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EINLEITUNG

Der Schutz des Verbrauchers vor falsch deklarierten Lebensmitteln ist ein
wichtiges Ziel der amtlichen LebensmittellUberwachung. Bel Molkerel-
produkten ist die Angabe der Tierart dabel besonders relevant fur die
Kaufentscheidung: Ist der teure Biuffel-Mozzarella auf der Pizza nicht
doch die gunstigere Variante aus Kuhmilch? Sind die als Feta
ausgelobten weil3en Wirfel im Salat kein Imitat? Fur den analytischen
Routine-Nachweis solcher Tauschungen sind bisher vor allem molekular-
biologische, immunologische oder fettanalytische Methoden im Einsatz.

Einen weiteren Zugang zur Tierartbestimmung bietet die MALDI-TOF
Massenspektrometrie (MS) [1,2,3]. Hiermit konnen gut ionisierbare grol3e
Biopolymere, wie beispielsweise Proteine aus Mikroorganismen, Fleisch
oder Milch relativ schonend analysiert werden (s. Abb. 1).
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REFERENZPROBEN / PROBENVORBEREITUNG

FuUr den Aufbau der Datenbank wurden deklarierte Milch und
Kaseprodukte gezielt erworben und teilweise Uber konventionelle
Methoden In der Tierart bestatigt. Ausgehend von unseren Erfahrungen
mit der Fleischaufarbeitung [1] wurde ein fur Milchprodukte optimiertes
Protokoll flr die Probenvorbereitung erarbeiltet:
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Milch:

» Fettabscheidung der Milch durch Zentrifugation

» Fallung des Caseins durch 5% Essigsaure

» Waschen des Caseinats mit Wasser

Kase:

» Losen des Caseinates in einer Mischung
aus 50% Acetonitril, 47,5% H,O und 2,5%
Trifluoressigsaure

> Ubertragen von 1 pl der geldsten Proteine
auf den MALDI-Trager

» Trocknen bei Raumtemperatur

> Uberschichten mit 1 pl Matrixlosung
(a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure, HCCA)

» Trocknung/ Kristallisation

> MALDI-TOF MS Messung Abb. 2

BEARBEITUNG DER SPEKTREN & AUFBAU DER DATENBANK

Das beladene Target kann unmittelbar im MALDI-TOF MS (Biotyper LT-
microflex, Bruker Daltonik, Bremen) vermessen werden (s. Abb. 2). Die
Im Bereich von 2-20 kDa aufgenommenen Rohspektren werden zu MSP
reduziert (Biotyper 3.X, Bruker) (s. Abb. 3). Diese kbnnen als Referenz in
der eigenen Datenbank hinterlegt oder als Probe mit einer vorhandenen
Datenbank verglichen werden.

Das Ergebnis der Probe wird im Biotyper als Score-Wert angegeben, der
die Ubereinstimmung des Proben-MSP mit den Datenbankeintragen
widerspiegelt. Die erhaltenen MSP von Kase, hergestellt aus Milch
unterschiedlicher Tierarten, unterscheiden sich dabel deutlich (s. Abb. 4).
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Abb. 3: Massenspektrum aus
4 Buffelmozzarella (oben) und
15 daraus berechnetes MSP
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Abb. 4. A Baumdiagramm der MSP von Kase aus Milch verschiedener Tierarten
B MSP Vergleich: Jeweils oben Probe, unten Referenz-MSP der Datenbank
C Hitliste der Proben. Sie zeigt die Ubereinstimmung mit der Datenbank in
absteigender Reihenfolge des Score-Wertes.

MILCH UND KASE-DATENBANK

Bisher wurden >75 unabhangige Eintrage verschiedener Milchprodukte
von 5 verschiedenen Milch-liefernden Tierarten in die CVUAS-Datenbank
aufgenommen. Die erstellten MSP sind Innerhalb der gleichen
Gerateplattform  Ubertragbar. Der aktuelle Stand vorhandener
Datenbankeintrage mit zusatzlichen Informationen sind auf www.maldi-
up.ua-bw.de gelistet [4].

VALIDIERUNG

Zur Uberpriufung des Systems werden Spezifitat und Selektivitat der
einzelnen Parameter anhand von unabhangigen Referenzproben ermittelt.
Als Beispiel sind die zusammengefassten Ergebnisse fur den Parameter
Wasserbuffel und Kuh beil Mozzarella, sowie fur Schaf/Ziege und Kuh bel
welldem Kase In Lake (Feta, analog hergestellte Produkte aus Schaf-,

Ziegen- und Kuhmilch) dargestellt (s. Abb. 5).
BEI?;:E:: Kontrolle Gegengruppe
5 richtig- falsch- 5 falsch-

Kisesorte Proben pc;;:’;w ne-[gﬂ/:]tw Proben pc[}:]w
Mozzarella
-  Wasserbuffel 22 100 0 23 0
- Kuh 23 100 0 22 0
WeilRe Kase in Lake
- Schaf/Ziege 32 100 0 21 0
- Kuh 21 100 0 32 0

Abb. 5: Validierungsergebnis fur Mozzarella und Feta-ahnliche Kase in Lake

FAZIT & AUSBLICK

Eine routinetaugliche und ubertragbare MALDI-TOF MS Methode fur die
Tierartbestimmung in Mozzarella und Feta-ahnlichen Produkten ist erstellt.

Die Methode umfasst eine optimierte Probenvorbereitung, eigene
Datenbankeintrage und erste abgeschlossene Validierungen.

Die Durchfihrung der Analyse ist einfach, die Geschwindigkeit ist hoch
(Probenahme bis Ergebnis < 1h) und die Verbrauchskosten sind gering.

Der weitere Aufbau der Datenbank (Tierarten, Kasetypen, MoPro, Imitate
und Ersatzprodukte) und die Fortsetzung der formellen Parameter-
Validierungen werden die Akzeptanz der Methode steigern.

Die Arbeiten zur Validierung wurden von Nadine Korte (Lebensmittelchemikerin [y

Im Praktikum) im Rahmen eines einmonatigen Projektes unterstitzt.
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