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MOLSPEC-ID: Entwicklung von quantitativen und qualitativen
molekularbiologischen Methoden zum Nachweis von Tier- und

Pflanzenarten in Lebensmitteln

MOLSPEC-ID: Development of Quantitative and Qualitative Molecular
Biological Methods to Identify Plant and Animal Species in Food

Das Ziel des MOLSPEC-ID-Projekts ist die Entwicklung von
molekularbiologischen Detektionsmethoden zur Identifizierung
spezifischer Tier- und Pflanzenarten in Lebensmitteln. Dies ist
wichtig fur die Aufdeckung des missbrauchlichen Ersatzes von
Nahrungsmittel-Komponenten (Taduschung) und der Vermeidung von
negativen Reaktionen auf unerwartete Inhaltsstoffe (Allergene).

Ausgehend von der hohen Erwartung, die von den Konsumenten
in die Lebensmittelqualitat gesetzt wird, ist die eindeutige Identifi-
zierung von Tier- und Pflanzenarten in Lebensmitteln ein wichtiger
Schritt in Richtung Transparenz, Information und Sicherheit. Die Le-
bensmittel werden immer raffinierter verarbeitet, man erkennt nicht
mehr auf den ersten Blick, was alles in den Lebensmitteln enthalten

ist. Das macht die Lebensmittelkennzeichnung zunehmend wichtiger.

Andererseits gibt es grolRe Qualitatsunterschiede bei den einzelnen
Inhaltsstoffen und daher auch grofse Unterschiede bei den Produk-
tionskosten von Lebensmitteln. Das flihrt zur Versuchung, Lebens-
mittel, die Inhaltsstoffe minderer Qualitat enthalten, héherwertiger
zu dekKlarieren als sie sind. Verfalschungen bzw. Falschdeklarationen
von Fleischprodukten stellen im Vergleich zu anderen Lebensmitteln
eine seltene, aber seit Jahrhunderten vorkommende Tauschung der
Verbraucher dar. Der Hauptgrund fUr eine Falschdeklaration von
Fleisch, welche durch dhnliche Eigenschaften wie Aussehen und
Geschmack erméglicht wird, liegt in der Preisdifferenz der ver-
schiedenen Tierarten. In Zeiten von BSE ist es flr viele Verbraucher
wichtig zu wissen, dass als rindfleischfrei deklarierte Fleischprodukte
tatsachlich kein Rindfleisch enthalten. Auch religidse und gesell-
schaftliche Griinde kénnen eine Rolle spielen, warum Konsumenten
Fleisch einer bestimmten Tierart meiden. Verbraucher zahlen teilwei-
se hohe Summen, um eine Delikatesse wie z.B. eine Ganseleberpas-
tete zu genielden, und erwarten sich dann auch diese hohe Qualitét,
die nicht durch die Beimengung von Entenleber verringert sein darf.
Ganz allgemein ist die Maglichkeit der Sortenidentifizierung
eine Voraussetzung fiir die Uberpriifung der Kennzeichnung von
Lebensmitteln. Damit soll der Konsument vor Betrug und versteck-
ten Lebensmittelbestandteilen, die ein grofses Gesundheitsrisiko
darstellen (versteckte Allergene), geschiitzt werden. Gerade auf
dem Gebiet der potentiellen Allergene, die dafur bekannt sind, dass
sie schwere anaphylaktische Reaktionen bis hin zum Tod ausldsen
konnen (Erdnuss, Soja, Sellerie), gibt es bis jetzt noch kaum validier-

te Nachweismethoden auf PCR (Polymerasenkettenreaktion) - Basis.

Diese Methoden wurden zu einer Verbesserung der Lebensmittel-
iberwachung und auch zur Qualitatssicherung von Rohmaterialien
in der Produktion von hochqualitativen Produkten flihren. Bis jetzt
basieren die offiziellen Methoden zur Uberpriifung von Tier- und
Pflanzenarten hauptsachlich auf Proteinanalytik (z.B. isoelektrische
Fokusierung, PAGE, immunologische Verfahren). Bei verarbeiteten
Produkten ist das allerdings problematisch, da viele Proteine bei der
Verarbeitung verandert oder zerstort werden. Deshalb haben sich in
den letzten Jahren in der Lebensmittelanalytik immer mehr Metho-
den auf Nukleinsdure (DNA) - Basis etabliert.

Neben der hohen Empfindlichkeit und Spezifitét ist die exzel-
lente Moglichkeit der Standardisierung einer der grofsten Vorteile

dieser Methoden. Die DNA ist in allen Zellen einer Spezies gleich.
Der Informationsgehalt der DNA ist aufgrund der Degenerierung
des genetischen Codes hoher als der von Proteinen. DNA ist sehr
stabil und Ubersteht die meisten Verarbeitungsschritte viel besser
als Proteine. Immunologische Methoden sind immer abhédngig von
der hohen Qualitat der Antikérper. PCR-Primer kénnen leicht in
adaquater Qualitat von verschiedenen Herstellern erhalten werden.
Aufderdem wird zurzeit eine Vielzahl von DNA-Methoden zur Steige-
rung des Probendurchsatzes entwickelt (multiplex-PCR, PCR-ELISA,
Chip-Technologie). Trotz allem ist auch die Proteinanalytik nicht aus
dem biochemischen Alltag wegzudenken. Sie ist leicht handhabbar
und relativ gunstig durchfthrbar. Bis jetzt gibt es jedoch noch keine
systematischen Vergleiche von Proteinmethoden (Limitierungen,
Anwendungsbereiche) mit Methoden, die auf DNA-Basis beruhen.

Ein solcher Vergleich im Rahmen des EU-Projektes MOLSPEC-ID
soll neue Erfahrungswerte auf diesem Gebiet bringen und auch zu
Empfehlungen in der praktischen Anwendung fuhren, wann z.B.
welche Methode bevorzugt werden soll.

Das Hauptziel des Projektes ist die Entwicklung von Methoden,
die geeignet sind fiir die Uberwachung von potentiell allergenen
Lebensmittelbestandteilen und von Ersatz von Arten und Arten-
Zumischung, um eine korrekte Lebensmittelkennzeichnung zu
garantieren. Daflr wird eine Reihe von Arten (tierisch und pflanzlich)
in Lebensmitteln untersucht, die in dieser Beziehung besonders rele-
vant sind. Das zu untersuchende Material wird in verschiedener Zu-
sammensetzung und Verarbeitungsart von einem Projektpartner (der
Bundesanstalt fir Fleischforschung in Kulmbach in Deutschland) zur
Verfligung gestellt. 14 Projektpartner aus 11 europdischen Landern
entwickeln Nachweissysteme flr die verschiedenen Organismen.

Das Projekt beinhaltet zwei Aspekte:

(1) Die Entwicklung von qualitativen Methoden, die es ermdglichen,
eine breite Palette von verschiedenen Tier- und Pflanzenarten
(inklusive exotischer Tierarten und Arten von regionalem Interes-
se) und versteckte potentiell allergene Stoffe nachzuweisen.

(2) Die Entwicklung von quantitativen Methoden mit besonderem
Augenmerk auf die Nachweisgrenze, um die Mdglichkeiten der
gesetzlichen Uberwachung der Lebensmittel zu verbessern.

Zusatzlich wird eine Datenbank entwickelt, in der alle Informati-
onen, die im Rahmen des Projektes erarbeitet werden, gesammelt
werden und die nach Projektabschluss dem interessierten Publikum
(Lebensmittelkontrolle, Qualitaétsmanagement) zur Verfligung stehen
soll.

Die Arbeitsgruppe ,.biochemische Lebensmittelanalytik® (Leitung
Dipl.Ing. Dr. Ursula Milleder) des Institutes fir Lebensmittelchemie
und -technologie der TU Graz ist aktiv in vier Arbeitsbereichen
dieses EU-Projektes tatig. Im ersten Bereich geht es um die Entwick-
lung von qualitativen und quantitativen PCR-Methoden zur Detektion
von verschiedenen Tier- und Pflanzenarten. Unsere Aufgabe ist
dabei die qualitative Detektion von Truthahn, Huhn und Ente und die
Entwicklung quantitativer Systeme flr Ente und Truthahn. Mit den
dabei erstellten Methoden wird in der Folge ein ,Multiplex-PCR-



Abb.2: Amplification-Plot einer Real-time PCR mit einem Truthahn-spezifischen System. Gezeigt
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System” entwickelt. Dabei geht es ganz einfach um die simultane
Detektion von mehreren Tierarten in einem Versuchsansatz. Der
dritte Arbeitsbereich, in dem unsere Arbeitsgruppe mitwirkt, befasst

Abb.1: Geféarbtes Agarosegel mit Produkten einer PCR mit ,Huhn-spezifischen” Primern. Ganz links ist der Langenstandard aufgetra-
gen, danach Huhn-DNA in verschiedenen Konzentrationen (im Bereich von 1 ng/uL bis 1 pg/pL)

sich mit dem Vergleich der neu entwickelten PCR-Methoden mit
den bisher zum Nachweis von Tierarten Ublichen Methoden auf
Proteinbasis. Dabei werden von uns kommerziell erhaltliche Testkits
und Systeme anderer Projektpartner durchgetestet. Am Ende des
Projektes werden schlief3lich einige der von den Projektteiinehmern
entwickelten molekularbiologischen Methoden in Ringversuchen
validiert.

Alle von uns entwickelten Methoden beruhen auf der Polyme-
rasekettenreaktion (PCR). Diese ermdglicht es, grofRe Mengen an
spezifischer DNA mit definierter Lange und Sequenz aus einer
kleinen Menge an Ausgangs-DNA herzustellen. Dadurch kénnen
auch extrem kleine Mengen der Ziel-DNA nachgewiesen werden.
Das Prinzip der PCR ist einfach. Sie umfasst 3 Schritte, wobei nach
Hitzedenaturierung der DNA Oligonukleotide (Primer) an die beiden
Einzelstrange anlagern und ausgehend von deren 3'-Ende die
DNA-Polymerase neue DNA synthetisiert. Diese Schritte werden in
Form eines
ZyKlus im-
mer wieder
durchlau-
fen, bis
genug
Produkt
vorhanden
ist (30 bis
45 Zyklen).
Die Primer
werden so
gewahlt,
dass exakt
nur ein
kurzes
DNA-Stlick einer ganz bestimmten Tier- oder Pflanzenart verviel-
faltigt wird. Ublicherweise wird das Produkt dann mittels Agaro-
se-Gelelektrophorese nachgewiesen. Die DNA wandert je nach
Molekiilgréfe eine bestimmte Distanz im elektrischen Feld und
kann dann mit verschiedenen Farbstoffen sichtbar gemacht werden.
Durch Vergleich mit den Banden eines Grofenstandards kann die
Fragmentgrofe bestimmt werden (Abb. 1). Mit der PCR kénnen
qualitative und semi-quantitative Nachweise durchgefiihrt werden.

Fur die quantitative Bestimmung von Truthahn und Ente werden
von uns ,Real-time PCR" Methoden entwickelt. Bei der ,Real-time
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sind Ansétze mit Truthahn-DNA in verschiedenen Konzentrationen

PCR" kénnen die PCR-Produkte in Echtzeit gleich online durch

das Messen eines Fluoreszenzsignals verfolgt werden. Es ist keine
Gelelektrophorese der PCR-Produkte mehr notwendig. Je hoher

die Konzentration der Ziel-DNA in der Losung ist,
desto friher misst man das exponentiell ansteigen-
de Fluoreszenzsignal (Abb.2). Mit dieser Methode
kénnen auch exakte quantitative Bestimmungen
durchgeflhrt werden.

Am Ende des Forschungsprojektes sollen alle in
diesem Rahmen entwickelten Methoden in einer
Datenbank, die von einem der Projektteilnehmer
erstellt wird, gesammelt vorliegen. Diese soll eine
Anlaufstelle fir z.B. Organe der amtlichen Le-
bensmittelliberwachung und andere interessierte
Personen werden und zu einer weiteren Verbesse-
rung der Kontrolle der Lebensmittelkennzeichnung
und der Qualitatssicherung flihren.

MOLSPEC-ID: Development of Quantitative and
Qualitative Molecular Biological Methods to Iden-
tify Plant and Animal Species in Food

The goal of the MOLSPEC-ID-project is the development of
detection methods to identify specific plant and animal species in
food. 14 partners out of 11 European countries are involved in the
MOLSPEC-ID project, organized in 5 work packages.

Recent investigations demonstrated that fraudulent replacement
of food components, as well as adverse reactions to unexpected
food ingredients are quite common problems. Up to now official
methods for the detection of plant and animal species in foods are
mainly based on protein analysis. The project aims at developing
DNA-analytical methods for qualitative and quantitative identifica-
tion of plant and animal species in foods to monitor product safety
and traceability. Main objectives of the project will be the develop-
ment of methods suited for the monitoring of potential allergenic
compounds, fraud and to ensure correct labelling. Thus a panel of
species in foodstuffs will be investigated which might play a role in
this regard.

The project includes two aspects: development of qualitative
methods that are useful to identify a broad variety of different
species including exotic species, species of regional interest and
hidden potential allergenic compounds. Quantitative methods
will be developed with respect to threshold values for supporting
the surveillance of legal requirements. Research will be perfor-
med on the following aspects. enhancing sample throughput
and applicability and comparison of DNA with protein analytical
methods. A research aspect will be enhancing throughput by in-
troducing multiplex-PCR, PCR-ELISA and chip technology. Four
methods for several species will be validated in interlaboratory
studies. Furthermore a public database will be established con-
taining information about methods to identify plant and animal
species in foods.

In the MOLSPEC-ID-project the working group “biochemical
food analysis” of the institute of food chemistry and technology
will develop PCR systems for the qualitative detection of duck,
turkey and chicken and for the quantification of turkey and duck.
Based on these systems a multiplex PCR system will be deve-
loped and verified with reference materials. Other tasks of our
working group will be the testing of commercial protein based
methods for several species and the participation in at least
three ring trials.



