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e Warum quantitative Allergen-Analytik?
o Wer bendtigt die quantitative Information?

e EU: Allergen Nulltoleranz (technische Null; kleiner LOD)
e Codex: Gluten Free <20 ppm; low Gluten <100ppm

e Reicht groBer bzw. kleiner 20 ppm als Information?
Zukunft:

e Grenzwerte bzw. 'action levels' in Bezug auf Deklaration
(Beispiel: EU-VITAL (basierend auf VITAL))

o Verlassliche quantitative Analytik

e Referenzmaterial
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ORANGEN-MANDEL.BUTTERGEBACK

(©) Zutate€ Weizenmehl, Putter (24%)
Zucker, Man (&2 Skosnuss, Vollel,
Backtriebmittel (Natriumhydrogencarbonat,
Dinatriumphosphat), Ingwer, Salz, natdrliches

Orangen
Kan Spuren von Nussen Weizen, Ysluten,
Eiern un enthalten.

Kihl und trocken lagern.
Mindestens haltbar bis: €. Bodenunterseite.

ORANGE ALMOND BUTTER COOKIES
©8 Ingredients:Wheat flour, butter (24%),

sugar, almonds (6.4%), Desiccated coconut,
liquid whole egg, raising agents: sodium

o el o e e NI IR Rl il

BISCUITS AU BEURRE AUX ORAMNGES ET
AMANDES

@ Ingrédients: Farine de blé, beurre (24%),
sucre, amandes (6.4%), noix de coco
déshydratée, oeufs entier liquide, agent de
levure: bicarbonate de sodium (ES00 i),
phosphate disodique (E339 ii), gingembre,
sel, ardme naturel d'orange, orange (0.05%).
A consommer de préférence avant fin: voir
au dos du paquet.

Conserver dans un endroit sec et frais,
Placer dans un contenant hermétique
apres ouvertiure.

Traces éventuelles de noix.

Peut contenir des traces de fruits secs, blé,

gluten, ceufs et produits laters.
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Initiative for harmonized action
levels for the declaration of food
allergens
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EU- VITAL Konzept

VITAL = Voluntary Incidental
Trace Allergen Labelling

— Festlegung von “Action levels” (AL)

Standardisierung fiir die Deklaration action level
AL 1: keine Deklaration Milk <50 50-500
AL 2: kann Spuren von ... enthalten Egg <20 A
. . Soy <25 25-250
A!_ 3: er\thlalt ... als Zutat Fiah 100 1001000
— Dimensionierung Peanut <8 8-80
mg Protein/ kg Lebensmittel Tree Nuts® | <10 10-100
Sesame <10 ' 10-100
Crustaceans | <10 10-100
= = Gluten <20 20-100
EU-VITAL = Vorschlag europaische ;
Umsetzung Celery <20 20-200
Lupine <20 20-200
. . . Molluscs <20 20-200
— alle in Richtlinie 2007/68 genannten S 20 Ep
Allergene enthalten 50, <10 10100

"Tree Nuts according to Commission directive 2007/68/EC: Hazelnuts, walnuts, Brazil nuts, pecan
nuts, cashews, macadamia nuts, pistachio nuts, aimonds

according Comission regulation (EC) No 41/2009 concerning the composition and labelling of
foodstuffs suitable for people intolerant to gluten; according Codex Alimentarius

— Dimensionierung
mg allergener Bestandieil/ kg Lebensmittel
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e Die Unterschiede

e (1) Das VITAL-Modell listet weniger/andere zu kennzeichnende
Allergene als in der EU beschrieben

e Ein hier vorgestelltes EU-VITAL Modell enthalt alle Allergene
gemal der europaischen Richtlinie (s.u.).

e (2) Die Grenzwerte sind im VITAL-Modell als allergenes
Protein/Gesamtlebensmittel [ ppm] dimensioniert.

o Das EU-VITAL Modell listet die Grenzwerte wie in Europa bereits
normiert
(DIN EN 15634-1) auf:

mg allergene Bestandteile/kg Lebensmittel [ppm]
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Deklaration

Mebenstehende Tabelle zeigt die
Deklaration der drel action level

Action Level 1 keine erfordetlich

Einheit / Dimensionierung
my allergene Bestandteils/

Action Level 3 erfarderlich erthalt .. (als Zutat)”  [EECAREEUEN

Action Level 2
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action level

Allergen Action Level 2 | Action Level 3 .
.................... J et e N AU Mebenstehende Tabelle zeigt

Milch £ - £ . action level fir ausgewahlte
_ _ ..................................................... | Allergene
...... é....:............................................?...................................................... R Eil]l]&it .._- Dil]]&l]ﬁi'}l]i&l-ll I]ﬂ
........... o i S R 1) 3lergene Bestandteile/

Fisch 100-1.000 ¢ = 1.000 kg Lebensmittel [ppm]

Erdnuss T 5chalenfrichte gemal
........................................................... 1- -1-- chht“nle EDDTIEEIEG der

Schalenfriichte ! 10 - 100 =100 Kommission: Haselnuss,
_ -_ ..................................................... d WaanSSI ParanUSSI

Sesam 10 - 100 L =100 Cashewnuss,
_ -_ ..................................................... | MacadamlanUSSI F'IStEIEIE,

lrustentiere 10 - 100 . =100 fandel

Gluten = 20 - 200 . =200 < giehe Verardnung (EG) Mr.
........................................................... + --- 4"' IEDDQ der Hummlaalnn FUr

sellerie : Zusammensetzung und
_ ._ ..................................................... g HEHHEElChﬂUﬂQ "."I:II"I

Lupine L = Lebensmitteln, die fir
_ ._ ..................................................... g MEHSEHEH I'T'Ilt ElﬂEf

ollusken 20 - - Glutenunvertrialichkeit
_ ...................................................... _ _ ........ _ ___ .............. _ __ .............................. g gEElgﬂEt S”-“j L”.-“j SIEhE

senf 20 - 200 L =200 Codex Alimentarius

S0 10 - 100 =100
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Problematik der praktischen Umsetzung

Referenzmaterial
— kein standardisiertes Referenzmaterial
Konsequenz:
Uneinheitliche Herstellung interner Vergleichsmaterialien
Uneinheitliche Dotierungsmaterialien (Samen, Blatt, Mehl, etc...)

o (Grenzwerte
— Nulltoleranz laut EG Richtlinie
— Nachweis von ,Null® nicht mdglich (‘technische Null')
Konsequenz:
Nachweisgrenzen variieren je Nachweissystem und Hersteller
Positive Ergebnisse ohne Gehaltsbestimmung 1 ppm oder 1000 ppm (0,1%)
— kann Spuren von .... Enthalten

e normierte Verfahren § 64 LFGB/DIN
— 4 von 20 allergenen Bestandteilen (Soja, Erdnuss, Haselnuss, Sellerie)
Konsequenz.
Verwendung verschiedenster (quantitativer) Nachweismethoden, -verfahren
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Quantitative Methoden

e ELISA

ereal time PCR

CONGEN the SureFood Company



Sandwich ELISA

Measure product

Add stop solution

Add substrate / chromogen

40 60
Concentration (ppm)

Incubate with antibody-enzyme conjugate

Antigen contained in sample/standard

Antibody attached to solid phase
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Sandwich ELISA:

The higher the conc. the
higher is the absorbance.

Allergene in Lebensmitteln / ...Analytik

QUALITY ASSURANCE CERTIFICATE

RIDASCREEN® Gliadin
Art. No.: R7001 Lot: 02499 Expiry: 2011-03

R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany certifies that this batch has been approved by the Quality
Assurance Department and conforms with specifications

Standards
Standard curve st .
— . L
2.2 Conc._(ppb) mean
» V(%)
'
20 + /
/
S St 1 g8
&
18 T / 0.00 0.048
115
/
16 T F Std2 8
/ 5.00 0.237
14 <+ /0/ 39
/ Std3 g8
12 + / 10.00 0.447
/ 42

(4 I = = =l B I =l =]

10 + Std4 8
20.00 0.849
43

08 T

/ Std5 8

06 + // 40.00 1411
26

04 T /'/ Stde 8
80.00 2099

* 31
02 +
0.0 —i i i i i
5.00 10.00 20,00 40.00 80,00

Concentration (ppb)




Competitive ELISA

Measure product

Add stop solution

Add substrate / chromogen

40 60 80
Concentration (ppm)

Enzyme conjugated specific an
antibody and sample (antigen)

antigen coated plate
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competitive ELISA:

The higher the conc. the
lower is the absorbance.

Allergene in Lebensmitteln / ...Analytik

R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany certifies that this batch has been approved by the Quality

RIDASCREEN® R-Lactoglobulin

QUALITY ASSURANCE CERTIFICATE

Art. No.: R4901 Lot: 02208 Expiry: 2009-06

Assurance Department and conforms with specifications

100

a0

80

o

60

20

40

o On T =0wZ

£

a0

Standard curve

1 1
100 30.0 30.0 2700 810.0

Concentration (ppb)

30% inhibition = 84.3

Standards
Sid. n
Conc.(ppk) mean
CW(%%) B/BO
Std1 g
0.0 2554
27 100.0
Stdz g
10.0 2214
33 857
Std3 g
300 1.789
31 70.0
Stdd g
a0.0 1.248
31 4589
Std5 g
2700 0.782
4.2 306
Std6 g
8100 0.443
4.5 17.3




Quantitative Methoden

e ELISA

ereal time PCR

CONGEN the SureFood Company



Verbundprojekt QUALLITAT

Verbundvorhaben Allergenanalytik
CVUA Freiburg, LGL OberschleiBheim, Congen
Biotechnogie

Teilprojekt | Teilprojekt I
Vergleichs- : Simultaner Schnell-
materialien nachweis (LPA-Technik)
ausgewahlter

Matrices l
Beispielhaft: Teilprojekt
Brihwurst, m—) Quantifizierung mittels
Kekse real-time PCR
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e (Quantitativer Allergennachweis uber die gPCR
Voraussetzungen

e quantitatives Referenzmaterial
e 'process efficiency' Referenzmaterial

e Standard/Referenz DNA

e Korrelation mit 'ppm' Gehalt Giber Rerenzmaterial Food

Beispiele GMO: relative Quantifizierung (% GMO)
Pathogene: Absolute Quantifizierung (Zellzahl)
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SureFood®

QUANTARD
standard sample known concentration and
with known copy numbers unknown concentration expected copy humber

=

y

[

fluorescence

threshold

<
\ 4
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Teilprojekt III-
Quantifizierung mittels real-time PCR

Bestimmung der Nachweisgrenze am Beispiel Nuss in Bruhwurst

10 ppm 20 ppm 100 ppm

40,0 T [ |
r . Cashew
- ] L]

38,0 + ' "
3 ! ¢ Erdnuss

36,0 1 + Haselnuss

34,0 © - Macadamia
C + Mandel

32,0 +

o + Paranuss
% 30,0 1 Walnuss

28,0 1 — |inear (Paranuss)
C Linear (Walnuss)

26,0 1
C — |inear

24.0 (Haselnuss)
C Linear (Cashew)

22,0 1 - Linear (Mandel)
r |

20040— ey — Linear (Erdnuss)
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

log ppm
— nicht alle Verfahren flr Quantifizierung im unteren ppm Bereich geeignet,
Optimierung der Nachweissysteme erforderlich
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Teilprojekt III-

Quantifizierung mittels real-time PCR

Quantitative Bestimmung am Beispiel Senf in Bruhwurst

Ct

36,0
34,0

32,0

30,0

0,80

Real-time PCR zum Nachweis von Senf
Matrix: Brithwurst; 10 - 320 mg Senf/kg

y =-3,1188x + 38,581
R2 =0,9841

1,30 1,80 2,30 2,80
Log conc

— DNA Extraktion unproblematisch, 5 -10 ppm detektierbar

— Lineraritat gegeben

— quantitative Bestimmung von Proben mit unbekanntem Gehalt mdglich

Allergene in Lebensmitteln / ...Analytik
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'Matrix adaptierte' Quantifizierung von allergenen
Bestandteilen mittels real-time PCR

Durchflihrung

Extraktion von Probe und Referenzmaterial mit bekannten Gehalt an
allergenem Bestandeteil in einer Lebensmittelmatrix

z.B. 4 mg Senf / kg LM
40 mg Senf / kg LM
400 mg Senf / kg LM

real-time PCR mit Probe und Referenzmaterial, Referenzmaterialien definiert
als Standards mit bekannten Konzentrationen

Quantitatives Ergebnis des allergenen Bestandteils im LM
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Quantifizierung von Senf in einer Gewurzmischung mittels SureFood
Quantard Allergen Mustard

&4 File  CQuantification  Report  Window  Help =15 =]
Arialyszi Bazeline Adjustment———— —Analyzis Mate
S  Maone ;I
 Fit Paint
f ot " Arithmetic
P tiohal e
" Second Derivative Maximum ezl .|0na
" Marmalized ll »
| F'| Mame | Standard | Calculat... | Cro.. | Step1: Baseline Step 2 dnalysiz
—— 1 HMNTC Senf -9
—— 2 NTC ﬁ
— 3 Std1AC385 BO00E+07  3204E+07 2452
— 4 Std2aAC 385 5.000E+02 2E77E+0Z2 31.04 8
— & Std3AC 385 BO00E+03 27110E+03 2764 7
—— B Std4AC 385 S5.000E+04 1.639E+04 2427 7= SF Quantard 400 ppm
— 7 StidBAC 385 5.000E+05 1.344E+05 2081 4
8  RAD ¥9400ppm  4.000E+02  3.521E+0Z2 3059 6
9 RAD S0 400ppm 4.000E+02 4.038E+02 30.36 i
—— 10 RAD 132 40ppm  4.000E+01  3.926E+01 34.20| = A
—— 11 D4T7EFT 8.887E+01 3285 ﬁ 57 SF Quantard 40 ppm
—— 12 RAD 154 4ppm  4.000E+00 4.038E+00 3794 L‘ﬁ 7
— 13 RAD 155 4ppm  4.000E+00 3.87SE+00 33.01 % 4=
— 14 D47E?T 8.34E+01 3296 % B
— 16 PTC Senf 41456402 3032 %
— 17 PTC 3V23E+02 3050 % T
1 S T ..‘
D_
- | U | U | U | U | U | U | U | U | U |
1] 5 10 15 20 25 20 3] 40 45
Cycle Mumber
e
37—
—— Linear Regrezzion 538__
= Crozzing Pointe 'E 35__
Slope = -3.789 =
Intercept = 40,24 5-33__
Error = 007125 37—
r=-1.00 a1
3|J_I U I U I U I U I U I U I U I U I U I U I U |
0E 0.8 1 1.2 1.4 16 1.8 2 2.2 24 26 2.8
| ILI Log Concentration
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Quantifizierung von Senf in einer Gewurzmischung mittels SureFood
Quantard Allergen Mustard

Duantirication  Repork

B3 File

wWindow Help

Aunalyzi
" Fit Paints

{* Secaond Derivative b awimum

B azeline Adjustment———
 Mone
Avnithrmetic

Mormalized

—ianalysis Mote:

— =

EH|

L]

| Standard

&
" Proportional
~

Calculat... |

Std. 1 AC 285
Std.2AC 285
Std. 2AC 285
Std. 4 AC 385
Std. B AC 285

12 RAD 155 4ppm  4.000E-+00 2em
— 14 D47E?T7? 23T4E+01 2296

15 D47ETS A447E+DT 32T
— 16 PTC Senf 4149E+02 2032
— 17 PTC 3723E+02 3050
| I

FAD 73 400ppr

5.000E+01
5.000E+02
5.000E+032
5.000E+04
5.000E+05
4.000E+02

3204E+07
2B77E+02
2110E+032
1.633E+04
1.344E+05
3521E+02

3.87IE+00

23452
31.04
27.64
24.27
2081

Step 1: Bassline | Step 2 Analysis |

BEas
8_

7.5

45—

I
|

3.5

Flugrescence [F1/F2]

SF Quantard 400 ppm

Gewdlrzprobe

SF Quantard 40 ppm

I U | U | U | U |
10 15 20 25 30
Cucle Mumber

35 40 45
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Teilprojekt III-

Quantifizierung mittels real-time PCR

Quantitative Bestimmung am Beispiel Senf in Bruhwurst

Ct

36,0
34,0

32,0

30,0

0,80

Real-time PCR zum Nachweis von Senf
Matrix: Brithwurst; 10 - 320 mg Senf/kg

y =-3,1188x + 38,581
R2 =0,9841

1,30 1,80 2,30 2,80
Log conc

— DNA Extraktion unproblematisch, 5 -10 ppm detektierbar

— Lineraritat gegeben

— quantitative Bestimmung von Proben mit unbekanntem Gehalt mdglich
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Quantifizierung von Senf in einer Gewurzmischung mittels SureFood
Quantard Allergen Mustard

Ergebnis

e Abschatzung
— 40 ppm > Gewdurzprobe < 400 ppm

e Quantitatives Ergebnis
— 89 mg allergener Bestandteil / kg Lebensmittel

Zusammenfassung
- einheitliche DNA Extraktion fur Referenzmatrix und Probe
- Quantifizierung Uber Referenzproben mittels real-time PCR mdglich
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SureFood®

QUANTARD
standard sample known concentration and
with known copy numbers unknown concentration expected copy humber

=

y

[

fluorescence

threshold

<
\ 4
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Vorteile

e Berlicksichtigt Effizienz der DNA Extraktion

e |eicht adaptierbar (Schwellenwerte)

e einsetzbar flr alle gPCR Systeme

e einsetzbar fur alle Probenaufbereitungssysteme
e keine aufwendigen DNA Standard notig

Limitierungen
e Matrixeffekte konne unterschiedlich sein (Mischung!)
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Vergleich immunologische Verfahren und PCR
Anhang III a (Richtlinie 2003/89/EG)

ELISA
PCR
PCR oder ELISA

Glutenhaltiges Getreide (Weizen, Roggen, Gerste, Hafer, Dinkel, Kamut)
Krebstiere

Eier

Fisch

Erdniisse

Soja

Milch (einschlieBlich Laktose)

Schalenfriichte, d. h. Mandel, Haselnuss, Walnuss, Cashewnuss,
Pecannuss, Paranuss, Macadamianuss

Sellerie

Senf

Sesamsamen

Schwefeldioxid und Sulfite (bei mehr als 10 mg/kg od. 10 mi/I)
Lupine

Weichtiere (Schnecken, Muscheln, Kopffii3er)
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Erfahrungen aus der Praxis

e Untersuchung einer Produktionsstrasse

Herstellung von Haselnhussschokolade
im Anschluss Herstellung von Mandelschokolade

— Probennahme Ende Haselnussschokoladenproduktion bis Beginn
Mandelschokoladenproduktion

— Punkt 0 Abschluss Haselnuss
— Punkt 1 Abschluss Ausschuss (Festlegung durch Hersteller)
— Punkt 2 Fertigung Mandelschokolade
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Erfahrungen aus der Praxis-
Verschleppung von Haselnuss in der Schokoladenproduktion

100000
dunkle Haselnuss-Schokolade
N e dunkle Mandel-Schokolade Ausschuss
t" * dunkle Mandel-Schokolade 1. Ware verpackt
0 10000 -
o=
<
(a4
O |
O 1000
o
el
Q.
o= |
@ 100 ca. 100 ppm
Q.
o
4
= 0 A
(o) ca. 5 ppm ./\
1 \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ ‘V v T \

-1 0 1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Zeit der Probennahme [min]
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