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Lebensmittelallergie

IgE vermittelte Abwehrreaktion auf bestimmte Lebens mittelproteine

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

~ 8 % Säuglinge und Kinder
~ 2 % Erwachsene

Prävalenz

Auslösende Nahrungsmittel

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

IgE vermittelte Abwehrreaktion auf bestimmte Lebens mittelproteine

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

~ 8 % Säuglinge und Kinder
~ 2 % Erwachsene

Prävalenz

Auslösende Nahrungsmittel

Gesetzliche Regelungen 2011/1169/EC Anhang II
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Nachweismethoden

ELISA

PCR

MS
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Nachweismethoden

ELISA

PCR

MS
ELISA

+ schnell, einfach
+ kommerzielle Kits

- kein Multiscreening
- Kreuzreaktivität
- Zerstörung der Sekundär-/

Tertiärstruktur durch Prozessierung
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Nachweismethoden

ELISA

PCR

MS
PCR

+ Multiscreening
+ Spezifisch

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

ELISA

PCR

MS
MS

+ Multiscreening
+ direkter Nachweis Protein
+ Spezifisch

- Technisch komplex
- Kosten
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Methodenentwicklung

Multiallergenscreening
Peptid basiert, HPLC-QqQ-MS

Ei
Milch

Haselnuss

Erdnuss

Mandel

Soja Walnuss
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Methodenentwicklung

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

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

2. Sind deren Aminosäurensequenzen eindeutig für Casein?
3. MRM Übergänge?
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Methodenentwicklung

Kriteria für Peptidmarker REPRODUZIERBAR

Mandelextrakt

GNLDFVQPPR (Prunin)

IDA basierter Ansatz
für Peptididentifikation
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Methodenentwicklung

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

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

2. Sind deren Aminosäurensequenzen eindeutig für Casein?
3. MRM Übergänge? BLAST



Julia Heick, Hannover 2012

Methodenentwicklung

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

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

2. Sind deren Aminosäurensequenzen eindeutig für Casein?
3. MRM Übergänge?
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Methodenentwicklung

Multiallergenscreening

Ei, Erdnuss, Haselnuss, Mandel, Milch, Soja, Walnuss

Ziel:

Peptid basiert, HPLC-QqQ-MS

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

2. Sind deren Aminosäurensequenzen eindeutig für Casein?
3. MRM Übergänge?

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

Finale Methode:
Nachweis von 7 Allergenen
� Ei, Erdnuss, Haselnuss, Mandel, Milch, Soja, Walnuss

Aufkonzentration und Dialyse

Messung HPLC-MS/MS

Extraktion mit TRIS

Enzymatischer Verdau
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Methodenentwicklung

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/Ameisensäure, 10 Minuten

MS: api5500, MRM Modus
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Validierung für Brot und Backwaren

VK, Linearität, Matrixeffekte

Allergenes Lebensmittel Milch Ei Soja Erdnuss Haselnuss Walnuss Mandel

VK [%]
(Standard/Dot. Extrakt)

8/3 14/6 5/3 7/1 17/4 6/17 5/3

Korrelationskoeffizient
(Standard/Dot. Extrakt)

0.9983/
0.9989

0.9966/
0.9998

0.9999/
0.9998

1.0000/
0.9995

0.9994/
1.0000

0.9995/
0.9988

0.9993/
0.9992

Steigung [cps x mL/µg]
(Standard/Dot. Extrakt)

7890 ± 160/
5100 ± 90

2900 ± 90/
2270 ± 20

2580 ± 10/
2050 ± 10

2910 ± 10/
2550 ± 30

2830 ± 40/
2300 ± 10

90 ± 1/
100 ± 2

14920 ± 190/
11590 ± 170

∆ Steigung [%] 35 22 21 12 19 -11 22

LOD [µg/mL]
(Standard/Dot. Extrakt)

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

J AOAC Int. 2011, 94(4), 1060-1068
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Validierung für Brot und Backwaren

Bestimmung der Nachweisgrenzen 
mit prozessiertem Referenzmaterial

BROT

� Enthält alle 7 Allergene

� Prozessierung:
Backen bei 200 °C

� Dotierung:
allergene Pulver
in Mehl
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Validierung für Brot und Backwaren

Bestimmung der Nachweisgrenzen 
mit prozessiertem Referenzmaterial

LOD

� Milch, Erdnuss, Mandel
10 µg/g

� Ei, Soja, Haselnuss
50 µg/g

� Walnuss
100 µg/g
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Validierung für Brot und Backwaren

Vergleich mit ELISA

� Nachweis im Mehl
(MS und ELISA)

Ei

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

J AOAC Int. 2011, 94(4), 1060-1068
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Anwendung auf weitere Matrices

9.0 10.0 11.0 12.0

700 Ei
5 µg/g

7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0

160 Erdnuss
5 µg/g

11.0 12.0 13.0 14.0 15.0

1300 Milch
5 µg/g

8.0 9.0 10.0 11.0
Zeit [min]

73 Soja
20 µg/g

Nachweis in Gewürzmischungen

In
te

ns
itä

t 
[c

ps
]



Julia Heick, Hannover 2012

Anwendung auf weitere Matrices

9.0 10.0 11.0 12.0

700 Ei
5 µg/g

7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0

160 Erdnuss
5 µg/g

11.0 12.0 13.0 14.0 15.0

1300 Milch
5 µg/g

8.0 9.0 10.0 11.0
Zeit [min]

73 Soja
20 µg/g

Nachweisgrenzen in Gewürzmischungen
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Ei 0,6 µg/g Erdnuss 1,6 µg/g

Milch 0,6 µg/g Soja 17 µg/g
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Anwendung auf weitere Matrices

Weitere Anwendung auf

� Spülwasser
� Tee
� Eis

Mit Modifizierung der Aufarbeitung

� Fleisch
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