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Aktuelles aus der internationalen Fleischforschung
Massenspektrometrischer Nachweis von Tierarten und Klebefleisch

Tierartnachweis in Fleischerzeugnissen

Fleischerzeugnisse konnen durch einen Ersatz von Tierarten mit hohem
kommerziellen Wert durch solche mit geringerem Wert verfalscht werden. In der
Offentlichkeit hat in jingster Zeit der Pferdefleisch-Skandal Aufsehen erregt, bei dem
wenigstens 50.000 Tonnen Rindfleisch Anteile an Pferdfleisch aufwiesen. Kontrollen
ergaben, dass bei etwa 5 bis 7,5% der von der EU und im Rahmen von nationalen
Kontrollplanen untersuchten Proben der Nachweis von Pferdefleisch positiv war.
Neben 6konomischen Aspekten ist der Tierartnachweis jedoch auch aus ethischen
und religiosen Aspekten von Bedeutung. So ist im Judentum und Islam der Verzehr
von Schweinefleisch prinzipiell untersagt. Pferdefleisch gilt im Judentum prinzipiell
als nicht koscher, bei Teilen des Islam sollte Pferdefleisch wenn mdglich vermieden
werden. Fur die hinduistische Bevolkerung hingegen sollte Rindfleisch vermieden
werden.

Bezuglich des Tierartnachweises sind neben immunologischen Methoden wie ELISA-
Tests insbesondere DNA-basierte Verfahren (Polymerasekettenreaktion, PCR) am
weitesten verbreitet, die die simultane Bestimmung verschiedener Tierarten in einer
Probe ermdglichen. Fiur die PCR sind jedoch teuere DNA-Extraktionskits sowie lange
Extraktionszeiten (bis 8 Stunden) erforderlich. Da bei prozessierten Lebensmitteln
zudem ein DNA-Abbau stattfinden kann, ist die Bestimmung von Spurenmengen in
diesen Lebensmitteln unter Umstanden problematisch.

Neben ELISA und PCR sind in jlingster Zeit auch erste Methoden zum
massenspektrometrischen Tierarthachweis in  Fleischerzeugnissen entwickelt
worden. Dabei werden Fleischproteine enzymatisch verdaut und die resultierenden
Peptide mit tierartspezifischer Aminosduresequenz mit sehr selektiven MS/MS-
Messungen detektiert. Dieser Ansatz wurde bei einer Untersuchungsmethode zur
Bestimmung von Pferde- und Schweinefleisch in Rindfleischerzeugnissen gewahlt
(von Bargen, C., Dojahn, J., Waidelich, D., Humpf, H.-U., Brockmeyer, J. (2013):
New Sensitive High-Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry Method for the Detection of Horse and Pork in Halal Beef — Eine
neuartige und sensitive Hochleistungsflisssigchromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie-Methode zum Nachweis von Pferde- und
Schweinefleisch in Halal-Rindfleisch. Journal of Agricultural and Food



Chemistry 61, 11986-11994). Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde Fleisch
verschiedener Tierarten (Schwein, Pferd, Rind, Huhn und Lamm) aus Supermarkten
und Metzgereien bezogen und bei -20 °C gelagert. Um Kontaminationen
auszuschlieBen, wurde kein Hackfleisch verwendet. Das Fleisch wurde in Wiurfel
(Kantenlange 1 cm) geschnitten, die in flissigem Stickstoff gefroren und
anschlieBend pulverisiert wurden. Proben, bestehend aus mehr als einer Tierart
wurden durch Einwiegen verschiedener Mengen an pulverisiertem Schweine- oder
Pferdefleisch in pulverisiertem Rindfleisch hergestellt. Proben mit Schweine- bzw.
Pferdefleisch-Kontaminationen unter 0,25% wurden durch Mischen der entsalzten
Peptidldsungen der relevanten Spezies gewonnen.

Fur die Proteinextraktion wurden etwa 300 mg fein zerkleinertes Rindfleisch und
Mengen bis wenigstens 1 mg pulverisiertes Schweine- oder Pferdefleisch mit 4 ml
Extraktionspuffer (0,3 M KCI, 0,15 M KH,PO4 und 0,15 M K;HPO,, pH 6,5) fur zwei
Stunden bei Raumtemperatur geschittelt. Anschlie3end wurde fur 60 Minuten bei 4
°C bei 12.000 U/min zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 100 pl entnommen, bei 39
°C im Stickstoffstrom eingedampft und in 100 pl einer 6 M Harnstofflésung
aufgenommen. Nach Reduzierung mit Dithiothreitol (DTT) und Alkylierung mit
lodacetamid (IA) wurde mit Trypsin bei 37 °C tUber Nacht bei langsamem Schiitteln
verdaut. AnschlielBend wurden die Proben mit entionisiertem Wasser 1:2 verdinnt
und mittels Strata-X-Saule (30 mg) entsalzt. Hierzu wurde mit 1 ml eines Gemisches
aus 5% Methanol und 1% Ameisensaure in Wasser gewaschen. Die Elution des
Peptidgemisches erfolgte mit 1 ml Acetonitril/Wasser (90:10; 0,1% Ameisensaure).
Das Eluat wurde in Eppendorf-Reaktionsgefallen aufgefangen, in denen 5 pl DMSO
vorgelegt worden waren. Zur Vorbereitung fir die HPLC wurde das Losungsmittel bis
auf die verbleibende Menge an DMSO bei 40 °C im Vakuum eingeengt. Dadurch
sollte vermieden werden, dass Peptide an der GefalR3oberflache ,festkleben“ und
somit die Wiederfindung verbessert werden. Aufgenommen wurden die Proben in
Wasser/Acetonitril  (97:3; 0,1% Ameisensaure). Die massenspektrometrische
Peptididentifikation des Trypsinverdaus erfolgte nach HPLC-Trennung auf einer
RP18-Saule mit Hilfe von zwei unterschiedlichen Massenspektrometer-System (LTQ
Orbitrap XL (Thermo Scientific) und Triple TOF 5600 (AB SCIEX)).

Zur ldentifizierung von Spezies-spezifischen Markerpeptiden wurde in erster Linie auf
myofibrillare und sarkoplasmatische Proteine fokussiert, da diese Proteine im Fleisch

in hohen Mengen vorkommen und somit eine mdglichst hohe Empfindlichkeit der



Methode zu erwarten ist. Zudem sind diese Proteine in Puffern vollstandig l6slich.
Untersucht wurden die Tierarten Rind, Schwein, Wildschwein, Pferd, Huhn und
Lamm. Von den durch Suche in Proteindatenbanken ermittelten tierartspezifischen
Markerpeptiden wurden die sensitivsten fur die Entwicklung einer HPLC-MS/MS-
Methode herangezogen. Um eine eindeutige Identifizierung zu gewébhrleisten,
wurden zumindest drei MRM-Massenlubergange ausgewahlt. Die Optimierung der
MS-Parameter erfolgte anhand von Messungen von Peptidextrakten oder
synthetischen Peptiden. Zur Verifizierung der Spezifitdt der mittels Datenbanksuchen
ermittelten Markerpeptide wurden die verschiedenen Matrices untersucht, um
festzustellen, ob moglicherweise falsch positive Ergebnisse resultieren. Dies war
erforderlich, da zum einen die Proteomdaten nicht vollstandig sind und somit
maoglicherweise von der Datenbank als signifikant ermittelte Peptide doch nicht
eindeutig sind. Zum anderen besteht bei der HPLC-MS/MS-Technik aufgrund der
geringen Massenauflésung der Quadrupole die Méglichkeit, dass Uberlagerungen
bei den MRM-Massenubergangen auftreten und somit falsch positive Ergebnisse
erhalten werden.

Im Rahmen der Untersuchungen wurden insgesamt 21 Marktproben der genannten
Tierarten untersucht. Dabei ergaben sich einerseits keine falsch positiven
Ergebnisse, zum anderen wurden alle Markerpeptide der entsprechenden Spezies in
den jeweiligen Proben nachgewiesen. Insbesondere bei Huhn konnten viele
unspezifische MRM-Signale detektiert werden, die jedoch aufgrund des Fehlens der
weiteren MRM-Massenibergange sowie abweichender Retentionszeiten als
unspezifisch erkannt werden konnten. Die geschatzte Nachweisgrenze von
Schweinefleisch in Rindfleisch betrug etwa 2% bei Verwendung einer ,normalen®
HPLC und konnte durch Verwendung von micro-HPLC etwa um den Faktor 3-4
gesenkt werden.

Daher wurde zum Nachweis von geringen Mengen an Schweine- und Pferdefleisch
in Rindfleisch ein micro-LC-System eingesetzt. Zur Simulation von Kontaminationen
wurde Rindfleisch mit verschiedenen geringen Mengen an Schweine- und Rindfleisch
dotiert. Dabei ergaben sich fir die HPLC-MS/MS-Methode Nachweisgrenzen im
Bereich von etwa 0,55%. Durch Anwendung der HPLC-MS/MS/MS-Technik (QTrap
5500, AB Sciex) konnte aufgrund der verlangerten Fillzeiten der linearen lonenfalle
hohere Signalintensitaten und damit niedrigere Nachweisgrenzen erzielt werden, die

fur Schweine- und Pferdefleisch bei etwa 0,25% lagen. Ein weiteres Absenken der



Nachweisgrenze auf 0,13% konnte durch Verwendung der QTrap 6500 erzielt
werden. Dabei wurden die Proben durch Mischen der mit Trypsin verdauten
Proteinextrakte gewonnen.

Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass die entwickelten HPLC-MS/MS- und
HPLC-MS/MS/MS-Methoden hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit vergleichbar mit PCR
und ELISA sind und somit durchaus eine alternative Analysentechnik zur
Tierartbestimmung darstellen.

Von zwei italienischen Arbeitsgruppen (Giaretta, N., Di Giuseppe, A., Lippert, M.,
Parente, A., Di Maro, A. (2013): Myoglobin as marker in meat adulteration: A
UPLC method for determining the presence of pork meat in raw burger —
Myoglobin als Marker fur Fleisch-Verfalschung: Eine UPLC-Methode zum
Nachweis von Schweinefleisch in rohen Bratlingen. Food Chemistry 141, 1814-
1820) wurde ein auf Ultra-Hochleistungsflissigchromatographie (UPLC) und
spektralphotometrischer Detektion basierendes Analysenverfahren zum Nachweis
von Schweinefleisch in Bratlingen unter Verwendung von Myoglobin als Marker
entwickelt. Hierfir wurden Fleischproben der Tierarten Strauf3, Huhn, Pferd, Rind,
Schwein und Wasserbiffel in lokalen Supermérkten erworben und bei -20 °C
gelagert. Fur die Extraktion und Aufreinigung der Myoglobine wurde das
homogenisierte Fleisch zunachst einer Proteinextraktion unterworfen. Anschlie3end
wurden die I6slichen Proteine mittels Gelfiltration und
Anionenaustauschchromatographie (spektralphotometrische Detektion bei 280 und
409 nm) fraktioniert.

Als Probenvorbereitung fir die UPLC wurden die Oxymyoglobine und
Desoxymyoglobine zunachst durch Umsetzung mit Natriumnitrit zu Metmyoglobinen
oxidiert. Diese weisen physikochemische Eigenschaften auf, die eine
chromatographische Trennung mittels Anionenaustauschchromatographie mdglich
machen. Hierzu wurden 0,5 g homogenisiertes Schweine- und Rindfleisch in 1 ml
Puffer (50 mM Natriumphosphat (pH 7,2), 50 uM EDTA) aufgenommen und
anschlieRend fir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand mit den sarkoplasmatischen
Proteinen inklusive Myoglobin wurde mit 40 mg Natriumnitrit fir 10 min bei 25 °C
versetzt. AnschlieRend wurde auf einer PD-10-Saule (Sephadex) rasch entsalzt und
mit 20 mM Glycin-NaOH-Puffer (pH 9,2) eluiert. Der Metmyoglobin-Gehalt wurde

spektralphotometrisch bestimmt.



Fur die Anionenaustauschchromatographie wurde ein UPLC-System mit
Diodenarray-Detektor verwendet. Als Trennséule kam eine Protein-Pak Hi Res Q-
lonenaustauschsaule (4,6 x 100 mm, 5 pm) zum Einsatz. Als Laufmittel dienten 20
mM Glycin-NaOH-Puffer (pH 9,2) und 20 mM Glycin-NaOH-Puffer (pH 9,2) mit 200
mM NacCl. Es wurde ein diskontinuierlicher Gradient verwendet, die Flussrate betrug
0,4 ml/min. Detektiert wurde bei 409 nm. Das Injektionsvolumen betrug 25 pl. Die
chromatographische Trennung der Myoglobine der Tierarten Strauf3, Huhn, Pferd,
Rind, Schwein und Wasserbuffel erfolgte innerhalb einer Gesamtlaufzeit von 35
Minuten und war in guter Ubereinstimmung mit den unterschiedlichen isoelektrischen
Punkten.

Ausgehend von aus der Literatur bekannten Myoglobingehalten in Schweinefleisch
(1 bis 3 mg/g) und Rindfleisch (4 bis 10 mg/g) wurden Versuche unternommen,
Mischungen von Schweine- und Rindfleisch in definierten Mengenverhaltnissen zu
untersuchen. Hierzu wurden rohe (Rindfleisch)Burger mit Schweinefleischanteilen
von O, 5, 10, 20, 30, 40 , 50, 60, 70, 80, 90, 95 und 100% hergestellt (jeweils
Dreifachbestimmung). Dabei konnte in allen Proben sowohl Schwein- als auch Rind-
Myoglobin festgestellt werden. Auch der Zusatz von 5% Schwein war noch klar
nachweisbar und auch quantifizierbar. Der Variationskoeffizient betrug flr Schwein-
Mb 3% und fir Rind-Mb 9%.

Die Autoren resumieren, dass Myoglobin als Marker flr Tierartnachweis in rohem
Hackfleisch gut geeignet ist, da es zum einen eine Hauptkomponente des
Muskelgewebes darstellt, zum anderen sich das Metmyoglobin leicht
chromatographisch aufreinigen lasst und es zudem aufgrund des hohen
Absorptionskoeffizienten bei 409 nm gut detektierbar ist. Die Autoren halten die
Methode fur einfach durchfiihrbar im Blick auf Probenvorbereitung und UPLC-
Bedingungen und daher fir leicht automatisierbar und fiir den Routinebetrieb
geeignet. Geht man jedoch davon aus, dass der religiés begrindete Toleranzlevel
0% betragt und demzufolge die Nachweisgrenzen fir Schweinefleisch méglichst
niedrig sein sollten, liegt die Nachweisgrenze dieses Verfahrens mit etwa 5% doch
recht hoch.

Von einer polnischen Arbeitsgruppe (Montowska, M., Pospiech, E., (2013):
Species-specific expression of various proteins in meat tissue: Proteomic
analysis of raw and cooked meat and meat products made from beef, pork and

selected poultry species — Tierartspezifische Expression verschiedener



Proteine im Fleisch: Proteomanalysen von rohem und gekochtem Fleisch und
Fleischerzeugnissen der Tierarten Rind, Schwein sowie ausgewahlten
Geflugelarten. Food Chemistry 136, 1461-1469) wurde mittels zweidimensionaler
Gelelektrophorese (2-DE) nach Proteinen gesucht, die eine Unterscheidung der
Tierarten Rind, Schwein, Huhn, Pute, Ente und Gans in Fleischerzeugnissen
ermoglichen. Hierzu wurden von jeder Tierart jeweils funf Proben Fleisch bei zwei
unterschiedlichen Bedingungen gezogen: Innerhalb 45 min post mortem sowie nach
einer Reifungszeit, die fur Huhn 2 Tage, fur Schwein, Pute, Ente und Gans 6 Tage
und fir Rind 14 Tage betrug. Zudem wurden verschiedene gerducherte Roh- und
Brihwurste hergestellt. Da die verschiedenen Tierarten unterschiedliche Zartheiten
aufweisen, wurden die Proben der verschiedenen Tierarten jeweils unterschiedlich
thermisch behandelt. Hierzu wurden Fleischscheiben (Dicke: 25 mm) in
Aluminiumfolie gewickelt und im Umluftherd auf 75 °C geheizt. Die Heizzeiten
betrugen fur Huhn und Ente 30 min, fur Schwein, Pute und Gans 40-60 min und flr
Rind 90 min. Proben von etwa 2 g wurden aus dem Fleisch herausgeschnitten und
bei — 80 °C gelagert. Fur die Durchfihrung der 2-DE wurden 100 mg
homogenisiertes Material in 1 ml Lysepuffer (7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4% 3-
[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-propansulfonat  (CHAPS), 2% Tréager-
Ampholyte pH 4-7, 40 mM DTT) mit einem Gemisch aus Protease-Inhibitoren geldst.
AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration bestimmt. Fir die praparativen Gele
wurde auf IPG-Streifen (pH 4-7) ein Probenvolumen gegeben, das einer
Proteinmenge von 1 mg entspricht. Nach erfolgter In-Gel-Rehydratisierung (7 M
Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2% CHAPS, 0,5% Trager-Ampholyte, 0,001%
Bromphenolblau) wurden die Proben bei 20 °C durch schrittweise Erhéhung der
Spannung auf 8 kV (insgesamt 70.000 Voltstunden) fokussiert. Anschliel3end wurden
die IPG-Streifen reduziert und alkyliert und eine SDS-PAGE durchgefuhrt. Die
Anfarbung der Gele erfolgte mit Coomassie Brillant  Blue.  Zur
massenspektrometrischen Proteinidentifikation wurden die aus den Gelen
ausgewahlten Spots mit DTT reduziert, mit IA alkyliert und anschlie3end mit Trypsin
bei 37 °C verdaut. Die Spots von Huhn und Pute wurden mit einem Autoflex MALDI-
TOF (Bruker), die Spots der anderen Tierarten mit einer Kopplung von nano-UPLC
und Q-TOF-Premier-Massenspektrometer (Waters) untersucht. Fur die MALDI-TOF-
Untersuchung wurde die verdaute Probe auf eine MALDI-Probenplatte gegeben und

mit einer gesattigten Losung alpha-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (CHCA) gegeben. Die



lonisierung erfolgte durch Laserbeschuss bei 337 nm. Fir die LC/MS-Analytik
wurden die Peptide nach dem In-Gel-Verdau mit Trifluoressigsaure in Acetonitril
extrahiert und auf einer C18 Nano Acquity UPLC Saule getrennt.

Die Proteine wurden durch Peptidmassenfingerprint identifiziert und mit den
Datenbanken SwissProt und TrEMBL verglichen. Die mittels MALDI-TOF generierten
Daten wurden mit der MASCOT-Datenbank abgeglichen. Dabei wurde eine fehlende
Trypsinspaltstelle akzeptiert, eine Peptidmassentoleranz von 0,2 Dalton gewéhlt und
als Aminoséauremodifikationen ,Carbamidomethyl* und eine teilweise Oxidation der
Methioninreste festgelegt.

Es ergaben sich bei den 45 min post mortem gezogenen Fleischproben fir
zahlreiche Proteine Unterschiede zwischen den untersuchten Tierarten hinsichtlich
Molekulargewicht und isoelektrischem Punkt. AnschlieRend wurde untersucht, ob
diese Spezies-spezifischen Proteine wahrend der Fleischreifung bzw. der
Weiterverarbeitung zu Fleischerzeugnissen abgebaut werden. Die vergleichenden
Untersuchungen zwischen ungereiftem und gereiftem Fleisch ergaben, dass
wahrend der Reifung zahlreiche Proteine abgebaut und daher nicht in die weiteren
Untersuchungen einbezogen wurden. Es wurden insgesamt 130 Spots ausgewahlt
(zwischen 12 und 33 Spots je Tierart), die sowohl relativ stabil als auch
tierartspezifisch waren. Die Ergebnisse bezlglich der Isoformen der leichten Ketten
der Myosine wurden von den Autoren bereits an anderer Stelle publiziert (Journal of
the Science of Food and Agriculture, 91, 2449-2456 (2011); Proteomics 12, 2879-
2889 (2012). Nach der thermischen Prozessierung blieben noch 83 Spots (16 Rind,
22 Schwein, 12 Huhn, 10 Pute, 13 Ente, 10 Gans) bezuglich ihres
elektrophoretischen Verhaltens unverandert, wobei Proteine mit geringem
Molekulargewicht weniger hitzeempfindlich waren. Die meisten dieser Spots wurden
unveradndert auch in Fleischerzeugnissen nachgewiesen. Bei Salamis, die mit
Starterkulturen hergestellt wurden, konnte ein starkerer Proteinabbau festgestellt
werden. Die Autoren fuhren den recht geringen Proteinabbau bei erhitzten
Fleischerzeugnissen darauf zuriick, dass proteolytische Enzyme durch Temperatur,
Salz und pH-Wert-Anderung inhibiert werden.

Die in Fleischerzeugnissen am haufigsten beobachteten Spots wurden
massenspektrometrisch identifiziert. Dies waren zwei myofibrillare Proteine (Troponin
T und Tropomodulin 4) sowie zwei Plasmaproteine (Albumin und Apolipoprotein B).

Dartber hinaus konnten auch regulatorische und metabolische Proteine identifiziert



werden. Es konnte gezeigt werden, dass Unterschiede in der elektrophoretischen
Mobilitdt nicht nur auf Unterschiede in der Priméarstruktur der Proteine
zurtckzufihren sind.

Die Autoren weisen darauf hin, dass die im Rahmen der Untersuchungen
massenspektrometrisch identifizierten Proteine spezifisch fur Rind, Schwein, Huhn
und Pute sind. Uber Ente und Gans kénnen weniger Aussagen getroffen werden, da
die Proteine dieser beiden Gefligelarten bislang zumeist noch nicht sequenziert sind.
Besonders grol3e tierarspezifische Unterschiede in der Primarstruktur ergaben sich
fur  Serumalbumin, Apolipoprotein B, Hitzeschock-Protein 27 (HSP27),
herzspezifisches fettsaurebindendes Protein (H-FABP), ATP-Synthase, Cytochrom
bc-1-Untereinheit und das elektronen-transportierende Flavoprotein (alpha-ETF). Die
Autoren halten es fur moglich, dass diese Proteine kinftig als tierartspezifische

Marker herangezogen werden kdnnten.

Massenspektrometrischer Nachweis von , Klebefleisch®

Bei Roh- und Kochschinken darf der Verbraucher davon ausgehen, dass flur die
Herstellung nur ein einzelnes, natirlich gewachsenes Fleischstiick verwendet wurde.
Werden einzelne Fleischteile zusammengeklebt, handelt es sich um Formschinken.
Ein gebrauchlicher ,Kleber* hierfir ist das aus dem Bakterium Streptomyces
mobaraensis stammende Enzym Transglutaminase, das kommerziell vertrieben wird.
Nach  Verordnung (EG) Nr. 1332/2008 st Transglutaminase als
Verarbeitungshilfsstoff zugelassen.

Von einer Schweizer Arbeitsgruppe (Kaufmann, A., Képpel, R., Widmer, M. (2012):
Determination of microbial transglutaminase in meat and meat products:
Nachweis mikrobieller Transglutaminase in Fleisch und Fleischerzeugnissen.
Food Additives and Contaminants, Part A 29, 1364-1373) wurden dotierte und
kommerzielle Proben (Fleisch und Fleischerzeugnisse) auf mikrobielle
Tranglutaminase mittels LC-MS/MS und ELISA untersucht. Fur die LC-MS/MS-
Methode wurden zu 5 g homogenisiertem Fleisch bzw. Fleischerzeugnis 45 ml
Extraktionslosung gegeben, sorgféltig vermischt und anschliel3end zentrifugiert. Ein
4ml-Aliquot des Uberstandes wurde mittels Ultrafiltration (Ausschlussgrenze: 100
kDa; 30 min bei 4500 U/min) aufgereinigt. Der Durchlauf wurde mit einer
Enzymlésung der Achromobacter Lyticus Protease im Volumenverhéltnis 9:1

gemischt und fur 14 h bei 37 °C verdaut. Die chromatographische Trennung des



resultierenden Peptidgemisches erfolgte auf einer Kinetex Core-Shell C18-Saule bei
einer Saulentemperatur von 25 °C und einem Acetonitril-Wasser-Gradienten.

Die massenspektrometrische Detektion der Peptide erfolgte mit einem Tandem
Quadrupol-Massenspektrometer (Micro, Waters). Es konnten vier kurze und von den
Autoren als charakteristisch eingestufte Peptide (4 bis 6 Aminosauren)
nachgewiesen werden, die einfach getrennt werden konnten und zudem keinen
relevanten Carry-over aufwiesen. Die Auswahl dieser vier Peptide (LGAM, FIPK,
YLDNL, SWNTAP) erfolgte dabei nach folgenden Kriterien: Intensitit des MS-
Signals, madglichst geringe Matrixinterferenzen, Vorkommen in allen mit
Transglutaminase dotierten Proben und eine mdglichst geringe Beeinflussung der
Signalintensitat durch thermische Behandlung bzw. Lagerung des Produktes. Um
auszuschlieBen, dass die gewaéhlten Markerpeptide aus einem Beiprodukt der
technischen Transglutaminase-Mischung stammen, wurde auch hochreine
rekombinante Transglutaminase untersucht. Ein Test auf Eindeutigkeit der
Markerpeptide wurde nicht durchgefihrt, die Autoren gehen jedoch davon aus, dass
die genannten Peptide als Marker fur Transglutaminase angesehen werden kdnnen.
Durch Auswahl von jeweils zwei geeigneten MS/MS-Massenlubergangen je
Markerpeptid konnten die Interferenzen moglichst gering gehalten werden. Da die
technische Transglutaminase-Mischung etwa 0,5% Transglutaminase enthalt und
eine Zugabemenge von 0,5 bis 1,5% empfohlen wird, wurden verschiedene Proben
(Wiener, Raucherlachs, Schinken) mit 25 mg Transglutaminase pro kg Erzeugnis
dotiert. In diesen Proben konnte auch nach einem Monat Lagerung noch
Transglutaminase nachgewiesen werden. Zudem wurden verschiedene kommerzielle
Fleischerzeugnisse untersucht, darunter auch zwei Produkte, bei denen
Tranglutaminase deklariert war (in der Schweiz ist TG eine kennzeichnungspflichtige
Zutat). Diese beiden Proben wiesen positive Ergebnisse auf, alle anderen Proben
wurden negativ getestet. Die Ergebnisse der HPLC-MS/MS-Methode und der ELISA-
Untersuchung waren in guter Ubereinstimmung.

Im Gegensatz zu Transglutaminase ist die Verwendung eines Enzympréparates, das
aus Thrombin und Fibrinogen besteht, in der EU nicht zugelassen. In den USA ist der
Einsatz jedoch erlaubt, muss jedoch gekennzeichnet werden. Thrombin und
Fibrinogen werden aus dem Blutplasma von Rindern oder Schweinen gewonnen und
fungieren als ,Kleber”, indem das Fibrinogen durch Thrombin in Fibrin umgewandelt

wird, welches wiederum an fleischeigenes Kollagen binden kann. Im Rahmen einer



internationalen Laborvergleichsuntersuchung (Grundy, H. et al. (2013): Selected
reaction monitoring method to determine the species origin of blood-based
binding agents in meats: A collaborative study - SRM-Methode zur
Bestimmung der Herkunftsspezies Blut-basierter Bindemittel in Fleisch: Eine
Laborvergleichsuntersuchung. Food Chemistry 141, 3531-3536) unter Teilnahme
von funf Laboratorien wurde die Eignung einer HPLC-MS/MS-Methode zum
Nachweis der Verwendung von Thrombin-Fibrinogen-Praparaten in verschiedenen
Lebensmitteln getestet. Die getestete Methode beruht darauf, dass das
Plasmaprotein Fibrinogen durch die Protease Thrombin in die Fibrinopeptide A und B
gespalten wird. Dabei sind die Aminosauresequenzen der Fibrinopeptide A und B
jeweils fur die Tierarten Rind und Schwein charakteristisch. Der Ringversuch bestand
aus zwei Runden. In der Trainingsrunde wurde Lammfleisch mit aus Schweine- bzw.
aus Rinderblut stammendem Bindemittel dotiert (10%) und an die Teilnehmer
versendet, die die Herkunftsspezies feststellen sollten. In der zweiten Runde wurde
Thunfisch mit aus Rinderblut stammendem Bindemittel dotiert (10%). Jedes Labor
erhielt 7-9 Testmaterialien (jeweils 10 g) sowie eine Standardarbeitsanweisung
(SOP) mit detaillierter Beschreibung der Extraktion der nachzuweisenden
Fibrinopeptide sowie der HPLC-MS/MS-Bedingungen. Da in den verschiedenen
Laboratorien unterschiedliche Massenspektrometer zum Einsatz kamen, konnten die
Ringversuchsteilnehmer die vorgeschlagenen Massentbergdnge auch durch
geratespezifisch glnstigere ersetzen. Zur Probenvorbereitung wurden 2 g
Testmaterial mit 6,2 ml kalter Trichloressigsaure (6,2%) homogenisiert, zentrifugiert
und der Uberstand zweifach mit gleichem Volumen and Diethylether und
anschlieend einfach mit Butanol und Hexan gewaschen. Die Peptidlésung wurde
lyophilisiert, in 1 ml Phosphatpuffersalzlosung aufgenommen, bei Raumtemperatur 1
Stunde heftig geschuttelt und zentrifugiert. Anschliel3end erfolgte eine zweistufige
Aufreinigung Uber Festphasenextraktion (Oasis HLB und MAX). Die
chromatographische Trennung des Peptidgemisches erfolgte mittels HPLC auf einer
RP18-Saule mit einem Acetonitril-Wasser-Gradienten bei einer Flussrate von 0,3
mi/min und einem Injektionsvolumen von 15 pl. Die Kapillarspannung des
Massenspektrometers betrug 3,5 kV. Fir die vier Fibrinopeptide wurden von den
Laboratorien jeweils mindestens zwei Massenubergange ausgewahlt.

Bei der Trainingsrunde konnten die Herkunftsspezies der beiden Testmaterialien

korrekt festgestellt werden. Fur das aus Rinderblut stammende Praparat konnten von



den Teilnehmern nur ein bis zwei Massenlibergange beobachtet werden, fir das aus
Schweineblut hergestellte Bindemittel konnten hingegen vier bis sechs
Massenubergange detektiert werden. Fibrinopeptid A konnte bei Rind deutlich besser
nachgewiesen werden als Fibrinopeptid B. In der zweiten Runde wurde nur auf
Proben fokussiert, die mit aus Rinderblut hergestelltem Bindemittel dotiert wurden, da
der Nachweis dieser Fibrinopeptide sich in der Testrunde als komplizierter erwiesen
hatte. Im Rahmen dieser Ringversuchsrunde konnte alle 43 Proben korrekt als
.Rinder-Fibrinopeptide = nachgewiesen® und ,Schweine-Fibrinopeptide nicht
nachgewiesen” identifiziert werden. Die Autoren weisen darauf hin, dass die im
Ringversuch getestete Analysenmethode lediglich qualitativen Charakter besitzt. Sie
gehen davon aus, dass durch Verwendung empfindlicherer Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer und einigen Verfahrensoptimierungen eine quantitative

Analysenmethode erarbeitet werden kann.
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