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Herstellung von Referenzmaterialien für internationale 
Laborvergleichsuntersuchungen 

Production of reference materials for international interlaboratory comparisons 
 

W. JIRA und K.-H. SCHWIND 
Zusammenfassung 
 
Die Verordnung (EG) Nr. 882/2004 sieht die Benennung von Gemeinschaftsreferenzlabora-
torien (CRLs) und Nationalen Referenzlaboratorien (NRLs) vor. Die CRLs sollen insbeson-
dere Laborvergleichsuntersuchungen durchführen. Am Max Rubner-Institut (MRI) in Kulm-
bach wurden die für die EU-weiten Laborvergleichsuntersuchungen benötigten Referenz-
materialien für die CRLs für Dioxine (PCDD/F) und Polychlorierte Biphenyle (PCB) und Poly-
cyclische Aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) hergestellt. Als Referenzmaterialien für 
Dioxine und PCB wurden Brühwurstvollkonserven mit Schweinefleisch (geringere Dioxin- 
und PCB-Gehalte) und Rindfleisch (höhere Dioxin- und PCB-Gehalte) hergestellt (jeweils 
1000 Dosen je 50 g), deren Homogenität durch Fettbestimmung von 24 zufällig 
ausgewählten Proben überprüft wurde. Als Referenzmaterialien mit den 15 + 1 EU-PAK als 
Zielanalyten wurden verschiedene Wurst- und Fischmaterialien hergestellt. Im Rahmen der 
Produktion der Wurstmaterialien wurden vier Chargen Brühwurstvollkonserven mit PAK-
dotiertem Olivenöl angefertigt. PAK-Homogenitätsuntersuchungen von 10 zufällig 
ausgewählten Dosen ergaben nur geringe prozentuale Standardabweichungen für die 
einzelnen PAK-Verbindungen im Bereich von ca. 5 %. Beim Fischmaterial wurde ein 
Brühwurst-ähnliches, schnittfestes Produkt hergestellt. Hierbei wurden drei Chargen mit 
dotiertem Öl und eine Charge mit „natürlich“ kontaminiertem Öl produziert, welches durch 
Ölextraktion eines Primärrauchkondensat-Abfallproduktes gewonnen wurde. Von den vier 
Chargen wurden jeweils 10 Fettbestimmungen (Fettgehalte etwa 20 %) durchgeführt, die 
sehr geringe Variationskoeffizienten für die unterschiedlichen Chargen im Bereich von 0,13 
bis 0,21 ergaben. 
 
 

Summary 
 
Regulation (EC) No 882/2004 is the legal basis for the nomination of community reference 
laboratories (CRLs) and national reference laboratories (NRLs). The CRLs are particularly 
responsible for the organisation of interlaboratory comparisons. At the Max Rubner-Institut 
(MRI) in Kulmbach reference materials required for interlaboratory comparisons for the CRLs 
for dioxins (PCDD/Fs) and polychlorinated biphenyls (PCBs) and polycyclic aromatic hydro-
carbons (PAHs) were produced. As reference materials for dioxins and PCBs fully-preserved 
boiled sausages of pork meat (lower contents of dioxins and PCBs) and beef (higher con-
tents of dioxins and PCBs) were manufactured (1000 cans per 50 g each). Homogeneity of 
samples was checked by determining the fat contents of 24 randomly selected samples. As 
reference materials with the 15 + 1 EU priority PAHs as analyte molecules meat and fish 
materials were produced. Within the fabrication of meat materials four batches of fully-
preserved boiled sausages using olive oil spiked with PAHs were produced. In order to check 
the homogeneity of PAHs in these materials 10 randomly selected samples were analysed. 
The relative standard deviation for the single PAH compounds was in the range of 5 %. A 
fish containing boiled sausage like, sliceable material was produced. Three fish containing 
batches were produced with spiked olive oil and one batch with “naturally” contaminated oil, 
which resulted from extraction of a waste product of primary smoke condensate production. 
To check the homogeneity of the four fish materials 10 samples were analysed with respect 
to their fat contents (about 20 %), which showed good variation coefficients for the various 
batches in the range of 0.13 to 0.21.  
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Die Verordnung (EG) Nr. 882/2004 des 
Europäischen Parlaments und des Rates 
vom 29. April 2004 sieht im Hinblick auf 
eine Überprüfung der Einhaltung des Le-
bens- und Futtermittelrechts in der Euro-
päischen Union die Benennung von Ge-
meinschaftsreferenzlaboratorien (commu-
nity reference laboratories; CRLs) und Na-
tionalen Referenzlaboratorien (NRLs) vor. 
Die CRLs sollen unter anderem die NRLs 
über Analysenmethoden informieren, La-
borvergleichsuntersuchungen unter Teil-
nahme der jeweiligen NRLs durchführen, 
die Koordinierung der praktischen Rege-
lungen für die Anwendung neuer Ana-
lyseverfahren übernehmen und die NRLs 
über analytische Fortschritte informieren. 
Darüber hinaus sollen die CRLs Weiter-
bildungskurse für NRLs durchführen und 
wissenschaftliche und technische Unter-
stützung für die EU-Kommission in Fällen 
leisten, in denen Mitgliedsstaaten Wider-
spruch gegen Analysenergebnisse ein-
legen. Die Aufgaben der NRLs bestehen 
im Wesentlichen in einer engen Zusam-
menarbeit mit dem zuständigen CRL, der 
Koordination der Tätigkeit der amtlichen 
Laboratorien und der Durchführung von 
vergleichenden Tests zwischen den amt-
lichen nationalen Laboratorien. Die NRLs 
sollen ferner sicherstellen, dass die vom 
CRL gelieferten Informationen an die amt-
lichen nationalen Laboratorien weiter-
geleitet werden. 
 
Für die von den CRLs durchzuführen- 
den Laborvergleichsuntersuchungen unter 
Teilnahme der NRLs werden Referenz-
materialien benötigt. Dies erfordert die Be-
reitstellung von homogenem und stabilem 
Probenmaterial für alle teilnehmenden 
NRLs, um die analytische Leistungsfähig-
keit der Laboratorien dokumentieren zu 
können und gegebenenfalls methodische 
und laborspezifische Schwächen aufzu-
decken. Eine konkrete Benennung der 
CRLs für die verschiedenen Rückstände 
und Kontaminanten erfolgte in der Verord-
nung (EG) Nr. 776/2006 der Kommission 
vom 23. Mai 2006. In dieser Verordnung 
wurden als „Gemeinschaftsreferenzlabora-
torien für Futtermittel und Lebensmittel“ 
unter anderem als CRL für Dioxine und 
PCB das Chemische und Veterinärunter-
suchungsamt (CVUA) Freiburg und als 

CRL für Polycyclische Aromatische Koh-
lenwasserstoffe (PAK) die Gemeinsame 
Forschungsstelle der Kommission in Geel, 
Belgien benannt. Höchstgehalte für Di-
oxine, PCB und PAK in Lebensmitteln sind 
in der Verordnung (EG) Nr. 1881/2006 der 
Kommission vom 19. Dezember 2006 
(„Kontaminantenverordnung“) festgesetzt. 
Hier gelten im Bereich der Dioxine und 
PCB Höchstgehalte für Dioxine und für die 
Summe aus Dioxinen und dioxinähnlichen 
PCB auf Basis von sogenannten Toxizi-
tätsäquivalenten (VAN DEN BERG et al., 
1998), die sich aus insgesamt 7 Polychlo-
rierten Dibenzo-p-dioxinen (PCDD), 10 
Polychlorierten Dibenzofuranen (PCDF) 
und 12 dioxinähnlichen PCB-Verbindun-
gen errechnen. Dabei gelten für die  
Tierarten Rinder/Schafe, Geflügel und 
Schwein unterschiedliche Höchstgehalte, 
die für Dioxine (WHO-PCDD/F-TEQ) bei 
Rindern und Schafen 3,0 ng/kg Fett, bei 
Geflügel 2,0 ng/kg Fett und bei Schweinen 
1,0 ng/kg Fett betragen. Für Dioxine und 
dioxinähnliche PCB gelten folgende Sum-
menhöchstgehalte (WHO-PCDD/F-PCB-
TEQ): Rinder und Schafe 4,5 ng/kg Fett, 
Geflügel 4,0 ng/kg Fett und Schweine 1,5 
ng/kg Fett. Neben den Höchstgehalten für 
Dioxine und die Summe aus Dioxinen und 
dioxinähnlichen PCB existieren gemäß der 
Empfehlung der Kommission 2006/88/EG 
auch freiwillig anzuwendende Auslöse-
werte für Dioxine und für dioxinähnliche 
PCB, die unterhalb der Höchstgehalte lie-
gen und als Frühwarnsystem dienen (BVL, 
2009). Auslösewerte sind ein Instrument, 
um Kontaminationsquellen zu identifizie-
ren und diese so weit wie möglich einzu-
schränken oder zu beseitigen, bevor eine 
Überschreitung des Höchstgehaltes in Le-
bensmitteln eintritt. Da Dioxine und dioxin-
ähnliche PCB aus unterschiedlichen Quel-
len stammen, wurden jeweils getrennte 
Auslösewerte festgelegt. Diese liegen für 
Dioxine (WHO-PCDD/F-TEQ) im Fleisch 
von Wiederkäuern (Rinder, Schafe) bei 1,5 
ng/kg Fett, für Geflügel bei 1,5 ng/kg Fett 
und für Schwein bei 0,6 ng/kg Fett. Die 
Auslösewerte für dioxinähnliche PCB 
(WHO-PCB-TEQ) liegen in Wiederkäuern 
(Rinder, Schafe) bei 1,0 ng/kg Fett, für 
Geflügel bei 1,5 ng/kg Fett und für 
Schwein bei 0,5 ng/kg Fett. 
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Für PAK sieht die Kontaminantenverord-
nung Höchstgehalte für Benzo[a]pyren 
(BaP) in verschiedenen Lebensmittelgrup-
pen vor. Für geräuchertes Fleisch und ge-
räucherte Fleischerzeugnisse bzw. Mus-
kelfleisch von geräucherten Fischen und 
geräucherten Fischereierzeugnissen be-
trägt dieser Höchstgehalt 5 µg/kg Frisch-
masse (FM). Darüber hinaus empfiehlt die 
Kommission eine genauere Ermittlung der 
Mengen von 15 PAK-Verbindungen, die 
vom Scientific Commitee on Food (SCF) 
als prioritär eingestuft wurden (15 SCF-
PAK), um die Eignung von Benzo[a]pyren 
als Marker für die verschiedenen Lebens-
mittelgruppen überprüfen zu können 
(2005/108/EG). Dabei handelt es sich um 
die PAK-Verbindungen Benzo[a]anthracen 
(BaA), Chrysen (CHR), Cyclopenta[c,d] 
pyren (CPP), 5-Methyl-chrysen (5MC), 
Benzo[b]fluoranthen (BbF), Benzo[k]fluor-
anthen (BkF), Benzo[j]fluoranthen (BjF), 
Benzo[a]pyren (BaP), Dibenzo[a,h]anthra-
cen (DhA), Indeno[c,d]pyren (IcP), Benzo-
[g,h,i]perylen (BgP), Dibenzo[a,l]pyren 
(DlP), Dibenzo[a,e]pyren (DeP), Dibenzo-
[a,i]pyren (DiP) und Dibenzo[a,h]pyren 
(DhP). Die Europäische Lebensmittel-
behörde (European Food Safety Authority 
– EFSA) empfiehlt zudem, das vom Joint 
FAO/WHO Experts Committee on Food 
Additives (JECFA) als besonders relevant 
eingeschätzte Benzo[c]fluoren (BcL) ana-
lytisch mit zu erfassen (JECFA/64/SC). 
 
Herstellung von Referenzmaterialien  
für Dioxine und PCB 
 
Die Europäische Kommission geht davon 
aus, dass über 90 % der Aufnahme des 
Menschen an Dioxinen und dioxinähnli-
chen PCB über die Lebensmittel erfolgt. 
Innerhalb der Gruppe der Lebensmittel 
liefern vom Tier stammende Lebensmittel 
mit einem Anteil von etwa 80 % den 
größten Beitrag (2006/13/EG). Eine wich-
tige Eintragsquelle stellen dabei Futter-
mittel dar, da zahlreichen Studien gezeigt 
haben, dass ein Transfer (Carry-over) von 
Dioxinen und PCB vom Futtermittel in 
Gewebe von landwirtschaftlichen Nutztie-
ren stattfindet. Aufgrund dieser Tatsache 
wurde bei der Herstellung von Referenz-
materialien für Dioxine und PCB in Fleisch 
auf eine Dotierung des Materials mit Stan-

dardverbindungen bewusst verzichtet und 
lediglich auf durch Umwelteinflüsse be-
lastetes Fleisch zurückgegriffen, um ein 
möglichst realistisches und praxisnahes 
Material zur Verfügung stellen zu können. 
Die Vorauswahl des verwendeten Flei-
sches erfolgte aufgrund der Kenntnis der 
aktuellen Belastungssituation von Dioxi-
nen und PCB in Fleisch aus den Resulta-
ten des Forschungsprojektes „Statuserhe-
bung zu Dioxinen und PCB in Futter- und 
vom Tier stammenden Lebensmitteln“, das 
am Max Rubner-Institut (MRI) in Kulmbach 
im Auftrag des Bundesministeriums für 
Ernährung, Landwirtschaft und Verbrau-
cherschutz (BMELV) durchgeführt wurde. 
Im Rahmen dieses Projektes wurden ins-
gesamt 165 Fleischproben (55 Schweine-
fleischproben, 49 Geflügelproben, 57 
Rindfleischproben und 4 Schafproben) 
hinsichtlich ihrer Gehalte an dioxinähnli-
chen PCB untersucht. Die Verteilung des 
WHO-PCB-TEQ [ng/kg] dieser 165 Proben 
ist in Abbildung 1 in der Box-Whiskers-
Darstellung aufgezeigt. 
 
Aus der Grafik ist deutlich zu ersehen, 
dass Schweinefleisch am geringsten und 
Rindfleisch in der Regel stärker mit dioxin-
ähnlichen PCB belastet ist. Einen nicht 
unerheblichen Grund hierfür scheint das 
Schlachtalter dieser Tiere darzustellen. 
Fleischrinder sind bei Schlachtung etwa 
20 Monate alt, Schweine etwa 6 Monate. 
Geflügelfleisch nimmt eine Mittelstellung 
ein. Der Median (50-Perzentil) des WHO-
PCB-TEQ beträgt für Schweinefleisch 
0,06 ng/kg Fett und liegt damit etwa um 
den Faktor 10 unter dem Auslösewert von 
0,5 ng/kg Fett. Dieser Auslösewert wurde 
nur von einigen wenigen Extremwerten 
überschritten. Für Geflügelfleisch betrug 
der Median des WHO-PCB-TEQ 
0,11 ng/kg Fett und lag damit mehr als 
den Faktor 10 unter dem PCB-
Auslösewert von 1,5 ng/kg Fett, der nur 
von einer einzigen Probe überschritten 
wurde. Rindfleisch (inklusive Kalbfleisch) 
wies im Median einen WHO-PCB-TEQ 
von 0,9 ng/kg Fett auf. Somit lag der 
Median des WHO-PCB-TEQ nur knapp 
unter dem PCB-Auslösewert von 1 ng/kg 
Fett. Das Maximum (ohne Ausreißer und 
Extremwerte) lag mit einem Wert von 
6,1 ng/kg etwa einen Faktor von 6 über 
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Abb. 1: WHO-PCB-TEQ [ng/kg Fett] in verschiedenen Fleischarten (N = 165) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Abb. 2: WHO-PCDD/F-TEQ [ng/kg Fett] in verschiedenen Fleischarten (N = 169) 
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dem Auslösewert. Die vier untersuchten 
Schaffleischproben deuten darauf hin, 
dass Schaffleisch bezüglich des WHO-
PCB-TEQ ein ähnliches Kontaminations-
niveau aufweisen wie Rindfleischproben.  
 
Ferner wurden 169 verschiedene Fleisch-
proben (Schwein, Geflügel, Rind und 
Schaf) hinsichtlich ihrer Gehalte an den 17 
WHO-PCDD/F untersucht. Die Verteilung 
des WHO-PCDD/F-TEQ [ng/kg Fett] die-
ser 169 Proben ist in Abbildung 2 auf-
gezeigt. 
 
Der Median des WHO-PCDD/F-TEQ lag 
bei Schweinefleisch (0,1 ng/kg Fett) und 
Geflügelfleisch (0,11 ng/kg Fett) etwa auf 
gleichem Niveau. Das Fleisch der Wieder-
käuer Rind (Median 0,24 ng/kg Fett) und 
Schaf (Median 0,19 ng/kg Fett) wies signi-
fikant höhere Dioxingehalte auf. Die 
Maximalwerte (ohne Ausreißer und Ex-
tremwerte) lag bei Schweinefleisch und 
Geflügelfleisch bei etwa 0,2 ng/kg Fett und 
für Rindfleisch bei ca. 1 ng/kg Fett. Die 
Höchstgehalte für Schweinefleisch (1 ng/ 
kg Fett), Geflügelfleisch (2 ng/kg Fett) und 
Rindfleisch (3 ng/kg Fett) wurden bei allen 
drei Fleischarten nicht überschritten. Die 5 
untersuchten Schaffleischproben lagen im 
Median bei etwa 0,2 ng WHO-PCDD/F-
TEQ und damit etwa im Bereich von 
Rindfleisch. 
 
Aufgrund der Erkenntnisse aus der 
Statuserhebung und der Berücksichtigung 
von bedeutenden Faktoren wie z. B. Alter 
der Tiere, Standort und Umwelteinflüsse, 
die großen Einfluss auf die Dioxin- und 
PCB-Gehalte in Fleisch haben, wurden 
definierte Fleischproben vorausgewählt, 
deren PCDD/F- und PCB-Gehalte mittels 
GC/MS untersucht und die gewünsch- 
ten Gehalte an WHO-PCDD/F-PCB-TEQ 
durch geeignete Fleischauswahl nach den 
Vorgaben des CRL eingestellt, wobei als 
relevante Konzentrationsbereiche prinzi-
piell Gehalte im Bereich der Höchstgehalte 
bzw. Auslösewerte für Dioxine und PCB in 
Betracht kommen. Als Referenzmateria-
lien für Dioxine und PCB wurden Brüh-
wurst-Vollkonserven in zwei unterschiedli-
chen Kontaminationsniveaus angefertigt, 
wobei ein Referenzmaterial mit Schweine-
fleisch (geringere Dioxin- und PCB- 
Gehalte) und ein Material mit Rindfleisch 

(höhere Dioxin- und PCB-Gehalte) 
hergestellt wurden. Da es sich bei 
Dioxinen und PCB um lipophile Sub-
stanzen handelt, die sich zum über-
wiegenden Teil im Fettgewebe befinden, 
ist bei gleichen Fettgehalten in den ver-
schiedenen Dosen bzw. nur geringen 
Abweichungen in den Fettgehalten auch 
von einer Homogenität der Dioxine und 
PCB auszugehen. Daher wurden zur 
Kontrolle der Homogenität der beiden 
Chargen die im Vergleich zur Dioxin-/PCB-
Analytik deutlich einfacher durchzuführen-
den Untersuchungen zur Fetthomogenität 
gemacht. Je Charge wurden hierfür jeweils 
24 zufällig ausgewählte Proben unter-
sucht. Dabei ergaben sich Fettgehalte von 
ca. 15 % für das Schweinefleischmaterial 
und von ca. 24 % für das Rindfleisch-
erzeugnis. Die Fettgehalte schwankten da-
bei beim Schweinefleischmaterial zwi-
schen 14,8 % und 15,4 %, beim Rind-
fleischmaterial zwischen 24,0 % und 
24,7 %. Diese geringen Schwankungen 
sind ein Beleg dafür, dass in den unter-
schiedlichen Dosen sehr ähnliche Fettge-
halte vorliegen. Ein Ringversuch unter 
Beteiligung der verschiedenen NRL wurde 
bereits durchgeführt und wird derzeit noch 
ausgewertet. 
 
Herstellung von Referenzmaterialien  
für PAK 
 
Da PAK – im Gegensatz zu Dioxinen und 
PCB – im tierischen Organismus schnell 
metabolisiert und anschließend ausge-
schieden werden, ist unprozessiertes 
Fleisch prinzipiell nicht mit PAK belastet. 
Sieht man von dem nur in sehr vereinzel-
ten Fällen relevanten Eintragspfad über 
Gewürze ab, so gelangen PAK als soge-
nannte „Prozesskontaminanten“ erst durch 
Räucherung in das Fleisch. Daher kann 
bei der Herstellung von Fleisch bzw. 
Fleischerzeugnissen als PAK-Referenz-
materialien nicht auf unprozessiertes 
Fleisch zurückgegriffen werden. PAK 
müssen entweder durch Räucherung oder 
Dotierung von PAK-Standardverbindungen 
eingebracht werden. Auf Wunsch des CRL 
wurden ausschließlich dotierte Fleisch-
Referenzmaterialien produziert, und zwar 
insgesamt vier Chargen zu je 1000 Dosen 
als Brühwurst-Vollkonserven, die nach fol-
gender Rezeptur hergestellt wurden: 25 %  
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Schweinefleisch, 25 % Rindfleisch, 25 % 
Eis und 25 % dotiertes Olivenöl sowie Nit-
ritpökelsalz, Phosphat und Ascorbat. Auf 
den Zusatz von Gewürzen wurde bewusst 
verzichtet, da diese wie bereits erwähnt 
ebenfalls eine PAK-Eintragsquelle dar-
stellen können. Das Olivenöl wurde mit 
Standardverbindungen der 15 + 1 von der 
EU als prioritär eingestuften PAK dotiert, 
wobei für die verschiedenen Chargen je-
weils unterschiedliche Konzentrationen 
der einzelnen PAK-Verbindungen einge-
setzt wurden. Zur Überprüfung der Homo-
genität der einzelnen Chargen wurden zu-
nächst die Gehalte an Fett, Wasser, 
Protein und Asche in jeweils zehn zufällig 
ausgewählten Proben untersucht. Dabei 
ergaben sich mittlere Gehalte von 28 % 
Fett, 60 % Wasser, 10 % Protein und 2 %

Asche. Die prozentualen Standardabwei-
chungen waren für alle vier Chargen er-
freulich niedrig und lagen für Fett im Be-
reich von 1-2 %. Darüber hinaus wurden 
aus einer der Chargen zufällig 10 Dosen 
ausgewählt, die auf ihre PAK-Gehalte un-
tersucht wurden. Exemplarisch zeigt 
Abbildung 3 die Gehalte der PAK-
Verbindungen BaA, CHR, BbF und BaP. 
Die Summengehalte dieser vier PAK-
Verbindungen werden derzeit von der 
Europäischen Lebensmittelbehörde (EFSA, 
2008) als zuverlässigere Indikatoren für 
das Vorkommen kanzerogener PAK in 
Lebensmitteln angesehen als das bislang 
als Leitsubstanz verwendete BaP.  
 
Die Gehalte der einzelnen PAK lagen im 
Bereich von ca. 4-6 µg/kg. Die prozentua-
len Standardabweichungen lagen für die 
vier PAK-Verbindungen BaA, CHR, BbF 
und BaP zwischen 4,7 % und 5,9 % und 
damit im Bereich der prozentualen Stan-
dardabweichung, die sich durch wieder-
holte Aufarbeitung und Messung ein und 
derselben Dose ergibt, dass heißt also, die 
prozentualen Standardabweichungen lie-
gen im Bereich der Messunsicherheit. 
Demzufolge kann von einer guten Homo-
genität der erzeugten Fleisch-Referenz-
materialien ausgegangen werden. Im Jahr 
2008 wurde vom Institut für Referenzmate-
rialien und -messungen (Institute for Refe-
rence Materials and Measurements; 
IRMM) als CRL für PAK der EU-weite 
Ringversuch „PAK in Fleischerzeugnissen“  

 
 

 
 

Abb. 4: Resultate der verschiedenen Laboratorien beim Ringversuch „PAK in Fleischerzeugnissen“ 
(Beispiel: Benzo[a]pyren) (Quelle: EUROPEAN COMMISSION, 2009) 
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durchgeführt (EUROPEAN COMMISSION, 
2009). Teilnehmer dieses Ringversuch 
waren insgesamt 25 NRLs für PAK. Als 
Untersuchungsmaterial wurden Dosen aus 
einer der insgesamt vier Chargen Fleisch-
Referenzmaterial, die am MRI Kulmbach 
hergestellt wurden, zur Verfügung gestellt. 
Das Material sollte an zwei unterschiedli-
chen Tagen jeweils anhand von Dreifach-
bestimmungen analysiert werden. Als 
Beispiel für die Ergebnisse des Ring-
versuchs sind in Abbildung 4 die Resultate 
der verschiedenen Laboratorien (N = 25) 
für die PAK-Leitsubstanz Benzo[a]pyren 
zu sehen. Die jeweils 3 Einzelmessungen 
an Tag 1 und Tag 2 sind jeweils durch 
Dreiecke gekennzeichnet (Tag 1:▲ und 
Tag 2:▼). Der aus den insgesamt 6 Mes-
sungen resultierende Mittelwert ist durch 
einen blauen Strich, der sich inmitten der 
Boxen befindet, kenntlich gemacht. Der 
obere und untere Rand der blauen Box 
symbolisieren die angegebene Mess-
unsicherheit. Der gespikte Gehalt (Benzo 
[a]pyren: 5,3 µg/kg; violette Linie) im 
Fleischerzeugnis wurde als Maßstab für 
die Evaluierung der Analysenergebnisse 
herangezogen. Die rote Linie repräsentiert 
den Mittelwert (4,8 µg/kg) der von den 25 
Laboratorien gefundenen Gehalte, der 
etwa 10 % unter der gespikten Konzentra-
tion lag. Die blau gestrichelten Linien 
oberhalb bzw. unterhalb der violetten Linie 
bezeichnen die prozentualen Standardab-
weichungen ± 20,2 %, 40,4 % und 60,6 %. 
 
Von den insgesamt 25 Laboratorien konn-
ten 22 Laboratorien akzeptable Analysen-
ergebnisse (Z-Score zwischen –2 und +2) 
für BaP abliefern, bei drei Laboratorien 
(Labor 2012, 2004 und 2010) waren die 
Ergebnisse aufgrund deutlich zu niedriger 
Gehalte nicht zufriedenstellend (Z-Score 
< –2). Die Ringversuchsergebnisse zeigen, 
dass auch bei NRL durchaus analytische 
Defizite bestehen können und belegen die 
Notwendigkeit der Durchführung von Ring-
versuchen und damit auch den dringenden 
Bedarf an Referenzmaterialien für ver-
schiedene Matrizes.  
 
Bei dem Fisch-Referenzmaterial wurde 
aus 80 % frischem, ungeräuchertem

Lachs, 8 % Olivenöl, 8 % Wasser und 4 % 
Emulgatorengemisch ein Brühwurst-ähnli-
ches, schnittfestes Produkt hergestellt. 
Hierbei wurden drei Chargen mit dotiertem 
Öl und eine Charge mit „natürlich“ konta-
miniertem Öl hergestellt. Letzteres wurde 
durch Ölextraktion eines Nebenproduktes, 
das bei der Herstellung von Primärrauch-
kondensat anfällt, hergestellt. Dieses teer-
artige Abfallprodukt zeichnet sich durch 
schwarze Farbe, extreme Viskosität und 
hohe PAK-Gehalte aus. Zur Extraktion 
wurde das Abfallprodukt (ca. 20 %) in Oli-
venöl unter Erwärmen auf etwa 80 °C für 
mehrere Stunden gerührt. Nach Abfiltrie-
ren unlöslicher Bestandteile ergab sich ein 
bräunlich verfärbtes Öl mit hohen PAK-
Gehalten. Der Benzo[a]pyren-Gehalt die-
ses Öles lag mit 34 µg/kg deutlich über 
dem in der Kontaminantenverordnung 
festgelegten Höchstgehalt für Speiseöle 
von 2 µg/kg. Das extrahierte Öl wurde mit 
Olivenöl auf die vom CRL geforderten 
PAK-Gehalte verdünnt und hieraus dann 
das Fischmaterial hergestellt. Der Vorteil 
dieser „natürlich kontaminierten“ PAK-
Referenzmaterialien besteht darin, dass 
einerseits typische Stoffe, die beim Räu-
chern entstehen (z. B. Phenole und Carbo-
nylverbindungen) in der Matrix vorhanden 
sind. Andererseits sind bei den PAK eine 
Vielzahl an Verbindungen vorhanden, 
nicht nur die 15 + 1 EU-PAK. Es liegt also 
ein PAK-Kontaminationsmuster vor, wel-
ches dem einer Räucherung ähnlich ist. 
Da man davon ausgeht, dass insgesamt 
etwa 660 PAK-Verbindungen (SANDERS 
und WISE, 1997) existieren, stellt ein der-
artiges Referenzmaterial wesentlich hö-
here Anforderungen an die chromatogra-
phische Trennleistung der Analysenme-
thode als dies bei der Untersuchung von 
gespikten Referenzmaterialien der Fall ist. 
Abbildung 5 zeigt am Beispiel der PAK mit 
einem Molekulargewicht 252 das Chroma-
togramm des mit kontaminiertem Oliven- 
öl hergestellten Fisch-Referenzmaterials. 
Man sieht, dass neben der Trennung der 
Isomere BbF, BkF, BjF und BaP, die zur 
Gruppe der 15 + 1 EU-PAK zählen, auch 
eine Abtrennung der PAK-Verbindungen 
Benzo[a]fluoranthen, Benzo[e]pyren und 
Perylen gewährleistet werden muss. 



Jira, W. und K.-H. Schwind (2009) Mitteilungsblatt der Fleischforschung Kulmbach 48, Nr. 185 
 

 140

 

 
 

Abb. 5: Chromatogramm des mit kontaminierten Olivenöl hergestellten Fisch-Referenzmaterials  
(m/z = 252) 

 
 
 
Diese deutlich höheren Anforderungen an 
die chromatographische Trennleistung bei 
„natürlich kontaminierten“ Referenzmate-
rialien gelten umso mehr für PAK mit 
einem Molekulargewicht von 302, da ins-
gesamt 85 verschiedene PAK innerhalb 
der insgesamt 660 PAK-Verbindungen 
dieses Molekulargewicht aufweisen. Be-
stimmungen der Gehalte von 23 PAK-
Isomeren mit einem Molekulargewicht von 
302 in Standardreferenzmaterialien von 
Umweltproben haben ergeben, dass eine 
gaschromatographische Trennung dieser 
23 Verbindungen nicht möglich ist 
(SCHUBERT et al., 2003). 
 
Zur Untersuchung der Homogenität der 
vier Chargen Fisch-Referenzmaterialien 
wurden jeweils 10 Fettbestimmungen von 
zufällig ausgewählten Proben durch-
geführt. Die ermittelten Fettgehalte lagen 

für alle vier Materialien bei etwa 20 %. 
Dabei ergaben sich sehr geringe Vari-
ationskoeffizienten, die für die unter-
schiedlichen Chargen im Bereich von 0,13 
bis 0,21 lagen. Der EU-weite Ringversuch 
„PAK in Fischprodukten“ des CRL soll im 
Jahr 2009 stattfinden (CRL PAK, 2009). 
 

 
Fazit 
 
Aufgrund des Vorhandenseins von Tech-
nikum und vielfältiger analytischer Mög-
lichkeiten im Bereich Rückstandsanalytik 
und Molekularbiologie besteht am MRI 
Kulmbach eine exzellente Möglichkeit zur 
Herstellung verschiedenster Referenz-
materialien für die Matrizes „Fleisch“ und 
„Fisch“ für unterschiedliche Kontaminan-
ten und Rückstände, Allergene sowie Tier- 
und Pflanzenarten. 
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