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Massenspektrometrie: 

Massenspektrometrie? Eine Technologie, 
welche in der medizinischen Diagnostik und 
Wirkstoffsuche mittlerweile eine Routinean-
wendung ist, spielt in der Lebensmittelüber-
wachung bislang nur eine untergeordnete 
Rolle. Um diesen „Dornröschenschlaf“ zu 
beenden wurde 2019 eine Arbeitsgruppe 
nach §64 LFGB am Bundesamt für Verbrau-
cherschutz und Lebensmittelsicherheit ge-
gründet. Diese hat zum Ziel, die massenspek-
trometrische Proteinanalyse in der amtlichen 
Lebensmittelüberwachung für Lebensmit-
telallergene und -betrug zu etablieren [1]. 
Und es zeigen sich erste Erfolge. Erst kürzlich 
wurde eine Methode zum Nachweis von 
Transglutaminase in restrukturiertem Fleisch 
entwickelt [2] und in einem Ringversuch mit 
Laboren aus staatlichen, akademischen und 
privaten Einrichtungen validiert [3].

Hoffnung machen auch zahlreiche Untersu-
chungsansätze in der Forschung. Xiong et al. 
identifizierten spezifische Peptide zum Nach-
weis und der Differenzierung der engl. Wal-
nuss und verwandter Spezies [4]. Ähnliches 
machten Perner et al. für die Haselnuss [5]. 
Ruhland et al. beschreiben eine LC-MS/MS-
Methode, welche spezifische Proteine / Pep-
tide für versch. Nussspezies detektiert und 
für den Bereich der Allergenanalytik als auch 
des Lebensmittelbetrugs, z.B. in Nussnou-
gatcremes, interessant ist [6].

Lasch et al. widmen sich der allgemeinen 
Unterscheidung von Fischspezies (z.B. Rot-
barsch, Pangasius, Steinbutt, Rotzunge, See-
zunge etc.) um die Substitution von teuren 
Fischspezies durch kostengünstigere zu er-
kennen [7]. Noch spezifischer sind ein An-
satz von Fiorino et al. welcher die Unter-
scheidung von Zucht- und Wildlachs ermög-
lichen soll [8], während Brümmer et al. eine 
LC-MS/MS-Nachweismethode für verschie-
dene Thunfischspezies entwickelten [9]. 
Aber auch an Fleisch- und Wurstwaren wird 
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geforscht. So untersuchten Stader et al. Bei-
mengungen von Plasmaproteinen tierischen 
Ursprungs in Wurstwaren [10].

Doch was ist überhaupt diese  
LC-MS/MS oder lang ausgeschrie-
ben „Kopplung der Hochleistungs-
flüssigkeitschromatographie mit 
der Tandem Massenspektrometrie“? 

Der Schlüssel zur LC-MS/MS waren soge-
nannte sanfte Ionisationsverfahren (z.B. die 
Elektrospay-Ionisation bei Atmosphären-
druck). Diese ermöglichen die online-Kopp-
lung einer modernen chromatografischen 
Trenntechnik wie der rp-HPLC mit einem 
Massenspektrometer (Abbildung 1). Kurz ge-
sagt, dient die rp-HPLC dazu, die Proben vor-
zutrennen. Im Elektrospray werden anschlie-
ßend die (positiv) geladenen Probenmoleküle 

(z.B. Proteine, Peptide) in einem Inertgasstrom 
„getrocknet“ und mittels eines elektrischen 
Feldes in das Massenspektrometer überführt. 
Dort werden dann die m/z-Verhältnisse (Mas-
se zu Ladung) bestimmt, aus denen die Mole-
külmasse berechnet werden kann. Dabei er-
laubt die Verbindung von sehr hoher Sensitivi-
tät (ng-pg/L Bereich) mit exzellenter Selekti-
vität durch Tandem-Massenspektrometrie 
(MS/MS) einen präzisen und eindeutigen 
Nachweis von Zielsubstanzen. Die MS/MS 
Technologie mit Hilfe von Tandem-Massen-
spektrometern (z.B. triple Quads, QToF, etc) 
basiert auf folgenden Schritten:

	■ Selektion der Masse des gewünschten 
Analyten im ersten Quadrupol,

	■ Fragmentierung des Analyten in einer Kol-
lisionszelle („Quadrupol“) z.B. durch CID 
(collision induced dissoziation),

Abb.1: Verwendetes LC-MS/MS-System bestehend aus (von links nach rechts) Probentray (gekühlt), Injektor,  
Säule mit Säulenofen (jeweils markiert mit grünem Kreis), Elektorspray-Interface (rot) und Massenspektrometer (blau). 
Das verwendete Massenspektrometer ist ein triple-ToF 4600 (ABSciex, Darmstadt, Deutschland) mit CID-Technologie 
als Fragmentierungstechnologie und einem Flugzeitmassenspektrometer (time of flight, ToF) zur Bestimmung der  
Molekülmassen © S. Wittke
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	■ gezielte Auswahl und Detektion der Masse 
eines oder mehrerer Fragmentionen (z.B. 
dritter Quadrupol oder time of flight MS 
(ToF)).

Und was wird unter  
Lebensmittelbetrug verstanden?

Gemäß Definition der EU [11]

„…handelt es sich um „jede mutmaßliche vor-
sätzliche Handlung von Unternehmen oder 
Einzelpersonen mit dem Ziel, Käufer zu täu-
schen und sich daraus einen ungerechtfertig-
ten Vorteil zu verschaffen, unter Verstoß gegen 
die in Artikel 1 Absatz 2 der Verordnung (EU) 
2017/625 (Rechtsvorschriften zur Lebensmit-
telkette) genannten Vorschriften“.

Das zeigt den Bedarf an Techniken zum 
Nachweis von (nicht-deklarierten) Inhaltstof-
fen (Food Fraud) oder zur Bestimmung der 
Herkunft von Lebensmitteln. Die Anforderun-
gen an die Analytik können, aufgrund der 
komplexen Matrix, der Herkunft aus ver-
schiedenen Quellen, der Zusammensetzung 
(z.B. Proteine, Lipide, Kohlenhydrate, Salze) 
oder dem Grad der Prozessierung sehr hoch 
sein. Zugleich muss gewährleistet sein, dass 
die Lebensmittelüberwachung die Methoden 
auch einsetzen kann (techn. Voraussetzun-
gen) bzw. darf (regulative Vorgaben). Letzte-
res regelt die EU-Kontrollverordnung VO (EU) 
2017/625 [12].

Separatorenfleisch  
(MSM, regulatorisch)

Nach der Verordnung (EG) Nr. 853/2004 mit 
spezifischen Hygienevorschriften für Lebens-
mittel tierischen Ursprungs ist MSM ein Pro-
dukt, das durch Ablösung des an fleischtra-
genden Knochen nach dem Entbeinen bzw. 
an den Geflügelschlachtkörpern haftenden 
Fleisches auf maschinelle Weise gewonnen 
wird [13]. Entscheidend ist, dass die Struktur 
der Muskelfasern aufgelöst oder verändert 
wird. Unter Berücksichtigung von Art. 7 in 
Verbindung mit Anhang VI der Lebensmittel-
informations-VO (EU) 1169/2011 ist Separa-
torenfleisch von Geflügel oder Schwein er-
laubt, die Verwendung in Lebensmittelzube-
reitungen aber kennzeichnungspflichtig [14]. 
Immer wieder gibt es auch Diskussionen  
darum, ab wann von „Separatorenfleisch“ zu 
sprechen ist. Hierzu gab es erst kürzlich ein 
Urteil vom OVG Lüneburg (08.06.2022; 14 
LB 2/22). Zusammengefasst wurde festge-

stellt, dass es sich bei Hähnchen-Gabelbein-
fleisch welches mit einer Baader-Maschine 
gewonnen wird, um Separatorenfleisch ge-
mäß der Europäischen Bestimmungen han-
delt [15]. Ähnlich verhält es sich bei der Ge-
winnung von Verarbeitungsfleisch von gan-
zen Kehlköpfen mit Anteilen an Trachea mit 
der für die Separatorenfleischgewinnung 
üblichen Technologie. Hierzu gab es unter-
schiedliche Einschätzungen des gewonne-
nen „Verarbeitungsfleisches“ durch Überwa-
chungsbehörden und den Hersteller bezüg-
lich der Deklaration. 

„…In diesem Fall wird „Fleisch“ auf maschi-
nelle Weise von Knorpeln gewonnen. Der Her-
steller geht daher davon aus, dass es sich 
nicht um Separatorenfleisch handelt, da  
Separatorenfleisch definitionsgemäß vom 
Knochen gewonnen wird…“.

Vom ALTS (Arbeitskreis der auf dem Gebiet 
der Lebensmittelhygiene und der Lebensmit-
tel tierischer Herkunft tätigen Sachverstän-
digen; 2022/89/27 Maschinelle Restfleisch-
gewinnung von Kehlkopf und Trachea) wurde 
daraufhin beschlossen [16]:

„…Fleisch, das auf dieselbe Art und Weise wie 
Separatorenfleisch statt von Knochen von 
Kehlkopf und Trachea gewonnen wurde, darf 
auf Grund der enthaltenen Knorpelanteile 
nicht zu Fleischerzeugnissen verarbeitet wer-
den (vgl. Anhang III Abschnitt VI Nr. 1 Buchst. 
c) der VO (EG) Nr. 853/2004). 

Doch wie wird Separatorenfleisch 
hergestellt und wie erfolgt der 
Nachweis von dessen Verwendung?

Das Prinzip des Separators ist im Grunde 
immer gleich. Die in einen Trichter eingege-
benen Knochen werden mittels einer massi-
ven Stahlschnecke in den Zylinder der Ma-
schine gezogen. Der Zylinder verengt sich 
und die Knochen werden zerkleinert. Dann 
werden die Knochen gegen ein Sieb ge-
drückt. Ist der Druck hoch genug, wird die 
weichere Masse aus dem Sieb gedrückt, 
während die Knochen den „einfacheren“ 
Weg wählen, dort ist die Schnecke etwas 
größer. Der Druck ist variabel einstellbar. 
Wird ein Druck unter 100 Bar eingestellt, 
handelt es sich um einem Niederdrucksepa-
rator [17]. Da aber in jedem Fall abgesiebt 
wird, werden Veränderungen an der Fleisch-
struktur gemäß VO (EG) Nr. 853/2004 auf-
treten. Bereits 2014 schätzte LIMA, ein Her-

steller von Separatoren, dass jährlich mehr 
als 1.500.000 Tonnen Separatorenfleisch 
auf LIMA Separatoren verarbeitet werden 
[18].  Der Nachweis von MSM erfolgt in der 
Lebensmittelüberwachung mikroskopisch 
(Knochenfragmente) oder über erhöhte Kal-
ziumgehalte, die durch Knochensplitter ent-
stehen [19-21]. Wie von Branchenexperten 
betont wird, sind diese Methoden allerdings 
nicht zuverlässig [22]. 

Nachweis von Hühnerseparatoren-
fleisch mittels LS-MS/MS

Arbeitshypothese:
Separatorenfleisch vom Huhn sollte produk-
tionsbedingt neben Fleisch und Fett auch 
Sehnen, Knochenmark, Knorpel, Bandschei-
ben und ggf. Knochensplitter enthalten. Zu-
dem ist davon auszugehen, dass sich die 
Proteinzusammensetzung der versch. Gewe-
betypen vom Huhn unterscheidet. Z.B. ent-
halten Knorpel und Bandscheiben Kollagen II 
[23], Sehne und Hühnerhaut enthalten vor 
allem Kollagen I [24].

Damit müsste im Erfolgsfall gelten: 

	■ der Gehalt an typischen Knorpel- und 
Bandscheibenproteinen sollte in Separato-
renfleisch erhöht sein,

	■ erhöhte Gehalte an Knorpel- und Band-
scheibenproteinen in Lebensmitteln könn-
ten ein Hinweis auf die Verwendung von 
Separatorenfleisch sein.

Weil bei der Entwicklung der LC-MS/MS-
Methode zum Nachweis von Separatoren-
fleisch vom Huhn keine Zielsubstanz bekannt 
war, wurde zunächst ein nicht-zielgerichteter 
Ansatz verfolgt (Abbildung 1). Typenreine 
Gewebe (Abbildung 1) von bisher 40 Hüh-
nern wurden mit Thermolysin enzymatisch 
verdaut und mittels LC-MS/MS analysiert. 
Durch Vergleich der Peptidverteilung in den 
versch. Gewebetypen [25] mit MarkerViewTM 
(Version 1.1, AB Sciex, Darmstadt, Deutsch-
land), ergaben sich > 3000 Peptide, die für 
eine Differenzierung der Gewebetypen und 
speziell den Nachweis von Knorpel/Band-
scheiben-typischen Peptiden in Lebensmit-
teln in Frage kommen [26]. Die am stärksten 
diskriminierenden Peptide (M1 - M5) können 
über Ihre Fragmentierungsmuster mittels LC-
MS/MS identifiziert und dem Kollagen 2 al-
pha 1 (COL2a1) zugeordnet werden. Mit 
Col2a1 als Zielsubstanz wurde die Methodik 
validiert [26, 27].
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Die Selektivität der Fragmentionen wurde 
durch den Vergleich mit reinem COL2a1 be-
stätigt. Abbildung 3 zeigt beispielhaft das 
bisher unveröffentlichte annotierte Frag-
mentspektrum für M1 (m/z = 564,2778;  
z = 3) aus dem Knorpelgewebe des Huhns, 
welches den Marker M1 über die annotierte 
Primärsequenz der Aminosäuren als Frag-
ment aus Col2A1 ausweist. 

Als Nachweisgrenze wurde definiert, dass 
COL2a1 nachgewiesen ist, wenn je mind. 
drei von 4 Fragmentionen für M1 ‒ 5 detek-

tiert werden (SNR ≥ 3; für M1 mit Kreisen 
markiert). Für die Bestimmungsgrenze gilt 
ein SNR ≥ 10. Die Zweckmäßigkeit dieser 
Vorgehensweise wurde mit reinem Hoch-
druck-Hühnerseparatorenfleisch und zusätz-
lich verblindet durch mit steigenden Mengen 
an MSM versetzte Proben (0 – 20 %) unter-
sucht. Es wurden bewusst Mengen an MSM 
gewählt, die am unteren Bereich typischer 
MSM-Zugaben (10 ‒ 90 %) liegen. Die Matrix 
beeinträchtigte die Detektion der Marker-
peptide nicht und der gewählte Konzentrati-
onsbereich war adäquat. 

Die finalen Bewertungskriterien wurden vom 
MSM-Gehalt von 10 % abgeleitet, d.h. es wur-
de akzeptiert, dass ein MSM-Gehalt von 5 % 
negativ evaluiert wird. Damit muss das Sig-
nal jedes einzelnen Fragmentions eine Sig-
nalintensität ≥ 50 erreichen (SNR ≥ 10), um 
als bestimmt zu gelten. Erst wenn mind. drei 
von vier Fragmentionen diese Kriterien erfül-
len, gilt das Vorläuferion (Markerpeptid) als 
erfolgreich detektiert.

Auf Basis dieser Vorgaben wurden final wei-
tere 39 Realproben verblindet untersucht. 
Die Negativkontrollen (NK) stammten von 
Metzgern aus versch. Regionen in Deutsch-
land. D.h. es wurden ausschließlich NK ver-
wendet, die nachweislich MSM-negativ sind, 
aus der „normalen“ Wurstherstellung stam-
men und damit die Anforderungen der EU-
Kontrollverordnung VO (EU) 2017/625 [12] 
hinsichtlich der rechtlichen, wissenschaftli-
chen und analytischen Validität erfüllen. 
Zwei der Negativkontrollen wurden zusätz-
lich vor der Produktion mit frei erwerbbarem 
Collagenhydrolysat versetzt, um den Einfluss 
auf die Klassifikation zu testen. Negativkon-
trollen vom Schwein wurden untersucht um 
sicherzustellen, dass dessen Kollagene die 
Selektivität nicht beeinträchtigen. 

Die Positivkontrollen stammen sämtlich aus 
industrieller Produktion und sind als positiv 
für Hühnerseparatorenfleisch gekennzeich-
net (EU-Kontrollverordnung VO (EU) 
2017/625 erfüllt). Diese 39 Realproben wur-
den korrekt klassifiziert, sodass inkl. der 

Huhn
n = 40

K BS BF S HKF

Identifikation 
der Marker 
(LC-MS/MS)

LC-MS/MS (IDA, untargeted)

K: Knorpel
BS: Bandscheibe
BF: Hühnerbrust
SF: Schenkelfleisch
KF: Kratzfleisch
S: Sehne
H: Haut
NK: Negativkontrolle
PK: Positivkontrolle

Import in markerviewTM

PCA-Analyset-test

pot. Markerpeptide n ≥ 3000

5 finale PeptideM1 – M5

Validierung mit 
reinem COL2A1

(LC-MS/MS)

Optimierung der 
pMRM-Übergänge

Validierung mit 
geblindeten

Proben

0 – 20 % 
MSM

19 NK
20 PK

Validierung mit 
reinem high 

pressure MSM

Thermolysinverdau

SF

Abb. 2: Studie zum MSM mit Markerauswahl und Validierung gemäß Anhang III der EU-Kontrollverordnung VO (EU) 
2017/625

Abb. 3: Fragmentionenspektrum (MSMS) des Markerpeptides M1 (bisher unveröffentlichte Daten). Gezeigt ist das Spektrum für M1 (564.2778 m/z; z = 3). Damit sind jetzt vier von 
fünf Fragmentspektren auch durch Datenbankrecherche eindeutig dem Col2a1 zugeordnet. Die Tabelle zeigt die gebildeten b-/y-Ionen. Mit den Kreisen sind die ausgewählten Frag-
mentionen hervorgehoben, welche zur Identifikation des Markers M1 im targeted-Modus (pMRM) eingesetzt werden [26]
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Proben mit steigendem MSM-Gehalt (0 – 
20 %) die Gesamtpräzision der Methodik 98 % 
beträgt [26].

Schlussfolgerung

Erhöhte Anteile an COL2a1 wurden in reinem 
MSM vom Huhn nachgewiesen. Zudem konn-
ten fünf Markerpeptide vom COL2a1 erfolg-
reich in einer geblindeten Studie zum Nach-
weis und zum Ausschluss der Verwendung 
von MSM bei der Wurstproduktion verwendet 
werden. Damit wurde die eingangs formulier-
te Arbeitshypothese bestätigt und die Metho-
de zum Nachweis von Hühnerseparatoren-
fleisch mittels LC-MS/MS erfolgreich entwi-
ckelt und validiert. Die in der Überschrift ge-
stellte Frage, „Massenspektrometrie: eine 
neue Technik zum Nachweis von Lebensmit-
telbetrug in Fleisch und Wurstwaren?“ ist so-
mit mit ja zu beantworten. Die entwickelte 
Methode ist bislang eine „in-house“-Lösung. 
Erste Experimente lassen allerdings vermu-
ten, dass der Assay erfolgreich auf triple-
Quad-Systeme (QQQ) übertragen werden 
kann. Dieses wäre ein wichtiger Schritt, weil 
QQQ-Systeme bei der Lebensmittelüberwa-
chung im Gegensatz zu „hochauflösenden“ 
QTOF-Systemen oftmals verfügbar sind.

Ausblick

Die LC-MS/MS-Methodik wird derzeit für 
den Nachweis von Putenseparatorenfleisch 
entwickelt. Auch in diesem Fall wird eine ge-
blindete Studie die Validität der Methodolo-
gie beweisen müssen. Ebenso ist die Anwen-
dung auf Separatorenfleisch vom Schwein 
derzeit in der Entwicklung.
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