten, dass die Schwankungen bei V35 

kleiner sind (sd= 4Monate) als bei V42 (sd=6 Monate). Als Ursache für die Differenzen zwi-
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schen reinen ZNS-Proben und den ZNS-positiven Wurstproben kommen Matrixeffekte in 

betracht. 

 

Tabelle 57: Vergleich des auf den Verhältnissen V35 und V42 berechneten Alters sowie der 
jeweiligen Ist-/Sollwertdifferenz von Ringtestproben mit Zusatz von Rinder-ZNS . 

  

  

  

berechnetes 
Alter (Mona-

te)  
Differenz Ist-

/Sollwert (Monate) 

Probe 
Erhitzung 

(°C) 
ZNS 
(%) 

Alter 
(Monate) V35 V42 V35 V42 

RV1-16 130 3 5 6 5 1 0 
RV1-23 110 3 5 6 5 1 0 
RV2-1 110 0,5 5 13 8 8 3 
RV2-4 130 0,5 5 14 6 9 1 
RV2-20 110 1 5 13 5 8 0 
RV2-26 130 1 5 13 6 8 1 
  

 
      

RV1-21 110 3 19 16 11 3 8 
RV1-27 130 3 19 14 10 5 9 
RV2-13 130 0,5 19 30 9 11 10 
RV2-14 110 0,5 19 30 11 11 8 
RV2-18 110 1 19 25 12 6 7 
RV2-19 130 1 19 25 11 6 8 
  

 
      

RV1-4 130 3 35 22 24 13 11 
RV1-8 110 3 35 26 21 9 14 
RV2-2 130 1 35 44 20 9 15 
RV2-6 130 0,5 35 44 27 9 8 
RV2-16 110 0,5 35 51 17 16 18 
RV2-25 110 1 35 40 20 5 15 

 

Die Schwankungen der Ergebniswerte des Tieralters zwischen dem ersten und dem zweiten 

Ringtest können durch die ZNS-Gehalte, die Erhitzung oder durch analytische Fehler bedingt 

sein. Im Gegensatz zum ersten Ringtest bei dem Proben mit einem ZNS-Gehalt von 3 % 

ZNS verwendet wurden, erfolgte im zweiten Ringtest die Analyse von Proben mit 0,5 % bzw. 

1 % ZNS. Die Trennung der Fettsäureisomere C24:1ω-9-OH und C24:1ω-7-OH könnte bei 

Proben mit 0,5 % ZNS unter Umständen erschwert sein.  

Durch eine stärkere Erhitzung ergeben sich etwas höhere Gehalte der analysierten Fettsäu-

ren (Lücker et al. 2005), jedoch wird dadurch die Altersbestimmung nicht beeinflusst. Der 

Vergleich zwischen den zwei Erhitzungsgraden der Ringtestproben bestätigt dies. Für das 

Verhältnis V35 wurde ein nicht signifikantes Ergebnis mittels Wilcoxon-Test berechnet (p= 

0,416; n=9), gleiches gilt für V42 (p=0,481; n=9).  

Auffällig ist, dass mit dem Verhältnis V42 eine eindeutige Identifizierung der 19 Monate alten 

Rinder als SRM nicht möglich ist, dies gelingt hierbei nur in einem Fall (RV2-18). Dagegen 
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wurden mit V35 vier Proben falsch dem SRM-Material zugeordnet. Es muss also davon aus-

gegangen werden, dass bei Anwendung des Verhältnis V42 für die Altersbestimmung falsch-

negative und bei Anwendung von V35 falsch-positive Ergebnisse hinsichtlich der SRM Beur-

teilung erzielt werden. Tendenziell scheint aber das Verhältnis V35 für die Altersbestimmung 

besser geeignet zu sein als V42, da hier die Gefahr von falsch-negativen Ergebnissen ver-

mieden wird.  

 

Tieraltersbestimmung des ZNS der Tierart Schaf 
Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Spearman-Rho und die Funktionserstel-

lung wurde bei der Tierart Schaf nur auf die ZNS-Proben angewandt von denen das genaue 

Tieralter (n=11) bekannt war (Tabelle 58).  

 

Tabelle 58: Proben vom ZNS Schaf für die Berechnung des Korrelationskoeffizienten und der 
Funktion für die Altersvorhersage. 

Tier Alter 
(Monate) 

Schaf 17 10 
Schaf 18 72 
Schaf 55 0 
Schaf 56 0 
Schaf 65 8 
Schaf 66 10 
Schaf 67 9 
Schaf 68 3 
Schaf 69 7 
Schaf 70 7 
Schaf 71 9 

 

Der Korrelationskoeffizient für das Verhältnis C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH (V2) beträgt -

0,881. Die Regressionsfunktion für die Altersvorhersage beim Schaf lautet:  

Formel 4: Berechnung des Tieralters beim Schaf basierend auf dem  
Verhältnis C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH. 

Alter (Monate) =131,54*e-22,668*(1/V39)              (R2=0,789)  
 

Die mittlere Abweichung zwischen vorhergesagtem und tatsächlichem Alter bei diesem Ver-

hältnis beträgt 5±5Monate. 

Für das Verhältnis V1 wurde wegen der zu geringen Korrelation mit dem Alter (r = -0,395) 

auf die Erstellung einer Regressionsfunktion verzichtet. 
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Analog zu der Tierart Rind erfolgte die systematische Untersuchung der Abhängigkeit der 

Fettsäurekonzentration sowie der daraus gebildeten 66 Verhältnisse vom Alter.  

Die höchste Korrelation mit dem Alter wurde für die C25:0-OH (r = 0,959) ermittelt.  

Für die C24:0-OH wurde ebenfalls eine sehr starke Korrelation (r = 0,913) zwischen Alter 

und dem Fettsäuregehalt nachgewiesen. Die geringste Abhängigkeit des Fettsäuregehaltes 

vom Alter wurde für die C24:0 berechnet (r = -0,193) (Tabelle 59). 

 

Tabelle 59: Korrelationskoeffizienten für die Stärke des Zusammenhangs zwischen dem Alter 
der Schafe (n=11) und der analysierten Fettsäuren (n=12). 

r = Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho 

Fettsäure r Fettsäure r 
C22:1ω7 0,390 C24:1ω7 0,294 
C22:1ω9 0,628 C24:1ω9 0,771 
C24:0 -0,193 C25:0-OH 0,959 
C24:0-OH 0,913 C26:0-OH 0,899 
C24:1ω7-OH -0,275 C26:1ω7-OH 0,339 
C24:1ω9-OH 0,862 C26:1ω9-OH 0,784 

 

Bei der Untersuchung auf Korrelation zwischen dem Alter und den 66 ermittelten Verhältnis-

sen wurde für vier Verhältnisse ein Korrelationskoeffizient von >0,9 berechnet (Tabelle 60). 

 

Tabelle 60: Funktionen für die Altersberechnung der Fettsäureverhältnisse, die einen Korrelati-
onskoeffzienten >0,9 bei der Tierart Schaf aufweisen. 

Verhältnis 

Korrelations-
koeffzient nach 
Sperman-Rho 

Formel für die Berechnung 
des Alters in Monaten R2 

mittlere Diffe-
renz Ist-/ 

Sollwert (Mo-
nate) 

V42 -0,945 Alter = 11,598e-0,1807*V42 0,745 5 
V45 -0,908 Alter = 513,34*(V45)-3,6886 0,658 5 
V61 0,973 Alter = 12,913*(V61)-5,4251 0,946 3 
V62 -0,959 Alter = 2,12*(V62)+3,65 0,981 3 

 

Bei der Berechnung der mittleren Differenz zwischen Ist- und Sollwert ergaben sich Abwei-

chungen von 3 bis 5 Monaten. Hierbei sind die Verhältnisse C25:0-OH / C26:1ω7-OH (V62) 

und C25:0-OH / C26:0-OH (V61) aufgrund ihrer geringen Differenz zwischen berechnetem 

und tatsächlichem Alter (3 Monate) und der hohen Korrelationskoeffizienten am besten ge-

eignet für die Altersvorhersage beim Schaf. 

Die ermittelten Verhältnisse wurden an Proben aus beiden Ringtests auf ihre Eignung für die 

Altersvorhersage erprobt (Tabelle 61). 
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Tabelle 61: Vergleich des auf den Verhältnissen V39, V42, V45,V61 und V62 berechneten Alters 
sowie der jeweiligen Ist-/Sollwertdifferenz von Ringtestproben mit Zusatz von 
Schaf-ZNS . 

    
geschätztes Alter  

(Monate)  
Differenz Ist-/Sollwert 

(Monate) 

Probe 
Alter 

(Monate) V39 V42 V45 V61 V62  V39 V42 V45 V61 V62 
RV1-10 5 4 8 11 9 6 1 3 6 4 1 
Rv1-18 5 4 8 9 10 6 1 3 4 5 1 
RV2-15 5 3 9 21 8 6 2 4 16 3 1 
RV2-27 5 4 9 15 12 6 1 4 10 7 1 
RV2-5 5 2 8 10 9 6 3 3 5 4 1 
RV2-8 5 2 8 24 15 6 3 3 19 10 1 
            
Rv1-20 27 35 11 n.b. 40 n.b. 8 16 n.b. 13 n.b. 
RV1-5 27 43 11 54 53 37 16 16 27 26 10 
RV2-11 27 24 11 49 47 18 3 16 22 20 9 
RV2-12 27 23 11 45 41 42 4 16 18 14 15 
RV2-22 27 17 11 n.b. n.b. n.b. 10 16 n.b. n.b. n.b. 
RV2-3 27 37 11 53 29 35 10 16 26 2 8 
n.b.-nicht bestimmbar 

 

Hier hat sich bestätigt, dass mit Hilfe des Verhältnisses V62 das Alter mit den geringsten 

Abweichungen vorhersagt werden kann. Es wurde eine mittlere Differenz zwischen vorher-

gesagtem und tatsächlichem Alter von 5±6 Monaten (MW±σ) berechnet. Vor allem bei den 

Proben, die ZNS von 5 Monate alten Tiere enthielten, wurden nur sehr geringe Abweichun-

gen vom tatsächlichen Alter berechnet (±1 Monat). Die Abweichungen bei den 27 Monate 

alten Schafen führen bei allen analysierten Proben zu einer Klassifikation als SRM. Bei den 

restlichen Verhältnissen wurden mittlere Abweichungen von 5-16 Monaten berechnet.  

Das Verhältnis V39 ist ebenfalls gut für die Altersvorhersage beim Schaf geeignet. Es wur-

den keine falsch-positiven oder falsch-negativen SRM-Nachweise mit diesem Verhältnis e-

mittelt. Als ungeeignet stellten sich dagegen die Verhältnisse V42, V45 und V61 heraus. 

 

Da bei der Tierart Schaf eine bislang unbekannt hohe Korrelation des ZNS-Indikators Ce-

rebronsäure (C24:0-OH) mit dem Tieralter nachgewiesen wurde, erfolgte die Überprüfung 

analog bei den Tierarten Schwein und Rind. 

Im Gegensatz zur Tierart Rind (r=0,445), konnte beim Schwein für die Cerebronsäure 

(C24:0-OH) eine hohe Korrelation zwischen dem Alter und dem Fettsäuregehalt belegt wer-

den (r=0,800). Diese hohe Korrelation könnte bei der Quantifizierung des ZNS-Gehaltes zu 

starken Abweichungen vom realen ZNS-Gehalt besonders bei zwei bis drei Jahre alten 



05HS050 Validierung des SRM-Referenzverfahrens durch Ringtests 

Abschlussbericht Seite 115 

Schweinen führen. Somit wäre für eine genaue Quantifizierung ein altersabhängiger Korrela-

tionsfaktor notwendig. Da jedoch ein Großteil der Schlachtschweine in einem Alter von 6 

Monaten zur Schlachtung kommt, erscheint dieser zusätzliche Schritt nicht sinnvoll. 

Die Ergebnisse für die Tierart Geflügel deuten gleichfalls auf eine Altersbhängigkeit der Ce-

rebronsäure hin, die jedoch vor dem Hintergrund der SRM Bewertung des ZNS die Einfüh-

rung eines altersabhängigen Korrekturfaktors als nicht erforderlich erscheinen lassen. 

 

Zusammenfassend ist hinsichtlich der Altersbestimmung des ZNS festzustellen, das beim 

Rind das Verhältnis C24:1ω9-OH/C24:1ω7-OH am Besten geeignet ist. Eine Einschätzung 

des ZNS-Alters ist auf Grundlage der folgenden Funktion (Formel 3) mit hinreichender Si-

cherheit möglich. 

 

Alter (Monate)= 7,4726*(C24:1ω9-OH/C24:1ω7-OH)-22,607 
 

Für die Altersbestimmung beim Schaf sind die Verhältnisse C25:0-OH / C26:1ω7-OH und 

C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH geeignet. Die Berechnung des Tieralters beim Schaf kann nach 

folgenden zwei Funktionen (Formel 4 und 5) durchgeführt werden: 

 

Alter (Monate)=131,54*e-22,668*(C24:1ω9-OH/C24:1ω7-OH) (Formel 4) 
 

und 

 

Formel 5: Berrechung des Tieralters bei Schaf-ZNS basierend auf dem  
                  Verhältnis C25:0-OH / C26:1ω7-OH. 

Alter (Monate) = 2,12*(C25:0-OH / C26:1ω7-OH)+3,65 

 

Da diese Erkenntnisse erst gegen Ende dieses Projektes gewonnen wurden konnten diese 

nicht mehr in die Validierung mit einbezogen werden. Die Nachberechnungen haben jedoch 

ergeben, dass sich an der Klassifizierung für SRM / Non-SRM bei Einsatz der Regressions-

funktion für das Verhältnis V2 keine relevanten Änderungen hinsichtlich der Klassifizierung 

ergeben hätten. Für das Verhältnis V61 können keine Aussagen getroffen werden, da die 

hierfür erforderliche Fettsäure C26:1-OHω9 von den Teilnehmern nicht analysiert wurde. 
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4.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse 

Darstellung 

Im Forschungsvorhaben wurde das neu entwickelte Referenzverfahren zum Nachweis von 

spezifiziertem Risikomaterial (SRM) in Fleischerzeugnissen und Tiermehlen durch Ringtests 

hinsichtlich der Wiederholbarkeit, Vergleichbarkeit und analytischen Sicherheit validiert.  

Als Grundlage diente das im vorangegangenen BMELV-Forschungsvorhaben (03HS011) 

entwickelte gaschromatographisch/massenspektrometrische (GC/MS) Verfahren. Verein-

facht dargestellt basiert dieses auf der Erfassung und Quantifizierung bestimmter ZNS-

typischer Fettsäuren und deren Muster mittels GC/MS. 

Es war das Ziel, mit dem Ringtest das Referenzverfahren zur Sicherung der Vermeidung 

eines humanen BSE-Expositionsrisikos über die Nahrungskette und auch zur Kontrolle be-

stehender gemeinschaftsrechtlicher Kennzeichnungsvorschriften analytisch zu charakterisie-

ren. 

Zur Verfügung stehende immunchemische Nachweisverfahren erlauben keine Identifizierung 

von Tierart und Erfassung des Alters des nachgewiesenen ZNS. Sie weichen dem zufolge 

erheblich von der rechtlichen Definition für spezifizierte Risikomaterialien (SRM) der Verord-

nung (EG) 999/2001 ab. Diese immunchemischen Verfahren zeichnen sich durch eine er-

hebliche Instabilität der Markerproteine gegenüber Temperatureinflüssen aus. Fleisch-

technologisch übliche Erhitzungen bei der Herstellung von Vollkonserven können Reduktio-

nen der Immunoreaktivität um 50% und mehr verursachen. Sie sind demnach ungeeignet für 

die Erfassung von ZNS in Tiermehlen. Weiterhin fehlte der Lebensmittelüberwachung bis-

lang ein unabhängiges Referenzverfahren zur Überprüfung bzw. Bestätigung von zweifelhaf-

ten bzw. positiven ZNS-Befunden. 

 

Wertung 

Mit der breiten Bewährung des Verfahrens im Verlauf dieses Forschungsvorhabens konnte 

der Beweis erbracht werden, dass das Verfahren praktikabel und anwendbar ist. Es konnte 

in diesem Projekt gezeigt werden, dass das auf diese Weise erprobte Verfahren in der Lage 

ist mit 98%iger Sicherheit SRM in Fleischerzeugnissen als solches zu erfassen. 

Somit können, erstmals in der Geschichte der Lebensmittelüberwachung, mit hoher statisti-

scher Sicherheit Aussagen über die Tierart und das Alter des verarbeiteten ZNS getroffen 

werden. Damit ist es nun möglich, spezifisches Risikomaterial (SRM) eindeutig und sicher zu 

identifizieren.  

Das Schließen einer analytischen Lücke zur Bestimmung von SRM in Fleischerzeugnissen 

führt zu einer entscheidenden Verbesserung der analytischen Möglichkeiten hinsichtlich der 

Lebensmittelüberwachung. Das Verfahren steht nunmehr der amtlichen Überwachung zur 

Verfügung.  
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Umsetzung/Anwendung 

Eine Einarbeitung in die Amtliche Sammlung für Untersuchungsverfahren nach §64 LFBG 

als Referenzverfahren zum Nachweis von SRM in Fleischerzeugnissen ist erwünscht und 

kann aufgrund der Ergebnisse dieser Ringtests vorgenommen werden. 
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5 Zusammenfassung 

Im Forschungsvorhaben wurde das neu entwickelte Referenzverfahren zum Nachweis von 

spezifiziertem Risikomaterial (SRM) in Fleischerzeugnissen und Tiermehlen durch Ringtests 

hinsichtlich der Wiederholbarkeit, Vergleichbarkeit und analytischen Sicherheit validiert. Als 

Grundlage diente das im vorangegangenen Forschungsvorhaben (03HS011), finanziert 

durch das Bundesministerium für Ernährung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz 

(BMELV), entwickelte gaschromatographisch-massenspektrometrische (GC/MS) Verfahren.  

Vereinfacht dargestellt, basiert dieses Analysenverfahren auf der Erfassung und Quantifizie-

rung bestimmter Fettsäuren, welche typischerweise in Geweben des zentralen Nervensys-

tems (ZNS) vorkommen, sowie deren Verhältnisse mittels Gaschromatographie/Massen-

spektrometrie (GC/MS). 

Dieses Referenzverfahren soll einen Beitrag zur Vermeidung eines humanen alimentären 

Expositionsrisikos mit den Erregern der transmissiblen spongiformen Enzephalopathien 

(TSE) leisten sowie zur Kontrolle bestehender gemeinschaftsrechtlicher Lebensmittelkenn-

zeichnungsvorschriften (2000/13/EG) dienen.  

 

Die zur Verfügung stehenden oder sich in der Entwicklung befindenden ZNS-

Nachweisverfahren lassen bestenfalls eine Identifizierung der Tierart, aber keinerlei Aussage 

über das Alter des nachgewiesenen ZNS zu. Die damit erhaltenen Ergebnisse weichen somit 

erheblich von der rechtlichen Definition für SRM der Verordnung (EG) 999/2001 ab. 

Das hier validierte Verfahren zeichnet sich durch eine erhebliche Hitzestabilität der Markerli-

pide aus. Fleischtechnologisch übliche Erhitzungen bei der Herstellung von Vollkonserven 

haben auf den Nachweis von SRM keinen signifikanten Einfluss. Sie sind dem zufolge auch 

geeignet für die Erfassung von ZNS in Tiermehlen.  

Eine Quantifizierung des ZNS in Fleischerzeugnissen ist mit Hilfe immunchemischer Verfah-

ren nicht möglich, aufgrund der Hitzelabilität der Markerproteine und veränderliche Gehalte 

an saurem Gliafaserprotein (GFAP). Die derzeit zur Verfügung stehenden molekularbiologi-

schen Verfahren sind hinsichtlich der Hitzestabilität der Boten-Ribonukleinsäure (m-RNA) 

und deren Gehalte bei unterschiedlichen Tierarten nicht verifiziert. 

Bis heute fehlt der Lebensmittelüberwachung ein unabhängiges Referenzverfahren zur Ü-

berprüfung bzw. Bestätigung von zweifelhaften bzw. positiven ZNS-Befunden und der Identi-

fizierung von SRM. 

 

Diese Lücke wird durch den Nachweis von ZNS-typischen Fettsäuren mittels GC/MS ge-

schlossen. 
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Das GC/MS Verfahren zum Nachweis von SRM beruht auf der folgenden komplexen Analy-

senstrategie: 

(1) Identifizierung und Quantifizierung von ZNS-positiven Proben (Cut-off 0,2 % ZNS) 

anhand des Cerebronsäuregehaltes 

(2) Identifizierung der Tierart des verarbeiteten ZNS 

(3) Identifizierung des Tieralters bzw. der Alterskategorie des verarbeiteten ZNS 

Der Ablauf der Validierung wurde in drei Teile gegliedert, einen Vorversuch zur Einarbeitung 

der Teilnehmer, den ersten Ringtest mit qualitativer Fragestellung (ZNS Identifikation, Tier-

art- und Tieraltersbestimmung) und einen zweiten Ringtest zur Ermittlung der quantitativen 

Kenngrößen des Verfahrens. 

Deutschlandweit konnten 21 Teilnehmer zu Beginn des Vorversuchs gewonnen werden, von 

denen 20 am Vorversuch teilnahmen. Bereits während des Vorversuchs konnten bedingt 

durch die Anregungen der Teilnehmer und eigener methodischer Arbeiten vielseitige Er-

kenntnisse gewonnen werden, die zur Optimierung der bestehenden Standard Operation 

Procedure (SOP) verwendet wurden. Wesentliche Verbesserungen wurden erreicht hinsicht-

lich der Reduktion der Analysenzeit (um 50 %) und des Materialaufwandes (z.B. Lösungsmit-

tel). Diese optimierte SOP diente als Grundlage für die beiden Ringtests.  

Hierfür wurden Brühwurstproben vom Max-Rubner-Institut (Bundesforschungsinstitut für Er-

nährung und Lebensmittel), Standord Kulmbach hergestellt. Das ZNS der Tierarten Rind, 

Schaf, Schwein und Geflügel in jeweils zwei bis drei Altersstufen wurde den Brühwurstpro-

ben in Mengen von 0,5 bis 3 % zugemischt. In eigenen Untersuchungen ergaben sich keine 

Hinweise auf relevante, die Ergebnisse der Ringtests verfälschende, ZNS-Inhomogenitäten 

im bereitgestellten Material. Im ersten Ringtest wurden ausschließlich Proben mit Zusatz von 

3 % ZNS untersucht, Proben mit 0,5 % und 1 % wurden im zweiten Ringtest untersucht. 

Der erste Ringtest wurde mit 15 Teilnehmern durchgeführt, denen insgesamt 27 Realproben 

sowie Verbrauchsmaterialien zur Verfügung gestellt wurden. Aufgrund des Arbeitsaufwandes 

wurde entschieden, die zu analysierenden Brühwurstproben in 10 primäre (obligatorische) 

und 17 sekundäre (fakultative) Proben 

Ziel des ersten Ringtests war die sichere Identifizierung von ZNS in den zugesandten Proben 

sowie die Kategorisierung des ZNS als SRM. Im Endergebnis wurden die von 14 Teilneh-

mern erzielten Ergebnisse hinsichtlich der Tierart und des Alters des nachgewiesenen ZNS 

zusammengefasst und den Kategorien SRM-positiv und SRM-negativ zugeordnet. Der ermit-

telte SRM-Status des eingemischten ZNS der Primärproben wurde in 96,4 % der Fälle kor-

rekt eingeordnet. SRM negative Proben wurden mit 98,2 % iger Sicherheit erkannt. Bei der 

Analyse der Sekundärproben wurde ein vergleichbares Ergebnis erzielt. Es wurden 90% der 

Proben richtig als SRM-positiv und 100 % richtig als SRM-negativ eingestuft. Die Bestim-
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mung des Tieralters erbrachte beim Rind eine hinreichende Trennung zwischen den ver-

schiedenen Tieraltern (5, 19 und 35 Monate). 

Ziel des zweiten Ringtests war die Validierung des Verfahrens, insbesondere im Hinblick auf 

die Quantifizierung des ZNS sowie Bestimmung der Validierungsparameter Wiederholbarkeit 

und Vergleichbarkeit. Hierzu wurden 14 Teilnehmern insgesamt elf Proben für die Analyse 

zur Verfügung gestellt.  

In Endergebnis wurden die von 13 Teilnehmern erzielten Ergebnisse auch im zweiten Ring-

test in die Kategorien SRM-positiv und SRM-negativ eingeordnet. Der ermittelte SRM-Status 

des eingemischten ZNS wurde bei 86,5 % der Proben korrekt zugeordnet. SRM-negative 

Proben wurden zu 98,9 % als solche erkannt. Die SRM-Kategorisierung war im zweiten 

Ringtest wesentlich schwieriger als im ersten, da Matrixeffekte bei geringen ZNS-

Konzentrationen für den analytischen Nachweis eine größere Rolle spielen. Dies zeigte sich 

besonders bei einem Teilnehmer, der keine Trennung zwischen SRM und nicht-SRM reali-

sieren konnte. Eine Bewertung der Zuordnung unter Ausschluss dieses Teilnehmers ergibt 

mit 93,8% richtiger Zuordnung zur Kategorie SRM deutlich bessere Ergebnisse. 

Für die quantitative Bestimmung des ZNS-Gehaltes wurde für die Tierarten Rind, Schaf und 

Schwein eine gute Näherung der ermittelten zu den vorgegebenen ZNS-Gehalten erreicht.  

In beiden Ringtests konnte gezeigt werden, dass das Tieralter bei der SRM-relevanten Tier-

art Rind keinen signifikanten Einfluss auf die Menge des berechneten ZNS-Gehaltes hat. 

Hinsichtlich des ermittelten Tieralters von je zwei Proben der Tierart Rind (5 und 35 Monate) 

mit ZNS-Gehalten von 0,5 % und 1 % ergab sich eine eindeutige Trennung hinsichtlich der 

SRM-relevanten Altersgrenze von 12 Monaten. Lediglich bei der niedrig konzentrierten Pro-

be mit 0,5 % ZNS (RV2-16) war beim alten Rind eine starke Streuung des ermittelten Tieral-

ters zu beobachten. 

Für den im zweiten Ringtest ermittelten Messbereich von 0,48 % bis 1,02 % ZNS kann die 

Gesamtpräzision des Messverfahrens wie folgt angegeben werden: 

 Wiederholstandardabweichung sr = 0,118 %ZNS 

 Vergleichsstandardabweichung sR = 0,162 %ZNS 

 

Die Präzision des Messverfahrens nach den Vorgaben der DIN-ISO-5725-2 bezogen auf den 

ZNS-Gehalt wurde für das validierte Analysenverfahren jedoch als abhängig vom ZNS-

Gehalt ermittelt, welches eine getrennte Betrachtung erfordert. 

Somit ergeben sich für die untersuchten Gehalte an ZNS folgende statistische Kenngrößen: 

Messpunkt 0,48 %ZNS 

 Wiederholstandardabweichung sr = 0,075 %ZNS 

 Vergleichsstandardabweichung sR = 0,095 %ZNS 

Messpunkt 1,02% ZNS 
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 Wiederholstandardabweichung sr = 0,162 %ZNS 

 Vergleichsstandardabweichung sR = 0,228 % ZNS 

Mit diesen Kenngrößen ist das Verfahren zur Bestimmung von spezifiziertem Risikomaterial 

(SRM) in Fleischerzeugnissen / Tiermehlen hinsichtlich der Wiederholbarkeit, Vergleich-

barkeit und der analytischen Sicherheit im untersuchten Konzentrationsbereich an ZNS cha-

rakterisiert. Es steht nun ein Verfahren mit voll entwickelter Analysenstrategie zur Verfügung, 

das der Zielsetzung einer Verbesserung des Verbraucherschutzes gegen eine Exposition mit 

dem BSE-Erreger entspricht. 

In Anbetracht der umfassend positiven Ergebnisse ist im Anschluss des Forschungsprojek-

tes eine Etablierung des entwickelten analytischen Verfahrens als Referenzverfahren in der 

Lebensmittelüberwachung und eine Einarbeitung in die Amtliche Sammlung für Untersu-

chungsverfahren nach §64 LFBG sehr empfehlenswert.  
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6 Gegenüberstellung der ursprünglich geplanten zu den tatsächlich 
erreichten Zielen 

6.1 Geplante Ziele 

Das Ziel des Projektes war die Validierung eines potentiellen Referenzverfahrens für den 

Nachweis von Geweben des zentralen Nervensystems (ZNS) als spezifiziertem Risikomate-

rial (SRM) in Fleischerzeugnissen und Tiermehlen.  

 

Das Projekt verfolgte zum Erreichen des Gesamtzieles die folgenden Arbeitsziele: 

 

1. die Identifikation geeigneter Laboratorien der Lebensmittelüberwachung in Deutschland; 

 

2. den Transfer der Standard Operating Procedure (SOP) des GC/MS-Referenzverfahrens 

in diese Laboratorien und dessen Etablierung; 

 

3. die Herstellung von Standardmaterialien mit definierten ZNS-Zusätzen unter kontrollier-

ten Bedingungen und in Anlehnung an herkömmliche Technologien für Fleischerzeugnis-

se bzw. Futtermittel; 

 

4. die Kontrolle der Standardmaterialien auf Homogenität und ZNS-Gehalt; 

 

5. die Durchführung eines Vorlaufs zu den eigentlichen Ringtests, um die SOP zu überprü-

fen, die Laboratorien auf die Durchführung der eigentlichen Ringtests vorzubereiten und 

die SOP gegebenenfalls auf spezifische Besonderheiten und Bedingungen außerhalb 

des eigenen Labors anzupassen; 

 

6. einen ersten Ringtest zur Charakterisierung der spezifischen Parameter des GC/MS-

Verfahrens hinsichtlich  

a) der Identifikation von ZNS (einschließlich der Überprüfung des Cutoff-Wertes), 

b) der Identifikation der Tierart und 

c) der Alterskategorie; 

 

7. einen zweiten Ringtest zur Validierung des Verfahrens, insbesondere im Hinblick auf die 

Quantifizierung des ZNS bei positiven Ergebnissen und Festlegung der Wiederholbarkeit 

und Vergleichbarkeit; 
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8. die Erweiterung der ZNS-Datenbank zur Optimierung der multifaktoriellen Auswertung 

analytischer GC/MS-Ergebnisse für die Identifizierung von ZNS-Spezies und -alter sowie 

zur Quantifizierung von ZNS-Gehalten bei positiven Proben.  
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6.2 Erreichte Ziele 

Die Arbeiten im Rahmen des Forschungsprojektes ergaben die folgenden Ergebnisse 

1. An 99 Einrichtungen und Institute wurden Informationen zum Stand der Forschung zum 

ZNS-Nachweis mittels GC-MS übermittelt. Verbunden damit war die Anfrage, ob Interes-

se an der Teilnahme von Ringtests zur Validierung des SRM-Referenzverfahrens be-

steht. Es konnten eine der Planung entsprechende Anzahl positiver Antworten verzeich-

net werden. Insgesamt hatten sich 21 Laboratorien bereit erklärt, am Ringtest teilzuneh-

men. 

 

2. Die SOP zur Bestimmung von ZNS in Fleischerzeugnissen und Tiermehlen, die im vo-

rangegangenen Projekt (03HS011) erarbeitet wurde erfolgreich transferiert und in den 

teilnehmenden Laboratorien etabliert. 

 

3. Das gesamte Probenmaterial für beide Ringtests wurde im August 2007 durch das Max 

Rubner Institut, dem Bundesforschungsinstitut für Ernährung und Lebensmittel (MRI), 

Standort Kulmbach bereitgestellt.  

 

4. Der ZNS Gehalt wurde jeweils von einer Probe jeder Charge mittels GC/MS überprüft 

und bestätigt. Hinweise auf relevante, die Ergebnisse des Ringtests verfälschende, In-

homogenitäten der ZNS-Verteilung im bereitgestellten Standardmaterial ergaben sich 

nicht. 

 

5. Zur Teilnahme am Vorlauf zu den eigentlichen Ringtests erklärten sich 20 Laboratorien 

bereit, von denen 15 Teilnehmer diesen abschlossen. Die gewonnenen Erkenntnisse und 

die Ergebnisse eigener methodischer Untersuchungen wurden in eine neue SOP einge-

arbeitet. Diese diente als verbindliche Methode für die anschließenden Ringtests. Durch 

diese Optimierungen konnte die SOP auf die spezifischen Bedingungen in den verschie-

denen Laboratorien angepasst, die Analysenzeit wesentlich verkürzt und die Materialkos-

ten gesenkt werden. 

 

6. Ein erster Ringtest zu Charakterisierung des Verfahrens hinsichtlich der Identifikation von 

ZNS (positiv/negativ), seiner Tierart und der Alterskategorie konnte erfolgreich durchge-

führt werden. Der im vorangegangenen Forschungsvorhaben (03HS011) für den Analy-

ten Cerebronsäure aufgestellte Cut-Off wurde hierbei bestätigt. 
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7. Ein zweiter Ringtest zu Validierung des Verfahrens hinsichtlich der Quantifizierung des 

ZNS konnte erfolgreich durchgeführt werden. Die Werte für die Wiederhol- und Ver-

gleichsstandardabweichung wurden für das Verfahren ermittelt. 

 

8. Im Projektzeitraum wurden weitere ZNS-Proben unterschiedlicher Tierarten und -alter der 

Datenbank hinzugefügt. Von der Tierart Geflügel wurden Tiere der Arten Gans (sieben 

Gehirne, eine Altersstufe), Ente (acht Gehirne, eine Altersstufe), Huhn (16 Gehirne, zwei 

Altersstufen) und Pute (14 Gehirne, zwei Alterstufen) beprobt. Von der Tierart Schwein 

wurden von insgesamt 50 Tieren im Alter von 10 Tagen bis 40 Monaten Proben vom 

ZNS entnommen. Weiterhin wurden das ZNS von neun Ziegen und 24 Schafen beprobt. 

 

6.3 Vergleich der geplanten und erreichten Ziele, weitergehende Fragestellun-
gen 

Alle ursprünglich geplanten Ziele des Projektes wurden im Wesentlichen erreicht. Darüber 

hinaus wurden die Arbeiten zur Verbesserung und Rationalisierung des Analysenverfahrens, 

auch Dank der zahlreichen Anregungen der Ringtestteilnehmer, umfangreicher realisiert als 

ursprünglich geplant.  

Es konnte gezeigt werden, dass dieses Verfahren zum Nachweis von ZNS als SRM in Flei-

scherzeugnissen geeignet ist und sich als zukünftiges Referenzverfahren in der Diagnostik 

anbietet. Im Rahmen des Projektes wurde eine verbindliche Standard Operating Procedure 

(SOP) entwickelt.  

In Anbetracht der umfassend positiven Ergebnisse ist im Anschluß dieses Forschungsprojek-

tes eine Etablierung des entwickelten analytischen Verfahrens als Referenzverfahren in der 

Lebensmittelüberwachung und eine Einarbeitung in die Amtliche Sammlung für Untersu-

chungsverfahren nach §64 LFBG empfehlenswert. 
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A.1 Zusammenstellung der Abbildungen des Vorversuchs 
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Abbildung 36: Kalibrationskurven der am Vorversuch beteiligten Laboratorien für die Ce-
rebronsäure 
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Abbildung 37: Qualitätsregelkarten der beteiligten Laboratorien für die wiederholte Messung 
der Fläche des Internen Standards im Gaschromatogramm (IS: Interner Stan-
dard) 
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A.2 Zusammenstellung der Tabellen und Abbildungen des ersten Ringtests 
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Abbildung 38: Kalibrationskurven für die ZNS Bestimmung aus der Brühwurstmatrix (Stan-
dards mit 0%, 0,5%, 1%, 3% ZNS, Schwein, 6 Monate) der am ersten Ringtest be-
teiligten Laboratorien (n=15) 
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Tabelle 62: Festlegung der analysierten Mekmalsniveaus für den ersten Ringtest nach DIN ISO 
5725-2:2002 

 

V1: 
C24:1ω9 
C24:1ω7 

V2: 
C24:1ω9-OH 
C24:1ω7-OH 

V3: 
C24:1ω9-OH 

C25:0-OH 
ZNS-Gehalt 

[%] 
Alter Rind 
[Monate] 

RV1-2 1 9 17 25  
RV1-8 2 10 18 26 33 
RV1-9 3 11 19 27  
RV1-10 4 12 20 28  
RV1-14 5 13 21 29  
RV1-20 6 14 22 30  
RV1-23 7 15 23 31 34 
RV1-25 8 16 24 32  
 
 
Tabelle 63: Ursprungsdaten der Primärproben des ersten Ringtests für das Verhältnis V1 

(C24:1ω9 / C24:1ω7) nach DIN ISO 5725 

 Merkmalsniveau 
Labor 1 2 3 4 5 6 7 8 

1,21E+01 7,75E+07 7,77E+00 8,16E+00 3,37E+01 5,11E+07 5,71E+07 4,54E+00 1 
4,37E+07 5,96E+07 6,34E+00 7,64E+00 5,68E+00 4,70E+07 6,59E+07 4,32E+00 
8,55E+00 2,30E+01 6,42E+00 7,77E+00 6,24E+00 1,79E+01 9,10E+00 4,08E+00 2 
8,42E+00 6,14E+00 6,39E+00 8,06E+00 6,65E+00 1,90E+01 9,44E+00 3,76E+00 
7,42E+00 1,57E+01 5,70E+00 6,13E+00 5,86E+00 1,53E+01 7,22E+00 3,57E+00 3 
6,39E+00 1,57E+01 5,71E+00 6,04E+00 5,82E+00 1,39E+01 7,24E+00 3,59E+00 
7,62E+00 2,25E+01 6,45E+00 8,60E+00 6,64E+00 2,10E+01 9,56E+00 4,11E+00 5 
7,90E+00 2,31E+01 6,64E+00 8,06E+00 6,29E+00 2,11E+01 9,22E+00 4,08E+00 
1,09E+01 4,47E+01 8,69E+00 1,20E+01 9,97E+00 3,01E+01 1,71E+01 5,07E+00 7 
1,17E+01 4,40E+01 8,52E+00 1,18E+01 9,33E+00 3,52E+01 1,60E+01 5,04E+00 
1,40E+01 3,22E+04 1,12E+01 1,25E+01 9,75E+00 4,83E+04 2,03E+01 6,21E+00 8 
1,28E+01 3,87E+04 1,08E+01 1,13E+01 1,12E+01 n.b. 1,45E+01 6,09E+00 
8,37E+00 2,14E+01 7,02E+00 7,68E+00 6,16E+00 2,66E+01 9,90E+00 4,42E+00 10 
8,32E+00 1,71E+01 6,81E+00 7,43E+00 6,50E+00 1,83E+01 9,35E+00 4,04E+00 
6,43E+00 1,40E+01 6,55E+00 7,28E+00 6,62E+00 1,72E+01 8,62E+00 3,76E+00 11 
6,92E+00 1,42E+01 6,53E+00 7,19E+00 6,74E+00 1,69E+01 8,19E+00 3,80E+00 
7,12E+00 1,97E+01 5,72E+00 7,37E+00 6,01E+00 1,88E+01 9,51E+00 3,86E+00 14 
7,20E+00 2,02E+01 5,92E+00 7,31E+00 6,02E+00 1,91E+01 9,48E+00 3,88E+00 
6,51E+00 5,56E+06 5,76E+00 6,36E+00 6,04E+00 3,97E+06 9,80E+00 3,72E+00 15 
7,12E+00 5,47E+06 6,52E+00 6,50E+00 5,76E+00 3,68E+06 1,05E+01 3,89E+00 
7,93E+00 1,86E+01 6,19E+00 7,26E-01 6,29E+00 1,53E+01 8,85E+00 4,20E+00 17 
7,78E+00 1,94E+01 6,19E+00 6,74E+00 6,47E+00 1,65E+01 8,56E+00 4,19E+00 
8,87E+00 1,75E+01 6,43E+00 7,69E+00 6,70E+00 1,25E+01 7,39E+00 3,48E+00 18 
8,94E+00 1,66E+01 6,42E+00 7,28E+00 6,61E+00 1,52E+01 7,62E+00 3,46E+00 
8,51E+00 2,18E+01 7,14E+00 8,32E+00 7,41E+00 2,02E+01 1,03E+01 4,51E+00 19 
8,23E+00 2,19E+01 7,04E+00 8,29E+00 7,27E+00 2,01E+01 1,03E+01 4,49E+00 
6,40E+00 1,58E+01 5,14E+00 6,85E+00 6,01E+00 1,52E+01 8,30E+00 3,32E+00 21 
7,25E+00 1,67E+01 5,57E+00 7,20E+00 5,94E+00 1,53E+01 9,07E+00 3,78E+00 

n.b. - nicht bestimmt 
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Tabelle 64: Ursprungsdaten der Primärproben des ersten Ringtests für das Verhältnis V2 

(C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH) nach DIN ISO 5725 

 Merkmalsniveau 
Labor 9 10 11 12 13 14 15 16 

6,46E+04 8,56E+07 1,88E+08 6,04E+07 1,20E+08 5,15E+07 5,37E+07 1,94E+00 1 
5,21E+05 7,66E+07 2,24E+08 1,24E+08 1,12E+08 1,22E+07 7,49E+07 1,36E+00 
4,63E+00 7,09E+00 2,72E+00 7,07E+00 3,72E+00 2,44E+01 3,70E+00 1,59E+00 2 
3,82E+00 1,95E+00 2,52E+00 7,21E+00 3,61E+00 2,39E+01 3,66E+00 1,62E+00 
3,39E+00 6,40E+00 2,59E+00 6,16E+00 3,47E+00 1,72E+01 3,35E+00 1,50E+00 3 
3,52E+00 6,13E+00 2,58E+00 6,11E+00 3,42E+00 2,16E+01 3,34E+00 1,49E+00 
3,50E+00 6,38E+00 2,59E+00 6,69E+00 3,31E+00 1,48E+01 3,54E+00 1,54E+00 5 
2,24E+00 5,92E+00 2,67E+00 6,68E+00 3,56E+00 2,12E+01 3,61E+00 1,56E+00 
4,37E+00 1,34E+01 2,69E+00 9,34E+00 4,13E+00 8,24E+01 4,19E+00 1,51E+00 7 
1,69E+01 1,14E+01 2,67E+00 1,00E+01 3,93E+00 7,54E+01 4,07E+00 1,53E+00 
4,57E+00 8,95E+00 3,71E+00 9,48E+00 4,10E+00 1,94E+01 4,19E+00 1,57E+00 8 
5,57E+00 7,91E+00 3,25E+00 8,91E+00 4,13E+00 n.b. 4,21E+00 1,65E+00 
3,37E+00 5,96E+00 2,38E+00 6,04E+00 3,32E+00 1,63E+01 3,16E+00 1,45E+00 10 
3,55E+00 6,21E+00 2,40E+00 6,29E+00 3,36E+00 1,52E+01 3,14E+00 1,44E+00 
3,52E+00 6,79E+00 2,53E+00 6,70E+00 3,37E+00 1,72E+01 3,50E+00 1,50E+00 11 
3,88E+00 6,99E+00 2,57E+00 6,72E+00 3,43E+00 1,61E+01 3,49E+00 1,48E+00 
3,78E+00 7,00E+00 2,61E+00 7,08E+00 3,68E+00 2,18E+01 3,70E+00 1,58E+00 14 
3,97E+00 6,92E+00 2,61E+00 6,99E+00 3,68E+00 2,26E+01 3,68E+00 1,58E+00 
4,23E+00 7,51E+00 2,62E+00 7,53E+00 3,71E+00 2,37E+01 3,79E+00 1,53E+00 15 
4,05E+00 7,51E+00 2,61E+00 7,62E+00 3,74E-01 2,46E+01 3,78E+00 1,53E+00 
4,16E+00 7,02E+00 2,77E+00 6,70E+00 3,65E+00 1,65E+01 3,80E+00 1,63E+00 17 
4,20E+00 7,15E+00 2,97E+00 6,44E+00 3,62E+00 1,66E+01 3,55E+00 1,63E+00 
4,12E+00 5,67E+00 2,62E+00 6,46E+00 3,40E+00 2,26E+06 3,25E+00 1,44E+00 18 
4,09E+00 6,71E+00 2,63E+00 6,44E+00 3,38E+00 2,32E+06 3,25E+00 1,43E+00 
3,59E+00 6,45E+00 2,56E+00 6,74E+00 3,41E+00 1,87E+01 3,58E+00 1,51E+00 19 
3,70E+00 6,50E+00 2,58E+00 6,70E+00 3,44E+00 1,66E+01 3,56E+00 1,53E+00 
3,62E+00 6,26E+00 2,51E+00 6,27E+00 3,54E+00 1,91E+01 3,52E+00 1,38E+00 21 
3,42E+00 6,06E+00 2,51E+00 6,50E+00 3,45E+00 1,60E+01 3,31E+00 1,55E+00 

n.b. - nicht bestimmt 

 



05HS050 Validierung des SRM-Referenzverfahrens durch Ringtests 

Abschlussbericht Seite 140 

 
Tabelle 65: Ursprungsdaten der Primärproben des ersten Ringtests für das Verhältnis V3 

(C24:1ω9-OH / C25:0-OH) nach DIN ISO 5725 

 Merkmalsniveau 
Labor 17 18 19 20 21 22 23 24 

6,46E+04 1,61E+00 2,10E+00 2,15E+01 7,99E+01 2,17E+00 6,67E+00 4,74E+00 1 
5,21E+05 6,47E+00 2,17E+00 2,12E+01 8,92E+01 2,74E+00 6,91E+00 5,10E+00 
6,37E-01 2,66E-01 3,18E-01 2,08E+00 4,90E+00 5,00E-01 8,05E-01 7,91E-01 2 
8,72E+00 5,61E-01 3,04E-01 2,08E+00 5,15E+00 4,40E-01 7,68E-01 7,75E-01 
4,66E+01 1,23E+00 1,56E+00 1,05E+01 3,43E+01 1,78E+00 3,71E+00 3,58E+00 3 
6,16E+01 1,05E+00 1,56E+00 1,07E+01 3,09E+01 2,03E+00 3,73E+00 3,58E+00 
6,06E+05 2,14E+00 2,72E+00 2,02E+01 1,34E+02 6,61E+00 9,81E+00 8,57E+00 5 
4,91E+05 2,10E+00 2,66E+00 2,10E+01 1,30E+02 5,96E+00 9,05E+00 8,29E+00 
9,61E+01 1,56E+00 2,00E+00 2,65E+01 8,63E+01 2,71E+00 7,13E+00 6,35E+00 7 
1,20E+02 1,58E+00 1,96E+00 2,78E+01 8,11E+01 3,00E+00 6,81E+00 6,94E+00 
9,28E+01 1,33E+00 1,57E+00 2,24E+01 5,18E+01 3,28E+00 6,49E+00 4,50E+00 8 
7,63E+01 1,28E+00 3,32E+00 1,94E+01 5,43E+01 n.b. 5,09E+00 4,76E+00 
3,70E+01 9,40E-01 1,08E+00 8,10E+00 1,96E+01 1,57E+00 2,89E+00 2,74E+00 10 
3,57E+01 9,20E-01 1,12E+00 7,46E+00 1,58E+01 1,60E+00 2,61E+00 2,79E+00 
3,55E+01 7,91E-01 1,05E+00 7,43E+00 1,96E+01 1,38E+00 2,76E+00 2,53E+00 11 
4,52E+01 7,76E-01 1,04E+00 7,48E+00 1,97E+01 1,38E+00 2,79E+00 2,52E+00 
1,83E+02 4,67E+00 5,77E+00 4,50E+01 1,26E+02 8,98E+00 1,59E+01 1,61E+01 14 
1,88E+02 4,71E+00 5,81E+00 4,55E+01 1,24E+02 9,31E+00 1,59E+01 1,64E+01 
4,13E+06 2,63E+00 3,24E+00 3,00E+01 2,95E+07 4,89E+00 9,47E+00 9,31E+00 15 
3,51E+06 2,61E+00 3,54E+00 2,91E+01 2,72E+06 4,98E+00 9,68E+00 9,55E+00 
1,12E+01 3,50E-01 4,69E-01 2,92E+00 7,63E+00 6,34E-01 1,12E+00 1,09E+00 17 
1,76E+01 3,45E-01 5,09E-01 2,91E+00 7,41E+00 6,10E-01 1,06E+00 1,17E+00 
7,59E+01 2,25E+00 2,79E+00 1,86E+01 4,64E+01 2,30E+00 4,11E+00 3,98E+00 18 
7,64E+01 2,24E+00 2,69E+00 1,82E+01 4,40E+01 2,44E+00 4,21E+00 3,99E+00 
6,20E+01 1,84E+00 2,59E+00 1,93E+01 4,80E+01 3,16E+00 6,34E+00 6,10E+00 19 
5,91E+01 1,88E+00 2,63E+00 1,90E+01 4,73E+01 3,40E+00 6,71E+00 6,36E+00 
1,45E+02 3,90E+00 4,09E+00 3,23E+01 8,37E+01 5,14E+00 1,13E+01 1,11E+01 21 
1,31E+02 3,43E+00 4,08E+00 2,85E+01 9,15E+01 5,81E+00 1,33E+01 1,03E+01 

n.b. - nicht bestimmt  
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Tabelle 66: Ursprungsdaten der Primärproben des ersten Ringtests für den von den Ver-

suchsteilnehmern ermittelten ZNS-Gehalt in Prozent (Merkmal 25-32) und das Tier-
alter in Monaten (Merkmal 33-34) beim Rind nach DIN ISO 5725 

 Merkmalsniveau 
Labor 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

0,38 5,78 10,72 2,00 1,47 2,48 3,24 2,24 n.b. n.b. 1 
0,40 7,24 11,99 3,38 1,32 0,84 4,18 4,28 n.b. n.b. 
0,72 2,65 4,72 1,83 1,05 2,37 3,25 3,06 30,4 5,0 2 
0,41 1,08 6,12 2,34 1,25 2,49 2,87 3,00 nb 4,7 
0,39 2,58 5,44 2,08 1,12 4,10 2,46 2,45 25,3 2,4 3 
0,33 2,81 5,30 2,07 1,15 2,21 2,61 2,36 23,2 2,4 
0,56 3,29 5,61 2,33 1,35 3,55 3,85 3,09 25,1 3,8 5 
0,30 2,86 5,20 1,84 1,42 3,48 3,92 3,09 21,6 4,4 
0,33 3,21 7,25 2,31 1,01 3,33 3,05 2,70 77,6 8,7 7 
0,42 3,14 7,26 2,20 1,08 3,27 3,12 2,11 62,8 7,8 
0,50 2,60 3,60 3,60 2,00 5,40 4,50 2,70 44,2 8,7 8 
0,40 2,90 5,70 3,60 1,90 nb 3,30 1,80 36,5 8,9 
0,29 1,66 3,46 1,19 0,75 1,94 1,73 1,78 21,9 1,0 10 
0,31 1,70 3,53 1,27 0,29 1,98 0,82 1,84 23,8 0,9 
0,48 3,73 9,95 2,86 1,33 6,37 4,68 4,10 28,1 3,6 11 
0,47 3,59 8,85 3,11 1,40 7,17 4,44 4,36 29,6 3,5 
0,50 3,48 7,49 2,38 1,19 2,88 3,43 3,53 29,7 5,0 14 
0,42 3,62 8,33 2,38 1,21 2,80 4,13 3,18 29,1 4,9 
0,39 2,17 6,25 1,49 0,91 2,09 2,53 2,24 33,5 5,7 15 
0,31 2,06 5,96 1,45 0,95 2,25 2,29 2,37 33,5 5,7 
0,28 2,27 5,71 2,32 1,34 3,65 2,49 3,24 29,9 5,8 17 
0,28 2,27 3,24 2,22 1,30 3,55 3,34 2,90 30,8 3,9 
1,48 0,86 7,04 1,87 0,85 1,35 5,74 4,76 19,8 1,7 18 
0,81 0,86 6,08 1,66 0,90 1,33 5,72 4,81 27,5 1,7 
0,39 2,50 6,16 2,01 1,03 2,54 2,66 2,55 25,6 4,2 19 
0,41 2,56 6,29 2,12 1,03 3,06 2,43 2,79 25,9 4,0 
0,48 4,89 8,16 2,93 1,40 4,87 5,17 1,48 24,2 3,7 21 
0,60 4,56 13,22 1,84 1,84 4,46 6,92 4,65 22,7 2,1 

n.b. - nicht bestimmt  
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Tabelle 67: Arithmetische Mittelwerte des Verhältnisses V1 (C24:1ω9 / C24:1ω7) aus Tabelle 63 

 Merkmalsniveau 
Labor 1 2 3 4 5 6 7 8 

1 2,19E+07** 6,85E+07** 7,05E+00 7,90E+00 1,97E+01** 4,90E+07** 6,15E+07** 4,43E+00 

2 8,48E+00 1,46E+01 6,40E+00 7,92E+00 6,44E+00 1,84E+01 9,27E+00 3,92E+00 

3 6,91E+00 1,57E+01 5,71E+00 6,09E+00 5,84E+00 1,46E+01 7,23E+00 3,58E+00 

5 7,76E+00 2,28E+01 6,54E+00 8,33E+00 6,46E+00 2,11E+01 9,39E+00 4,09E+00 

7 1,13E+01 4,43E+01** 8,61E+00* 1,19E+01 9,65E+00 3,26E+01** 1,66E+01 5,05E+00 

8 1,34E+01* 3,55E+04** 1,10E+01** 1,19E+01 1,05E+01 4,83E+04** 1,74E+01 6,15E+00**

10 8,34E+00 1,92E+01 6,92E+00 7,56E+00 6,33E+00 2,25E+01 9,62E+00 4,23E+00 

11 6,68E+00 1,41E+01 6,54E+00 7,24E+00 6,68E+00 1,70E+01 8,40E+00 3,78E+00 

14 7,16E+00 2,00E+01 5,82E+00 7,34E+00 6,01E+00 1,89E+01 9,50E+00 3,87E+00 

15 6,81E+00 5,52E+06** 6,14E+00 6,43E+00 5,90E+00 3,82E+06** 1,02E+01 3,81E+00 

17 7,85E+00 1,90E+01 6,19E+00 3,73E+00 6,38E+00 1,59E+01 8,71E+00 4,19E+00 

18 8,91E+00 1,70E+01 6,43E+00 7,49E+00 6,66E+00 1,38E+01 7,50E+00 3,47E+00 

19 8,37E+00 2,19E+01 7,09E+00 8,31E+00 7,34E+00 2,02E+01 1,03E+01 4,50E+00 

21 6,83E+00 1,63E+01 5,36E+00 7,02E+00 5,97E+00 1,53E+01 8,68E+00 3,55E+00 
** als statistischer Ausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 99% statistische Sicherheit)  
* als Fastausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 95% statistische Sicherheit) 

 
Tabelle 68: Arithmetische Mittelwerte des Verhältnisses V2 (C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH) aus 

Tabelle 64 

 Merkmalsniveau 
Labor 9 10 11 12 13 14 15 16 

1 2,93E+05** 8,11E+07** 2,06E+08** 9,23E+07** 1,16E+08** 3,18E+07** 6,43E+07** 1,65E+00 

2 4,23E+00 4,52E+00 2,62E+00 7,14E+00 3,66E+00 2,42E+01 3,68E+00 1,60E+00 

3 3,45E+00 6,27E+00 2,58E+00 6,13E+00 3,44E+00 1,94E+01 3,35E+00 1,49E+00 

5 2,87E+00 6,15E+00 2,63E+00 6,68E+00 3,43E+00 1,80E+01 3,57E+00 1,55E+00 

7 1,06E+01** 1,24E+01** 2,68E+00 9,69E+00 4,03E+00 7,89E+01** 4,13E+00 1,52E+00 

8 5,07E+00 8,43E+00 3,48E+00** 9,20E+00 4,12E+00 1,94E+01 4,20E+00 1,61E+00 

10 3,46E+00 6,08E+00 2,39E+00 6,16E+00 3,34E+00 1,58E+01 3,15E+00 1,45E+00 

11 3,70E+00 6,89E+00 2,55E+00 6,71E+00 3,40E+00 1,67E+01 3,50E+00 1,49E+00 

14 3,87E+00 6,96E+00 2,61E+00 7,04E+00 3,68E+00 2,22E+01 3,69E+00 1,58E+00 

15 4,14E+00 7,51E+00 2,62E+00 7,58E+00 2,04E+00** 2,42E+01 3,79E+00 1,53E+00 

17 4,18E+00 7,09E+00 2,87E+00 6,57E+00 3,63E+00 1,65E+01 3,67E+00 1,63E+00 

18 4,10E+00 6,19E+00 2,63E+00 6,45E+00 3,39E+00 2,29E+06** 3,25E+00 1,44E+00 

19 3,64E+00 6,47E+00 2,57E+00 6,72E+00 3,42E+00 1,76E+01 3,57E+00 1,52E+00 

21 3,52E+00 6,16E+00 2,51E+00 6,39E+00 3,50E+00 1,75E+01 3,41E+00 1,46E+00 
** als statistischer Ausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 99% statistische Sicherheit)  
* als Fastausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 95% statistische Sicherheit) 
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Tabelle 69: Arithmetische Mittelwerte des Verhältnisses V3 (C24:1ω9-OH / C25:0-OH) aus 

Tabelle 65 

 Merkmalsniveau 
Labor 17 18 19 20 21 22 23 24 

1 2,93E+05** 4,04E+00 2,13E+00 2,13E+01 8,45E+01 2,45E+00 6,79E+00 4,92E+00 

2 4,68E+00 4,13E-01 3,11E-01 2,08E+00 5,02E+00 4,70E-01 7,87E-01 7,83E-01 

3 5,41E+01 1,14E+00 1,56E+00 1,06E+01 3,26E+01 1,91E+00 3,72E+00 3,58E+00 

5 5,49E+05** 2,12E+00 2,69E+00 2,06E+01 1,32E+02 6,29E+00 9,43E+00 8,43E+00 

7 1,08E+02 1,57E+00 1,98E+00 2,72E+01 8,37E+01 2,85E+00 6,97E+00 6,64E+00 

8 8,45E+01 1,31E+00 2,45E+00 2,09E+01 5,30E+01 3,28E+00 5,79E+00 4,63E+00 

10 3,63E+01 9,30E-01 1,10E+00 7,78E+00 1,77E+01 1,58E+00 2,75E+00 2,76E+00 

11 4,03E+01 7,84E-01 1,04E+00 7,45E+00 1,96E+01 1,38E+00 2,77E+00 2,52E+00 

14 1,85E+02 4,69E+00 5,79E+00 4,53E+01 1,25E+02 9,15E+00 1,59E+01 1,62E+01 

15 3,82E+06** 2,62E+00 3,39E+00 2,96E+01 1,61E+07** 4,94E+00 9,58E+00 9,43E+00 

17 1,44E+01 3,47E-01 4,89E-01 2,92E+00 7,52E+00 6,22E-01 1,09E+00 1,13E+00 

18 7,61E+01 2,24E+00 2,74E+00 1,84E+01 4,52E+01 2,37E+00 4,16E+00 3,98E+00 

19 6,06E+01 1,86E+00 2,61E+00 1,91E+01 4,77E+01 3,28E+00 6,52E+00 6,23E+00 

21 1,38E+02 3,67E+00 4,09E+00 3,04E+01 8,76E+01 5,47E+00 1,23E+01 1,07E+01 
** als statistischer Ausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 99% statistische Sicherheit)  
* als Fastausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 95% statistische Sicherheit) 

 
Tabelle 70: Arithmetische Mittelwerte des ermittelten ZNS-Gehaltes (Merkmal 25-32) und des 

Tieralters in Monaten (Merkmal 33,34) der Spezies Rind aus Tabelle 66 

 Merkmalsniveau 
Labor 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1 0,39 6,51* 11,35 2,69 1,40 1,66 3,71 3,26 nb nb 

2 0,57 1,86 5,42 2,08 1,15 2,43 3,06 3,03 30,4 4,9 

3 0,36 2,70 5,37 2,07 1,13 3,16 2,53 2,40 24,2 2,4 

5 0,43 3,07 5,40 2,08 1,39 3,52 3,89 3,09 23,3 4,1 

7 0,37 3,17 7,25 2,26 1,05 3,30 3,09 2,40 49,6* 8,3 

8 0,45 2,75 4,65 3,60 1,95 5,40 3,90 2,25 40,4 8,8 

10 0,30 1,68 3,49 1,23 0,52 1,96 1,28 1,81 22,9 0,9 

11 0,48 3,66 9,40 2,99 1,37 6,77 4,56 4,23 28,9 3,5 

14 0,46 3,55 7,91 2,38 1,20 2,84 3,78 3,36 29,4 5,0 

15 0,35 2,11 6,11 1,47 0,93 2,17 2,41 2,30 33,5 5,7 

17 0,28 2,27 4,47 2,27 1,32 3,60 2,91 3,07 30,3 4,8 

18 0,88** 0,86 6,56 1,77 0,87 1,34 5,73 4,78 23,7 1,7 

19 0,40 2,53 6,23 2,06 1,03 2,80 2,54 2,67 25,8 4,1 

21 0,54 4,73 10,69 2,39 1,62 4,66 6,05 3,07 23,4 2,9 
** als statistischer Ausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 99% statistische Sicherheit)  
* als Fastausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 95% statistische Sicherheit) 
n.b. - nicht bestimmt  
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Tabelle 71: Wiederholstandardabweichungen des Verhältnisses V1 (C24:1ω9 / C24:1ω7) aus 

Tabelle 63 

 Merkmalsniveau 
Labor 1 2 3 4 5 6 7 8 

1 A A 1,01 0,37 A A A 0,15 

2 0,09 11,93 0,02 0,21 0,29 0,75 0,24 0,23 

3 0,73 0,04 0,00 0,06 0,03 0,98 0,01 0,02 

5 0,20 0,40 0,14 0,38 0,25 0,05 0,24 0,03 

7 0,56 A 0,12 0,13 0,46 A 0,77 0,02 

8 0,87 A A 0,83 1,01 A 4,15 A 

10 0,03 3,09 0,15 0,17 0,24 5,91 0,39 0,27 

11 0,35 0,12 0,02 0,06 0,08 0,20 0,30 0,03 

14 0,06 0,36 0,14 0,05 0,00 0,22 0,02 0,01 

15 0,43 E 0,54 0,10 0,19 A 0,52 0,12 

17 0,11 0,59 0,00 4,25 0,13 0,90 0,20 0,00 

18 0,05 0,64 0,01 0,29 0,06 1,91 0,16 0,01 

19 0,20 0,10 0,07 0,02 0,10 0,05 0,03 0,01 

21 0,60 0,65 0,30 0,24 0,05 0,08 0,55 0,33 

A - Ausreisser; E - Einzelmesswert; n.b. - nicht bestimmt  
 
Tabelle 72: Wiederholstandardabweichungen des Verhältnisses V2 (C24:1ω9-OH / C24:1ω7-

OH) aus Tabelle 64 

 Merkmalsniveau 
Labor 9 10 11 12 13 14 15 16 

1 A A A A A A A 0,41 

2 0,57 3,63 0,14 0,10 0,08 0,34 0,03 0,02 

3 0,09 0,19 0,00 0,04 0,04 3,07 0,00 0,01 

5 0,89 0,33 0,06 0,01 0,18 4,52 0,05 0,01 

7 A A 0,01 0,50 0,14 A 0,09 0,01 

8 0,71 0,73 A 0,40 0,02 E 0,01 0,06 

10 0,13 0,18 0,02 0,17 0,03 0,80 0,01 0,01 

11 0,25 0,14 0,03 0,02 0,04 0,75 0,01 0,01 

14 0,14 0,06 0,00 0,06 0,00 0,59 0,01 0,00 

15 0,13 0,00 0,00 0,06 A 0,57 0,01 0,00 

17 0,03 0,09 0,14 0,18 0,02 0,12 0,18 0,01 

18 0,02 0,73 0,00 0,02 0,01 A 0,00 0,00 

19 0,08 0,03 0,01 0,02 0,02 1,48 0,01 0,01 

21 0,14 0,14 0,00 0,16 0,06 2,16 0,15 0,12 

A - Ausreisser; E - Einzelmesswert; n.b. - nicht bestimmt 
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Tabelle 73: Wiederholstandardabweichungen des Verhältnisses V3 (C24:1ω9-OH / C25:0-OH) 

aus Tabelle 65 

 Merkmalsniveau 
Labor 17 18 19 20 21 22 23 24 

1 A 3,44 0,05 0,21 6,55 0,40 0,17 0,25 

2 5,71 0,21 0,01 0,00 0,17 0,04 0,03 0,01 

3 10,60 0,13 0,00 0,11 2,39 0,17 0,01 0,00 

5 A 0,03 0,04 0,56 2,72 0,46 0,54 0,20 

7 16,58 0,01 0,03 0,89 3,68 0,20 0,22 0,42 

8 11,62 0,03 1,23 2,08 1,72 n.b. 0,99 0,18 

10 0,93 0,01 0,03 0,46 2,69 0,02 0,20 0,04 

11 6,84 0,01 0,00 0,04 0,01 0,00 0,02 0,01 

14 3,84 0,03 0,03 0,34 1,24 0,24 0,03 0,25 

15 A 0,01 0,22 0,60 A 0,06 0,14 0,17 

17 4,48 0,00 0,03 0,01 0,15 0,02 0,04 0,06 

18 0,40 0,01 0,07 0,27 1,71 0,10 0,07 0,01 

19 2,07 0,03 0,03 0,20 0,51 0,17 0,26 0,18 

21 9,96 0,33 0,01 2,69 5,47 0,48 1,43 0,60 

A - Ausreisser; E - Einzelmesswert; n.b. - nicht bestimmt 
 
Tabelle 74: Wiederholstandardabweichungen des ermittelten ZNS-Gehaltes (Merkmal 25-32) 

und des Tieralters in Monaten (Merkmal 33,34) der Spezies Rind aus Tabelle 66 

 Merkmalsniveau 
Labor 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1 0,02 1,03 0,89 0,97 0,10 1,16 0,66 1,44 n.b. n.b. 

2 0,22 1,11 0,99 0,36 0,14 0,08 0,26 0,04 n.b. 0,20 

3 0,05 0,16 0,10 0,01 0,02 1,33 0,10 0,06 1,44 0,00 

5 0,19 0,30 0,29 0,35 0,05 0,05 0,05 0,00 2,43 0,40 

7 0,07 0,04 0,01 0,08 0,05 0,05 0,05 0,42 10,48 0,65 

8 0,07 0,21 1,48 0,00 0,07 n.b. 0,85 0,64 5,47 0,10 

10 0,02 0,03 0,05 0,06 0,32 0,03 0,64 0,05 1,35 0,10 

11 0,01 0,10 0,78 0,18 0,05 0,57 0,17 0,18 1,05 0,07 

14 0,06 0,10 0,59 0,00 0,01 0,06 0,49 0,25 0,44 0,11 

15 0,05 0,08 0,20 0,03 0,02 0,11 0,17 0,09 0,03 0,04 

17 0,00 0,00 1,75 0,07 0,03 0,07 0,60 0,24 0,66 1,33 

18 A 0,00 0,68 0,15 0,04 0,02 0,01 0,04 5,48 0,01 

19 0,02 0,04 0,09 0,08 0,00 0,37 0,16 0,17 0,25 0,11 

21 0,09 0,23 3,58 0,77 0,31 0,29 1,24 2,24 1,02 1,10 

A - Ausreisser; E - Einzelmesswert; n.b. - nicht bestimmt 
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Abbildung 39: Aufsteigende Reihung der erzielten Messwerte jedes Teilnehmers für die Merk-
malesniveaus 25-32 (ZNS-Gehalt) und 33-34 (Tieralter) entsprechend Tabelle 32 
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A.3 Zusammenstellung der Tabellen und Abbildungen des zweiten Ringtests 
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Labor 1 y = 0,5182x - 0,1363
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 Labor 3 y = 0,5383x - 0,0457
R2 = 0,9967
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Labor 5 y = 0,5622x - 0,0522
R2 = 0,996
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 Labor 7 y = 0,3546x - 0,03
R2 = 0,9955

0

0,5

1

1,5

0 1 2 3

ZNS [%]

C
24

:0
-O

H
 / 

IS
 C

22
 D

2

Labor 8 y = 1,076x - 0,0618
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 Labor 10 y = 0,4485x + 0,0129
R2 = 0,9978
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Labor 11 y = 0,7943x + 0,0281
R2 = 0,9928
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 Labor 14a y = 0,6179x - 0,0498
R2 = 0,9962
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Labor 14b y = 0,6055x - 0,0718
R2 = 0,9938
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 Labor 16 y = 0,5555x - 0,1011
R2 = 0,9828
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Labor 17 y = 0,4903x + 0,0721
R2 = 0,991
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Abbildung 40: Kalibrationskurven für die ZNS Bestimmung aus der Brühwurstmatrix (Stan-
dards mit 0%, 0,5%, 1%, 3% ZNS, Schwein, 6 Monate) der am zweiten Ringtest 
beteiligten Laboratorien (n=14) 

Labor 18 y = 1,0996x - 0,0775
R2 = 0,9966
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Labor 21 y = 0,4711x - 0,0665
R2 = 0,988
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Tabelle 75: Festlegung der analysierten Mekmalsniveaus für den zweiten Ringtest nach DIN 
ISO 5725-2:2002 

 

V1: 
C24:1ω9 
C24:1ω7 

V2: 
C24:1ω9-OH 
C24:1ω7-OH 

V3: 
C24:1ω9-OH 

C25:0-OH 
ZNS-Gehalt 

[%] 
Alter Rind 
[Monate] 

RV2-1 1 11 21 31 41 
RV2-3 2 12 22 32  
RV2-8 3 13 23 33  
RV2-16 4 14 24 34 42 
RV2-20 5 15 25 35 43 
RV2-21 6 16 26 36  
RV2-22 7 17 27 37  
RV2-24 8 18 28 38  
RV2-25 9 19 29 39 44 
RV2-27 10 20 30 40  
 
 
 
Tabelle 76: Ursprungsdaten der Primärproben des zweiten Ringtests für das Verhältnis V1 

(C24:1ω9 / C24:1ω7) nach DIN ISO 5725 

 Merkmalsniveau 
Labor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1,17E+01 2,29E+01 8,77E+00 2,05E+01 1,23E+01 3,70E+00 1,75E+01 5,23E+00 2,79E+01 7,38E+00 1 
1,27E+01 2,44E+01 7,46E+00 2,75E+01 1,30E+01 3,95E+00 2,27E+01 4,93E+00 2,18E+01 7,03E+00 

2,51E+01 5,00E+01 1,21E+01 6,83E+01 2,37E+01 5,04E+00 7,49E+01 6,65E+00 4,66E+01 1,13E+01 2 
2,26E+01 5,05E+01 1,30E+01 5,79E+01 2,45E+01 5,20E+00 7,13E+01 6,64E+00 4,55E+01 1,10E+01 

2,49E+00 4,41E+00 2,14E+00 2,98E+00 2,42E+00 1,34E+00 3,51E+00 1,41E+00 4,27E+00 1,62E+00 3 
2,16E+00 3,93E+00 2,05E+00 3,21E+00 2,54E+00 1,25E+00 3,08E+00 1,07E+00 5,20E+00 1,48E+00 

6,82E+00 1,58E+01 6,05E+00 3,90E+01 6,47E+00 3,48E+00 1,85E+01 4,11E+00 1,84E+01 5,66E+00 5 
7,20E+00 1,52E+01 6,45E+00 2,24E+01 1,03E+01 3,67E+00 1,79E+01 4,24E+00 1,77E+01 5,54E+00 

1,65E+01 3,35E+01 1,31E+01 4,11E+01 1,35E+01 4,54E+00 1,08E+02 5,45E+00 8,00E+01 1,13E+01 7 
1,60E+01 3,37E+01 1,24E+01 3,85E+01 1,93E+01 4,81E+00 1,08E+02 5,45E+00 1,06E+02 1,11E+01 

1,08E+01 2,20E+01 5,41E+00 9,71E+00 5,02E+00 4,91E+00 1,45E+01 4,62E+00 2,33E+01 7,45E+00 8 
6,70E+00 1,99E+01 7,18E+00 1,56E+01 7,85E+00 2,84E+00 2,52E+01 7,05E+00 1,89E+01 5,83E+00 

7,99E+00 1,85E+01 7,14E+00 1,96E+01 9,09E+00 4,33E+00 2,11E+01 5,25E+00 1,97E+01 7,12E+00 10 
8,34E+00 1,87E+01 7,47E+00 1,96E+01 8,60E+00 4,47E+00 2,06E+01 4,91E+00 2,02E+01 7,37E+00 

8,31E+00 1,63E+01 5,22E+00 5,56E+01 6,91E+00 2,92E+00 1,22E+01 2,33E+00 1,84E+01 5,23E+00 11 
8,20E+00 1,46E+01 4,56E+00 4,40E+01 6,07E+00 2,48E+00 1,67E+01 2,32E+00 1,67E+01 4,50E+00 

1,37E+01 1,84E+01 8,11E+00 8,74E+01 8,98E+00 3,84E+00 9,13E+03 4,36E+00 2,16E+01 7,16E+00 14a 
1,36E+01 1,78E+01 8,57E+00 7,80E+03 9,86E+00 3,43E+00 1,02E+04 4,47E+00 2,09E+01 7,61E+00 

1,05E+01 1,92E+01 7,67E+00 1,04E+04 9,27E+00 3,79E+00 1,26E+04 2,90E+03 2,06E+01 6,40E+00 14b 
1,08E+01 2,06E+01 8,12E+00 1,09E+04 8,98E+00 3,72E+00 8,79E+03 2,45E+00 2,23E+01 6,44E+00 

7,83E+00 1,36E+01 7,83E+00 1,32E+01 1,04E+01 3,79E+00 1,77E+01 4,64E+00 1,68E+01 7,47E+00 17 
8,43E+00 0,00E+00 8,62E+00 1,51E+01 8,86E+00 3,49E+00 1,73E+01 5,31E+00 1,93E+01 8,34E+00 

1,35E+03 1,69E+01 9,94E+00 2,51E+01 6,97E+00 4,14E+00 4,90E+04 5,71E+00 2,39E+01 9,20E+00 18 
5,31E+02 2,58E+01 1,07E+01 2,20E+01 7,72E+00 4,12E+00 5,10E+04 4,58E+00 2,64E+01 9,31E+00 

8,70E+00 1,87E+01 7,85E+00 2,17E+01 9,88E+00 5,04E+00 1,77E+01 6,81E+00 1,72E+01 6,95E+00 21 
7,86E+00 1,84E+01 8,48E+00 2,34E+01 8,43E+00 4,89E+00 1,89E+01 5,89E+00 1,72E+01 7,10E+00 

n.b. - nicht bestimmt 
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Tabelle 77: Ursprungsdaten der Primärproben des zweiten Ringtests für das Verhältnis V2 

(C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH) nach DIN ISO 5725 

 Merkmalsniveau 
Labor 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

3,03E+00 1,51E+01 4,01E+00 3,42E+00 2,82E+00 1,38E+00 5,51E+03 1,25E+00 5,29E+00 5,48E+00 
1 

3,49E+00 5,44E+03 1,15E+01 4,00E+00 3,60E+00 1,37E+00 1,99E+01 1,32E+00 6,07E+00 7,33E+00 

2,88E+00 2,42E+01 6,06E+00 3,91E+00 3,42E+00 1,27E+00 2,30E+01 1,01E+00 6,43E+00 5,92E+00 
2 

2,94E+00 1,89E+01 6,20E+00 3,20E+00 3,25E+00 1,14E+00 2,63E+01 1,32E+00 4,74E+00 7,05E+00 

3,01E+00 1,65E+01 5,82E+00 5,94E+00 3,26E+00 1,47E+00 2,58E+01 1,35E+00 6,22E+00 5,80E+00 
3 

3,08E+00 1,62E+01 5,72E+00 4,86E+00 3,09E+00 1,44E+00 2,47E+01 1,28E+00 6,71E+00 5,72E+00 

3,28E+00 2,55E+01 7,19E+00 1,27E+01 3,59E+00 1,49E+00 2,65E+01 1,34E+00 7,37E+00 7,13E+00 
5 

3,45E+00 2,61E+01 7,36E+00 9,85E+00 3,68E+00 1,50E+00 3,01E+01 1,20E+00 6,79E+00 7,67E+00 

4,16E+00 9,25E+01 8,54E+00 7,17E+00 4,75E+00 1,41E+00 2,89E+01 1,20E+00 1,20E+01 1,19E+01 
7 

4,20E+00 8,69E+01 9,38E+00 7,10E+00 4,47E+00 1,41E+00 2,87E+01 1,14E+00 1,23E+01 1,13E+01 

3,33E+00 2,27E+07 8,54E+00 1,75E+01 4,00E+00 1,62E+00 8,00E+06 1,44E+00 1,17E+01 1,14E+01 
8 

3,44E+00 2,27E+07 8,68E+00 1,68E+01 4,55E+00 1,00E+00 1,01E+07 1,40E+00 1,56E+01 1,29E+01 

2,46E+00 1,79E+01 5,08E+00 5,22E+00 3,16E+00 1,33E+00 1,80E+01 1,20E+00 5,04E+00 5,42E+00 
10 

2,43E+00 1,87E+01 5,12E+00 5,29E+00 3,23E+00 1,39E+00 1,61E+01 1,21E+00 5,10E+00 6,05E+00 

3,07E+00 1,72E+01 6,12E+00 6,70E+00 3,23E+00 1,18E+00 1,27E+01 1,03E+00 6,10E+00 5,36E+00 
11 

3,38E+00 1,64E+01 4,74E+00 5,04E+00 2,75E+00 1,11E+00 1,43E+01 1,00E+00 5,33E+00 4,78E+00 

3,66E+00 2,30E+01 6,50E+00 9,85E+00 3,57E+00 1,41E+00 2,22E+01 1,24E+00 7,89E+00 6,11E+00 
14a 

3,53E+00 1,79E+01 7,29E+00 1,04E+01 3,54E+00 1,37E+00 2,42E+01 1,23E+00 5,62E+00 6,95E+00 

3,22E+00 2,28E+01 6,61E+00 6,01E+00 3,25E+00 1,35E+00 2,12E+01 1,10E+00 6,30E+00 5,66E+00 
14b 

3,23E+00 1,64E+01 6,36E+00 7,64E+00 3,37E+00 1,38E+00 2,11E+01 1,09E+00 6,25E+00 5,85E+00 

3,94E+00 1,04E+01 5,67E+00 6,90E+00 3,37E+00 1,56E+00 1,85E+01 1,20E+00 4,70E+00 8,07E+00 
17 

4,22E+00 0,00E+00 6,05E+00 7,14E+00 3,28E+00 1,36E+00 1,74E+01 1,20E+00 6,29E+00 8,39E+00 

3,15E+00 1,82E+01 5,56E+00 1,35E+01 3,30E+00 1,44E+00 1,44E+01 1,06E+00 7,79E+00 8,08E+00 
18 

2,78E+00 1,43E+01 6,58E+00 9,36E+00 3,00E+00 1,50E+00 1,50E+01 1,13E+00 8,03E+00 8,11E+00 

3,24E+00 1,69E+01 6,01E+00 6,18E+00 3,39E+00 1,41E+00 1,63E+01 1,21E+00 6,42E+00 6,36E+00 
21 

2,77E+00 1,76E+01 6,55E+00 6,47E+00 3,57E+00 1,40E+00 1,84E+01 1,26E+00 6,47E+00 6,85E+00 

n.b. - nicht bestimmt 
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Tabelle 78: Ursprungsdaten der Primärproben des zweiten Ringtests für das Verhältnis V3 

(C24:1ω9-OH / C25:0-OH) nach DIN ISO 5725 

 Merkmalsniveau 
Labor 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

3,13E+00 1,77E+00 1,06E+01 1,01E+00 3,63E+00 5,19E+00 1,90E+00 7,33E+00 9,82E-01 1,11E+01 1 
3,53E+00 1,98E+00 2,04E+01 1,03E+00 3,85E+00 4,23E+00 1,83E+00 8,28E+03 9,76E-01 1,54E+01 

5,05E+00 3,00E+00 1,51E+01 1,46E+00 6,64E+00 6,42E+00 3,25E+00 9,49E+00 5,43E+00 1,30E+012 
5,21E+00 2,97E+00 1,72E+01 1,35E+00 5,20E+00 6,26E+00 3,14E+00 5,44E+01 6,54E+00 1,01E+01

2,32E+00 1,69E+00 7,36E+00 7,43E-01 2,84E+00 3,88E+00 1,76E+00 5,24E+00 9,08E-01 6,10E+00 3 
2,91E+00 1,68E+00 7,89E+00 8,11E-01 2,75E+00 3,87E+00 1,67E+00 6,14E+00 8,65E-01 7,47E+00 

1,24E+01 6,34E+00 3,21E+01 2,54E+00 9,73E+00 1,49E+01 4,78E+00 2,07E+01 2,79E+00 2,75E+01 5 
1,15E+01 6,08E+00 2,84E+01 2,51E+00 1,58E+01 1,38E+01 4,82E+00 1,81E+01 2,93E+00 2,85E+01 

1,24E+01 5,18E+00 3,47E+01 2,98E+00 1,19E+01 1,83E+01 5,94E+00 2,56E+01 2,81E+00 4,87E+01 7 
1,21E+01 4,97E+00 3,70E+01 2,72E+00 1,24E+01 1,91E+01 6,07E+00 2,64E+01 2,86E+00 4,86E+01 

1,75E+00 9,12E-01 5,54E+00 5,56E-01 1,85E+00 2,50E+00 8,45E-01 2,96E+00 4,44E-01 5,31E+00 8 
1,74E+00 9,74E-01 5,65E+00 5,69E-01 1,71E+00 8,81E-06 1,28E+00 3,07E+00 5,41E-01 5,06E+00 

6,36E+00 3,68E+00 1,81E+01 1,21E+00 4,24E+00 1,27E+01 4,56E+00 1,17E+01 1,31E+00 1,58E+01 10 
6,02E+00 3,76E+00 1,79E+01 1,21E+00 4,22E+00 1,15E+01 4,36E+00 1,24E+01 1,27E+00 1,97E+01 

2,72E+00 1,57E+00 8,69E+00 7,86E-01 3,06E+00 4,08E+00 1,66E+00 6,68E+00 8,41E-01 9,05E+00 11 
2,72E+00 1,55E+00 8,40E+00 7,35E-01 2,99E+00 4,41E+00 1,70E+00 7,21E+00 8,29E-01 8,49E+00 

1,32E+01 6,33E+00 4,40E+01 3,50E+00 1,35E+01 1,79E+01 7,01E+00 2,97E+01 3,50E+00 4,19E+01 14a 
1,33E+01 6,42E+00 4,33E+01 3,41E+00 1,31E+01 1,92E+01 7,06E+00 3,16E+01 3,70E+00 3,86E+01 

1,17E+01 6,40E+00 4,17E+01 3,13E+00 1,28E+01 1,67E+01 6,91E+00 5,20E+03 3,53E+00 4,26E+01 14b 
1,24E+01 6,31E+00 4,08E+01 3,26E+00 1,29E+01 1,67E+01 7,11E+00 3,52E+01 3,51E+00 4,23E+01 

5,50E+00 4,58E+00 1,99E+01 1,97E+00 7,00E+00 1,33E+01 4,88E+00 1,39E+01 1,82E+00 2,60E+01 17 
5,59E+00 0,00E+00 1,94E+01 1,90E+00 7,61E+00 1,05E+01 4,31E+00 1,43E+01 1,97E+00 2,28E+01 

6,04E+00 3,64E+00 1,77E+01 1,73E+00 6,13E+00 9,30E+00 3,72E+00 1,21E+01 1,45E+00 1,62E+01 18 
6,16E+00 3,67E+00 1,72E+01 1,79E+00 6,30E+00 9,77E+00 3,81E+00 1,30E+01 1,44E+00 1,61E+01 

1,10E+01 5,29E+00 3,50E+01 3,01E+00 1,02E+01 1,57E+01 5,59E+00 2,44E+01 2,70E+00 3,14E+01 21 
1,10E+01 5,33E+00 3,42E+01 2,90E+00 1,08E+01 1,61E+01 5,78E+00 2,46E+01 2,86E+00 3,42E+01 

n.b. - nicht bestimmt 
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Tabelle 79: Ursprungsdaten der Primärproben des zweiten Ringtests für den von den Ver-

suchsteilnehmern ermittelten ZNS-Gehalt in Prozent (Merkmal 31-40) und das Tier-
alter in Monaten (Merkmal 41-44) beim Rind nach DIN ISO 5725 

 Merkmalsniveau 
Labor 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 

0,55 1,73 0,49 0,35 0,88 0,91 0,61 0,39 0,81 0,90 0,04 2,92 n.b. 16,91 1 
0,56 1,10 0,48 0,37 0,77 0,64 0,76 0,28 0,85 0,85 3,48 7,32 4,28 22,75 

0,65 1,81 0,56 0,48 0,89 1,03 0,72 0,53 0,81 1,04 n.b. 6,64 2,98 25,47 2 
0,56 1,44 0,52 0,42 1,00 0,97 0,63 0,31 0,68 0,99 n.b. 1,28 1,72 12,80 

0,57 1,50 0,44 0,34 0,75 0,90 0,64 0,44 1,03 0,26 n.b. n.b. n.b. n.b. 3 
0,55 1,58 0,52 0,36 0,81 0,89 0,66 0,43 1,08 0,77 n.b. n.b. n.b. n.b. 

0,58 1,62 0,49 0,34 0,86 1,24 1,11 0,87 1,81 1,24 1,88 72,23 n.b. 32,43 5 
0,63 1,59 0,95 0,35 0,85 1,49 1,21 0,77 1,98 1,31 3,20 51,03 4,86 28,15 

0,44 1,79 0,49 0,28 0,82 0,75 0,58 0,36 1,04 1,21 8,50 30,94 12,86 66,91 7 
0,47 1,75 0,54 0,40 0,96 0,73 0,55 0,40 0,97 0,74 8,79 30,46 10,76 69,54 

0,63 2,16 0,63 0,39 1,06 1,06 0,82 0,19 0,83 0,72 2,31 n.b. n.b. n.b. 8 
0,64 2,31 0,71 0,43 1,01 0,02 0,52 0,08 0,98 0,81 n.b. n.b. n.b. n.b. 

0,55 1,73 0,49 0,35 0,88 0,91 0,61 0,39 0,81 0,90 n.b. 16,43 1,00 15,04 10 
0,56 1,10 0,48 0,37 0,77 0,64 0,76 0,28 0,85 0,85 n.b. 16,89 1,51 15,50 

0,51 1,71 0,39 0,36 0,76 0,87 0,51 0,22 1,54 0,65 0,30 27,42 1,52 22,99 11 
0,58 1,22 0,35 0,26 0,70 0,67 0,38 0,27 1,10 0,55 2,62 15,03 n.b. 17,19 

0,55 1,54 0,47 0,37 0,75 0,86 0,67 0,42 1,09 0,82 4,73 50,99 4,08 36,38 14a 
0,53 1,56 0,47 0,38 0,83 0,80 0,65 0,43 1,23 0,69 3,79 54,84 3,86 19,41 

0,60 1,43 0,50 0,45 0,90 1,04 0,64 0,17 1,19 0,77 1,47 22,28 1,64 24,48 14b 
0,63 1,70 0,53 0,44 0,89 0,94 0,75 0,46 1,24 0,73 1,56 34,52 2,59 24,12 

0,58 1,78 0,38 0,23 0,77 0,46 0,63 0,35 1,30 0,82 n.b. n.b. 2,58 12,48 17 
0,36 n.b. 0,33 0,13 0,60 0,60 0,41 0,27 0,93 0,80 n.b. n.b. 1,90 24,40 

0,50 1,39 0,43 0,33 0,69 0,85 0,54 0,35 1,34 0,91 0,91 n.b. 2,03 35,57 18 
0,52 1,32 0,46 0,33 0,79 0,85 0,56 0,38 1,34 1,01 n.b. 47,33 n.b. 37,42 

0,55 1,52 0,51 0,34 0,81 0,86 0,62 0,44 1,11 0,80 1,62 23,60 2,70 25,36 21 
0,60 1,52 0,53 0,33 0,88 0,94 0,59 0,50 1,10 0,84 n.b. 25,75 4,07 25,74 

n.b. - nicht bestimmt 
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Tabelle 80: Arithmetische Mittelwerte des Verhältnisses V1 (C24:1ω9 / C24:1ω7) aus Tabelle 76 

 Merkmalsniveau 
Labor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 1,22E+01 2,36E+01 8,12E+00 2,40E+01 1,27E+01 3,83E+00 2,01E+01 5,08E+00 2,49E+01 7,21E+00

2 2,39E+01* 5,02E+01* 1,26E+01 6,31E+01 2,41E+01* 5,12E+00 7,31E+01 6,65E+00 4,60E+01** 1,11E+01

3 2,32E+00 4,17E+00 2,09E+00 3,09E+00 2,48E+00 1,29E+00 3,30E+00 1,24E+00 4,73E+01** 1,55E+00

5 7,01E+00 1,55E+01 6,25E+00 3,07E+01 8,39E+00 3,58E+00 1,82E+01 4,17E+00 1,81E+01 5,60E+00

7 1,62E+01 3,36E+01 1,28E+01 3,98E+01 1,64E+01 4,68E+00 1,08E+02 5,45E+00 9,28E+01** 1,12E+01

8 8,73E+00 2,09E+01 6,29E+00 1,26E+01 6,43E+00 3,88E+00 1,99E+01 5,83E+00 2,11E+01 6,64E+00

10 8,26E+00 1,54E+01 4,89E+00 4,98E+01 6,49E+00 2,70E+00 1,44E+01 2,33E+00 1,76E+01 4,87E+00

11 8,26E+00 1,54E+01 4,89E+00 4,98E+01 6,49E+00 2,70E+00 1,44E+01 2,33E+00 1,76E+01 4,87E+00

14a 1,37E+01 1,81E+01 8,34E+00 3,94E+03** 9,42E+00 3,63E+00 9,65E+03 4,42E+00 2,13E+01 7,39E+00

14b 1,07E+01 1,99E+01 7,89E+00 1,07E+04** 9,12E+00 3,76E+00 1,07E+04 1,45E+03** 2,15E+01 6,42E+00

17 8,13E+00 6,78E+00 8,22E+00 1,41E+01 9,63E+00 3,64E+00 1,75E+01 4,98E+00 1,81E+01 7,91E+00

18 9,42E+02** 2,13E+01 1,03E+01 2,36E+01 7,35E+00 4,13E+00 5,00E+04** 5,15E+00 2,52E+01 9,26E+00

21 8,28E+00 1,86E+01 8,16E+00 2,25E+01 9,16E+00 4,97E+00 1,83E+01 6,35E+00 1,72E+01 7,02E+00

** als statistischer Ausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 99% statistische Sicherheit)  
* als Fastausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 95% statistische Sicherheit) 
 
 
Tabelle 81: Arithmetische Mittelwerte des Verhältnisses V2 (C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH) aus 

Tabelle 77 

 Merkmalsniveau 
Labor 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

1 3,26E+00 2,73E+03** 7,75E+00 3,71E+00 3,21E+00 1,37E+00 2,77E+03** 1,29E+00 5,68E+00 6,41E+00

2 2,91E+00 2,15E+01 6,13E+00 3,56E+00 3,34E+00 1,21E+00 2,47E+01 1,16E+00 5,59E+00 6,48E+00

3 3,05E+00 1,64E+01 5,77E+00 5,40E+00 3,18E+00 1,45E+00 2,52E+01 1,32E+00 6,47E+00 5,76E+00

5 3,37E+00 2,58E+01 7,27E+00 1,13E+01 3,63E+00 1,49E+00 2,83E+01 1,27E+00 7,08E+00 7,40E+00

7 4,18E+00 8,97E+01** 8,96E+00 7,13E+00 4,61E+00 1,41E+00 2,88E+01 1,17E+00 1,22E+01 1,16E+01

8 3,39E+00 2,27E+07** 8,61E+00 1,71E+01* 4,28E+00 1,31E+00 9,06E+06** 1,42E+00 1,36E+01 1,21E+01

10 3,22E+00 1,68E+01 5,43E+00 5,87E+00 2,99E+00 1,14E+00 1,35E+01 1,01E+00 5,71E+00 5,07E+00

11 3,22E+00 1,68E+01 5,43E+00 5,87E+00 2,99E+00 1,14E+00 1,35E+01 1,01E+00 5,71E+00 5,07E+00

14a 3,60E+00 2,04E+01 6,89E+00 1,01E+01 3,56E+00 1,39E+00 2,32E+01 1,23E+00 6,76E+00 6,53E+00

14b 3,23E+00 1,96E+01 6,49E+00 6,83E+00 3,31E+00 1,36E+00 2,11E+01 1,10E+00 6,28E+00 5,76E+00

17 4,08E+00 5,18E+00* 5,86E+00 7,02E+00 3,33E+00 1,46E+00 1,80E+01 1,20E+00 5,49E+00 8,23E+00

18 2,96E+00 1,62E+01 6,07E+00 1,14E+01 3,15E+00 1,47E+00 1,47E+01 1,10E+00 7,91E+00 8,10E+00

21 3,01E+00 1,73E+01 6,28E+00 6,33E+00 3,48E+00 1,40E+00 1,73E+01 1,24E+00 6,44E+00 6,60E+00

** als statistischer Ausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 99% statistische Sicherheit)  
* als Fastausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 95% statistische Sicherheit) 
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Tabelle 82: Arithmetische Mittelwerte des Verhältnisses V3 (C24:1ω9-OH / C25:0-OH) aus 

Tabelle 78 

 Merkmalsniveau 
Labor 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

1 3,33E+00 1,87E+00 1,55E+01 1,02E+00 3,74E+00 4,71E+00 1,87E+00 4,14E+03** 9,79E-01 1,33E+01

2 5,13E+00 2,99E+00 1,61E+01 1,40E+00 5,92E+00 6,34E+00 3,20E+00 3,20E+01 5,99E+00 1,15E+01

3 2,62E+00 1,68E+00 7,62E+00 7,77E-01 2,80E+00 3,88E+00 1,72E+00 5,69E+00 8,87E-01 6,78E+00

5 1,19E+01 6,21E+00 3,02E+01 2,53E+00 1,28E+01 1,44E+01 4,80E+00 1,94E+01 2,86E+00 2,80E+01

7 1,23E+01 5,07E+00 3,59E+01 2,85E+00 1,21E+01 1,87E+01 6,00E+00 2,60E+01 2,84E+00 4,86E+01

8 1,75E+00 9,43E-01 5,59E+00 5,62E-01 1,78E+00 1,25E+00 1,06E+00 3,01E+00 4,93E-01 5,18E+00

10 2,72E+00 1,56E+00 8,54E+00 7,60E-01 3,03E+00 4,25E+00 1,68E+00 6,94E+00 8,35E-01 8,77E+00

11 2,72E+00 1,56E+00 8,54E+00 7,60E-01 3,03E+00 4,25E+00 1,68E+00 6,94E+00 8,35E-01 8,77E+00

14a 1,33E+01 6,38E+00 4,36E+01 3,45E+00 1,33E+01 1,85E+01 7,04E+00 3,07E+01 3,60E+00 4,03E+01

14b 1,20E+01 6,35E+00 4,12E+01 3,20E+00 1,28E+01 1,67E+01 7,01E+00 2,62E+03** 3,52E+00 4,24E+01

17 5,55E+00 2,29E+00 1,96E+01 1,93E+00 7,30E+00 1,19E+01 4,60E+00 1,41E+01 1,90E+00 2,44E+01

18 6,10E+00 3,65E+00 1,74E+01 1,76E+00 6,22E+00 9,53E+00 3,77E+00 1,25E+01 1,45E+00 1,61E+01

21 1,10E+01 5,31E+00 3,46E+01 2,96E+00 1,05E+01 1,59E+01 5,68E+00 2,45E+01 2,78E+00 3,28E+01

** als statistischer Ausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 99% statistische Sicherheit)  
* als Fastausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 95% statistische Sicherheit) 
 
 
 
Tabelle 83: Arithmetische Mittelwerte des ermittelten ZNS-Gehaltes (Merkmal 31-40) und des 

Tieralters in Monaten (Merkmal 41-44) der Spezies Rind aus Tabelle 79 

 Merkmalsniveau 
Labor 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 

1 0,56 1,41 0,49 0,36 0,82 0,78 0,68 0,34 0,83 0,87 2 5 4 20 

2 0,60 1,63 0,54 0,45 0,95 1,00 0,68 0,42 0,75 1,02 n.b. 4 2 19 

3 0,56 1,54 0,48 0,35 0,78 0,89 0,65 0,44 1,06 0,52 n.b. n.b. n.b. n.b. 

5 0,60 1,60 0,72 0,34 0,86 1,37* 1,16** 0,82** 1,90* 1,27 3 62 5 30 

7 0,45 1,77 0,51 0,34 0,89 0,74 0,57 0,38 1,01 0,98 9** 31 12** 68** 

8 0,63 2,24** 0,67 0,41 1,03 0,54 0,67 0,13 0,91 0,76 2 n.b. n.b. n.b. 

10 0,55 1,47 0,37 0,31 0,73 0,77 0,45 0,25 1,32 0,60 1 21 2 20 

11 0,55 1,47 0,37 0,31 0,73 0,77 0,45 0,25 1,32 0,60 1 21 2 20 

14a 0,54 1,55 0,47 0,38 0,79 0,83 0,66 0,43 1,16 0,75 4* 53 4 28 

14b 0,61 1,56 0,52 0,45 0,89 0,99 0,69 0,31 1,21 0,75 2 28 2 24 

17 0,47 1,78E 0,36 0,18 0,68 0,53 0,52 0,31 1,11 0,81 n.b. n.b. 2 18 

18 0,51 1,35 0,44 0,33 0,74 0,85 0,55 0,36 1,34 0,96 1 47 2 36 

21 0,58 1,52 0,52 0,34 0,85 0,90 0,60 0,47 1,10 0,82 2 25 3 26 
** als statistischer Ausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 99% statistische Sicherheit)  
* als Fastausreisser betrachtet (Grubbs-Test, 95% statistische Sicherheit) 
E - Einzelmessung 
n.b. - nicht bestimmt 
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Tabelle 84: Wiederholstandardabweichungen des Verhältnisses V1 (C24:1ω9 / C24:1ω7) aus 

Tabelle 76 

 Merkmalsniveau 
Labor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 0,73 1,05 0,93 4,97 0,50 0,18 3,68 0,21 4,31 0,25 

2 8,79 18,10 3,29 28,87 7,52 0,76 36,92 1,21 A 3,00 

3 1,77 0,37 0,62 7,36 0,60 0,11 2,52 0,00 A 0,20 

5 14,24 32,58 7,68 38,85 15,62 2,73 47,96 3,70 29,12 6,63 

7 0,24 0,34 0,06 0,16 0,09 0,07 0,30 0,24 A 0,10 

8 3,30 8,43 2,83 25,30 2,78 1,58 10,90 2,15 9,35 2,96 

10 0,27 0,44 0,29 11,72 2,72 0,13 0,43 0,09 0,51 0,08 

11 6,55 12,89 4,73 13,20 2,29 0,61 63,58 0,86 44,08 4,09 

14a 0,34 0,17 0,49 A 4,08 0,19 0,47 0,00 18,05 0,16 

14b 3,69 8,27 4,97 A 10,11 0,07 66,45 A 58,14 2,58 

17 2,88 1,52 1,26 4,13 2,00 1,46 7,60 1,72 3,15 1,15 

18 A 0,99 0,03 2,85 0,88 1,05 A 1,27 0,55 0,91 

21 0,25 0,16 0,23 0,02 0,35 0,10 0,37 0,24 0,40 0,17 

A - Ausreisser; E - Einzelmesswert; n.b. - nicht bestimmt 
 
 
Tabelle 85: Wiederholstandardabweichungen des Verhältnisses V2 (C24:1ω9-OH / C24:1ω7-

OH) aus Tabelle 77 

 Merkmalsniveau 
Labor 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

1 0,33 A 5,30 0,42 0,55 0,00 A 0,05 0,55 1,31 

2 0,43 3,83E+03 3,85 0,06 0,12 0,07 2,20 0,22 0,26 1,00 

3 0,04 3,76 0,10 0,51 0,12 0,09 2,33 0,23 1,20 0,80 

5 0,05 1,63 0,27 1,94 0,01 0,23 0,39 0,02 1,05 0,89 

7 0,05 A 0,07 0,76 0,12 0,02 A 0,05 0,35 0,06 

8 0,14 A 1,04 5,53 0,35 0,04 1,28 0,04 0,46 1,00 

10 0,13 0,47 0,12 2,01 0,06 0,00 2,51 0,10 0,41 0,38 

11 0,50 46,91 0,84 1,90 0,76 0,06 0,78 0,00 3,67 3,02 

14a 0,03 3,92 0,59 0,05 0,20 0,00 0,18 0,04 0,25 0,46 

14b 0,61 1,61E+07 0,60 7,32 0,33 0,15 5,66E+06 0,21 0,46 0,08 

17 0,08 31112,70 0,10 0,47 0,40 0,44 1,49E+06 0,02 2,78 1,05 

18 0,69 1,60E+07 2,55 8,18 0,99 0,23 7,15E+06 0,15 7,47 5,28 

21 0,02 0,54 0,03 0,04 0,05 0,05 1,39 0,01 0,04 0,45 

A - Ausreisser; E - Einzelmesswert; n.b. - nicht bestimmt 
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Tabelle 86: Wiederholstandardabweichungen des Verhältnisses V3 (C24:1ω9-OH / C25:0-OH) 

aus Tabelle 78 

 Merkmalsniveau 
Labor 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

1 0,28 0,15 6,92 0,01 0,16 0,68 0,05 A 0,00 3,01 

2 1,08 0,72 3,75 0,31 1,97 1,55 1,01 5,85E+03 3,15 1,69 

3 0,11 0,03 1,46 0,08 1,02 0,11 0,08 31,77 0,79 2,06 

5 2,04 0,91 6,93 0,43 1,67 1,68 0,98 34,78 3,98 2,82 

7 0,42 0,00 0,38 0,05 0,07 0,01 0,06 0,63 0,03 0,97 

8 6,70 3,30 17,09 1,22 4,94 7,82 2,20 10,28 1,36 14,14 

10 0,61 0,18 2,60 0,02 4,28 0,78 0,02 1,84 0,10 0,71 

11 0,65 0,64 4,46 0,33 2,77 3,15 0,79 5,31 0,09 14,31 

14a 0,22 0,15 1,67 0,19 0,37 0,55 0,09 0,61 0,03 0,11 

14b 7,33 2,87 22,28 1,53 7,45 11,71 3,69 A 1,71 30,58 

17 0,01 0,04 0,08 0,01 0,10 1,77 0,31 0,08 0,07 0,18 

18 3,27 1,91 8,78 0,45 1,79 8,97 2,32 6,12 0,54 7,61 

21 0,24 0,06 0,15 0,00 0,01 0,83 0,14 0,50 0,03 2,75 

A - Ausreisser; E - Einzelmesswert; n.b. - nicht bestimmt 
 
 
Tabelle 87: Wiederholstandardabweichungen des ermittelten ZNS-Gehaltes (Merkmal 31-40) 

und des Tieralters in Monaten (Merkmal 41-44) der Spezies Rind aus Tabelle 79 

 Merkmalsniveau 
Labor 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 

1 0,01 0,45 0,00 0,01 0,08 0,20 0,11 0,08 0,03 0,04 2,43 3,11 E 4,13 

2 0,06 0,51 0,05 0,08 0,09 0,27 0,03 0,18 0,03 0,14 n.b. 0,48 0,92 1,92 

3 0,06 0,27 0,03 0,04 0,08 0,04 0,06 0,15 0,09 0,03 n.b. 3,79 0,90 8,96 

5 0,01 0,04 0,06 0,05 0,18 0,05 A A 0,25 0,52 n.b. n.b. n.b. n.b.. 

7 0,02 0,06 0,05 0,01 0,05 0,01 0,01 0,01 0,03 0,36 E E E E 

8 0,02 A 0,02 0,02 0,03 0,25 0,32 0,30 0,52 0,33 E n.a. n.a. n.a. 

10 0,04 0,02 0,33 0,01 0,00 0,18 0,07 0,07 0,12 0,05 0,94 14,99 E 3,03 

11 0,13 0,14 0,33 0,05 0,02 0,53 0,44 0,29 0,67 0,07 3,75 14,20 5,66 27,41

14a 0,02 0,03 0,03 0,09 0,10 0,01 0,02 0,03 0,05 0,33 0,20 0,34 1,49 1,86 

14b 0,11 0,29 0,07 0,01 0,07 0,24 0,19 0,15 0,10 0,01 4,58 E E E 

17 0,01 0,11 0,06 0,03 0,04 0,73 0,21 0,08 0,10 0,06 n.b. n.b. E E 

18 0,06 0,42 0,16 0,06 0,09 0,63 0,06 0,22 0,12 0,06 E E E E 

21 0,01 0,45 0,00 0,01 0,08 0,20 0,11 0,08 0,03 0,04 E 0,33 0,36 0,33 

A - Ausreisser; E - Einzelmesswert; n.b. - nicht bestimmt 
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Abbildung 41: Aufsteigende Reihung der erzielten Messwerte jedes Teilnehmers für die Merk-
malesniveaus 31-40 (ZNS-Gehalt) und 41-44 (Tieralter) entsprechend Tabelle 83 
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A.4 Nachweis von spezifiziertem Risikomaterial in Fleischerzeugnissen und 
Tiermehlen - Methodenbeschreibung 

A.4.1 Anwendungsbereich 

Das beschriebene Verfahren gibt genaue Informationen über den Analysengang zur qualita-
tiven und quantitativen Erfassung von Geweben des zentralen Nervensystems (ZNS) in Flei-
scherzeugnissen auf der Grundlage von ZNS-typischen Fettsäuren als Marker. Basierend 
auf spezifischen Verhältnissen der detektierten ZNS-typischen Fettsäuren ist eine Charakte-
risierung des nachgewiesenen ZNS hinsichtlich Tierart und Tieralter möglich. Damit gestattet 
dieses Referenzverfahren eine Einschätzung bezüglich des Vorliegens von spezifiziertem 
Risikomaterial (SRM).  
 

A.4.2 Prinzip 

Das Verfahren basiert auf der Lösungsmittelextraktion der Lipide aus Fleischerzeugnissen, 
der Isolation komplexer Lipide aus den Gesamtlipiden durch Festphasenextraktion (SPE) mit 
anschließender Derivatisierung der Fettsäuren zu ihren Fettsäuremethylestern (FAME) sowie 
der Hydroxyfettsäuremethylester zu ihren Trimethylsilylderivaten. Die Analyse der FAME 
erfolgt mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS). 
 

A.4.3 Chemikalien und Geräte 

Interner Standard 

• Docosansäure, deuteriert,  
C22:0-2,2 D2 1 mg/ml in Chloroform  Larodan, Malmö, Schweden 

 
Standards zur Kalibration und zur Qualitätssicherung 

• Brühwurststandards zur Kalibration mit ZNS vom Schwein: 
o  0 % (RV-BW 0) 
o  0,5 % (RV-BW 0,5) 
o  1 % (RV-BW 1) 
o  3 % (RV-BW 3) 

• Brühwurststandard zur Qualitätssicherung mit ZNS vom Schwein: 
o  1 % (RV-BW 1) 

 
Lösungsmittel 

• 2-Methylpropanol p.a. Riedel de Haen, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
• Dimethylformamid (DMF), zur Synthese Merck, Darmstadt 
• Methanol p.a. Merck, Darmstadt 
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• n-Hexan p.a. Merck, Darmstadt 
andere Chemikalien 

• Methanolische Salzsäure, 3 N, p.a. Supelco, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
• Natriumchlorid, p.a. Merck, Darmstadt 
• Natriumsulfat, wasserfrei, p.a. Merck, Darmstadt 
• Seesand, gewaschen Merck, Darmstadt 
• Trimethylsilylimidazol (TMSIM) Supelco, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

 
Verbrauchsmaterialien  

• Einmalspritzen NORM-JECT®  Henke SASS Wolf, Tuttlingen  
• Eppendorf Multipette® 4780 Eppendorf, Hamburg 
• Eppendorf Pipette Research 100 µl Eppendorf, Hamburg 
• Eppendorf Pipette Reference 2500 µl Eppendorf, Hamburg 
• Mörser 12 cm Ø, mit Pistill VWR International, Darmstadt 
• Ausblasvorrichtung Mini-Vap 6´ er  Supelco, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
• Pipette 1000 µl ROTH. Karslruhe  
• Pasteurpipetten, Glas 2 ml VWR International, Darmstadt 
• Pipettenspitzen blau, 1ml VWR International, Darmstadt 
• Pipettespitzen gelb, 100 µl VWR International, Darmstadt 
• Pipettenspitzen weiß, 2,5 ml VWR International, Darmstadt 
• Reagenzröhrchen Pyrex® 16x100 mm,  

 Schraubdeckel mit PTFE-Einsatz VWR International, Darmstadt 
• Reagenzröhrchen Duran® 12x100mm,  

 Schraubdeckel mit PTFE-Einsatz Schott, Mainz 
• Strata SI-1 Silica (55µm, 70A) 3 ml, 

 500 mg Silicagel Phenomenex, Aschaffenburg  
• Vials 1,5 ml Agilent Technologies, Palo Alto, USA 
• Wägeschälchen, Diamant VWR International, Darmstadt  
• Zentrifugenröhrchen PP, 15 ml, mit Deckel VWR International, Darmstadt 
• Zentrifugenröhrchen, PP, 15 ml ohne Deckel VWR International, Darmstadt 
 

Laborgeräte 

• Abzug 
• Analysenwaage ST 200 (200 g ± 0,1 mg) Ströhlein, Kaarst 
• Gaschromatograph 6890N Agilent Palo Alto, CA, USA 
• Kapillarsäule HP-5MS, 60 m x 0,32 mm x 0,25 µm  Agilent Palo Alto, CA, USA 

(alternativ 30 m oder 100 m Länge) 
• Liner, split /splitless, 4mm ID,  

gepackt mit deaktivierter Glaswolle Supelco, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
• Quadrupol-Massenspektrometer 5973N Agilent Palo Alto, CA, USA 
• SUPELCO Visiprep™ DL Supelco, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
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• Trockenschrank, heiz- und regelbar Binder, Tuttlingen 
• Überkopfschüttler Reax 2 Heidolph, Kehlheim 
• Vortexer REAX top Heidolph, Kehlheim 
• Wasserbad, heiz- und regelbar Heidolph, Kehlheim 
• Zentrifuge Universal 32 Hettich, Tuttlingen 

 
Silylierungsreagenz 

1,5 ml Dimethylformamid (DMF) werden mit 0,75 ml Trimethylsilylimidazol (TMSIM) ge-
mischt. Die Lösung muss vor jeder Silylierung neu angemischt werden. Die hergestellte 
Menge ist ausreichend für die Silylierung von 15 Proben. 
 

Anmerkung: Das DMF muss unbedingt mindestens den Reinheitsgrad zur Synthese haben, 
da sonst darin gelöstes Wasser mit dem TMSIM reagiert. 

 

Arbeitsschutz: Dieser Arbeitsschritt muss unter dem Abzug erfolgen! 

 

A.4.4 Kalibration 

Die Kalibration erfolgt unter Einsatz von 4 Brühwurstkalibrationsstandards mit bekanntem 
ZNS-Gehalt (ZNS stammt vom Schwein). Für jeden Kalibrationspunkt wird eine Doppelbe-
stimmung durchgeführt. Die Einwaage an Kalibrationsstandards beträgt einheitlich 400 mg, 
die Aufarbeitung erfolgt analog der Probenaufarbeitung (ab Punkt 5.2). 
 
Kalibrationsstandards 

Es werden die Kalibrationsstandards nach Punkt 3.2. eingesetzt.  
 
Einwaage für Kalibration 

Die Kalibrationsstandards werden pro Bestimmung in einer Menge von 400 mg wie folgt ein-
gewogen:  
Ein Wägeschälchen wird auf der Analysenwaage auf Null tariert. Zuerst werden etwa 2 g 
körniges Na2SO4, wasserfrei auf dem Boden des Wägeschälchens verteilt und das genaue 
Gewicht (x1) notiert. Eine gleichmäßige Verteilung des Na2SO4 verhindert das Festkleben von 
Kalibrationsmaterial am Wägeschälchen. Anschließend wird ca. 1 g Kalibrationsstandard auf 
die Na2SO4-Schicht auf 5 mg genau eingewogen. Das angezeigte Gewicht (x2) wird ebenfalls 
notiert. Die Einwaage an Kalibrationsstandard (x3) wird errechnet aus der Gewichtsdifferenz 
zwischen dem angezeigten Gewicht (x2) und der Einwaage an Na2SO4 (x1).entsprechend der 
Formel x3= x2- x1. Dann werden ca. 3 g pulverisiertes Na2SO4, wasserfrei hinzu gegeben. 
Anschließend erfolgt das Auffüllen mit Seesand auf exakt das 10-fache der Einwaage 
(x4=10  * x3). Die Mischung wird in einen Mörser überführt und mit dem Pistill homogenisiert. 
Für eine Doppelbestimmung werden jeweils 4 g (3,98 g bis 4,02 g) (x5) des homogenen Ge-
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misches (x4) in ein Zentrifugenröhrchen, 15 ml mit Deckel, eingewogen. Die Einwaage an 
Kalibrationsstandard beträgt somit 400 mg. 
Aufarbeitung und Analyse der Kalibrationsstandards  

Die Aufarbeitung und Analyse der Kalibrationsstandards erfolgt analog der Aufarbeitung und 
Analyse der Proben, entsprechend 5.2ff und 6. Jede Kalibrationslösung wird dreimal analy-
siert (24 Messwerte). 
 
Auswertung 

Für jeden Kalibrationspunkt wird aus den beiden Messwerten der korrigierten Flächen 
(Q = AreaC24:0-OH / AreaIS) der Mittelwert berechnet. Die Mittelwerte werden zur Konstruktion 
der Regressionsgeraden verwendet. Dabei wird Q auf der Ordinate und die ZNS-
Konzentration c [%] auf der Abzisse aufgetragen. Somit ergibt sich die Regressionsgerade 
Q = m*c+b, die die Grundlage für die Quantifizierung der Probenanalysen bildet.  
 

A.4.5 Probenaufarbeitung 

A.4.5.1 Probeneinwaage für eine Doppelbestimmung 

Die Fleischerzeugnisse werden pro Analyse in einer Menge von 400 ± 25 mg wie folgt ein-
gewogen:  
Ein Wägeschälchen wird auf der Analysenwaage auf Null tariert. Zuerst werden etwa 2 g 
körniges Na2SO4, wasserfrei auf dem Boden des Wägeschälchens verteilt und das genaue 
Gewicht notiert (x1). Eine gleichmäßige Verteilung des Na2SO4 verhindert das Festkleben von 
Probenmaterial am Wägeschälchen. Anschließend werden 800 ± 50 mg Probenmaterial auf 
die Na2SO4-Schicht eingewogen (x2). Die Gewichtsdifferenz zwischen dem angezeigten Ge-
wicht (x2) und der Einwaage an Na2SO4 (x1) entspricht der Probeneinwaage für die Doppel-
bestimmung (x3). Dann werden ca. 3 g pulverisiertes Na2SO4, wasserfrei hinzugegeben und 
mit Seesand auf genau die 10-fache Menge (x4 = 10 * x3), also 8 g ± 0,5 g, der Probenein-
waage aufgefüllt. Die gesamte Menge wird in einen Mörser überführt und mit dem Pistill ho-
mogenisiert. Je etwa 4 g des homogenen Gemisches werden für eine Doppelbestimmung 
auf der Analysenwaage in ein Zentrifugenröhrchen, 15 ml mit Deckel, genau eingewogen. 
Die Einwaage an beprobtem Fleischerzeugnis beträgt 10% der Gemischeinwaage (ca. 4 g), 
also ca. 400 mg (Probeneinwaage E in der Berechnungsformel Punkt 7). Diesen Wert bitte 
notieren! 

Anmerkung: Die eingewogenen Proben können bis zur Probenvorbereitung im dicht ver-
schlossenen Zentrifugenröhrchen im Tiefkühlschrank (mind. -20°C) aufbewahrt werden. 

 
A.4.5.2 Lipidextraktion 

Auf das Gemisch aus Probe, Na2SO4 und Seesand im Zentrifugenröhrchen werden 2,5 ml 
Methanol pipettiert, das Zentrifugenröhrchen verschlossen und 2 x 10 sec zur Benetzung des 
Feststoffes gevortext. Anschließend erfolgt die Zugabe von 2,5 ml n-Hexan. Die Extraktion 
erfolgt durch einstündiges Schütteln der Zentrifugenröhrchen im Überkopfschüttler bei 
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Raumtemperatur. Anschließend werden 3 ml gesättigte NaCl-Lösung hinzugegeben, 
2 x 10 sec gevortext und 5 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Die obere Phase (erster Rohex-
trakt) wird mit einer Pasteurpipette entnommen und in das Vorratsgefäß der Festphasenex-
traktion pipettiert. Anschließend erfolgt eine zweite Extraktion der gleichen Probe mit 3 ml n-
Hexan, 5 min im Überkopfschüttler. Nach fünfminütigem Zentrifugieren bei 2000 rpm, wird 
erneut die obere Phase (zweiter Rohextrakt) mit einer Pasteurpipette entnommen und gleich-
falls in das Vorratsgefäß der Festphasenextraktion dieser Probe überführt. 
 
A.4.5.3 Festphasenextraktion (SPE, solid phase extraction) 

Einrichtung der Festphasenextraktion im Supelco Visiprep™ DL 

Der Ablauf der Arbeiten zur Festphasenextraktion ist in Abbildung 42 dargestellt. In den unte-
ren Teil der Apparatur werden Zentrifugenröhrchen (PP) ohne Verschluss eingesetzt (Schritt 
1) und die Apparatur mit dem Deckel verschlossen (Schritt 2). Die SPE Tubes werden auf 
den Deckel des Vakuum-Extraktors gesteckt (Schritt 3). Anschließend erfolgt das Befüllen 
der Tubes ca. 5 mm hoch mit körnigem Na2SO4, wasserfrei (Schritt 4). Auf jede Kartusche 
werden ein Adapter (Schritt 5) und eine PP-Spritze (5 ml) ohne Kolben als Vorratsgefäß 
(Schritt 6) aufgesetzt. 
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Durchführung der Festphasenextraktion 

Für die Konditionierung der Säulen erfolgt die Zugabe von 1 ml n-Hexan in jedes Tube zur 
Benetzung des Pulvers. Der Rohextrakt wird, wie bereits unter Kapitel 0 angegeben, in die 
Vorratsgefäße pipettiert und ohne Vakuum über die Kartusche laufen gelassen. Dann wer-
den auf gleiche Art mit 5 ml n-Hexan/2-Methylpropanol 90:10 (v/v) die Neutrallipide und frei-
en Fettsäuren eluiert. Durch Anlegen eines Vakuums werden anschließend eventuelle Reste 
der Lösungsmittel von der Säule gesaugt. Das erste Eluat wird verworfen und die PP-
Röhrchen gegen verschließbare Reagenzröhrchen, 16 x 100 mm, zur Aufnahme der eluier-
ten, komplexen Lipide ausgetauscht. 
Für die Elution der komplexen Lipide werden 7 ml Methanol auf die Säulen gegeben. Dieser 
Schritt erfolgt gleichfalls ohne Vakuum. Anschließend werden durch das Anlegen eines Va-
kuums die Säulen trocken gesaugt. Das Methanol-Eluat stellt den gereinigten Extrakt der 
komplexen Lipide dar. Diesem Reinextrakt werden 10 µl des inneren Standards C22:0-2,2-
D 2 entsprechend Punkt 3.1 zugesetzt. 

Arbeitsschutz: Dieser Arbeitsschritt muss unter dem Abzug erfolgen! 

 

Abbildung 42: Einrichtung der Festphasenextraktion im Supelco Visiprep™ DL 



05HS050 Validierung des SRM-Referenzverfahrens durch Ringtests 

Abschlussbericht Seite 168 

A.4.5.4 Aufkonzentrierung und Methylierung 

Die Reagenzröhrchen werden in ein 55 °C heißes Wasserbad gestellt. Unter Zuhilfenahme 
einer Abdampfvorrichtung (z.B. Mini-Vap 6´er) wird mittels Stickstoffstrom das Lösungsmittel 
abgedampft. Zum Abdampfrückstand gibt man 1 ml 3 N methanolischer Salzsäure und ver-
schließt das Röhrchen mittels Schraubverschluss hermetisch. Die Gläser werden kurz gevor-
text. 
Die Umesterung der komplex gebundenen Fettsäuren zu den Methylestern erfolgt bei 90 °C 
im Trockenschrank für 1,5 h. Danach werden die Proben auf Raumtemperatur abgekühlt.  

Arbeitsschutz: Dieser Arbeitsschritt muss unter dem Abzug mit Schutzhandschuhen und 
Schutzbrille erfolgen!  
Hinweis: Es ist wichtig, dass die Reagenzröhrchen dicht verschlossen werden,  da ein Ver-
lust an methanolischer Salzsäure zu falschen Ergebnissen führt! 

 
A.4.5.5 Gewinnung der FAME 

Die Gewinnung der FAME nach der Methylierung erfolgt durch Zugabe von 2 ml n-Hexan 
sowie 2 ml gesättigter NaCl-Lösung. Die Proben werden 2 x 10 sec gevortext und 5 min bei 
2000 rpm zentrifugiert. Die untere Phase aus NaCl-Lösung, Methanol und Salzsäure wird 
mittels einer Pasteurpipette abgesaugt und verworfen. Um eine vollständige Entfernung der 
Salzsäure sicher zu stellen, werden nochmals 2 ml NaCl-Lösung hinzugegeben, 2 x 10 sec 
gevortext und bei 2000 rpm 5 min zentrifugiert. Die obere Phase wird danach mit einer Pas-
teurpipette entnommen und in ein mit ca. 100 mg körnigem Na2SO4, wasserfrei, gefülltes und 
verschließbares Reagenzglas 12x100 mm überführt. Das Lösungsmittel, n-Hexan, wird, wie 
bereits in Kapitel 0 beschrieben, in einem 55 °C heißen Wasserbad unter Stickstoffstrom 
abgedampft. 

Arbeitsschutz: Dieser Arbeitsschritt muss unter dem Abzug erfolgen! 

 
A.4.5.6 Silylierung 

Zu jeder Probe werden 150 µl des Gemisches aus Trimethylsilylimidazol (TMSIM) und Di-
methylformamid (DMF) (2:1, v/v) nach Punkt 3.7 gegeben. Das Reagenzglas wird verschlos-
sen, kurz gevortext und 5 min bei 100°C im Trockenschrank belassen. Anschließend wird 1 
ml n-Hexan zugegeben und die Mischung 5 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Der klare Über-
stand wird mittels Pasteurpipette in ein 1,5 ml Vial überführt. Das Vial wird verschlossen und 
steht für die GC-MS-Analyse bereit. 

Arbeitsschutz: Dieser Arbeitsschritt muss unter dem Abzug erfolgen 
Anmerkung: Bei Auftreten von Problemen, die während der einzelnen Arbeitschritte ent-
standen sind, bitte in die Auswertungstabelle unter Probleme die entsprechende Codierung 
des Fehlerschlüssels und gegebenenfalls Erläuterungen eintragen. 
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A.4.6 GC-MS-Analyse 

Gaschromatographische Parameter 

Die gaschromatographischen Parameter richten sich nach Art und Dimension der Kapillar-
säule und sind vom Anwender anzupassen. 
Empfohlene Parameter: 
 
für eine: 60 m Säule HP-5MS (0,32 mm ID, 250 µm Filmdicke) 
- Splitlose Injektion (Split nach 2 min: 10:1, ,15 ml/min) 
- Liner: Split/splitless Liner, mit deaktivierter Glaswolle gepackt, 4mm ID 
- Injektortemperatur: 280 °C  
- Probenmenge: 1 µl 
- Trägergas: Helium (constant flow 1,5 ml/min, v = 32 cm/s) 
- Temperaturprogramm: 
  90°C (1 min)  20°C/min bis 140°C  12°C/min bis 260°C  2°C/min bis 295°C (4 

min)  Post Run: 305°C (5 min) 
 
für eine 30 m Säule HP-5MS (0,25 mm ID, 250 µm Filmdicke) 
- Splitlose Injektion (Split nach 2 min: 10:1, ,15 ml/min) 
- Liner: Split/splitless Liner, mit deaktivierter Glaswolle gepackt, 4mm ID 
- Injektortemperatur: 280 °C  
- Probenmenge: 1 µl 
- Trägergas: Helium (constant flow 1,1 ml/min) 
- Temperaturprogramm: 
 90°C (0,5 min)  39°C/min bis 140°C  23°C/min bis 260°C  4 °C/min bis 295°C (1 

min)  Post Run: 315°C (5 min) 
 
Massenspektrometrische Parameter 

- EI-Modus, 70 eV 
- SIM -Modus 
- Transfer line 280 °C 
- Ionenquelle 250 °C 
- Quadrupol 150 °C 
Die quantitative Analyse der Proben erfolgt im SIM-Modus. Empfohlen wird die Detektion der 
SIM-Ionen in definierten Zeitfenstern entsprechend der Retentionszeit (z.B. C22:0 D2: 18,3 - 
18,7 min, siehe Tabelle 88). Unter den angegebenen. Analysebedingungen gelten folgende 
in Tabelle 88 angeführten Retentionszeiten als Richtwerte (bei Verwendung einer 30 m Ka-
pillarsäule) und folgende detektierte Massen: 
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Tabelle 88: Retentionszeiten und SIM-Massen der Fettsäuremethylester (* IS) 

Fettsäuremethylester (FAME) Kurzbezeichnung Retentionszeit 
(min) 

Massenzahlen 
(amu) 

*Docosansäure 2,2-D2 *C22:0 D2 18,5 76, 356 

ω9-Tetracosensäure C24:1ω9 21,1 348 

ω7-Tetracosensäure C24:1ω7 21,2 348 

ω9-Hydroxy-Tetracosensäure C24:1-OHω9, sil 24,2 73, 409, 453 

ω7-Hydroxy-Tetracosensäure C24:1-OHω7, sil. 24,4 73, 409, 453 

2-Hydroxy-Tetracosansäure C24:0-OH, sil. 24,6 73, 411, 455 

2-Hydroxy-Pentacosansäure C25:0-OH, sil. 26,5 425, 469 
 
Zur Auswertung der Chromatogramme können sowohl ein automatischer Integrationsalgo-
rithmus als auch die manuelle Integration eingesetzt werden. 

Anmerkung: Bitte die Integration der Peakflächen über die Summe der angegebenen 
SIM-Massen durchführen und nicht über ein ausgewähltes Ion! 
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A.4.7 Auswertung 

Berechnung des ZNS-Gehaltes 

Für die Berechnung des ZNS-Gehaltes c [%] der Proben werden die Parameter m und b aus 
der Regressionsgeraden Q = m*c+b herangezogen (Punkt 4.4). Unter Einbeziehung der 
Probeneinwaage E (Punkt 5.1) ergibt sich folgende Beziehung für die Ermittlung des ZNS-
Gehaltes der Probe: 
 
 
 
 
Es bedeuten: 
c = ZNS-Gehalt [%] 
Q = Flächenverhältnis der Peaks C24:0-OH, sil. / C22:0 2,2-D2 (innerer Standard) 
EK = Einwaage der Kalibrationsstandards [g] = 0,4 g 
E = Probeneinwaage [g] 
b = Ordinatenabschnitt 
m = Anstieg der Regressionsgeraden [1/%] 
 
Differenzierung zwischen ZNS-positiven und –negativen Proben 

Zur Unterscheidung zwischen ZNS-positiven und – negativen Proben, wird der nach 7.1 er-
mittelte ZNS-Gehalt der Probe herangezogen. Proben mit einem ZNS-Gehalt < 0,2% werden 
als ZNS-negativ eingestuft. Proben mit ZNS-Gehalten > 0,2% gelten als ZNS-positiv. Nur bei 
positiven Proben erfolgt die Bestimmung der Tierart und des Tieralters. 
 
Bestimmung von Tierart des detektierten ZNS 

Basierend auf  den Peakflächen der in Tabelle 1 angegebenen Fettsäuren erfolgt die Be-
stimmung der Tierart nach folgendem Schema. 

m

b
E

E
Q

c
K −⋅

=
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Die ersten beiden Verhältnisse (C24:1-OH ω9/ω7 und C24:1-OHω9/C25:0-OH) dienen zur 
Unterscheidung zwischen Wiederkäuern (WdK) und Nicht-Wiederkäuern. Es müssen beide 
Bedingungen erfüllt sein! Die weiteren angegebenen Verhältnisse ermöglichen eine Differen-
zierung zwischen Rind und Schaf bei den Wiederkäuern und Schwein und Geflügel bei den 
Nicht-Wiederkäuern. 

Anmerkung: Handelt es sich eindeutig um eine ZNS-positive Probe, können aber nicht alle 
Fettsäuren für die Tierartbestimmung nachgewiesen werden, so sind alle Peakflächen der 
nicht detektierten Fettsäuren = 1 zu setzen. 
 

Bestimmung des Tieralters bei den Tierarten Rind und Schaf 
Für die Einordnung des detektierten ZNS zu den spezifizierten Risikomaterialien ist die Tier-

altersbestimmung bei Rinder- und Schaf-ZNS notwendig. Für die Ermittlung des Tieralters 

bei Rind und Schaf wird das FAME-Verhältnis C24:1ω9-OH / ω7-OH genutzt.  

 

Regressionsfunktionen zur Bestimmung des Tieralters bei Rind: 

Alter = 7,4726 * VH - 22,607 
Es bedeutet: 

VH= Verhältniswert für C24:1-OH ω9/ C24:1-OH ω7 

Probe

C24:1-OHω9/ω7 >3,0 und
C24:1-OH ω9/C25:0-OH <30

kein WdK WdK

SchweinGeflügel Rind Schaf

C24:1-OH ω9/ω7 >2,5 und
C24:1-OH ω9/C25:0-OH >37

(C24:1 ω9/ω7)/
(C24:1-OH ω9/ω7)

<2>2

nein ja

neinja

Probe

C24:1-OHω9/ω7 >3,0 und
C24:1-OH ω9/C25:0-OH <30

kein WdK WdK

SchweinGeflügel Rind Schaf

C24:1-OH ω9/ω7 >2,5 und
C24:1-OH ω9/C25:0-OH >37

(C24:1 ω9/ω7)/
(C24:1-OH ω9/ω7)

<2>2

nein ja

neinja

Abbildung 43: Schema zur Bestimmung der Tierart bei ZNS-positiven Proben 
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Bestimmung der Alterskategorien bei Schafen: 
 

Tabelle 89: Parameter zur Bestimmung des Alters der Tierart Schaf 

Tierart und Alter (Monate) C24:1ω9 / C24:1ω7 C24:1ω9-OH / C24:1ω7-OH 

Schaf > 12 Monate >12 >10 

Lamm < 12 Monate <12 <10 
 
Qualitätsnachweis 

Mit Hilfe von Qualitätsregelkarten des Internen Standards und des Brühwurststandards RV-
BW 1 erfolgt die laufende Prozess- und Präzisionskontrolle. Die Präzision der Aufarbeitung 
ab Punkt 0 wird mittels des detektierten ZNS-Gehaltes des RV-BW-1 Standards, der Be-
standteil jeder Sequenz ist, kontrolliert. Ein Über- bzw. ein Unterschreiten der Warngrenzen 
Mittelwert ± 2fache Standardabweichung (MW ± 2σ) kann bei einmaligen Auftreten toleriert 
werden. Erfolgt jedoch das Über- bzw. Unterschreiten der Eingriffsgrenze (MW ± 3σ), so ist 
das Ergebnis der Messung zu verwerfen. Die Kontrolle des RV-BW 1, der bei jeder Sequenz 
mitläuft, dient der Überprüfung der korrekten Extraktion und SPE-Aufarbeitung. Für diesen 
Standard wurden beispielhaft die in Tabelle 90 stehenden Grenzwerte ermittelt. 
 

Tabelle 90: Beispiel für Grenzwerte des ZNS-Gehaltes für die Probe RV-BW 1 

FAME  Mittelwert  
obere 

Warngrenze
untere Warn-

grenze  
obere Ein-

griffsgrenze 
untere Ein-
griffsgrenze  

ZNS [%] 1,01 1,17 0,84 1,25 0,75 

 
Anmerkung: Eine Sequenz kann, abhängig von der Größe des SPE-Vakuum-Extraktors, 
auch weniger oder mehr Proben umfassen. 
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A.5 Publikationen im Berichtszeitraum 

Vortrag im Rahmen des 4. Leipziger Tierärztekongresses 17.-19.01.2008 
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Vortrag im Rahmen der 61. Arbeitstagung des ALTS 09.-11.06.2008 
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13th International Symposium of Separation Sciences (ISSS), High Tatras, Slovakia, 27.-
29.6.2007
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Prion 2007, Edinburgh, Schottland 26.-28.09.2007 
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Prion 2007, Konferenz, Edinburgh, Schottland 26.-28.09.2007 
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27th International Symposium on Chromatography, Münster, September 21 – 25, 2008 
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