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Lebensmittelallergie &% eurofins

IgE vermittelte Abwehrreaktion auf bestimmte Lebens mittelproteine

Pravalenz  ~ 8 % Sauglinge und Kinder
~ 2 % Erwachsene

Auslosende Nahrungsmittel

> 160
Aber: 8 sind verantwortlich ftr > 90 % aller Allergien

Gesetzliche Regelungen 2007/68/EC regelt Kennzeichnung
14 allergenen Gruppen

28.11.2007 Official Journal of the European Union L 310/11

DIRECTIVES

COMMISSION DIRECTIVE 2007/68/EC
of 27 November 2007
amending Annex IIla to Directive 2000/13/EC of the European Parliament and of the Council as

regards certain food ingredients

(Text with EEA relevance)



Lebensmittelallergie &% eurofins

IgE vermittelte Abwehrreaktion auf bestimmte Lebens mittelproteine

Pravalenz  ~ 8 % Sauglinge und Kinder
~ 2 % Erwachsene

Auslosende Nahrungsmittel

> 160
Aber: 8 sind verantwortlich ftr > 90 % aller Allergien

Gesetzliche Regelungen 2011/1169/EC Anhang Il

L 304/18 Amtsblatt der Europiischen Union 2211.2011
28.11.2007 Official Journa
VERORDNUNG (EU) Nr. 1169/2011 DES EUROPAISCHEN PARLAMENTS UND DES RATES
DI vom 235. Okrober 2011

berreffend die Informadon der Verbraucher iiber Lebensmittel und zur Anderung der

Verordnungen (EG) Nr. 1924/2006 und (EG) Nr. 1925/2006 des Europdischen Parlaments und des

COMMISSION Rates und zur Aufhebung der Richelinie 87/250/EWG der Kommission, der Richeclinie 90/496/EWG

des Rares, der Richtlinie 1999/10/EG der Kommission, der Richclinie 2000/13/EG des Europiischen

of 27 Parlaments und des Rates, der Richclinien 2002/67/EG und 2008/5/EG der Kommission und der

amending Annex Illa to Directive 2000/13]I Verordnung (EG) Nr. 608/2004 der Kommission

regards ceri

(Text von Bedeutung fiir den EWR)
(Text w



Nachweismethoden &% eurofins

ELISA

Julia Heick, Hannover 2012



Nachweismethoden &% eurofins

ELISA

+ schnell, einfach
+ kommerzielle Kits

- kein Multiscreening

- Kreuzreaktivitat

- Zerstorung der Sekundar-/
Tertiarstruktur durch Prozessierung

ELISA

Julia Heick, Hannover 2012



Nachweismethoden &% eurofins

PCR

+ Multiscreening
+ Spezifisch

- Detektiert DNA nicht Protein
- Detektion von Milch/Ei schwierig

ELISA

Julia Heick, Hannover 2012



Nachweismethoden &% eurofins

MS

+ Multiscreening
+ direkter Nachweis Protein
+ Spezifisch

- Technisch komplex
- Kosten

ELISA

Julia Heick, Hannover 2012



Methodenentwicklung &% eurofins

Milch

N =l / . Erdnuss

Multiallergenscreening

CHaselnuss) Peptid basiert, HPLC-QgQ-MS

. Mandel
. Soja ) . Walnuss
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Methodenentwicklung &% eurofins

Multiallergenscreening

Ei, Erdnuss, Haselnuss, Mandel, Milch, Soja, Walnuss
Peptid basiert, HPLC-QgQ-MS

1. Welche Peptide entstehen reproduzierbar beim tryptischen
Verdau von Casein?

2. Sind deren Aminosaurensequenzen eindeutig fur Casein?
3. MRM Ubergange?

Julia Heick, Hannover 2012



Methodenentwicklung &% eurofins

Kriteria fur Peptidmarker REPRODUZIERBAR

100 *,

5119

Mandelextrakt

1 (3] 150 150 o0
miz[0a]

IDA basierter Ansatz
far Peptididentifikation

14.09.2011 juliaheick@eurofins.de



Methodenentwicklung &% eurofins

Multiallergenscreening

Ei, Erdnuss, Haselnuss, Mandel, Milch, Soja, Walnuss
Peptid basiert, HPLC-QgQ-MS

1. Welche Peptide entstehen reproduzierbar beim tryptischen
Verdau von Casein?

2. Sind deren Aminosaurensequenzen eindeutig fir Casein?

3. MRM Ubergange? BLAST

Jcore E
Sequences producing sighificant aliguments: [Bits] Value
ghlaCJ14317.11 alpha 31 caszein [Bubalus bubaliz] 36.3 0.41
gh | ACG6353494, 1] alpha 51 casein [Bos taurus] 36,3 0.41 E
gh | AEW35966. 1| alpha 51 casein [Bos taurus] 36.3 0.41
ghTAEWTEO5E. 1 alpha %1 casein [Bos taurus] 36,3 0.41
g [AENICa 54, alpha 51 casein [Bos taurus] 36, 3 0.41
gbh[AEWAEAES. 1 alpha 31 casein [Bos taurus] I6.3 0.41
gbhTAEWIE952, 1 alpha 31 casein [EBos taurus] TR 3 0.41
gh | AEW95951.1]1 alpha 31 casein [Bos taurus] . 0.41
g [AEWIC950, alpha 51 casein [Bos taurus] 36, 3 0.41
ghTAEWAET40, T alpha 31 casein [Bos taurus] I6.3 0.41
gh TAEWTE945, T alpha 31 casein [EBos taurus] TR 3 0.41
gh [AEWAE945, alpha 51 casein [Bos taurus] 36, 3 0.41
gh | AEW35943, 1| alpha 51 casein [Bos taurus] 36.3 0.41
] . alpha 31 casein [Bos taurus] I6.3 0.41
gh [AEWOE94T. T alpha %1 casein [Bos taurus] TR 3 0.41
oh [AEWIS54A0, alpha 51 casein [Bos taurus] 36, 3 0.41
ghTAEWOEOE0, T alpha %1 casein [Bos taurus] TE.3 0.41
gh | AEW25955. 1] alpha 31 casein [Eos taurus] K] 0.41
Uu“ﬁl iF gﬁ\_’q\-’!,?l Jonalnhsa 21, paarin TRoa tanrna 1 n ai



Methodenentwicklung &% eurofins

Multiallergenscreening

Ei, Erdnuss, Haselnuss, Mandel, Milch, Soja, Walnuss
Peptid basiert, HPLC-QgQ-MS

1. Welche Peptide entstehen reproduzierbar beim tryptischen
Verdau von Casein?

2. Sind deren Aminosaurensequenzen eindeutig fur Casein?
3. MRM Ubergéange?
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Methodenentwicklung &% eurofins

[ W XIC of +MRM (56 pairs): 552.300/513.400 Da ID: [w] ALPEEVLATAFQIPR 513 24 from Sample 6 (Mischstd) of Allergen_20120202.wiff (Turbo S... Max. 1216.6 cps.
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Methodenentwicklung %:? eurofins

Finale Methode:

Nachweis von 7 Allergenen
» Ei, Erdnuss, Haselnuss, Mandel, Milch, Soja, Walnuss

Messung HPLC-MS/MS

Julia Heick, Hannover 2012



Methodenentwicklung &% eurofins

Finale Methode:

Nachweis von 7 Allergenen
» Ei, Erdnuss, Haselnuss, Mandel, Milch, Soja, Walnuss

Messung HPLC-MS/MS

HPLC: Agilent 1200; Nucleodur Sphinx RP
Gradient; Wasser/ACN/Ameisensaure, 10 Minuten
MS: api5500, MRM Modus

Julia Heick, Hannover 2012



Validierung fur Brot und Backwaren

&% eurofins

VK, Linearitat, Matrixeffekte

Allergenes Lebensmittel Milch Ei Soja Erdnuss Haselnuss Walnuss Mandel
VK [%]

(Standard/Dot. Extraki) 8/3 14/6 5/3 7/1 17/4 6/17 5/3
Korrelationskoeffizient 0.9983/ 0.9966/ 0.9999/ 1.0000/ 0.9994/ 0.9995/ 0.9993/
(Standard/Dot. Extrakt) 0.9989 0.9998 0.9998 0.9995 1.0000 0.9988 0.9992
Steigung [cps x mL/pg] 7890 £ 160/ 2900 £ 90/ 2580 + 10/ 2910 + 10/ 2830 £ 40/ 90+ 1/ 14920 + 190/
(Standard/Dot. Extrakt) 5100 + 90 2270+ 20 2050 £ 10 2550 + 30 2300 £ 10 100+ 2 11590 + 170
A Steigung [%0] 35 22 21 12 19 -11 22

LOD [ug/mL] 0.1/0.1 0.6/0.5 0.2/0.4 0.2/0.6 0.3/0.4 10/16 0.1/0.2

(Standard/Dot. Extrakt)

JAOAC Int. 2011, 94(4), 1060-1068

Julia Heick, Hannover 2012



Validierung fur Brot und Backwaren .\::%' eurofins

Bestimmung der Nachweisgrenzen
mit prozessiertem Referenzmaterial

BROT

» Enthalt alle 7 Allergene

» Prozessierung:
Backen bei 200 C

» Dotierung:
allergene Pulver
in Menhl

Julia Heick, Hannover 2012



Validierung fur Brot und Backwaren

&% eurofins

Bestimmung der Nachweisgrenzen
mit prozessiertem Referenzmaterial

LOD

» Milch, Erdnuss, Mandel
10 pg/g
» Ei, Soja, Haselnuss
50 pg/g
» Walnuss
100 pg/g

Julia Heick, Hannover 2012



Validierung fur Brot und Backwaren .\::%' eurofins

Vergleich mit ELISA

El

» Nachweis im Mehl
(MS und ELISA)

» Brot: Nachweis MS;
Nachweis durch ELISA
nur mit einem von 4 Kits

JAOAC Int. 2011, 94(4), 1060-1068

Julia Heick, Hannover 2012



Anwendung auf weitere Matrices &% eurofins

Nachweis in Gewlrzmischungen
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Anwendung auf weitere Matrices

&% eurofins

700

1300

Nachweisgrenzen in Gewirzmischungen

Milch 0,6 pg/g

Soja 17 ug/g

Ei 160 Erdnuss
: 5 ug/g 5 pa/g
Ei 0,6 pg/g Erdnuss 1,6 ug/g
Milch 73/Soja
5 uglg 20 pg/g

Julia Heick, Hannover 2012



Anwendung auf weitere Matrices &% eurofins

Weitere Anwendung auf

- Spullwasser
- Tee
- Eis

Mit Modifizierung der Aufarbeitung

- Fleisch

Julia Heick, Hannover 2012



Danke &% eurofins

Prof. Dr. Markus Fischer, Universitat Hamburg
Dr. Bert PGpping, Eurofins
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