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1 Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Honig enthalt neben Zuckern eine Vielzahl von Inhaltsstoffen und partikularen Komponenten
(z.B. Pollen). Gemal Begriffsbestimmung der Honigverordnung vom 16. Januar 2004 ist
Honig ,der natursiiRe Stoff, der von Honigbienen erzeugt wird, indem die Bienen Nektar von
Pflanzen oder Sekrete lebender Pflanzenteile oder sich auf den lebenden Pflanzenteilen
befindende Exkrete von an Pflanzen saugenden Insekten aufnehmen, durch Kombination mit
eigenen spezifischen Stoffen umwandeln, einlagern, dehydratisieren und in den Waben des
Bienenstocks speichern und reifen lassen” [1].

Je nach pflanzlichem Ursprung und Herkunft variiert die Zusammensetzung des Honigs. Die
Verwendung des Honigs reicht bis in die prahistorische Zeiten zurlck. In friheren
Zivilisationen wurde dem Honig sogar heilende und magische Wirkungen zugeschrieben. Bis
heute wird Honig als naturbelassenes Produkt angesehen und unterliegt strengen
Qualitatsrichtlinien. Nach und nach wurde die Bienenhaltung intensiviert und verfeinert, so
dass in heutiger Zeit in Landern wie Mexiko, Argentinien usw. Honig zu einem wichtigen
Exportgut geworden ist. Fiir das Okosystem und die Landwirtschaft sind Bienen von groRer
Bedeutung: Sie bestauben viele Kulturpflanzen wie Obstbaume und Gemuisesorten und
tragen so erheblich zum Ernteerfolg bei. 35 % der weltweiten Nahrungsmittelproduktion
hangen nach Angaben der Welternahrungsorganisation der Vereinten Nationen (FAO) von
Bestaubern ab [2].

Der Prokopfverbrauch von Honig in Deutschland liegt bei ca. 1,4 kg. Die Nachfrage wird zu
20% mit inlandischem Honig gedeckt, ca. 80% werden aus Asien, Osteuropa, Latein- und
Mittelamerika importiert [3]. In Abb. 1 sind die prozentualen Importanteile des Jahres 2005
von Herkunftslandern dargestellt. Mehr als die Halfte der Importe stammen aus Sudamerika,

wobei Argentinien der Hauptexporteur ist.

O Argentinien
@ Mexiko

O Brasilien
OUngarn

M Chile

O Uruguay
@ Indien
ORuménien
W Kuba

M Italien

6% 7% 10% O Sonstige

Abb. 1: Importe von Rohhonigen im Jahr 2005 nach Herkunftslandern in Prozent [3]



1 Einleitung und Zielsetzung

Die deutsche Gesetzgebung hat den Honig als naturbelassenes Produkt mit einer Reihe von
Verordnungen versehen, um die Qualitat zu gewdhrleisten und zu Uberwachen. Die
rechtlichen Grundlagen bilden die Honigverordnung auf nationaler Ebene, die europaische
Richtlinie 2001/110/EG und die Verordnung (EWG) Nr. 470/2009 [1,4,5]. In diesen werden
die Anforderungen an Honig definiert und Ho6chstmengen von Rickstanden und
Kontaminanten festgelegt. Nach Steinhart [6] versteht man unter Rickstdnden ,solche
Stoffe, die dem Lebensmittel beabsichtigt aufgrund einer gewtinschten Wirkung zugesetzt
werden und partiell im Endprodukt enthalten sind bzw. sein kénnen. Kontaminationen
dagegen sind Stoffe, die unbeabsichtigt in die Lebensmittel gelangen und partiell in den
Lebensmitteln enthalten sind“. Xenobiotika (griech.: dem Leben fremde Stoffe) wie zum
Beispiel Pestizide, Insektizide, Herbizide, Schwermetalle und Antibiotika kdnnen in
Bienenprodukten wie Honig, Wachs, Pollen, Gelee Royal und Propolis direkt oder indirekt zu
Ruckstanden fuhren. Kontaminationen (lat. contaminatio: Befleckung) des Honigs kénnen
durch Produktionsprozesse (Rohrleitungen), Lagerung (Fasser) oder Vermischung
herrihren. Diese Schadstoffe (Rickstande und Kontaminanten) gelangen Uber die
Nahrungskette in den tierischen bzw. menschlichen Organismus [1].

Im Bezug auf Honig gehdren in erster Linie die Landwirtschaft und die Imkerei zu den
hauptsachlichen Eintragsquellen. Die Landwirtschaft trdgt zum Beispiel durch Einsatz von
Pestiziden zur Belastung des Honigs bei. Der Einsatz von verschiedenen Antibiotika zur
Bekampfung von bakteriellen Infektionen in der Apikultur (lat. apis: Biene; Bienenzucht [7])
birgt die risikoreichste Eintragsquelle. Eine ausfuhrliche Betrachtung des Risikos und ihrer
Bewertung erfolgt in Kap. 4. Die Behandlung von bakteriellen Infektionen, zum Beispiel zur
Bekampfung der amerikanischen Faulbrut (Paenibacillus larvae), ist in der EU und der
Schweiz laut Verordnung (EWG) 470/2009 verboten [5,8]. Wenn die Faulbrut bei einem
Bienenvolk auftritt, muss es vernichtet werden, um eine Ausbreitung zu verhindern. Zur
Sicherung der Existenzgrundlage werden in vielen Landern Bienenarzneimittel verwendet,
die oftmals in Europa und der Schweiz verboten worden sind. Das BfR (Bundesinstitut fur
Risikobewertung) hat vor dem Hintergrund einer steigenden Resistenzbildung von
Bakterienstammen gegen Antibiotika in einem Positionspapier ,Nulltoleranz” gefordert [9].
Sogar subinhibitorische Konzentrationen in Umweltkompartimenten (Boden, Wasser) und
Lebensmitteln kénnen zur Resistenzbildung beitragen. Brisant ist das insofern, da viele der
veterindrmedizinischen Wirkstoffe auch in der Humanmedizin ihre Anwendung finden [8-10].
Der Aspekt der Resistenzbildung und die resultierenden Risiken fiir den Verbraucher werden

in Kap. 4 beschrieben.



1 Einleitung und Zielsetzung

In Tab. 1 sind Positivbefunde von Antibiotikariickstanden in Honig aufgefuhrt. Die
Untersuchungen werden jahrlich im Rahmen des Nationalen Ruckstandkontrollplanes (NRK)
des BVL (Bundesinstitut fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit) in Auftrag
gegeben [13, 14].

Tab. 1: Anzahl positiver Befunde an Antibiotika in Honig (NRK) [13,14,15]

Jahr Proben Positive Befunde Substanzen
1998 53 1 k.A.
1999 103 1 k.A.
2000 100 1 K.A.
2001 158 2 K.A.
2002 105 2 K.A.
2003 187 2 K.A.
2004 176 1 Sulfonamid
2005 188 1 Sulfamerazin
2006 164 2 Sulfathiazol,
Semicarbazid
2007 173 1 Sulfathiazol
2008 180 2 keine
Antibiotika

k.A.: keine Angaben

Die Positivbefunde umfassen den Nitrofurazonmetaboliten Semicarbazid (SEM) und diverse
Sulfonamide. Die scheinbar geringen Belastungen von Honig mit Antibiotikariickstanden, die
anhand von Stichproben im Nationalen Rickstandsplan gemessen worden sind, geben ein
unvollstandiges Bild der realen Belastung wieder. Weitere Untersuchungen neben dem
Nationalen Rickstandsplan, wie z.B. von der Stiftung Warentest im Jahre 2004, konnten in 4
von 38 untersuchten Honigen Antibiotikartickstande nachweisen. Besonders auffallig war der
Befund von Antibiotika in Produkten, die als ,Bio-Produkte* deklariert wurden. In einem
Biohonig konnten Spurengehalte von Nitrofuranen, in einem anderen Streptomycin
nachgewiesen werden [16].

Die Untersuchung der Stiftung Warentest im Vergleich zum NRK zeigt, dass schon bei
geringer Probenanzahl Rickstdnde in Honig nachweisbar sind. Grund fir die prozentual
hoéhern Positivbefunde im Stiftung Warentest ist vermutlich die unterschiedliche
Leistungsfahigkeit (erfasstes Analytspektrum und Empfindlichkeit der Detektion) der
verwendeten Analysenmethoden. Somit ist es erforderlich Analysenmethoden zu entwickeln,

die eine mdglichst grof3e Anzahl von Antibiotikarlckstanden in Honig mit geringen Nachweis-



1 Einleitung und Zielsetzung

und Bestimmungsgrenzen zu detektieren. Um einen gré3tmdglichen Verbraucherschutz zu
gewadhrleisten, sollten Rohhonige vor ihrer Weiterverarbeitung (vgl. Kap. 2) auf
Antibiotikariickstadnde untersucht werden. Dies kann durch ein Monitoringsystem (Monitoring:
systematische Erfassung, Uberwachung, Beobachtung) realisiert werden, das routinefahige
Analysemethoden beinhaltet, die ein mdglichst breites Spektrum der verwendeten Antibiotika
abdecken. Neben den Hauptwirkstoffen muissen relevante Umwandlungs- und
Abbauprodukte mit einbezogen werden, um Aussagen Uber den Belastungsgrad der Honige
treffen zu konnen. In Kap. 5 sind die Analyten genannt, fir die im Rahmen des
Monitoringsystems Screeningmethoden (Screening: systematische Testverfahren innerhalb
eines definierten Prifbereiches) entwickelt werden sollen. Nach der Europaischen Richtlinie
EWG 470/2009 ist zum Beispiel fur die Tetracycline die Summe der Einzelkomponenten und
Epimere als Summenparameter zu bestimmen. Andere Umwandlungs- und Abbauprodukte
(z.B. Anhydrochlortetracyclin) werden nach EWG 470/2009 bei diesem Summenparameter

nicht mit hinzu gerechnet.

Aus dieser Situation ergaben sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit folgende Ziele:

e Entwicklung von Extraktions- und Bestimmungsmethoden zum Nachweis von
Antibiotika in Honig

« Automatisierung der Probenvorbereitung durch Einsatz einer Online-SPE-Technik
(Solid Phase Extraction)

e Implementierung von Abbau- und Umwandlungsprodukte der Antibiotika in die
Analysenmethoden

e Archivierung der massenspektrometrischen Messdaten in einer Spektrenbibliothek
zur schnellen Identifizierung

« Entwicklung eines Monitoringsystems, basierend auf den Einzelnachweismethoden,
zum Nachweis von Antibiotikaspuren unterschiedlicher Wirkstoffgruppen in Honig

« Validierung der Analysemethoden nach nationalen und europdischen Richtlinien und
Normen

« Durchfilhrung einer Marktstudie zur Uberprifung der Routinefahigkeit und der
Praxistauglichkeit der entwickelten Methoden (Honige unterschiedlicher Herkunft und
Sorte)

« Aufbereitung der massenspektrometrischen Daten mit Hilfe einer chemometrischen

Software um ein ,Profiling” vornehmen zu kénnen.
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2 Honig: Produktion, Inhaltsstoffe und Ruckstande

Der Rohstoff eines jeden Honigs ist direkt oder indirekt der Siebrohrensaft héherer Pflanzen.
Im Falle von Blitenhonigen wird dieser durch bestimmte Einrichtungen der Pflanze
abgesondert oder in Form von Honigtau als Ausscheidungsprodukt pflanzensaugender
Insekten von den Bienen gesammelt. Generell unterscheidet man somit Nektar- und
Honigtauhonige. Die Zusammensetzung des Honigs variiert je nach Tracht und Herkunft. Die
Zuckerzusammensetzung des Phloemsaftes besteht zum grof3en Anteil aus Saccharose
(Rohrzucker). Daneben beinhaltet der Saft auch hohere Zucker (Oligosaccharide) und
Zuckeralkohole. Nektar und Honigtau als zuckerhaltige Rohstoffe werden von den Bienen in
mehreren Schritten zu Honig verarbeitet. Trachtbienen nehmen den Nektar oder Honigtau
auf und fugen ihm enzymreiche Sekrete zu. Der Honigblaseninhalt wird im Bienenstock an
Stockbienen abgegeben und in einem Prozess, der als ,Liften des Honigblaseninhaltes*
bezeichnet wird, verarbeitet. In diesem Prozess wird der Wassergehalt reduziert und die
enthaltenen Zucker invertiert, d.h. in einfache Zucker wie Glucose und Fructose enzymatisch
gespalten. Dieser halbreife Honig wird in Honigzellen eingelagert und der Wassergehalt
durch Ventilation weiter reduziert. Der reife Honig wird verdeckelt und kann vom Imker
geerntet werden. Neben Zucker und Wasser befinden sich unter den weiteren Inhaltsstoffen:
Stickstoffverbindungen, organische Sauren, Fette, Nukleinséure, Vitamine und Mineralstoffe
(vgl. Abb. 2). Durch Beimischen des Sekretes der Biene gelangen zudem noch Enzyme,
Inhibine u.a. in den Honig [3].

héhere Zucker . .
% Saccharose Sonstige Bestandteile:

2% . .
0 Fructose e Aminosauren
38%

Sonstiges 2
3%

Maltose und
Iso-Maltose

7% ® Aromastoffe
® Enzyme
® |nhibine

®* Mineralien

Wasser
17%

® Neurotransmitter
® Sauren
® Vitamine

Glucose
31%

Abb. 2: Bestandteile der Honigmatrix [3]
Der grofite Anteil (ca. 80%) des Honigs besteht aus Kohlenhydraten und zu 17% aus
Wasser. Um die Qualitat eines Honigs beurteilen zu kénnen, wird eine ganze Reihe von

Inhaltsstoffen bestimmt und quantifiziert. Die Grundanalytik umfasst die Bestimmung des
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HMF-Gehaltes (Hydroxymethylfurfural), der Diastasezahl, des Wassergehaltes, des
Sauregrades und des pH-Wertes. Anhand dieser Parameter ist abzuschatzen, inwieweit es
sich lohnt, den Honig weiteren spezielleren Analysen zuzufiihren. Die Sorte und Tracht
(pflanzliche Herkunft) des Honigs wird durch Messung der Leitfahigkeit (Unterscheidung
Bliten- oder Honigtauhonig) und eine Pollenanalyse (Herkunft- und Sortenbestimmung)

erhalten.

Die spezielleren Analysen umfassen u.a. [3]:
e Mikroskopie
» Sensorik
« Aufklarung von Honigverfalschungen (C3/C4-Verfalschung)
* Rickstande (Pestizide, Antibiotika, Schwermetalle, Bienenarzneimittel: Varroazide

(Mittel zur Bekdmpfung der Varroamilbe), 1,4-Dichlorbenzol)

Dieses breite Spektrum an Analyten erfordert eine leistungsstarke und liickenlose
Uberwachung des Honigs. Die Analytik zum Nachweis von Antibiotika in Honig steht im
Fokus dieser Arbeit. Rickstande von Antibiotika sollen nach geeigneter Probenvorbereitung
durch Hochleistungs-Flissigchromatographie gekoppelt mit lonenfallenmassenspektrometrie
(HPLC-lontrap-MS) in Honig identifiziert und quantifiziert werden. Die Eintragswege der
verschiedenen Antibiotikawirkstoffgruppen in Honig sind in Abb. 3 schematisch dargestellt.

Zu den Eintragsquellen von Antibiotika in Honig gehéren im Wesentlichen die therapeutische
Anwendung in der Apikultur und die Anwendung zur Bekampfung des Feuerbrandes im
Obstanbau. Der Einsatz von Herbiziden wie Asulam (Methylsulfanilylcarbamat) zur
Bekampfung von Blacken und Farnen in der Landwirtschaft kann zu Rickstanden des
antibiotisch wirksamen Abbauproduktes Sulfanilamid im Honig flhren [17]. Dartber hinaus
werden Antibiotikaeintrage aus Klaranlagenwassern und gullegediingten Felder als mogliche
Quellen in Betracht gezogen. Diese sind jedoch im Vergleich zu den beiden hauptsachlichen

Kontaminationsquellen zu vernachlassigen [18-19].
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direkt

Verbotene
Anwendung in der
Imkerei zur
Bekampfung
bakterieller
Infektionen (z.B.
Amerikanische
Faulbrut)

N

Antibiotika

indirekt

Aminoglykoside
B-Lactame
Chloramphenciol
Fluorchinolone
Lincosamide
Makrolide
Nitrofurane
Sulfonamide
Tetracycline
Trimethoprim
usw...

Bekampfung des
Feuerbrandes im
Obstanbau mit
Streptomycin

—

4

Antibiotikartickstande
im Honig

Abb. 3: Mdgliche Eintragswege von Antibiotika in Honig [3, 20-22]

Alle aufgefuihrten Antibiotikasubstanzklassen sind zur Anwendung in der Apikultur verboten.

Streptomycin findet Anwendung im Obstanbau zur Bekémpfung des Feuerbrandes (Erwinia
amylovora), was zu Kontaminationen im Honig (vgl. Abb. 5) fihren kann. Der Eintrag von
Streptomycin Uber den Obstanbau wird gesondert rechtlich geregelt (siehe Kap. 3).

Abb. 5: Apfelbaum, der durch das Bakterium Erwinia amylovora befallen ist [23]
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Eine ganze Reihe von nationalen und europaischen Verordnungen und Gesetzestexten
bilden die rechtlichen Grundlagen fiur die Qualitdit des Honigs. In diesen wird neben
Richtlinien Gber Beschaffenheit, Inhaltsstoffe, Deklarierung, Sorten usw. die Anwendung von
pharmakologisch wirksamen Stoffen als Bienenarzneimittel geregelt. Nach §10 Abschnitt
13.1.1 des Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuches (LFGB) [24] vom 1. September 2005
ist es verboten, vom Tier gewonnene Lebensmittel gewerbsmalfiig in den Verkehr zu bringen,
wenn in oder auf ihnen Stoffe mit pharmakologischer Wirkung oder deren
Umwandlungsprodukte vorhanden sind, die nach Verordnung (EWG) Nr. 2377/90 [25] des
Rates vom 26. Juni 1990 zur Schaffung eines Gemeinschaftsverfahrens fiir die Festsetzung
von Hochstmengen fur Tierarzneimittelriickstande in Nahrungsmitteln tierischen Ursprunges,
bei den dort genannten Tieren nicht angewendet werden dirfen oder festgesetzte
Hochstmengen uberschreiten. Die Verordnung Nr. 2377/90 wurde am 6. Mai 2009 durch die
Verordnung 470/2009 abgel6st [5]. Die Anhange 1-4 der vorangegangenen Verordnung
gelten weiterhin. Stoffe mit pharmakologischer Wirkung werden nach einer
wissenschaftlichen Bewertung (Toxikologie, Risikobewertung, usw.) in vier Anhange

eingeteilt:

« Anhang 1: Stoffe, fir die Hochstmengen (MRL = Maximum Residue Limits) festgelegt
werden kénnen.

* Anhang 2: Stoffe, fir die keine Hochstmengen festgelegt werden missen, weil sie
entweder nicht zu Rickstanden filhren oder eventuelle Rickstdnde unbedenklich
sind.

* Anhang 3: Stoffe, fur die Hochstmengen vorlaufig bis zu einer bestimmten Zeitdauer
festgesetzt werden. Innerhalb dieses Zeitrahmens miissen die Werte weiter tGberpriift
werden.

« Anhang 4: Stoffe, flr die derzeit keine Hochstmengen festgelegt werden kénnen.
Diese Substanzen sind fir die Verwendung bei lebensmittelliefernden Tieren

verboten.

Die Honigverordnung (HonigV) vom 16. Januar 2004 [1] sieht in 85 Untersuchungen auf
verbotene oder nicht zugelassene Stoffe oder Rickstande oder Gehalte von Stoffen vor,
welche festgesetzte HoOchstmengen Uberschreiten, die nach wissenschaftlichen
Erkenntnissen gesundheitlich unbedenklich sind. Dabei sind Vorgaben des nationalen

Ruckstandkontrollplanes [13-15] zu bericksichtigen, der nach Maligabe der Richtlinie
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96/23/EG des Rates vom 29. April 1996 [26] uber ,Kontrollmaf3nahmen hinsichtlich
bestimmter Stoffe und ihrer Ruckstande in lebenden Tieren und tierischen Erzeugnissen
jahrlich vom Bundesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit in Abstimmung
mit den Landern aufzustellen ist®. Die WHO (Weltgesundheitsorganisation der Vereinten
Nationen) fuhrt in dem Codex Alimentarius (Sammlung von Normen fir die
Lebensmittelsicherheit und —produktqualitat) [27] im Bezug auf Honig Hochstmengen (MRL-
Werte) fur antimikrobielle Wirkstoffe auf. Die EU-Entscheidung 2002/657/EG [28] definiert
Mindestleistungsgrenzen, so genannte MRPL-Werte (Minimum Required Performance
Limits) oder ALP's (Analytical Performance Limits) fir Analysenmethoden, die durch die
verwendeten Analysenmethoden erreicht werden muissen. Die ALP's sollen langfristig
geman des Entwurfs zur Ablésung der Richtlinie 96/23/EG [26] die MRPL's ersetzen. Diese
Grenzen sind analytisch begrindet und kdénnen z.B. durch Anwendung leistungsfahigerer
Analysemethoden nach unten korrigiert werden. Mit Hilfe der Entscheidung 2005/34/EG [29]
wurde die Einfuhrfahigkeit von Lebensmitteln mit Rickstdnden pharmakologisch wirksamer
Stoffe so geregelt, dass sie die Anwendung der MRPL-Werte der Kriterienentscheidung
2002/657/EG [28] als Eingreifwert (,Reference Points For Action®) vorschreibt. Somit sind
Lebensmittel, die Rickstandsgehalte grof3er oder gleich dem zugehdrigen MRPL-Wert
aufweisen, bei der Einfuhr zu beanstanden. Die Warensendungen sind zu vernichten oder in
die Ursprungslander zuriickzusenden. Durch ein ,Gentlemen’s Agreement* wurde erreicht,
dass diese Regelung auch auf den innereuropéischen Markt angewendet wird. Diese
Vereinbarung ist jedoch ohne Rechtsgrundlage im européaischen Gemeinschaftsrecht und die
MRPL’s wurden als Eingreifwerte keiner Risikobewertung unterzogen.

In Tab. 2 sind die Hochstmengen (MRL) und Mindestleistungsgrenzen (MRPL) der
verschiedenen Antibiotikariickstidnde aufgelistet.

Tab. 2: Ho6chstmengen (MRL) und Mindestleistungsgrenzen (MRPL) zum Nachweis von
Antibiotika in  Honig (fett markierte MRPLs sind intern festgelegte
Mindestleistungsgrenzen) [3,28,29-32]

Wirkstoffklasse MRL-Wert [ug/kg] MRPL-Wert [ug/kg]
Aminoglykoside

(Strep?o):nycin) 10 (20) )
Chloramphenicol - 0,3
Fluorchinolone - 10
Makrolide - 10
Nitrofuranmetabolite - 1
Sulfonamide - 10
> Tetracycline - 10
Trimethoprim - 10
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Gemald EU-Verordnung 396/2005 ist ab 1. September 2008 der Hochstwert far
Streptomycin-Rickstande in Honig nach Anwendung des Antibiotikums als
Schéadlingsbekampfungsmittel auf 10 pg/kg festgelegt [30,31]. In Deutschland gilt als
Hochstwert fur Streptomycin ein MRL-Wert von 20 pg/kg [32].
Wenn keine MRPL's festgelegt werden bzw. diese als nicht rechtsverbindlich anzusehen
sind, hangt die Uberpriifung der Nulltoleranz und somit die Verkehrsfahigkeit von
Lebensmitteln, die Riuckstande von verbotenen bzw. nicht zugelassenen Veterindrpharmaka
enthalten, allein von der Leistungsfahigkeit des jeweiligen untersuchenden Labors ab [9].
Das BfR (Bundesinstitut flr Risikobewertung) hat in einem Positionspapier vom 12. Marz
2007 Nulltoleranzen fiur Lebens- und Futtermittel gefordert. Nulltoleranz bedeutet, dass ein
Stoff (Antibiotika, Pestizide, Schwermetalle,...) im jeweiligen Lebens- oder Futtermittel nicht
vorhanden sein darf.
Der Gesetzgeber setzt Nulltoleranzen [9] fest, wenn

« die Risiken fur den Verbraucher noch nicht hinreichend geklart sind.

« die Risiken fur den Verbraucher nicht tolerabel sind.

* nach heutigem Stand der toxikologischen Wissenschaft keine Schwellen- oder

Grenzwerte ableitbar sind.
» toxikologische Untersuchungen genotoxische Wirkungen vermuten lassen.
« die toxikologische Datenlage unzureichend ist oder der Verdacht auf weitere
gesundheitsschadliche Wirkungen besteht.

Bei prozessbedingten Kontaminanten (z.B. durch Erhitzen des Produktes und Bildung von
toxischen Substanzen) kann mitunter die Nulltoleranz nicht eingehalten werden. In diesem
Fallen wird das ALARA-Prinzip (As Low As Reasonable Achievable) angewendet. Dieses in
der EU angewendete Prinzip besagt, dass Hochstmengen so niedrig wie mdglich aus
(anwendungs-)technischen oder anderen Griinden (z.B. ubiquitares Vorkommen) festgesetzt
werden sollen, um die Gesundheitsrisiken flr den Verbraucher im Sinne des praventiven
Verbraucherschutzes zu minimieren.
Die Charakterisierung schadlicher Wirkungen von Stoffen, die als Rickstdnde in
Lebensmitteln vorkommen kénnen, wird experimentell hauptséchlich durch Tierversuche
ermittelt. Dabei werden in in vivo Studien durchgefihrt, um die toxischen Effekte der
betreffenden Substanz zu charakterisieren. Die Dosis, die in der empfindlichsten Tierspezies,
unter Einbeziehung des empfindlichsten toxischen Effektes keine schédigende Wirkung
mehr hervorruft, wird als NO(A)EL bezeichnet (No Observed (Adverse) Effect Level). Die
Extrapolation vom Tier auf den Menschen erfolgt Uber einen Sicherheitsfaktor, der die
zumeist unbekannten Unterschiede zwischen den Spezies Tier-Mensch berticksichtigen soll
[33,34].
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Fur Stoffe mit antimikrobieller Wirkung wird bei Festlegung von Rickstandshéchstmengen
(MRL) ein so genannter mikrobiologischer ADI (Aceptable Daily Intake) verwendet, der
basierend auf dem Einfluss des Stoffes oder seiner Metaboliten auf die menschliche
Darmflora errechnet wird und dber Unsicherheitsfaktoren (,Uncertainty Factors”) die
mogliche Variabilitat der beobachteten Effekte abdecken soll (z.B. Intra- und/oder Inter-
Spezies Unterschiede). Die niedrigste Konzentration von Stoffen mit antimikrobieller
Wirkung, bei der eine Hemmung des Bakterienwachstums beobachtet wird, wird als
minimale Hemmkonzentration (MHK) definiert [34]. Sie fliel3t in Berechnung des ADI's mit
ein. Der ADI wird in der Einheit mg pro Kilogramm Korpergewicht [mg/kg KG] angegeben.
Zur Berechnung laut EMEA (European Medicines Agency) dienen hierzu [35]:

e Die minimale Hemmkonzentration (MHK) gegenuber der empfindlichsten
Bakterienspezies, bei der kein Effekt auftritt,

e der Anteil der Dosis, der das Kolon (Grimmdarm) erreicht,

e der Fakalbolus (150 g),

* ein Sicherheitsfaktor (SF) zwischen 10 und 100

* das Koérpergewicht (KG).

Der ADI wird nach folgender Formel berechnet [34,35]:

AD[ = MHK -Fakalbolus (Gl 1)

Anteil der Dosis,der das Kolon erreicht -SF -KG

NOEL

Durch Einfiigen des NOEL ergibt sich: ADI = SFKG (Gl. 2)

In Tab. 3 sind die berechneten ADI-Werte fir einige Antibiotika wiedergegeben.

Tab. 3: ADI-Werte fur Antibiotika verschiedener Wirkstoffklassen [36]

Antibiotika ADI (uk/kg KG) pro Tag
Chlortetracyclin 3
Erythromycin 0,7
Lincomycin 30
Oxytetracyclin 3

Streptomycin

Dihydro:trep':/omycin >0
Tylosin 30

11
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Die ADI-Werte werden zum Abschluss der Risikobewertung mit der méglichen realen
Aufnahme bzw. Expositionsmenge verglichen. Die Aufnahmemenge kann zum Beispiel auf
Basis nationaler Verzehrsdaten (VELS-Modell: Verzehrsstudie zur Ermittlung der
Lebensmittelaufnahmevon Sauglingen und Kleinkindern fir die Abschétzung eines akuten
Toxizitatsrisikos durch Rickstande von Pflanzenschutzmitteln) bestimmt werden. In diesem
Modell wird die Exposition durch die Aufnahme von Pestizidrickstédnden tber die Nahrung
fur 2 bis unter 5jahrigen Kindern mit einem Korpergewicht von 16,15 kg vorgenommen [37].

Das Expertengremium der JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee of Food Additives) hat
in seinem Bericht [36] die tagliche durchschnittliche Verzehrsmenge von 20 g Honig pro Tag
fur eine Risikobewertung herangezogen. Unterschieden werden dabei chronische und akute
Aufnahmemengen. Zur Ermittlung einer chronischen Aufnahme wird das 97,5 Perzentil der
taglichen Aufnahmemenge einer Testgruppe Uber einen bestimmten Zeitraum gewahlt. Eine
akute Aufnahme wird durch das 99,95 Perzentil ausgedrickt. Daten einer einwdchigen
Untersuchung ergaben als chronische Aufnahmemenge 55 g Honig pro Person pro Tag und
fur eine akute Aufnahmemenge 144 g Honig pro Person und Tag. Wenn man in diesem
Zusammenhang die Verzehrsdaten von Kindern (2 bis unter 5 Jahre) des VELS-Modells
zugrunde legt, erhalt man fir die 97,5 Perzentile - also eine chronische Aufnahmemenge —
22,1 g pro Tag [37]. Zusatzlich zu den in Tab. 3 dargestellten ADI-Werten fur Antibiotika
wurden im Rahmen der JECFA-Studie Pestizidrickstdnde und Bienenarzneimittel, wie z.B.

Ameisensaure, bewertet.
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4 Eintragspfade der Antibiotika und Resistenzproble matik

Antibiotika konnen auf vielfaltigen Wegen in Umweltkompartimente eingetragen werden.

Nach Applikation in der Human- und Veterinarmedizin wird ein Grof3teil der Wirkstoffe

unveréndert, aber auch als Metabolite ausgeschieden. Zahlreiche Studien [38-45] zum

Verteilungsverhalten der Antibiotika in diversen Umweltkompartimenten geben nach

heutigem Stand der Wissenschaft ein Bild der Eintragswege wieder.

Antibiotika |
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Abb. 4: Eintragspfade von Antibiotika in die Umwelt nach Halling-Sgrensen et al. und

Kummerer et al. [46,47]
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Schaubild

Umweltkompartimenten vorliegen kénnen. Sie kdnnen somit tUber die Nahrung (Wasser,

Aus dem ist ersichtlich, dass Antibiotika nahezu ubiquitdr in

pflanzliche und tierische Lebensmittel) vom Menschen aufgenommen werden. Das
allgegenwartige Vorkommen der Antibiotika begtinstigt zudem die Bildung von Resistenzen.

Die Resistenzbildung und die damit verbundenen Risiken werden nachfolgend beschrieben.

Wirkung, Anwendung, Resistenzbildung und Risikobewertung

Antibiotika lassen sich nach ihren Wirktypen und -mechanismen klassifizieren. Generell
kénnen die Antibiotika in bakteriostatische und bakteriozide Wirkstoffe unterteilt werden. Die
bakteriostatischen Substanzen hemmen das Wachstum der Bakterien, die bakterioziden
toéten die Bakterien. Zudem lassen sich verschiedene Wirkmechanismen klassifizieren. In
Abb. 5 sind eine Bakterienzelle und die verschiedenen Angriffspunkte der Antibiotika
schematisch abgebildet. Antibiotika kénnen, wie zum Beispiel die Sulfonamide kombiniert mit
Trimethoprim, in den Folsaurestoffwechsel der Zelle eingreifen. Andere Wirkstoffklassen wie

die Tetracycline oder Chloramphenicol inhibieren die Proteinsynthese.

DNA-Replikation (DNA Gyrase)
Nitroimidazole

DNA-abhangige
RNA-Polymerase
Rifampin

Fluorchinolone Zellwand

Zellwandsynthese
Penicilline
Cephalosporine DNA
Bacitracin
Vancomycin Proteinsynthese
_ ’1/% E (50S-Inhibitoren)
Ribosomen Erythromycin
mRNA Chloramphenicol
@ @ @ Clindamycin
Folsaure - 30 | 30
stoffwechsel

Trimethoprim .
Proteinsynthese

(30S-Inhibitoren)
Tetracycline
Spectinomycin
Streptomycin

Sulfonamide

p-Aminobenzoesaure Bakterienzelle

Zellmembran
Polymyxine

Abb. 5: Wirkung von Antibiotika nach [48];

Gentamycin
Amikacin

DNA: Desoxyribonukleinsaure, mRNA:

messenger Ribonukleinsaure, THF A: Tetrahydrofolsaure A,
DHF A: Dihydrofolsdure A

Bevor auf die einzelnen Wirkstoffe eingegangen wird, werden in den folgenden Kapiteln

Ausfihrungen zur aktuellen Datenlage Uber Anwendung in der Veterinar- und

Humanmedizin, Resistenzbildung und Risikobewertung angegeben.
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Anwendung in der Human- und Veterindrmedizin

Antibiotika sind seit der Entdeckung des Penicillins im Jahre 1940 das Mittel der Wahl, um
bakterielle Infektionen zu therapieren. Weitere Wirkstoffe (Streptomycin, Chloramphenicol,
Tetracyclin, ...) wurden in den letzten Jahrzehnten mit unterschiedlichsten Wirkungsspektren
synthetisiert. Neben der humanmedizinischen Anwendung werden Antibiotika auch in der
Veterinarmedizin sehr haufig eingesetzt. Nach den Antiparasitika stellen sie die
zweithaufigste Wirkstoffgruppe zur Behandlung von landwirtschaftlichen Nutztieren dar [34].
Die Datenlage zur Produktion, Einsatzgebieten und Verbrauch beruht national sowie auf
europaischer  Ebene  oft auf freiwiligen  Angaben der  Hersteller und
Lebensmittelproduzenten. Die FEDESA (European Federation of Animal Health,
Europaischer Dachverband der Tierarzneimittelindustrie) hat im Rahmen einer Erhebung die
Antibiotikaverbrauchsmengen der Jahre 1997 und 1999 erfasst. In Tab.4 sind die

Verbrauchsmengen aufgefihrt [49].

Tab. 4: Verbrauch [t] von Antibiotika in Europa (einschlie3lich Schweiz) nach Angaben
der FEDESA (Fédération Européenne de la Santé Animale) [49]

Verbrauch 1997 1999
Humanmedizin 7659 8528
Veterinarmedizin: 5093 4688
zur Therapie 3494 3902
als Leistungsforderer 1599 786
Gesamt 12752 13216

In den europdischen Staaten wurde der Einsatz von einem Teil der Leistungsférderer
(Avoparcin, Zink-Bacitracin, Tylosin, Spiramycin, Virginiamycin, Carbadox, Olaquindox) in
der Veterindrmedizin verboten, was den Riickgang im Jahre 1999 erklart. Die Schweiz hat
schon 1972 den Einsatz von antimikrobiellen Leistungsforderern reglementiert und auf eine
beschréankte Anzahl von Substanzen limitiert. Seit 1999 ist die Anwendung von
Leistungsforderern in der schweizerischen Tierzucht vollstdndig verboten. In der
europdaischen Union wurden in den letzten Jahren weitere zugelassene Leistungsforderer
verboten und 2006 [50] europaweit der Einsatz jeglicher Leistungsforderer gesetzlich

untersagt.
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Tab. 5: Verbote von Leistungsférderern in der Europaischen Union [51]

Jahr Verbot
1997 Avoparcin*
Zink-Bacitracin, Tylosin*, Spiramycin*,
1998 o _
Virginiamycin*
1999 Carbadox, Olaquindox

) ) ) Salinomycin, Monensin, Avilamycin,
Ab 2005 in der Diskussion: _
Flavomycin

2006 jeglicher Einsatz verboten

*Bildung von Kreuzresistenzen zu verwendeten Antibiotika in der Humanmedizin méglich

Die zu Mastzwecken zum Futtermittel zugemischten Antibiotika besafen den nicht
unerwinschten Nebeneffekt eines Infektionsschutzes. Die haufig auf sehr engen Raum
gehaltenen Tiere in Mastbetrieben erkranken h&aufiger, was den Anstieg der therapeutischen
Nutzung der Antibiotika mit sich brachte [16].

Auf nationaler Ebene wurden in den Niederlanden, Schweden, Danemark usw. eigene
Erhebungen Uber den Antibiotikaverbrauch vorgenommen. Sie spiegeln den Trend wieder,
dass der Verbrauch der Antibiotika in der Veterindrmedizin insgesamt stetig zunimmt.
Neueste Daten zur Lage in Deutschland wurden in einem Bericht des Bundesinstitutes fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) herausgegeben. Der Bericht enthalt
Daten zum Verbrauch der Antibiotika und zur aktuellen Resistenzproblematik. Analog zu der
Namensgebung in Danemark (DANMAP), heildt dieser Bericht GERMAP 2008 [52]. Der
Bericht gibt einen Uberblick (ber die Resistenzentwicklungen in der Human- und
Veterinarmedizin der letzten Jahre und stellt diese regionenspezifisch dar. Das
Datenmaterial zur Bestimmung der Resistenzsituation stammt grotenteils aus der
Resistenzstudie der Paul-Ehrlich- Gesellschaft fir Chemotherapie, den Erhebungen des
German Network for Antimicrobial Resistance Surveillance (GENARS), dem SARI-Projekt
sowie aus dem European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS). Die
Resistenzlage in der Veterinarmedizin variiert je nach Art des eingesetzten Antibiotikums und
des Tieres. In Tab. 6 sind die Verbrauchsmengen von Antibiotika in der Veterindrmedizin fur
die Jahre 2003 und 2005 dargestellt.
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Tab 6: Jahrlicher Einsatz von Veterinarantibiotika in Deutschland [52]

Anti biotikagruppe 2003 [t] 2005 [t]
Aminoglykoside 27,3 36,3
B-Lactame 155,2 199,2
Chinolone 3,5 3,7
Lincosamide 7,5 12,1
Makrolide 38,6 52,6
Phenicole 4,7 3,8
Pleuromutiline 6,8 6,4
Polypeptide 23,4 21,8
Sulfonamide 71,7 97,5
Tetracycline 385,5 350,0
Gesamt 724,2 784.,4

Der Trend, der schon in der europaischen Erhebung von 1999 sichtbar wurde, setzt sich in

den Jahren 2003 bis 2005 in Deutschland fort. Die Verbrauchsmengen stiegen fortwéhrend,

wobei neue Substanzklassen (z.B. Tiamulin, Clarithromycin, Tigecyclin,...) die ,alten®

Vertreter der Antibiotika nach und nach ersetzen. Der danische Bericht DANMAP [53] gibt

diesen Trend anschaulich wieder (vgl. Abb. 6).
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Abb. 6: Einsatz von Antibiotika in der Human und - Veterindrmedizin in Danemark [53]
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Viele Bakterienstamme sind im Laufe der letzten 50 Jahre resistent gegen einige Wirkstoffe
geworden, was den Einsatz immer neuer Antibiotika erforderlich machte. Diese Entwicklung
macht es notwendig, ein genaues Bild der Antibiotikaverbrauchsmengen, der
Resistenzbildung und der Belastungssituation in der Umwelt zu gewinnen. Im Bezug auf
Honig heil3t das konkret, dass analytische Verfahren entwickelt werden missen, um die

Belastungssituation zu erkennen.

Antibiotikaresistenz

Per Definition liegt eine Antibiotikaresistenz vor, wenn die minimale Hemmkonzentration
(MHK) in vitro hoher ist als die in vivo erreichbare Serum bzw.- Gewebekonzentration [54].
Das in Human- und Veterindrmedizin zunehmend festzustellende Auftreten bakterieller
Resistenzen gegen antibakteriell wirksame Arzneimittel stellt ein Problem bei der Therapie
von bakteriellen Infektionen dar. Laut Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation WHO
ist jahrlich etwa ein Drittel aller Todesfalle auf Infektionen zuriickzufihren. Wenn Patienten
an einer Infektion, hervorgerufen durch antibiotikaresistente Bakterien erkranken, ist unter
Umstanden die Therapie auf3erst schwierig und sogar im Extremfall unmdglich. Vor diesem
Hintergrund sind die zunehmenden Resistenzen (vgl. Abb. 7) als ernst zunehmendes Risiko
in der Human- und Veterindrmedizin einzustufen [55]. Die Aufnahme bereits resistenter
Bakterien Uber tierische Lebensmittel oder der Austausch von Resistenzgenen nicht
pathogener Bakterien an Krankheitserreger in der menschlichen Darmflora stellen Risiken
dar. Krankheiten, die zwischen Tier und Mensch Ubertragen werden kdénnen (Zoonosen),
sind wegen ihrer schlechten Therapierbarkeit ein besonderes Risiko, wie zum Beispiel

Darminfektionen durch Salmonellen [55].
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Abb. 7: Verlauf der Resistenzentwicklung von Escherichia coli gegeniber Antibiotika
unterschiedlicher Wirkstoffklassen [55]

Bakterien kdnnen sich zum einen durch rasche Vermehrung und zum anderen mittels einer
relativ hohen Mutationsrate schnell auf sich verandernde Umweltbedingungen einstellen.
Zum Zlchten spezieller Bakterien fir den Abbau bestimmter Schadstoffe ist diese
Eigenschaft erwlinscht und wird bereits in vielen Bereichen eingesetzt [56]. Resistenzen
entwickeln sich durch das Wechselspiel von Mutation und Selektion. Neben den natirlichen
Resistenzen, bei denen ein  Antibiotikum  beispielsweise aufgrund seines
Wirkungsmechanismus bestimmte Bakterien nicht bekdmpfen kann, stehen erworbene
Resistenzen. Eine erworbene Resistenz kann durch Mutation, also Anpassung an auf3ere
Einflusse, oder durch einen Gentransfer zwischen den Bakterien erhalten werden. Die Gene
der Bakterien mutieren, und durch den Einsatz von Antibiotika kdnnen Bakterien mit Genen,
die eine Resistenz bewirken, selektiert werden. Mit der Selektion dieser Bakterien durch die
Gabe eines Antibiotikums kommt es zur gleichzeitigen Resistenzentwicklung zu anderen
Antibiotika, gegen die Resistenzgene vorhanden sind (Ko-Selektion). Diese, unter auf3eren

Einflussen geschaffene Beeinflussung der Mutation wird Selektionsdruck genannt. Standige
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Exposition gegen Uber einem Antibiotikum erzeugt einen hohen Selektionsdruck [57].
Neueste Studien zeigen, dass auch subinhibitorische Konzentrationen eine Resistenzbildung
forcieren kdnnen [58].

Bakterien haben verschiedene Resistenz-Mechanismen entwickelt. Zu diesen Mechanismen
gehdren:

e Abbau oder Umwandlung der Antibiotika zu Metaboliten, die fir das Bakterium
unschadlich sind,

« Verhinderung der Aufnahme der Antibiotika in die Bakterienzelle oder der schnelle
Transport nach auf3en,

e Veranderung der Zielstrukturen in der Bakterienzelle oder Aufbau alternativer
Transportwege, so dass trotz Anwesenheit der Antibiotika der essentielle
Stoffwechsel nicht beeintrachtigt wird.

Abb. 8: Schematische Darstellung der Resistenzmechanismen nach [59]

Abb. 8 stellt Resistenzmechanismen grafisch dar. Die Informationen fir die
Abwehrmechanismen haben Bakterien in ihrer Erbinformation (DNA) auf dem
Bakterienchromosom oder auf extrachromosomalen Erbinformationstragern (Plasmiden) in
Form von Genen gespeichert und geben diese an ihre Nachkommen weiter. Diesen Prozess
bezeichnet man als ,vertikalen Gentransfer®. Plasmide koénnen auch zwischen

verschiedenen nicht verwandten Bakterien ausgetauscht werden. Dieser Vorgang, bei dem
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Plasmide von Bakterien unterschiedlicher taxonomischer Zugehorigkeit ausgetauscht
werden, wird ,horizontaler Gentransfer® genannt. Der Prozess wird als Konjugation
bezeichnet. Der Gentransfer birgt das Risiko, dass bestehende, auf Plasmiden gespeicherte
Antibiotikaresistenzen von nicht krankheitserregenden auf krankheitserregende Bakterien
Ubertragen werden. Patienten, die sich mit diesen resistenten Keimen infiziert haben, kénnen
mit diesem Antibiotikum nicht mehr erfolgreich therapiert werden. Eine weitere Eigenschaft
der Plasmide ist, dass auf ihnen Informationen fiir die Resistenz gegeniiber verschiedene
Antibiotika gespeichert sein kdnnen. Dadurch kann ein Bakterium gegen eine grof3e Anzahl
mehrerer Antibiotika oder verschiedene Antibiotikagruppen (Kreuzresistenz) gleichzeitig
resistent, also multiresistent, werden.

Neben der Konjugation ist die Transduktion eine weitere Mdglichkeit fur horizontalen
Gentransfer. Dabei werden Gene durch Phagen (Viren, die Bakterien befallen) von einer
Bakterienzelle auf die andere Ubertragen. Eine dritte Mdglichkeit des horizontalen
Gentransfers ist die Transformation . Bei diesem Transfer wird DNA mit der Information flr
Antibiotikaresistenz direkt von den Bakterien aufgenommen [57, 60].

Humanmedizinisch bedeutend ist ein Austausch von Resistenzgenen zwischen harmlosen
Bakterien (Kommensalen), wie z.B. Enterokokken und pathogenen Bakterien. Die
Behandlung von Infektionen wird damit durch die erworbene Antibiotikaresistenz erschwert
[55]. Abb. 9 zeigt die Pravalenz (Krankheitshaufigkeit) durch Methicillin resistente
Staphylococcus aureus (MRSA) Bakterien von 1976 bis 2004. Ab 1995 ist eine sprunghafte
prozentuale Zunahme an resistenten Bakterien zu verzeichnen. Die Daten wurden innerhalb
einer PEG-Studie (Paul-Ehrlich-Gesellschaft) ermittelt und im GERMAP veroffentlicht [52].
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Abb. 9: Pravalenz (Krankheitshaufigkeit) durch MRSA Bakterien im Zeitraum von 1976 bis
2004 [52]
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Risikobewertung der Antibiotikartickstande in Honig

Das Risiko fur den Verbraucher durch die Aufnahme von Antibiotikartickstéanden in Honig
wird zurzeit durch das Bundesinstitut fir Risikobewertung als gering eingestuft [13,14].
Allerdings werden fir Lebensmittel (Fleisch, Fisch, Eier, Honig) die mit Chloramphenicol,
Nitrofuranen oder Malachitgriin belastet sind, moégliche Gesundheitsrisiken generell nicht
ausgeschlossen. Die Mehrheit der detektierten Gehalte von Antibiotikariickstanden liegt
deutlich unterhalb der berechneten ADI-Werten. Doch geringe Konzentrationen kénnen unter
anderem fur allergische Reaktionen verantwortlich sein. Das eigentliche Problem ist und
bleibt hingegen die fortschreitende Bildung von Antibiotikaresistenzen.

Die Resistenzbildung kann in der Apikultur dazu fuhren, dass die eingesetzten Antibiotika
ihre Wirkung verlieren und somit ganze Tierbestdnde an bakteriellen Infektionen sterben.
Eine resistente Form der Amerikanischen Faulbrut (Paenibacillus larvae) kann den Imkern

erheblichen wirtschaftlichen Schaden zufiigen.

Zwischenfazit

Zu den Haupteintragswegen von Antibiotikarickstadnden in Honig zéhlen die Landwirtschaft
und vor allem der therapeutische Einsatz in der Imkerei. Jeglicher Einsatz von Antibiotika, sei
es in der Human- oder Veterinarmedizin kann zur Entwicklung von Antibiotikaresistenzen
fihren. Das Risiko steigt besonders durch ungezielten Wirkstoffeinsatz, zu niedriger
(subtherapeutischer) Dosierung und zu langer Applikation von Antibiotika. Zur Bekampfung
von bakteriellen Infektionen gibt es aber neben dem Antibiotikaeinsatz keine weiteren
effektiven Therapien. Um eine Resistenzbildung zu minimieren, muss in jedem Einzelfall
geklart werden, welches Antibiotikum der Wirkstoff der Wahl ist. Bei nachgewiesenen
Erregern gilt die Regel: ,so schmal wie mdglich und so breit wie mdglich“. Das heifdt, man
sollte mdoglichst von der Vielfalt der vorhandenden antibiotisch wirksamen Pharmaka
Gebrauch machen und diese individuell auswahlen [61,62].

Um die Risiken fUr den Verbraucher so gering wie mdglich zu halten, hat die deutsche und
europdaische Gesetzgebung Richtlinien verabschiedet, die die Qualitat der Lebensmittel
gewadhrleisten sollen. Unter anderem ist in diesen Richtlinien die Rickstandsanalytik von
Antibiotika in Honig aufgefiihrt. Der Hersteller von Honig ist verpflichtet, die Rohwaren auf
mdgliche Rickstdnde hin zu untersuchen. Viele der Wirkstoffe sind zur Bekdmpfung von
bakteriellen Infektionen der Bienen in der EU und der Schweiz verboten. In Latein- und
Mittelamerika, Osteuropa sowie Asien werden einige der Substanzen weiterhin verwendet,

was zu Rickstanden im Rohhonig fuhren kann [63].
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In den folgenden Kapiteln werden Eigenschaften, Strukturen und Einsatzgebiete wichtiger
Antibiotikasubstanzklassen beschrieben. Die Kriterien fur die Untersuchung im Rahmen
dieser Arbeit (sowie ihre Reihenfolge) bilden die Anwendungsmengen der eingesetzten
Mengen in der Veterindrmedizin und die Anzahl der Positivbefunde im Rahmen des NRK
(siehe Tab. 1 und 6):

e Tetracycline

e Sulfonamide und Trimethoprim

e Chloramphenicol

» Nitrofurane

¢ Aminoglykoside

* Makrolide

* Fluorchinolone

* Lincosamide
Diese Auflistung bildet die Basis fir die Analyt-Auswahl bei der Entwicklung des Screening-

Programmes zur Ermittlung von Antibiotikariickstanden in Honig.
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5 Basiseigenschaften der Antibiotika
5.1 Tetracycline

Die aus Streptomyces-Arten isolierten Tetracycline leiteten wegen ihres breiten
antibakteriellen Wirkungsspektrums nach ihrer ersten Entdeckung ab 1948 eine neue Ara
der antibiotischen Therapie ein. Die Tetracycline leiten sich von einem partiell oxidierten und
hydrierten Naphthacen-Grundgerist ab. Der Wirkmechanismus der Tetracycline umfasst die
Hemmung der ribosomalen Proteinsynthese der Bakterien. Indem sie an der Untereinheit die
Anlagerung des Aminoacyl-t-RNA-Komplexes blockieren, hemmen sie die Ketten-Elongation
und wirken somit bakteriostatisch. Das Wirkungsspektrum umfasst Infektionen,
hervorgerufen von zahlreichen Gram-positiven und Gram-negativen Keimen. Die
Tetracycline unterscheiden sich durch Substituenten an den C-Atomen 5,6 und 7, wahrend
die dbrige Struktur unverandert bleibt (vgl. Abb. 10). Tetracycline sind amphotere
Verbindungen. Durch die funktionellen Gruppen an C(10) bis C(12) und C(1) bis C(3) wird
die Bildung von Chelaten mit zweiwertigen Kationen bestimmt; hinzu kommt die sekundéare
Amino-Gruppe am C(4) [64].

RIR2 R3 R4 N(CHy,
8 X - : . OH
9
CONH,
OH O OH O
Name R1 R2 R3 R4
Chlortetracyclin -Cl -CH; -OH -H
*Demeclocyclin -Cl -H -OH -H
Doxycyclin -H -CH3 -OH -OH
Methacyclin -H =CH2 - -OH
Oxytetracyclin -H -CH; -OH -OH
Tetracyclin -H -CH; -OH -H

Abb. 10: Allgemeine Molekulstruktur der Tetracycline und Beispiele von Wirkstoffen
(*Demeclocyclin ist als Wirkstoff nicht zugelassen) [65,66]

Die Saure-Base-Eigenschaften der Tetracycline resultieren aus der Struktur einer vinylogen

Carbonsaure mit einem pK,-Wert von 3,3 bis 3,4 fur C(3)-OH, der enolischen OH-Gruppe an
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C(12), die einer ,Phenoldiketon®-Struktur angehort mit einem pK,-Wert von 7,5 bis 7,7 und
aus der Dimethylaminostruktur an C(4) mit einem pK,-Wert von 9,3 [64,67,68].

Die ausgepragten komplexierenden Eigenschaften der Tetracycline fihren mit 2- und 3-
wertigen Metallionen zur Bildung schwer l6slicher und weitgehend antibiotisch unwirksamer
Chelate [69,70]. In Abb. 11 ist ein Chelatkomplex mit Calcium dargestellt.

Abb. 11: Tetracyclinkomplex mit Ca®* [70]

Die Eigenschaft der Tetracycline, mit Erdalkaliionen fluoreszenzaktive Chelatkomplexe zu
bilden, wird auch analytisch genutzt. Es wurden eine Reihe von chromatographischen
Verfahren mit Fluoreszenzdetektion entwickelt [71,72].

Neben der erwahnten Eigenschaft der Chelatisierung kénnen die Tetracycline in geléstem
Zustand abhéngig von &uRReren Einfliissen, wie zum Beispiel Losungsmittel, Temperatur, pH-
Wert, Lichteinwirkung u.a., Isomere, Epimere, Tautomere und zahlreiche Abbauprodukte
bilden. In Abb. 12 sind einige der mdglichen Umwandlungs- und Abbauprodukte am Beispiel
des Chlortetracyclins aufgefihrt [73-80]. Entsprechend der Isomerisierung von
Chlortetracyclin zu 1so-CTC wandelt sich das Oxytetracyclin in a-Apo- bzw. B-Apo-
Oxytetracyclin um (vgl. Abb. 13). Die Umwandlung bzw. der Abbau der Tetracycline hat
einen Einfluss auf die antibiotische Wirksamkeit. Die Isomere (z.B. Isochlortetracyclin) und
Epimere (z.B. epi-Tetracyclin) besitzen keine oder nur geringe Aktivitaiten und die

Anhydroformen (z.B. Anhydrochlortetracyclin) wirken zudem toxisch.
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Abb. 12: Umwandlungs- und Abbauprodukte des Chlortetracyclins [77-79]

1) (2)
Abb. 13: Molekdlstrukturen von a-Apo-(1) und B-Apo-Oxytetracyclin (2) [77]
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5.2 Sulfonamide und Trimethoprim

Im Jahr 1932 entdeckte Domagk die antibakterielle Aktivitat von Sulfachrysoidin (Prontosil).
Die Wirksamkeit beruht auf der durch Biotransformation entstehenden Sulfanilamidstruktur.
In Abb. 14 ist die Spaltung des Prodrugs (inaktiver oder wenig aktiver Stoff, der nach
Metabolisierung zum aktiven Wirkstoff Gberfuhrt wird) Sulfachrysoidin durch Azoreduktasen

dargestellt.

0
N __NH, O\\S/NHZ

o o
0 0
: :NZN — /@NHZ + H,N
H,N NH HN NH

2 2 2 2

Sulfachrysoidin 1,2,4-Triaminobenzol Sulfanilamid
(,Prontosil rubrum®)

Abb. 14: Enzymatischer Abbau von Sulfachrysoidin [64]

Seit der Entdeckung wurde eine grol3e Anzahl an Sulfonamidderivaten mit unterschiedlichen
physikalisch-chemischen und pharmakokinetischen Eigenschaften hergestellt und in die
Therapie eingefihrt. Man unterscheidet drei strukturchemisch unterschiedliche

Wirkstoffklassen:

e Sulfanilamid-Derivate mit nicht cyclischen Strukturkomponenten
e Sulfanilamid-Derivate mit Flnfring-Heterocyclen

e Sulfanilamid-Derivate mit Sechsring-Heterocyclen
Die Sulfonamide stellen Antagonisten der p-Aminobenzoesaure dar, die bei der bakteriellen

Folsdure-Synthese mit Hydroxymethyl-dihydropteridin zur Dihydropteroinsdure verkntpft

wird. In Tab. 7 sind fur unterschiedliche Sulfonamide Molekulstrukturen abgebildet.
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Tab. 7: Molektlstrukturen der Sulfonamide

i
H,N S—N—R
I H
@)
Sulfonamid R Sulfonamid R
S\,_CcH
Sulfanilamid H Sulfamethizol —
N—N
CH,
NH, o N
. —N— Sulfadimidin 7 N\
Sulfaguanidin {NHZ * (Sulfamethazin) 4<N—
CH,
N N—N
Sulfadiazin 4</ :\> Sulfamethoxypyridazin 7 N—omMe
N_ —
N O —CH, /\
Sulfamethoxazol N/ Sulfachloropyridazin cl
N=N
N OMe
s s
Sulfathiazol \(J Sulfadimethoxin SN
N
OMe
/
CH, 0] o—
Sulfamerazin 4N§ Sulfadoxin —2/_\<N
=
N="
N N /
Sulfapyridin & Sulfameter —{ :\>*0
_ =

(* ersetzt den Rest —NH-R)

Haufig werden Sulfonamide in Kombination mit Trimethoprim angewendet (vgl. Abb. 15). Der
Einsatz der Sulfonamide als Monosubstanz hat u.a. dazu gefihrt, dass Bakterien
Resistenzen ausgebildet haben. Der duale Einsatz von Kombinationspréparaten wie
Cotrimoxazol — eine Kombination von Sulfamethoxazol und Trimethoprim im Verhéltnis 5:1 —
senkt das Risiko der Resistenzbildung und hat zudem noch einen héheren therapeutischen
Effekt. Im Gegensatz zur jeweiligen Monotherapie kommt es zu einem bakteriziden Effekt.
Durch die inhibitorische Wirkung des Trimethoprims auf die bakterielle Dihydrofolat-
Reduktase und die zusatzliche Hemmung der Dihydropteroinsdure-Synthese durch die

Sulfonamid-Komponente wird ein ,Sequentiell-Effekt” erreicht [64,67,68].
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MeQO
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3 MeO ’
Sulfamethoxazol Trimethoprim

Abb. 15: Cotrimoxazol: Sulfamethoxazol und Trimethoprim (5:1)

Trimethoprim ist ein Diaminopyrimidin-Derivat aus der Reihe der Dihydrofolatreduktase-
Inhibitoren. Es besitzt eine hydrophobe aromatische Partialstruktur und zusatzlich eine
cyclische Guanidin-Struktur im 2,4-Diaminopyrimidin-Teil des Molekuls. Trimethoprim greift
ebenfalls in den Mechanismus der bakteriellen Folsauresynthese ein, jedoch an einem
anderen Wirkort wie die Sulfonamide (vgl. Abb. 17). Die Dihydrofolsaure (3) muss, bevor sie
zu einem aktiven Coenzym des C1-Stoffwechsels werden kann, weiter zur
Tetrahydrofolsdure (4) reduziert werden. Dazu ist ein Enzym notwendig, welches durch
Trimethoprim gehemmt wird. Die Sulfonamide hemmen die Synthese der
Ausgangsverbindung fur die Folsauresynthese, also bevor Trimethoprim als Inhibitor wirkt.
Die Reaktionsabfolge bei der inhibitorischen Wirkung der Sulfonamide und des

Trimethoprims ist in Abb. 16 schematisch dargestellt.
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Abb. 16: Reaktionsabfolge bei der Hemmung des Folsaurestoffwechsels durch Sulfonamide
und Trimethoprim [64]
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5.3 Chloramphenicol

1947 wurde Chloramphenicol erstmals aus Kulturen von Streptomyces venezuelae
gewonnen. Das heutzutage erhaltliche Chloramphenicol wird dagegen synthetisch
hergestellt und spielt nur noch im veterindrmedizinischen Bereich eine Rolle nachdem
festgestellt wurde, dass es ein vergleichsweise hohes Risiko fir schwerwiegende
Blutbildveranderungen wie aplastische Anamie in der humanmedizinischen Therapie von
bakteriellen Infektionen mit sich bringt [64,67,68]

Als Phenylpropan-Derivat enthalt es die Grundstruktur von Phenylalanin, allerdings
substituiert durch zwei funktionelle Gruppen, die in Naturstoffen nur selten vorkommen. Es

enthéalt eine aromatische Nitro-Gruppe und einen Dichloracetyl-Rest (vgl. Abb. 17).

OH Cl

H
N
Cl

O
OH

O,N
Abb. 17: Molekilstruktur des Chloramphenicol

Chloramphenicol besitzt das gleiche Kohlenstoff-Geriist wie das Alkaloid Ephedrin und die
Aminoséaure Phenylalanin, die als spezifischer Antagonist fur die wachstumshemmende
Wirkung auf einige Bakterienstamme erkannt wurde. Chloramphenicol verfiigt wie Ephedrin
Uber zwei benachbarte Chiralitdtszentren. Von den moglichen Diastereomeren ist nur die D-
threo-Form antibakteriell wirksam. Die Konfiguration von Chloramphenicol ist 1R, 2R (vgl.
Abb. 18).

NO,
o h
1) @)
P | P @3)

HO——H HO——H O CH
* * 2
H3C—H——H H——H CHCI, HZNA"LH
CH, CH,OH COOH
L-erythro-Form D-threo-Form L (-)-Form
1R, 2S 1R, 2R 2S

Abb. 18: Fischer-Projektionen von Ephedrin (1), Chloramphenicol (2) und Phenylalanin (3)

Chloramphenicol wirkt bakteriostatisch tber eine Hemmung der bakteriellen Proteinsynthese

bei der Translation. Angriffsort ist die ribosomale 50 S-Untereinheit [64,67,68].
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5.4 Nitrofurane

Nitrofurane gehoren zu den synthetisch hergestellten Chemotherapeutika. Sie sind seit 1995
in der Europdischen Union zur veterinarmedizinischen Applikation verboten, da sie unter
Verdacht stehen, ein erhéhtes Krebsrisiko bei Langzeitanwendung hervorzurufen. Die
Nitrofurane metabolisieren in vivo sehr rasch zu Protein gebundenen Reaktionsprodukten,
die auch mehrere Wochen nach Verabreichung persistieren [81-84]. Aus diesem Grund
werden zur analytischen Bestimmung die Nitrofurane unter milden sauren Bedingungen in
die freien Produkte (dberfihrt, mit 2-Nitrobenzaldehyd derivatisiert und dann
chromatographiert. In Abb. 19 sind die Molekilstrukturen der Nitrofurane und der freien

Komponenten aufgefihrt.
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Abb. 19: Molekulstrukturen der Nitrofurane und der freien Metabolite

Die Nitrofuranmetabolite besitzen alle eine niedrige relative Molekilmasse zwischen
75 g/mol (SEM) und 201 g/mol (AMOZ). Die LC-MS Analyse dieser niedermolekularen
Spezies fuhrt zu einer relativ geringen Empfindlichkeit aufgrund ihrer schlechten
lonisierbarkeit und ihrem unspezifischen Fragmentierungsverhalten im Massenspektrometer
(siehe Kap. 8.2.4).

32



5 Basiseigenschaften der Antibiotika

5.5 Aminoglykoside

Alle Aminoglykosid-Antibiotika verfiigen Uber ein basisch substituiertes vom Cyclohexan
abgeleitetes Mesoinosit-verwandtes Aglykon, ein so genanntes Cyclit. Ein Aglykon
bezeichnet eine von einem Glyoksid abgeleitete Verbindung ohne den entsprechenden
Zuckerrest. Mit diesem Cyclit sind an unterschiedlichen Positionen Monosaccharide und
Disaccharide glykosidisch verknipft. Die Grundstrukturen der Aminoglykoside sind in
Abb. 21 dargestellt. Je nach Aglykon (Cyclit), den glykosidierten Positionen und den
beteiligten Aminozuckern unterscheidet man drei Gruppen von Aminoglykosid-Antibiotika
(vgl. Abb. 20) [64].

HZN\WNH2 Tl
z, H NH,
-y ; Moo
4
L% R How NH o_ 0O

| Ho N~ HO 2
OW\ | o’ s\/ HO =72
H,N H ' NH,

T zZ] OH
2
Kanamycin-Gentamycin-Gruppe Streptomycin-Gruppe Neomycin-Gruppe
Position der Zucker
Name Aglykon Aglykon-Zucker- (Monosaccharide)
Bindung
Kanamycin- 4
Gentamycin- Desoxy-streptamin 6 Z1
Gruppe
Str(gotomycm- Streptidin 4 Z2
ruppe
Neomycin- Desoxy-streptamin 4 Z1lund Z2
Gruppe 5 Z2 und Z3

Abb. 20: Grundstruktur der Aminoglykoside: Gentamycin- Kanamycin-, Neomycin- und
Streptomycin-Gruppe [64]

Aus den Suffixen mycin und micin lassen sich Rickschlisse auf die Herkunft ziehen. Die
von Streptomyces-Arten gewonnenen Verbindungen werden mit einem y, die aus
Kulturlésungen von Micromonospora-Arten oder anderen Bodenbakterien isolierten und
halbsynthetischen Verbindungen mit einem i gekennzeichnet bzw. Enden mit cin ohne y
(z.B. Amikacin). Die strukturelle Verwandtschaft der Aglyka untereinander und mit Mesoinosit

ist aus der Tab. 8 zu ersehen.
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Tab. 8: Ubersicht der Aglyka und struktureller Vergleich mit Mesoinosit

HO
HO OH Anzahl OH-Gruppen: 6
HOX—5 Mesoinosit _ Axial: 1
OH Aquatorial: 5
NH,
O 5 1 %\
HOHO M TNH, Anzahl OH-Gruppen: 4
4 N 2 Streptidin Guanidino-Gruppen: 2
TR/ alle aquatorial
2
NH,
HQ 1
HO%NHZ Desoxy Position 2:
HO NHZ -streptamin OH-Gruppe fehlt
HO 1 o
HO N—~"s A o Position 2:
y CHNOH pistrep alle anderen aquatorial
3

In der Streptomycin-Gruppe ist die aquatoriale OH-Gruppe in Position 4 des Streptidins mit
einem furanoiden Zucker verknipft, der seinerseits a-glykosidisch einen pyranoiden
Aminozucker tragt. Abb. 21 zeigt die Strukturen Streptomycins und des
Dihydrostreptomycins. Beide werden als Wirkstoffe eingesetzt.

Durch die mehrfache Substitution mit Amino-Funktionen und durch die H&ufung von
Hydroxy-Funktionen erhalten die Aminoglykoside ihre charakteristischen Eigenschaften. Sie
liegen als Salze, meist als Sulfate vor und sind sehr gut wasserloslich. Der pK,-Wert liegt

bei 7,5 bis 8 [64].

NH NH
NH )k NH )k
)k HN NH, J\ HN NH,
H,N NH H,N NH
OH OH
HC o ¢ HC o §
H HO
0
on %Mo on Mo
0 0
Rl Rl
OH (1) OH (2)

Abb. 21: Molekllstrukturen von Streptomycin (1) und Dihydrostreptomycin (2)
(R1 = CH,OH, R2 = NHCH5)
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Als Hemmestoff der Proteinsynthese mit Angriffspunkt an der 30S-Untereinheit bakterieller
Ribosomen gehdren Aminoglykoside zum Wirkungstyp der bakteriziden Wirkstoffe. Die
Anlagerung an ribosomale Bindungsstellen fiohrt u.a. zu einer Stérung der
Translationsreaktion, so dass Proteine mit ,falscher* Aminosédure-Sequenz gebildet werden.
Eine Storung der bakteriellen Membranfunktion ist die Folge, was zum Austreten von
Cytoplasma-Bestandteilen und schliel3lich zum Absterben der Keime fuhrt. Aminoglykoside
besitzen ein breites Wirkungsspektrum. Sowohl Gram-positive als auch Gram-negative
Keime sind empfindlich, wobei ihr Anwendungsschwerpunkt bei Infektionen mit

problematischen Gram-negativen Erregern liegt [67,68,85,86].

5.6 Makrolide

Makrolidantibiotika wurden nach ihrem zentralen Strukturelement, einem Lactonmakrocyclus
(Abb. 22), an dem ein bis zwei Zuckermolekile addiert sind, benannt. Es handelt sich um
basische Verbindungen, die in drei Klassen — nach ihrer Lacton-Ringgréf3e - unterteilt
werden. Seit 1952 werden Makrolide mit 14, 15 und 16 Atomen im Ring mit unterschiedlich
glykosidisch verknupften Zuckern aus Streptomyces-Arten gewonnen. Am Beispiel des
Erythromycins, dem bekanntesten Vertreter der Makrolide, werden im Folgenden die
Strukturelemente genauer betrachtet. In Abbildung 22 ist die allgemeine Struktur dargestellt.
Erythromycin besteht aus einem 14-gliedrigen Lacton-Ring (Erythronolid) mit einer Keto-
Funktion an C(10), zwei glykosidisch tber C(4) bzw. C(6) mit dem Erythronolid verkntpften
Zucker, OH-Gruppen an C(7), C(12), C(13) und den aus dem Biosynthese-Baustein
Propionséaure resultierenden Methylgruppen. Bei den Zuckern handelt es sich im Falle des
Erythromycins um eine a-glykosidisch verknipfte Cladinose an C(4) und einen [3-
glykosidisch an C(6) verkniipften Aminozucker Desosamin [64,67,68].

O O
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Abb. 22: Molekilgrundstruktur von Erythromycin [64]
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Tab. 9 gibt Informationen Uber die Ringgréf3e der Makrolide sowie die gebundenen Amino-

und Neutralzuckermolekiile am Grundgerust des jeweiligen Lactonringes.

Tab. 9: Makrolide: Charakteristische Strukturmerkmale

Forosamin (10)

RinaaréRe Aminozucker Neutralzucker
Makrolid- ( Anfaglhl der (Position am (Position am
Antibiotikum Ringglieder) Lacton-Ring vgl. Lacton bzw.
99 Abb. 22) Aminozucker*)
Erythromycin 14 Desosamin (6) Cladinose (4)
Oleandomycin 14 Desosamin (6) L-Oleandrose (4)
Rosaramicin 16 Desosamin (6) -
Carbomycin 16 Mycamimose (6) Mycarose (4')
Leucomycin 16 Mycamimose (6) Mycarose (4')
Spiramycin 16 Mycamimose (6) Mycarose (4')

* Positionskennzeichnung: ohne Strich: am Lacton-Ring
mit Strich: am Aminozucker

Beispielhaft sind die Molekdlstrukturen fur Tylosin A und Erythromycin A in Abb. 23 a und b

dargestellt.

H.C

HO
OR

OH

Abb. 23 a: Molekulstruktur von Tylosin A (16-gliedriger Lacton-Ring; rot markiert)
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Abb. 23 b: Molekdlstruktur von Erythromycin A (14-gliedriger Lacton-Ring; rot markiert)

5.7 Fluorchinolone

Die Fluorchinolone bilden eine Untergruppe der Chinolone, die zu den gyrasehemmenden
Antibiotika gehoren. Seit 1962 wird die 4-Naphthyridoncarbonsaure Nalidixinsaure (Abb. 24)
sowohl in der Human-, als auch in der Veterinarmedizin therapeutisch angewendet. Durch
Strukturmodifikationen, vor allem durch Einflihrung cyclischer basischer und Fluor-haltiger
Ringsysteme, wurde eine breitere antibakterielle Wirksamkeit erreicht. Man spricht in diesem
Zusammenhang von Chinolonen der ersten und der zweiten Generation. Bedingt durch eine
Carbonsaurefunktion (pKs = 5) und eine oder mehrere funktionelle Aminogruppen (pKs= 8-9)
besitzen die Fluorchinolone amphotere bzw. zwitterionische Eigenschaften [64,67,68]. In der
Veterinarmedizin werden Fluorchinolone bereits seit Ende der 80er-Jahre verwendet. Der
Einsatz zur Prophylaxe ist jedoch verboten. Vor allem in der Gefliigelzucht ist das
Antibiotikum  weit verbreitet. Laut BgVV (Bundesinstitiut fir gesundheitlichen
Verbraucherschutz und Veterinarmedizin) sind 40 Prozent der in Gefligel und

Geflugelprodukten gefunden Camphylobacter-Keime resistent gegen Fluorchinolone [87].

o)
_ .~ COOH
NS =
HC™ N7 N
CH,CH,

Abb. 24: Molekdlstruktur der Nalidixinsaure

In der folgenden Tabelle sind einige Vertreter der Fluorchinolone dargestellt. In der Imkerei
ist jeglicher Einsatz der Fluorchinolone verboten. In der Humanmedizin und in der
Veterinarmedizin werden die Fluorchinolone bei verschiedenen Indikationen eingesetzt. Von

der Paul-Ehrlich-Gesellschaft fur Chemotherapie wurden die Fluorchinolone nach
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Anwendungsmadglichkeit und Wirksamkeit (Gruppe IV > Gruppe 1) in vier verschiedene

Gruppen (in Klammern ist jeweils ein Beispiel genannt) unterteilt [88-90].

e Gruppe [ Orale Fluorchinolone mit Indikation Harnwegsinfektion (Norfloxacin)

» Gruppe Il: Systemisch anwendbare Fluorchinolone mit breiter Indikation
(Ciprofloxacin)

« Gruppe lll:  Fluorchinolone mit verbesserter Wirksamkeit gegen Gram-positive und
atypische Erreger (Sparfloxacin)

« Gruppe IV:  Fluorchinolone mit verbesserter Wirksamkeit gegen Gram-positive und

atypische Erreger sowie gegen Anaerobier (Moxifloxacin)

Tab. 10: Molekilstrukturen ausgewahlter Fluorchinolone (Bi- (a) und Tricyclen (b));
Gruppeneinteilung basierend auf [88-90]

O
F Z | | COOH
X
R1 Y ITI
R2
a)
Name
R1 R2 Y
(Gruppe)
Norfloxacin (1) —N NH -CH,CH3 -CH-
__/
Enoxacin (Il) —N NH -CH,CH3 -N-
__/
Danofloxacin o :/ :NCHS < > F -CH-
Enrofloxaci _N\ /N %
Xacin -CH-
Ciprofloxacin (I) | —N NH % -CH-
__/
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Fortsetzung der Tab. 10

Dilfoxacin

/ \ F
Sarafloxacin —N NH -CH-
\__/
O
F COOH
Y
X Y
\/ \CH3
b)
Name
R X Y
(Gruppe)
Flumequin -H -CH -CH-
Marbofloxacin —N NCH3 -O- -N-
Ofloxacin (II) —N NCH, -O- -CH-

Der Angriffspunkt dieses Wirkstofftyps ist die bakterielle DNA-Synthese, deren Hemmung
durch eine Interferenz der Fluorchinolone mit der DNA-Gyrase erfolgt. Diese Topoisomerase
ist verantwortlich fur die Superspiralisierung (,supercoiling) der DNA-Doppelhelix, ohne die
das Makromolekil in der Bakterienzelle keinen Platz finden wirde. Die Gyrase ist au3erdem
in der Lage, zwei verflochtene ringférmige DNA-Strange zu 6ffnen und wieder zu schliel3en.
Sie ist essentiell fur die Replikation und Transkription der DNA [64,67,68].
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5.8 Lincosamide

Zu den Lincosamiden gehéren die Acylaminopyranoside Lincomycin und Clindamycin. Das
Antibiotikum Lincomycin wird aus Kulturen von Streptomyces lincolnensis gewonnen.
Lincomycin (Abb. 25) basiert auf der Struktur von Lincosamin (Struktureinheit in
Abb. 25 markiert), einem C8-Aminozucker mit einer Thioacetal-Struktur, der peptidartig mit
einem Prolin-Derivat verknupft ist, welches in 4‘-Position eine trans-standige Propyl-Gruppe
tragt. Durch partialsynthetische Abwandlung erhalt man bei der Chlorierung von Lincomycin
unter Konfigurationsumkehr an C(7) Clindamycin. Beim Austausch der OH-Gruppe in
Position 7 gegen Chlor unter Erhalt der Konfiguration im Falle des Lincomycin kann die
antibiotische Wirkung um das Zweifache gesteigert werden. Beim Austausch unter Inversion
der Konfiguration, wie beim Clindamycin auftritt, kann eine fiinffache Wirkungssteigerung

erzielt werden. In Abb. 25 sind die Molekiilstrukturen dieser Lincosamide wiedergegeben.

() o oH, (I CH

Abb. 25: Molekilstrukturen von Lincomycin (I, 7R) und Clindamycin (I, 7S)

Durch die Chlor-Substitution ist Clindamycin lipophiler als Lincomycin. Dadurch I&sst sich die
erhdhte in vitro-Aktivitat erklaren, da Clindamycin Uber ein besseres Penetrationsvermdgen
fur bakterielle Membranen verfiigt. Lincomycin und Clindamycin interferieren bei der
bakteriellen Proteinsynthese und greifen an den 50 S-Ribosomen an. Beide Verbindungen

werden vorwiegend gegen Gram-positive Keime wirksam [64,67,68].
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5.9 Zusammenfassung

Antibiotika werden sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin zur Bek&mpfung
bakterieller Infektionen verwendet. Der GbermafRige und z.B. unsachgemalie Einsatz hat zu
einer Forcierung der Resistenzproblematik in den letzten Jahren gefuhrt. Die nationale und
europdische Gesetzgebung hat fir einen Teil der Wirkstoffe Mindestleistungs- bzw.
Hochstgrenzen in Lebensmitteln tierischer Herkunft festgesetzt. Um das breite Spektrum der
unterschiedlichen Antibiotikawirkstoffklassen, die ihre Anwendung in der Veterindrmedizin
finden, routineanalytisch in der Matrix ,Honig“ sicher detektieren und quantifizieren zu
kénnen, missen geeignete Methoden der Probenvorbereitung und Bestimmung entwickelt
werden, damit Lebensmittelproduzenten die gesetzlich geforderten Mindestleistungsgrenzen
einhalten konnen. Die methodischen Bedingungen der Probenvorbereitung und die
massenspektrometrischen Parameter missen jeweils auf die chemischen Eigenschaften der
nachzuweisenden Analyten optimal abgestimmt werden.

Speziell fur Honig ist der Bedarf an leistungsstarken Methoden besonders relevant. Als
naturbelassenes Produkt muss Honig frei von jeglichen Antibiotikarlickstanden sein (vgl.
Nulltoleranz Kap. 3) Im Unterschied zu Lebensmitteln tierischer Herkunft sind, vergleichbare
Mindestleistungsgrenzen oder maximalen Ruckstandshéchstmengen fir Honig (z.B.
Chloramphenicol 0,3 pg/kg) sehr niedrig. Zudem sind nach jetzigen Stand der Analytik nur
wenige Arbeiten - zwei LC-MS Methoden und ein Charmtest - [91-93] bekannt, die das breite
Spektrum der Analyten in einem Monitoringsystems erfassen. In den nachsten beiden
Kapiteln werden der Stand der Analytik und die Untersuchungsmethodik beschrieben. Es

folgen Erlauterungen zu den einzelnen Stufen der Methodenentwicklung (siehe Kap. 8).
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6 Stand der Honiganalytik

Nachfolgend werden Methoden der Probenvorbereitung, HPLC- und Detektionstechniken
vorgestellt, mit denen Antibiotikarlickstdnde in Honig nachgewiesen werden kénnen. Je nach
Analyt missen verschiedene Extraktionstechniken wie zum Beispiel Fest-Flissig- oder
Festphasenextraktion angewendet werden. Zudem wird der Einsatz von gekoppelten

Systemen, Online-SPE-Techniken und Multimethoden diskutiert.

6.1 Wirkstoffgruppen
Tetracycline

LC-MS-Methoden [94-106] und HPLC-UV-Methoden [107-113] sind die gangigsten
Analyseverfahren zur Bestimmung von Tetracyclinen in  Lebensmitteln und
Unweltkompartimenten. Viele Arbeiten in dem Bereich der Tetracyclinanalytik beschéftigen
sich analog zu den Sulfonamiden mit dem Nachweis der Rickstande in Lebensmitteln und
im landwirtschaftlichen Sektor. Tetracycline koénnen in vivo Metabolite und in vitro
Umwandlungs- und Abbauprodukte bilden. Die Eigenschaft, mit Erdalkalionen Komplexe
einzugehen, wird mit der Fluoresenzspektrometrie zum Nachweis genutzt [71,72,114-116].
Elektrochemische Methoden [117,118] und die HPLC-UV-MS-Analytik verwendet man, um
das Umwandlungs- und Abbauverhalten der Tetracycline naher bestimmen zu kdnnen. Die
Komplexbildung der Tetracycline wurde in einer Reihe von wissenschaftlichen Arbeiten
genauer untersucht [69,70,119-124].

Als Screening-Verfahren wurden fir die Bestimmung von Tetracyclinen in Eiern und Honig
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)-Schnelltests [95,125] entwickelt. Bis zu acht
verschiedene Tetracycline in Honig wurden hauptséchlich mit LC-MS Verfahren bestimmt
[71,95,96,99,123]. Die Extraktion erfolgt mit Festphasenkartuschen nach Losen des Honigs

in Pufferlésungen.

Sulfonamide und Trimethoprim

Fur ein breites Spektrum an unterschiedlichsten Matrices (Fleisch, Wasser, Honig,...) wurde
allen voran die LC-MS-Kopplung als Analysenverfahren der Wahl fir den Nachweis von
Sulfonamiden und Trimethoprim verwendet [126-142]. Daneben wurde eine Vielzahl anderer
Detektionstechniken und Analyseverfahren zum Nachweis von Sulfonamid- und
Trimethoprimriickstanden entwickelt. Dazu z&hlen HPLC-UV [143-146], GC-MS [147],
elektrochemische Methoden [148,149], die Diunnschichtchromatographie [150], HPLC mit
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Fluoreszenzdetektion [151], ELISA [152] und die Isotopenverdinnungsanalyse [153]. Je
nach Probenart unterscheidet sich die Extraktionstechnik. Bei Fleischproben wird eine
Proteinfallung vor der eigentlichen Extraktion vorgenommen.

Die Analyten in Honigproben werden durch Festphasenextraktion extrahiert, wobei haufig die
Oasis-HLB-Phase (Hydrophilic-Lipophilic-Balanced) zum Einsatz kommt [130-132,137,138].
Die Analyseverfahren sind in der Lage, sieben [137] bis zu siebzehn [130] Sulfonamide und

Trimethoprim parallel in Honig quantitativ nachzuweisen.

Chloramphenicol

Zum Nachweis von Chloramphenicol werden hauptséchlich HPLC-MS Analysemethoden
eingesetzt [63,154-163]. Zusatzlich existieren Methoden, die einen Biosensor [156] zum
Nachweis einsetzen, ELISA [164] verwenden oder Molecularly Imprinted Polymers (MIP,
Funktionelle Polymere durch Molekulares Pragen) [165,166] benutzen. Eine ganze Reihe
von Probenmaterialien wie Eier, Fisch, Schrimps, Honig, Bienenprodukte, Milch, Fleisch usw.
werden auf Ruckstande von Chloramphenicol hin untersucht. Der Metabolit
Chloramphenicol-Glukuronid wird nach enzymatischem Verdau durch Zugabe von (-
Glukuronidase zu freiem Chloramphenicol umgesetzt und mittels LC-MS nachgewiesen
[161].

Die Extraktion der Analyten aus der Matrix Honig erfolgt haufig durch eine Fest-Flissig-
Extraktion mit Ethylacetat oder Acetonitril. Eine weitere Aufkonzentrierung und
Matrixabtrennung kann durch Hinzuschalten eines Online-SPE-Moduls [167] erreicht
werden. Die Detektion erfolgt im negativen ESI (Electro Spray lonization) Modus. Zur
Qualitatssicherung wird ein interner Standard verwendet, z.B. ein finffach deuteriertes

Chloramphenicol.

Nitrofuranmetabolite

Die Nitrofurane werden nach Umsetzung mit 2-Nitrobenzaldehyd bevorzugt mit LC-MS-
Verfahren nachgewiesen [81,83,168-172]. Eine spezielle Anwendung der LC-MS stellt die
Isotopenverdiinnungsanalyse dar [173]. Der Nachweis von Nitrofuranmetaboliten kann aber
auch durch einen elektrochemischen Detektor [174] oder durch einen ELISA-Schnelltest
erfolgen [175]. Einige Analysenverfahren beinhalten zur Detektion einen UV-Detektor
[82,83,168,176]. Die untersuchten Matrices umfassen Fleisch, Eier, Gefligel, Milch, Honig
usw. Haufig werden die Analyten nach Derivatisierung mit Ethylacetat extrahiert und weiter
zur Analyse vorbereitet. Interne Standards, wie deuteriertes AOZ (3-Amino-2-oxazolidon),
AMOZ  (3-Amino-5-morpholinomethyl-1,3-oxazolidon-2-on)  oder  isotopenmarkiertes

Semicarbazid 1,2-[**N,, *C] SEM werden vor der Extraktion zu den Proben dotiert.
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Aminoglykoside

Die in der Literatur beschriebenen HPLC-Methoden umfassen die Detektion mit einem
Fluoreszenzdetektor nach Derivatisierung der Aminoglykoside [177-180], die Detektion der
Lichtstreuung [181,182], die Kapillarelektrophorese [183], den Immunoassay [184] und die
massenspektrometrische Detektion [185-192]. Die Analysenmethoden zur Detektion von
Streptomycin und Dihydrostreptomycin in Honig umfassen Festphasenextraktionen sowie
Flissig-Flissig-Extraktionen. Die lonenpaarchromatographie und HILIC (Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography) mit anschlieBender MS-Detektion gehdren zu den
neuesten Entwicklungen um Rickstdnde von Aminoglykosiden in Honig nachweisen zu
kénnen [192].

Makrolide und Lincosamide

Makrolidantibiotika und Lincosamide werden in unterschiedlichem Probenmaterial durch
Kopplungstechniken wie HPLC-MS [193-212] oder HPLC-ECD (Electrochemical Detection)
[213,214] detektiert. Zur Trennung von Tylosin, Erythromycin und einiger Abbauprodukte
benutzte Tobback et al. [215] die ,Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography* (MECC,
micellare elektrokinetische Chromatographie). Zur Identifizierung der Umwandlungs- und
Abbauprodukte der Makrolide wurden die HPLC-UV Kopplungstechniken eingesetzt [210-
212,216-218]. Zur Vorbereitung der Proben (Eier, Honig, Blutplasma, Milch, Wasser, Urin,
usw.) wird die Fest-Flissig- sowie eine Festphasen-Extraktion benutzt. Speziell zum
Nachweis von Makroliden und Lincosamiden in Honig wird oft die Oasis-HLB-Kartusche der

Firma Waters verwendet.

Fluorchinolone

Auch im Falle der Substanzgruppe der Fluorchinolone werden die meisten
chromatographischen Trennmethoden mit massenspektrometrischen Detektionsmethoden
gekoppelt [219-226]. In einigen HPLC-Analysenmethoden wird ein UV- [220,227] oder ein
Fluoreszenzdetektor [228] zur Rickstandskontrolle verwendet. Weitere Methoden sind die
Kapillarelektrophorese [229] oder automatisierte Verfahren zur Detektion [230]. Die Analyten
werden Uber SPE-Kartuschen, durch Fest-Flissig-Extraktion oder durch PLE (Pressurized

Liguid Extraction) extrahiert. Analysiert werden Eier und Geflugelfleisch, aber auch Honig.
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6 Stand der Honiganalytik

6.2 Probenvorbereitung
Online-SPE und Matrixeinfluss

Die Extraktion der Analyten, und damit die Wiederfindung, ist u.a. von den
Wechselwirkungen der Antibiotikamolekile mit der Festphase abhéngig. Um zu
gewahrleisten, dass ein Optimum an Sorption mit der Phase entsteht, ist die Auswahl des
pH-Wertes entscheidend, die sich nach den pKs-Werten der Antibiotikawirkstoffe richtet.
Somit wird durch Einstellen eines bestimmten pH-Wertes in Abhangigkeit vom pK,-Wert des
Analyten, dessen Wechselwirkungseigenschaft mit dem Extraktionsmedium gesteuert [231].
Zum Beispiel kann die FlUssig-Flussig-Extraktion von ionisierbaren Substanzen mit
organischen Loésungsmitteln durch die ,pH 2 Regel* optimiert werden [232]. Die Regel
besagt, dass ca. 99% der Substanz im ungeladenen Zustand vorliegt, wenn der pH-Wert der
wassrigen Losung um 2 Werte unterhalb des pKs-Wertes der Substanz liegt.

Um die Analytik der Antibiotikariickstdnde in Honig effizienter zu gestalten, also Zeit- und
Kosten zu minimieren, konnen Online-SPE-Module in das bestehende System integriert
werden. Durch diese kann eine weitere Anreicherung des Analyten in der Messprobe erreicht
oder eine komplette Extraktion vollautomatisch durchgefiihrt werden [167,233-242]. Einzug
gehalten hat diese Technik vor allem in der Wasseranalytik. So konnen Antibiotika
[235,236,242], Pestizide [242] und Hormone [241] in Wasser schnell und zuverlassig
nachgewiesen werden. Fir Honigproben haben Raezke et al. [167] ein Online-SPE-
Verfahren entwickelt, um Antibiotikarlickstande zu extrahieren und mit LC-MS zu

quantifizieren.

Die komplexe Matrix erfordert eine leistungsstarke Probenvorbereitung und robuste
Analysentechnik. Die Herausforderung besteht darin, dass man die Analyten
(Antibiotikarickstande) maoglichst vollstandig extrahiert, von Begleitkomponenten abtrennt
und zur Analyse anreichert. Durch aufwendige Techniken, wie z. B. SPE (Solid Phase
Extraction), konnen die Matrixeinflisse zwar minimiert werden, jedoch gelangen
Komponenten des Honigs mit in den Probenextrakt. Je nach Sorte und Herkunft variiert die
Zusammensetzung des Honigs und somit auch des Extraktes. Die Matrix hat einen
entscheidenden Einfluss auf die Wiederfindung der Antibiotikarlickstdnde. Die mit
extrahierten Matrixkomponenten konnen Stérungen im Detektor verursachen. Diese
Matrixbestandteile kénnen die Analytsignale Uberlagern und zu einer Verringerung der
Wiederfindung fuhren oder diese scheinbar vergréern. In Abb. 26 sind ein UV-
Chromatogramm und zwei Massenchromatogramme eines Sulfapyridin und Sulfamethazin

dotierten Honigs (500 pg/kg) zu sehen.
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Abb. 26: UV-Chromatogramm (PDA Total Scan) a) und MS-Chromatogramme (ESI positiv
MS2-Fullscan) b) & ¢) eines mit Sulfapyridin und Sulfamethazin dotierten Honigs
(500 ug/kg); LCQ; Gradient um 2 min verlangert, vgl. Tab. 20
Der Einsatz eines chromatographischen Trennsystems gekoppelt mit UV-Detektion ist nur
dann moglich, wenn die Anreicherung der Antibiotikariickstande und Abtrennung von
Begleitstoffen hinreichend gut ist. Durch das Verwenden eines massenselektiven Detektors
kénnen diese Effekte minimiert werden (vgl. Abb. 26). Die Kopplung von HPLC mit
Massenspektrometrie Uber ein ESI-Interface (Electro Spray lonization) kann zu
lonensuppression fuhren, hervorgerufen durch koeluierende Matrixkomponenten [243-248].
Die lonensupression fuhrt zu einer Verringerung der Signalintensitat und der Empfindlichkeit
des Massenspektrometers. Derartige Effekte kdnnen von Bestandteilen der Probematrix,
aber auch durch die Probenvorbereitung eingetragene Substanzen wie Phthalate,
lonenpaarreagenzien, Pufferlésungen und Materialen der Festphasenextraktion verursacht
werden [249,250]. Um diese nachteiligen Effekte nachzuweisen, kann auf zwei verschiedene
Techniken  zurlckgegriffen  werden: die  Vorsauleninjektionsmethode und die
Standardadditionsmethode [251-256].
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Durch den Einsatz von internen Standards (z. B. deuterierte Substanzen) kdnnen Effekte der
Matrix wie Retentionszeitverschiebung durch Angabe der relativen, auf den internen

Standard bezogene Parameter verringert werden [257,258].

6.3 Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurden Analysenmethoden entwickelt, die Antibiotika aus
verschiedenen Wirkstoffklassen mit nur einer Extraktion und Messung erfassen konnen.
Solche Verfahren kombiniert mit Online-SPE-Systemen gehdren zu leistungsstarksten
Methoden um Antibiotikariickstande in unterschiedlichsten Matrices nachzuweisen [91-
93,259-279]. Die meisten Verfahren zur Detektion von verschiedenen Antibiotikartickstanden

wurden fir die Matrices Wasser, Fleisch, Eier, Fisch usw. entwickelt.

Es existieren nach heutigem Stand der Forschung nur wenige Applikationen fir den Bereich
der Honiganalytik [91-93,267], in denen ein breites Spektrum von Ruckstanden und deren
Umwandlungs- und Abbauprodukte erfasst werden. Es handelt sich dabei um zwei LC-MS-
Methoden [91,93], ein ELISA-Verfahren [267] und einen CHARM-Test [92]. Die beiden
letztgenannten Analysenmethoden sind sogenannte Screeningverfahren. Mittels ELISA
werden Honigproben enzymatisch und immunochemisch auf Antibiotikariickstdnde hin
untersucht. Der CHARM-Test ist ein Rezeptortest der fir verschiedene Substanzklassen der
Antibiotika entwickelt worden ist. Beide Verfahren kdnnen nur Aussagen Uber die An- oder
Abwesenheit (groRer oder kleiner der Bestimmungsgrenze) der Antibiotikariickstdnden
geben. Es aber keine genaue Quantifizierung der Konzentrationen und Unterscheidung
zwischen einzelnen Umwandlungsprodukten der Analyten (z.B. Isomere und Epimere der
Tetracycline) moglich. Im Falle von Positivbefunden sind die Ergebnisse des Screenings
dann mit GC-MS oder LC-MS Verfahren zu bestétigen. Einzelmethoden zum Nachweis einer
Substanzklasse von Antibiotika in Honig dominieren das Feld der LC-MS-Analysen (vgl. Kap.
9.6 Tab.40). Umwandlungsprodukte, wie Isomere und Tautomere der Tetracycline und
Antibiotika wie die Apo-Oxytetracycline werden Uberhaupt nicht in den bestehenden
Methoden erfasst [71,95,96,99,109,110,115,123]. Im Falle des Nachweises von
Erythromycins in Honig wird dessen Metabolit nicht in der Analysenmethode mit bestimmt
[194,207].

Es existieren nach heutigem Stand der Literatur lediglich zwei LC-MS Methoden [91,93], die
eine Vielzahl von Antibiotikariickstdnden in Honig nachweisen konnen. Die bestehenden
Screeningverfahren [92,267] liefern keine Aussagen Uber die Konzentrationen der einzelnen
Antibiotika und bedurfen einer Bestatigung mittels GC-MS/LC-MS.
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6 Stand der Honiganalytik

Es besteht somit Entwicklungsbedarf, um mehr Antibiotikariickstdnde in Honig pro Messung
zu detektieren und Einzelmethoden in einem Monitoringsystem zusammen zu fassen. Ziel
dieser Arbeit ist es, ein routinefahiges Monitoring zu etablieren, das eine gréRtmdgliche
Anzahl von Antibiotikartickstanden und deren Metabolite in Honig simultan erfasst. Die
Probenvorbereitung und LC-MS-Bestimmung der Honigproben soll gegebenenfalls optimiert
werden, um die geforderten Mindestleistungsgrenzen (vgl. Tab. 2, Kap. 3) sicher erreichen
zu kénnen. In den Kapiteln 8.2.1-8.2.7 werden die Ergebnisse der eigenen Arbeiten mit
bereits veroffentlichten Analysenmethoden verglichen. Anhand des Vergleichs kann die

Leistungsfahigkeit des Monitoringsystems bewertet werden.

Um ein Verfahren zum Nachweis von Antibiotika in Honig zu entwickeln, missen zunachst
Informationen Uber die Zusammensetzung der Matrix ermittelt werden. Die
Zusammensetzung des Honigs und die daraus resultierenden Schwierigkeiten fir die
Extraktion und MS-Detektion wurden bereits in Kapitel 2 erlautert. Die chemische
Zusammensetzung und andere (partikulare) Komponenten/Inhaltsstoffe haben einen
entscheidenden Einfluss auf die Probenvorbereitung der Analyten. Es galt zunéachst, die
Antibiotika durch eine optimale Probenvorbereitung von den Matrixkomponenten zu trennen
und anzureichern. In Kapitel 7 werden die in dieser Arbeit gewahlte Untersuchungsmethodik

und die Entwicklung des Monitoringsystems beschrieben.
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7 Untersuchungsmethodik

In vorangegangenen Projekten der Universitat Paderborn, an denen der Autor mitgearbeitet
hat, wurden Analysenverfahren entwickelt, um Sulfonamide und Tetracycline in Boden und
Pflanzen nachzuweisen [41,42,66]. Dabei wurde ein LC-MS-System mit niedrigauflésender
lonenfalle (LCQ-Advantage) verwendet. Die Entwicklung eines Online-SPE-LC-MS (LCQ-
Advantage) Verfahrens am Beispiel von Sulfonamidriickstanden in Honig wurde an der
Universitat Paderborn entwickelt, das Monitoringsystem im Faethe-Labor an einer linearen
lonenfalle (LTQ-MS-System).

Zunachst wird auf die Entwicklung der Online-SPE-LC-MS Methode (LCQ) eingegangen. Mit
Hilfe einer bestehenden LC-MS-,Arbeitsmethode” [80] wird am Beispiel der Sulfonamide die
Methodenentwicklung beschrieben. Im Anschluss werden die Ergebnisse der
Methodenentwicklung an der linearen lonenfalle (LTQ) vorgestellt. Die Summe der
Einzelmethoden zum Nachweis verschiedener Antibiotikartickstanden in der Matrix Honig
ergibt schliel@lich das Monitoringsystem (siehe Kap. 8.3). Nachfolgend wird die
unterschiedliche  MeBmethodik und die Leistungsfahigkeit der verwendeten
Massenspektrometer erklart.

Das LTQ-Massenspektrometer ist eine Weiterentwicklung des LCQ-Massenspektrometers.
Das LTQ besitzt eine lineare, das LCQ eine dreidimensionale lonenfalle. Durch
Weiterentwicklung des geometrischen Aufbaus und Implementieren eines weiteren
Elektromultipliers ist es gelungen, eine Empfindlichkeitssteigerung von ca. 1: 100 (LCQ/LTQ)
zu erreichen. lonenfallen-Massenspektrometer haben im Vergleich zu Triplequad-
Massenspektrometern eine geringere Empfindlichkeit, bieten aber die Moglichkeit, MS"-
Stossexperimente durchfiihren zu kénnen [249]. lonenfallen-MS sind somit sehr gut geeignet
zur  Strukturaufklarung komplexer organischer Makromolekiile anhand spezifischer
Fragmentierungsmuster. In Abb. 27 und 28 sind die beiden verwendeten MS-Systeme
abgebildet.
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Abb. 27: Frontansicht des LCQ-Advantage Massenspektrometers mit ESI-Interface
(Fa. Thermo Finnigan)

Abb. 28: Frontansicht des LTQ-Massenspektrometers mit ESI-Interface (Fa. Thermo Fisher)

Zur Entwicklung der einzelnen Analysenmethoden ausgehend von der ,Arbeitsmethode”
wurden schrittweise die Probenvorbereitung, die chromatographischen und die
massenspektrometrischen Bedingungen fir die jeweiligen Antibiotikasubstanzklassen
optimiert. FUr jede Substanzklasse wurde anhand von Referenzsubstanzen in Losung zuerst
eine Arbeitsmethode entwickelt. Diese wurde wahrend der Methodenentwicklung angepasst
(Wahl der FlieBmittel in der HPLC, Anpassen des Gradienten), um gegebenenfalls stérende
Matrixbestandteile, die durch die Probenvorbereitung nicht vollstandig entfernt worden sind,
chromatographisch vom Analyt-Signal zu trennen.
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Die Untersuchungsmethodik der Entwicklungsarbeiten in dieser Arbeit l&sst sich generell in

folgende Abschnitte unterteilen:

manuelle Probenvorbereitung
*Extraktionstechnik

(optional) Online-SPE
*Auswahl der mobilen und stat. Phasen
Entwickeln des Gradienten

Hochleistungsflissigchromatographie

*Auswahl mobiler und stat. Phasen
*Entwickeln des Gradientenprogramms

MS-Detektion

*Optimierung der Detektoreinstellungen
e|ldentifizierung
*Quantifizierung

Validierung

*Kalibration
*Wiederfindung
*Nachweis- und Bestimmungsgrenze
*Reproduzierbarkeit
*USW.

Marktstudie

*Spektrendatenbank
*chemometrische Auswertung
«Belastungsprofil

Abb. 29: FlieBschema der Untersuchungsmethodik zur Methodenentwicklung und
routineanalytische Bestimmung von Antibiotikartickstanden in Honig

Optional kann die manuelle Probenvorbereitung durch Implementierung eines Online-SPE
Verfahrens automatisiert werden (vgl. Kap. 8.1). Nach Abschluss der Methodenentwicklung
wurde das Analysenverfahren validiert und im letzten Schritt anhand einer Marktstudie die
Belastungssituation von Antibiotikarlckstadnden in Honig untersucht. Die erhaltenen Daten

flossen zudem in eine chemometrische Auswertung sowie in eine Spektrenbibliothek mit ein.
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Die Ergebnisse sind unterteilt in zwei Kapitel. Das erste Kapitel (Kap. 8.1) befasst sich mit
der Entwicklung eines Online-SPE-Systems gekoppelt mit HPLC-MS. Das folgende Kapitel
(Kap. 8.2) umfasst die Entwicklung von Routinemethoden zum Nachweis von
Antibiotikariickstdnden in Honig. Die Validierungsdaten werden mit denen aus der Literatur
bekannten verglichen und bewertet. AbschlieRend werden die Daten einer Marktstudie und

die Einbindung der Massenscans in eine chemometrische Software diskutiert.

8.1 Methodenentwicklung (LCQ)
8.1.1 Entwicklung einer Online-SPE-LC-MS Methode: S  ulfonamide

Der Ablauf der Methodenentwicklung gestaltete sich wie folgt:

» Etablieren einer LC-MS Methode (Sulfonamide in Honig) ausgehend von einer
bestehenden Methode zum Nachweis von Veterindrarzneimitteln in Boden und
Pflanzen

e Einbindung des Online-SPE-Moduls in das bestehende Messsystem

e Testen von SPE-Kartuschenmaterial (Dimension, Partikeldurchmesser)

e Optimierung des Laufmittelgradienten

¢ Vergleich von Online-SPE-LC-MS mit der manuellen SPE und anschliel3ender LC-
MS Messung (offline) anhand von Wiederfindungsstudien dotierter Honige

+ Ubertragung der Online-SPE Technik auf die Analyse von Tetracyclinen

* Implementierung eines zweiten Schaltventils und einer 10 mL Probenschleife zur
direkten Probenaufgabe

e Optimierung des/der Laufmittelgradienten

* Vergleich von Online-SPE-LC-MS (10 mL Probenschleife) mit der manuellen SPE
und anschlieBender LC-MS Messung (offline) anhand von Wiederfindungsstudien

dotierter Honige

Zur Einbindung des Online-SPE-Moduls (vgl. Abb. 32) in das LC-MS-Messsystem miissen
Datenverbindungen zum Autosampler (AS1), zu den beiden HPLC-Pumpen (Pumpe 1 und 2)
und den beiden Schaltventilen (SV1 und SV2) geschaffen werden. In der Xcalibur-Software
wurde unter der Menufihrung des Autosamplers (AS1) ein Zeitprogramm programmiert, um
die Geréatesteuerung und Schaltung der Schaltventile zu koordinieren. Nach Abschluss der
Implementierung der Geratekomponenten wurden verschieden stationare und mobile

Phasen getestet. Sobald geeignete chromatographische Bedingungen geschaffen sind,
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wurden dotierte Honige mit dem neu entwickelten Online-SPE-Verfahren analysiert. Die
Wiederfindung wurde abschlieRend mit den Daten der herkbmmlichen manuellen SPE
verglichen.

Ausgehend von einer bereits etablierten Analytik zum Nachweis von Antibiotikariickstdnden
in Boden und Nutzpflanzen [41], wurde eine LC-MS Methode entwickelt, um 11 Sulfonamide
in Honig nachzuweisen. Die Sulfonamide bilden im Gegensatz zu anderen Wirkstoffen, wie
z. B. die Tetracycline, in-vitro keine Umwandlungsprodukte und vereinfachen somit die
Methodenentwicklung.

Die Extraktion erfolgte mit Festphasenkartuschen (SPE: Solid Phase Extraction). Zum
Einsatz kamen Oasis-HLB Kartuschen und als Puffersystem Citratpuffer. Zu der
analysierenden Probe (Pflanzen, Boden, Honig) wurde ein definiertes Volumen des Puffers
gegeben und homogenisiert. Die SPE-Kartuschen wurden auf einen SPE-Vakuumblock
gesteckt und mit Methanol konditioniert und anschlieend mit Wasser equilibriert. Durch
Anlegen eines geringen Unterdrucks wurden die entsprechenden Ldsungen durch die
Kartusche gesaugt. Es folgte die Probenaufgabe. Dabei ist darauf zu achten, dass das
Sorbens in der Festphasenkartusche bei diesen Schritten nicht trocken gesaugt wird. Nach
erfolgter Probenaufgabe wurden die Kartuschen mit MeOH/ H,O (5/95 % v/v) und bidest.
Wasser gewaschen. Die Kartuschen wurden trocken gesaugt, das Eluat verworfen und
abschlielend mit Methanol eluiert. Die organische Phase wurde bis zur Trockene
eingedampft und mit Laumittel A ((Acetonitril / Wasser / Ameisensaure 10/89,9/0,1 (v/v/v))
wieder aufgenommen und in ein Autosamplervial abgefillt. Diese aufwéandige manuelle
Probenvorbereitung soll durch Implementieren eines Online-SPE-Moduls in die bestehende
LC-MS Kopplung vereinfacht werden. Dadurch konnen langfristig Kosten und
Losungsmittelverbrauch stark verringert werden.

Die Analysenbedingungen zum Nachweis von Antibiotika in Pflanzen und Boden wurde
konsekutiv gedandert, um eine Online-SPE-LC-MS Methode zum Nachweis von
Sulfonamiden in Honig zu erstellen. Im ersten Schritt wurden die Messparameter auf die
Bestimmung von den Analyten in Honig Ubertragen. In Abb. 30 ist ein MS-Chromatogramm
(TIC: Total lon Current) einer Antibiotika-Mischstandardlésung (Sulfadiazin und 5
Tetracycline) zu sehen. Dieses Chromatogramm diente als Ausgangsbedingung fir die
weitere Optimierung und Entwicklung der Methode. Um eine Online-SPE vor der LC-MS-
Analyse durchfiihren zu kénnen, mussten zunéchst die nétigen Komponenten kombiniert
bzw. in das LC-MS-System integriert werden. Wie in Abb. 31 und 32 gezeigt wurde das LC-
MS-System bestehend aus den Modulen Autosampler (AS 1), HPLC-Pumpe (Pumpe 1),
Entgaser, Schaltventil (SV 1), UV- und MS-Detektor durch ein Zusatzmodul, bestehend aus
einem Autosampler AS4000 (AS 2), einer Pumpe L7100 (Pumpe 2), einer Online-SPE-

Kartusche und ein Schaltventil (SV 1), erweitert.
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Abb. 30: MS-Chromatogramm (TIC) einer 1 mg/L Mischstandardldsung (Sulfadiazin und 5
Tetracycline); ESI-positiv, LCQ-Advantage ohne Online-SPE-Modul [66]; Abk.
siehe Tab. 19, Kap. 8.2.1
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Pumpe 2: L7100

Online-SPE-Kartusche

Abb. 31: Komponenten des Online-SPE Moduls (Abk. vgl. Abb. 32)

Online-SPE AS 2 AS 1 LC-MS
Pumpe 1
A 4 A 4
Pumpe 2 > SvV2 SV 1 SPE p| Trennsaule p MS
y
Waste Waste
AS 1: AS 3000 (HPLC Autosampler)
Pumpe 1: P 4000 (HPLC Pumpe)
SV 1 SPE: Saulenschaltventil 1 und SPE
Pumpe 2 L-7100 (Modul- Pumpe)
AS 2: AS 4000 (Modul- Autosampler)
SV 2: Saulenschaltventil 2
MS: Massenspektrometer

Abb. 32: Schematische Darstellung der Kopplung des Online-SPE-Moduls mit der LC-MS
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Die schematischen Darstellungen in Abb. 33 a und b zeigen die Belegung des Schaltventils
(SV 1). Die Probenaufgabe des Analyten erfolgt in Position 1 und nach Schalten des Ventils
auf Position 2 wird im Backflash-Verfahren eluiert. Dies ermdglicht eine vollstandige und
kompakte Elution des Analyten und die Minimierung irreversibel retardierter Anteile der
Analyten auf der Kartusche. Nach der Probenaufgabe und Elution wird die Kartusche mit
Waschlosungen (Wasser, MeOH/ H,O (5/95 %))gespuilt und fur den nachsten Sequenzschritt

rekonditioniert.

Position 1 Position 2
(Probenaufgabe) (Elution)
Abb. 33 a: Schaltventil in Position 1 Abb.33 b: Schaltventil in Position 2

Die Anschlisse des Schaltventils sind wie folgt belegt:

1. zur Kartusche und weiter zu 8
2. Anschluss von AS2 (Pumpe 2)

3. Loopzub

4. geschlossen (x), keine Belegung

5. geschlossen (x), keine Belegung

6. Loopzu3

7. Anschluss zur HPLC-Saule

8. zur Kartusche und weiter zu 1

9. Anschluss von AS1 (Pumpe 1)

10. zum Abfallbehalter (im folgenden ,Waste" genannt)

Die Probenlésung wird in Position 1 von der LC/MS- Pumpe (Pumpe 1) aufgegeben und mit
Wasser und MeOH/ H,O (5/95 %) gewaschen. Die Waschlosung flie3t direkt in den Abfall-
Behalter (,Waste"). Zur Elution wird das Schaltventil auf Position 2 geschaltet, und die
Modul-Pumpe (Pumpe 2) startet das Gradientenprogramm. Zum Rekonditionieren wird auf
Position 1 geschaltet.

Es wurden zum Vergleich dotierte Honige mit Hilfe der Online-SPE analysiert und dieselben
Honige ohne Hinzuschalten des Moduls, d.h. nach erfolgter manuelle Festphasenextraktion
per Direktinjektion in das LC-MS-System (LCQ-Advantage). Der fiir die Online-SPE-Methode
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8 Ergebnisse und Diskussion

bereits zur Bestimmung der Sulfonamide im Arbeitskreis entwickelte Gradient A
(vgl. Tab 11), wurde nachfolgend weiter optimiert [280]. Insgesamt dauert die Analyse einer
aufgearbeiteten Honigprobe ca. 60 min, wobei dem Gradientenprogramm eine 20-minutige

Auftragephase der Probe auf die Online-SPE-Kartusche vorausgeht.

Tab. 11: Gradient A fiir die Online-SPE-Methode

Zeit Laufmittel | Acetonitril Fluss
[min] A* [%] [%0] [mL/min]
-20 90 10 0,2
0 90 10 0,2
6 50 50 0,2
7 0 100 0,2
10 0 100 0,2
12 50 50 0,2
15 90 10 0,2
15,9 90 10 0,2
16 0 100 0,2
20 0 100 0,4
26 0 100 0,4
26,5 90 10 0,4
35 90 10 0,4
35,5 0 100 0,4
38 0 100 0,4

* Zusammensetzung des Laufmittels A siehe Kapitel 11.3, Seite 154
Mit dem optimierten Gradienten B (vgl. Tab. 12) und der angepassten Auftragedauer auf das
Online-SPE-Modul [281] benétigt man 36 min zur Analyse einer Probe. Ermoéglicht wurde

dies durch eine erhdhte Flussrate (0,4 mL/min) und eine auf 5 min verkirzte Auftragephase.

Tab. 12: Gradient B fiir die Online-SPE-Methode; Flussrate: 0,4 mL/min

Zeit Laufmittel | Acetonitril

[min] A* [%] [%]
-5 90 10
0 90 10
3 70 30
6 0 100
8 0 100
10 90 10
11 90 10
12 0 100
26 0 100

26,1 90 10
31 90 10

* Zusammensetzung des Laufmittels A siehe Kapitel 11.3, Seite 154
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8 Ergebnisse und Diskussion

In Abb. 34 sind die Chromatogramme von 11 Sulfonamiden (Mischstandardldésung) gezeigt,
welche mit den Laufmittelgradienten (links: Gradient A (0,5 mg/L; rechts Gradient B

(0,2 mg/L)) erhalten worden sind.
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Abb. 34: Online-SPE-LC-MS:MS-Chromatogramme eines Mischstandards von 11
Sulfonamiden mit Gradient A (links; 0,5 mg/L) und Gradient B (rechts; 0,1
mg/L); beide mit Online-SPE-Modul, SRM-Modus (LCQ); Abk. siehe Tab. 21,
Kap. 8.2.2

Als Ergebnis kann festgehalten werden, dass es gelungen ist, die Dauer eines Analyselaufs
von 60 auf 36 min zu verkirzen. Aufgrund der hohen Anzahl gleichzeitig zu analysierender
Substanzen, war es notwendig, in das Messprogramm des Massenspektrometers mehrere
Scan-Events einzuspeichern. Scan-Events erlauben es, innerhalb eines definierten
Zeitfensters nur bestimmte Massen/Ladungs-Verhaltnisse zu scannen. Auf diese Weise kann
die Empfindlichkeit der MS-Detektion erhdht werden. Jedes Segment enthalt im Vergleich
weniger Scan-Events als ein Segment mit allen Scan-Events zur Detektion der Analyten. Die
wodurch eine bessere im
Ein

Scanzeit wird verringert, JAbtastung” des Analytsignals

Massenspektrometer gewahrleistet  wird. Analytsignal erscheint in einem

Chromatogramm als Peak. Dieser hat eine gewisse Breite, was wiederum einer bestimmten
Zeit entspricht. Wenn innerhalb dieser Zeit haufiger gescannt wird, erhalt man eine genauere

Abbildung des Analytsignals im Chromatogramm.
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8 Ergebnisse und Diskussion

Die Chromatogramme der Analyse eines 100 pg/L Mischstandards aller elf verwendeten

Sulfonamide bei Verwendung der Online-SPE-Kartusche sind in Abb. 35 aufgefiihrt. Die

Abkurzungen der einzelnen Sulfonamide sind dem Abklrzungsverzeichnis zu entnehmen.

Abb. 35:
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eingesetzten Sulfonamide; Gradient B (0,1 mg/L, SRM-Modus), Abk. siehe Tab.

21, Kap. 8.2.2
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8 Ergebnisse und Diskussion

8.1.2 Online-SPE: Tetracycline

Die entwickelte Online-SPE-Methode konnte auch auf die Stoffklasse der Tetracycline

Ubertragen werden.

Ein entwickelter

Laufmittelgradient [41]

(vgl. Tab. 13) zur

chromatographischen Trennung von Tetracyclinen diente als Ausgangspunkt fur die

Methodenentwicklung.

Tab. 13: Laufmittelgradient zur chromatographischen Trennung der Tetracycline

(Flussrate: 0,4 mL/min)

Zeit Laufmittel A* | Laufmittel B*
[min] [%0] [%0]
0 90 10
15 80 20
10 60 40
17 0 100
21 0 100
24 90 10
35 90 10

*Zusammensetzung der Laufmittel A und B siehe Kapitel 10.3, Seite 154

Fur die Untersuchungen wurden insgesamt elf verschiedene Tetracycline verwendet (siehe
Abb. 36). Strukturchemische Daten sind in Kapitel 5.1 und 8.1.2 aufgefihrt.
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LI L L e By
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Abb. 36: MS-Chromatogramme eines 1 mg/L Tetracyclin-Mischstandards (ohne Online SPE-
Kartusche, SRM-Modus); Abk. siehe Tab. 19, Kap. 8.2.1

Abb. 37 zeigt die MS-Chromatogramme eines Mischstandards aus den elf Tetracyclinen,

aufgenommen ohne Online-Kartusche. Man erkennt, dass neben Iso-CTC auch sein Epimer

epi-Iso-CTC vorhanden war, welches sich in der Ldsung aus dem Iso-CTC bildete.

AulRerdem lag epi-CTC in seinen beiden Tautomeren epi-Keto- und epi-Enol-CTC vor. Daher
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8 Ergebnisse und Diskussion

sind in den Chromatogrammen nicht nur elf, sondern insgesamt dreizehn Peaks vorhanden,
die den entsprechenden Tetracyclinen zugeordnet werden. Die Daten fir die Zuordnung
basieren zum einen auf der Analyse von den jeweiligen Einzelsubstanzen und
vorangegangenen eigenen Arbeiten [66].

Zur Nutzung der Online-SPE-Kartusche wurde dieser Gradient (vgl. Tab. 13) ibernommen
und in Pumpe 2 (vgl. Abb. 37) einprogrammiert. Hinzugefligt wurden lediglich die
Umschaltereignisse fir das Schaltventil (SV 1). Die Auftragedauer von 5 min auf die Online-
Kartusche wurde anhand der Erfahrungen mit den Sulfonamiden beibehalten. Da Pumpe 2
wahrend der Auftragephase schon Laufmittel A und B mit den Anfangsbedingungen des
Gradienten férdert (Laufmittel A/B: 90/10 v/v) und die letzten 11 min des optimierten
Gradienten C diesen Rekonditionierungsbedingungen entsprachen, konnte das
Gradientenprogramm um 5 min auf 30 min verkirzt werden. Die Umschaltereignisse fanden
beim Start des Gradientenprogramms (auf Position 2) und in der 28. Minute (auf Position 1)
statt. Das bedeutet, dass fur die folgenden 7 min die analytische Saule mit Laufmittel A und
B (im Verhaltnis 90:10 v/v) gespult und rekonditioniert wurde, wahrend die Online-Kartusche
mit Wasser durchspilt und auf die nachsten Startbedingungen eingestellt wurde (vgl.
Tab. 14).

Tab. 14: Optimierter Gradient C zur chromatographischen Trennung der Tetracycline mit
Online-SPE-Kartusche (0,4 mL/min)

Zeit Laufmittel A* Laufmittel B* | Umschalten
[min] [%0] [%] des Ventils
-5 90 10
0 90 10 auf Pos. 2
1,5 80 20
10 60 40
17 0 100
21 0 100
24 90 10
28 90 10 auf Pos. 1
30 90 10

*Zusammensetzung der Laufmittel A und B siehe Kapitel 10.3, Seite 154

Abb. 38 zeigt die Chromatogramme eines 1 mg/L Tetracyclin-Mischstandards unter
Verwendung des Online-SPE-Moduls. Es sind bis auf die Retentionszeitverschiebung von

etwa 5 min im Vergleich zu Abb. 36 keine weiteren Unterschiede erkennbar.
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Abb. 37: MS-Chromatogramme eines 1 mg/L Tetracyclin-Mischstandards (mit Online-
SPE-Kartusche, SRM-Modus); Abk. siehe Tab. 19, Kap. 8.2.1

8.1.3 Online SPE: 10 mL-Aufgabevolumen

Die entwickelten Online-SPE-Methoden zum Nachweis von Sulfonamiden und Tetracyclinen
in Honig dienen zur Aufreinigung bereits vorbereiteter Messextrakte. Das Injektionsvolumen
betrug 200 pL, das Volumen der Probenschleife 1 mL. Um die manuelle
Festphasenextraktion zu automatisieren, wurde als abschlie3ender Schritt der Online-SPE-
Methodenentwicklung eine 10 mL-Probenschleife in den Autosampler eingebaut. Somit kann
ohne vorherige manuelle Probenvorbereitung, die Extraktion einer (dotierten) Honigprobe per
Online-SPE-Kartusche durchgefiihrt werden. Die Kapazitat der Online-SPE-Kartusche wurde
im Zuge des Einbaus einer grol3eren Probenschleife erhdht. Der Porendurchmesser wurde
vergroBert (vom Hersteller sind keine genauen Angaben bekannt, Fa. R. S.
Chromatographie) und das Volumen betrdgt 5 mL. Durch Einbau eines zweiten Schaltventils
(SV 2) kann die 10 mL-Probenschleife zur Probenaufgabe zugeschaltet und zum Waschen
der SPE-Kartusche umgangen werden. Dadurch wird gewdéhrleistet, dass die jeweilige
Waschldsungen nach der Probenaufgabe direkt die Kartusche erreichten.

Die Analysenzeit betrug 47 min fir eine Probe. Zur Dotierung wurden 3 Sulfonamide
(Sulfapyridin, Sulfadimidin, Sulfadimethoxin) verwendet. In Abb. 38 und 39 ist das
Schaltventil 1 in Stellung 1 und 2 abgebildet.
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Pumpe 1: HPLC-Pumpe
Pumpe 2: Modul-Pumpe
K: Online-SPE-Kartusche
Waste: Abfallbehélter

Pumpe 1

Waste
Pumpe 2
HPLC-Séaule,
Detektor

Abb. 38: Stellung 1 des SV 1 zur Probenaufgabe

Pumpe 1: HPLC-Pumpe

Pumpe 2: Modul-Pumpe Pumpe 1

K: Online-SPE-Kartusche

Waste: Abfallbehalter

Waste
.
Pumpe 2

HPLC-Saule,
Detektor

Abb. 39: Stellung 2 des SV1 zur Elution der Analyten

Tab. 15 gibt den Gradienten der Waschlésungen und das Event-Schaltprogramm der Pumpe

2 wieder. In Tab. 16 sind die Events beschrieben.
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Tab. 15: Gradient und Event-Schaltprogramm der Pumpe: Probenaufgabe,

Waschen und Rekonditionieren

Zeit t [min] Wasser [%)] Methanol [%] [mFLIyriiSn] Event
0,0 100 0 15 10/30
0,1 100 0 15 21

10,0 100 0 15 31
15,0 100 0 15 20
20,0 95 5 15

25,0 95 5 15 11
25,1 100 0 0,1

35,0 100 0 0,1

35,1 0 100 1,0 10/30
38,0 0 100 1,0

41,0 100 0 1,0

45,0 100 0 15

47,0 100 0 15

Elution,

Tab. 16: Definition der Events die im Gradientenprogramm der Pumpe 2 gespeichert sind

Event Funktion
10 SV 1in Stellung 1
11 SV 1in Stellung 2
20 Autosampler in Wartestellung
21 Autosampler startet Programm
30 SV 2: Probeschleife wird genutzt
31 SV 2: Probeschleife wird umgangen

In Abb. 40 a, b und 41 a, b sind Chromatogramme einer Mischstandardlésung (1 mg/L) und

einer dotierter Honigprobe (100 pg/kg) zu sehen. Die Standardldsung und die Honigprobe

enthielten die Sulfonamide Sulfapyridin, Sulfadimidin und Sulfadimethoxin. Die Signale in

den MS-Chromatogrammen (vgl. Abb. 36 und 38) weisen im Vergleich zur Online-SPE mit

kleinerem Aufgabevolumen Peaktailing auf. Sulfapyridin ist in der dotierten Honigprobe nur

noch qualitativ auswertbar. Die Kapazitat der Online-SPE Phase wurde zwar durch Wabhl

eines grolleren Porendurchmessers (vom Hersteller sind keine genauen Angaben bekannt,

Fa. R. S. Chromatographie) und Volumen (5 mL) vergrof3ert, ist aber nicht ausreichend um

Sulfapyridin hinreichend gut zu retardieren.
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Abb. 40: MS-Chromatogramme a) eines 1 mg/L Sulfonamid-Mischstandards (mit Online-
SPE-Kartusche, Fullscan-Modus, LCQ); b) MS-Spektrum des Sulfadimidins
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Abb. 41: MS-Chromatogramme eines a) mit jeweils 100 pg Sulfonamid /kg dotierten Honigs
(mit Online- SPE-Kartusche, Fullscan-Modus, LCQ) b) MS-Spektrum des
Sulfadimidins; * keine Identifizierung fur Sulfapyridin méglich
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Grund fir die schlechte Wiederfindung des Sulfapyridins ist eine unzureichend starke
Wechselwirkung des Analyten mit dem SPE-Kartuschenmaterial. Sulfapyridin ist aufgrund
des unsubstituierten Pyridinringes etwas basischer (pKs 8,4) als Sulfadimidin (pKs 7,4) bzw.
Sulfadimethoxin (pKs 5,9). Vermutlich wirkt sich der etwas grol3ere pKs-Wert nachteilig auf
die Anreicherung an die Festphase aus [130,132,135].

Die Leistungsfahigkeiten des entwickelten Online-LC-MS Verfahrens zum Nachweis von
Sulfonamidriickstanden in Honig und der manuellen Festphasenextraktion wurden
verglichen. Dazu wurde ein Akazienhonig, der frei von Sulfonamidrickstanden war, mit
Sulfapyridin, Sulfadimidin und Sulfadimethoxin dotiert und der jeweiligen Probenvorbereitung
unterzogen. Anhand der Wiederfindung, der relativen Standardabweichung und der
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurde ein Leistungs-Vergleich der Methoden maoglich.
In Tab. 17 sind die entsprechenden Verfahrenskenndaten fir jede Probenvorbereitungs- und

Analysentechnik dargestellt.

Tab.17: Vergleich: Manuelle SPE — Online-SPE; Wiederfindung (WF), relative Standard-
abweichung s;,, Nachweis- und Bestimmungsgrenze (NWG: S/N 3:1; BG: S/N:
10:1) berechnet bzw. abgeschéatzt anhand von Standardlésungen (1 mg/L, n=3) und
eines dotierten Akazienhonigs (1 mg/kg, n=3); Std: Standard

Manuelle SPE Online-SPE
Sulfon-
- 0 0
amid WEF Srel [%] NWG BG WF Srel [%] NWG BG
[%0] Std Dot. | [ug/kg] | [nglka] | [%] Std Dot. | [ug/kg] | [ng/kg]
Honig Honig
Sulfa- 851 | 11,7 | 106 | 300 | 900 |341| 61 50 | 130,0 | 4000
pyridin
Sulfa-
76,8 75 12,1 10,0 30,0 | 248 | 8,0 3,2 120,0 | 360,0
dimidin
Sulfa-
. | 102,3 | 11,7 4,8 5,0 150 | 71,7 | 7,4 7.4 80,0 | 240,0
dimethoxin

Die Implementierung der Online-SPE in das bestehende LC-MS-System (LCQ) fuhrte zu
einer erhdhten Prézision der Messwerte aber auch zu geringeren Wiederfindungen und
hoéheren Nachweis- und Bestimmungsgrenzen. Im ersten Schritt wurde der Probenextrakt mit
Hilfe einer Online-SPE weiter aufgereinigt, bevor die chromatographische Trennung und MS-
Detektion erfolgt. Die Honigproben wurden per manueller SPE extrahiert, das Eluat
eingedampft und der verbleibende Riickstand in einem geeigneten Losungsmittelgemisch
(Laufmittel A/B: 90/10 v/v) wieder gelodst. Bei dieser Probenvorbereitung wurden die
Analyten, bevor die Online-SPE erfolgt, angereichert (Faktor 10). Die Voranreicherung
entfallt bei der direkten Aufgabe eines 10 mL-Probenvolumens auf eine Online-SPE-
Kartusche mit groRerer Kapazitat (Faktor 10 grof3er dimensioniert). Es zeigte sich bei der
Anwendung einer groRBeren Probenschleife, dass die Wiederfindung gegeniber der

herkdmmlichen Methode geringer ist. Um die Wiederfindung zu verbessern, sollten weitere
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SPE-Materialien getestet sowie das Schaltprogramm der Spilschritte, Konditionierung und
Elution angepasst werden. Die instrumentelle Kopplung von Online-SPE Modulen in die LC-
MS-Systeme ist erfolgreich abgeschlossen worden. Die Arbeiten am LCQ-lontrap
Massenspektrometer bildeten die Grundlage fir weitere Entwicklungsarbeiten. Die
Ubertragung der entwickelten Methoden von dem LCQ auf das LTQ ist mdglich. Das System
zur weiteren Aufreinigung von bereits angereicherten Messproben konnte somit auf die
Analytik der Sulfonamide, Tetracycline, Fluorchinolone u.a. angewendet werden. Fir den
Nachweis von Chloramphenicol ist durch Integration eines SP2000 Online-SPE-Moduls eine

Aufreinigung der Flussig-Flussig-Extrakte im Rahmen des Monitoringprogramms maoglich.

Der Vergleich mit Online-SPE-Verfahren zum Nachweis von Antibiotika und Pestiziden in
Wasser zeigt ahnliche Reproduzierbarkeiten aber schlechtere Wiederfindungen. Das von
Choi et al. [235] entwickelte Verfahren fur die Analyse von Sulfonamiden und Tetracyclinen
in Wasser weist Wiederfindungen von 74,3 bis 116,5 % auf. Die Reproduzierbarkeit betrug
1 bis 12,4 %. Feitosa-Felizzola et al. [231] haben in ihren Analysen von zwdélf verschiedenen
Antibiotika in Wasser Wiederfindungen von 40 bis 120 % und Standardabweichungen von
5 bis 25 % ermittelt. In Abwassern wurden von Stoob et al. [237] Sulfonamide und Pestizide
mittels Online-SPE-LC-MS nachgewiesen. Die Wiederfindung reicht von 85 bis 112 %, die
Standardabweichung von 8 bis 15 %. Die schlechteren Wiederfindungen im Vergleich mit
den Literaturdaten resultieren nicht zuletzt an der unterschiedlichen Matrix. Wasseranalytik
(z.B. Uberwachung vorn Trinkwasser) gestaltet sich durch Abwesenheit komplexer
organischer Bestandteile wesentlich einfacher und sorgt fir gute Wiederfindungen der
Analyten. Der Vergleich zeigt aber auch, dass die Reproduzierbarkeit bei den

automatisierten SPE Analysen besser ist, als die der manuellen Vorbereitung.
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8.2 Methodenentwicklung (LTQ)

Die Methodenentwicklung mit dem linearen lonenfallen-Massenspektrometer System LTQ
wird im folgendem vorgestellt. Die Einzelmethoden zum  Nachweis von

Antibiotikariickstdnden in Honig bilden die Bausteine fiir das Monitoringsystem.

8.2.1 Tetracycline

Bei der Analytik der Tetracycline konnte auf bereits entwickelte Methoden und Grundlagen
der Probenvorbereitung zuriickgegriffen werden [41-43,66,80]. Eine Methode zum Screening
von Tetracyclinen und Sulfadiazin in Boden und Pflanzen [66] diente als Basis fur die
Auswahl der stationaren und mobilen Phasen. Die Probenvorbereitung wurde auf die Matrix
Honig angepasst und ist in Form einer Standard Operation Procedure (SOP) im Anhang 2
aufgefiihrt. Die Festphasenextraktion erfolgte mit einer Oasis-HLB Kartusche, die
Chromatographie mit einer YMC ODS-AM Saule. Das Gradientenprogramm ist in Tab. 18

wiedergegeben.

Tab. 18: HPLC-Bedingungen und Gradientenprogramm zur chromatographischen Trennung
der Tetracycline

Zeit

LC-Bedingungen [min] % A* | % B*
0,0 90 10
15 90 10
0,2 mL/min 10,0 60 40
20 pL Inj. Volumen 17,0 0 100
YMC ODS-AM, 150 x 3,0 mm i.D. 21,0 0 100
Vorsaule: YMC ODS, 20 x 3,0 mm, 3 ym 240 90 10
35,0 90 10

* Zusammensetzung der Laufmittel A und B siehe Kapitel 10.3, Seite 154

Es besteht grundséatzlich die Mdoglichkeit, Sulfonamide und Tetracycline innerhalb eines
chromatographischen Laufes zu erfassen. Durch Kombination der Methoden kénnen aber
die optimalen massenspektrometrischen Parameter einer bestimmten Substanzklasse nicht
verwendet werden, was in diesen Methoden zu Empfindlichkeitsverlusten filhren kann. Im
Hinblick auf die Zielsetzung dieser Arbeit wurde deshalb darauf verzichtet. Durch die
entwickelte LC-MS Methode kénnen insgesamt 20 verschiedene Tetracycline inklusive

Epimere, Tautomere und Isomere erfasst werden (vgl. Tab. 19).
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Tab. 19: LTQ-Massenzahlen, charakteristische Fragmente und Retentionszeiten von
verschiedenen Tetracyclinen; HPLC-Bedingungen vgl. Tab. 18

Quasi -
AT Abk b ) melsd- eﬁggie Pirgggrﬁt tr
(chem. Formel) " | (g/mol) ionen (%) (M/2) [min]
(m/z) :
Anhydro-
tetracyclin ATC 426,1 4271 15 410,1 (100%) | 19,41
(C22H22N207)
4-epi-Anhydro- eDi-
tetracyclin A$C 4261 | 4271 15 | 410,1(100%) | 18,38
(C22H22N207)
Anhydrochlor-
tetracyclin ACTC | 497,3 461,1 16 444,0 (100%) | 21,38
(C22H,:CIN,O)
4-epi-
Anhydrochlor- | - epi- | 4973 | 4611 16 | 444,0 (100%) | 19,74
tetracyclin ACTC ' ' ’ '
(C22H21C|N207)
a-Apo- a-Apo-
Oxytetracyclin OTC 4421 443,1 15 426,0 (100%) | 12,03
(C22H23N209)
B-ApO- B-APO-
Oxytetracyclin OTC 442,1 443,1 15 426,0 (100%) | 19,64
(C22H23N200)
Chlortetracyclin 444,0 (15%)
(CoHasCIN.OG) CTC | 478,9 479,1 16 462.0 (100%) | 17:30
4-epi-Enol- epi-
Chlortetracyclin | Enol- | 4789 | 4791 16 | e Efg‘;f;})) 15,68
(C22H23C|N208) CTC '
4-epi-Keto- epi-
Chlortetracyclin | Keto | 4789 | 4791 16 | e E;g;@» 13,61
(Cx2H23CIN,Og) CTC ’
Iso-
Chlortetracyclin (I:S.?(': 478,9 479,1 16 462,0 (100%) | 14,84
(C22H23CIN,Og)
4-epi-Iso- epi-
Chlortetracyclin Iso- 478,9 479,1 16 462,0 (100%) | 13,16
(C22H23C|N208) CTC
Demeclocyclin 448,0 (100%)
(CaoH5CIN,O5) DMC 464.,9 465,8 17 4300 (15%) 15,36
4-epi- :
Demeclocyclin | SP | 4649 | 4658 14 |52 88%’) 13,98
(C22H23CIN,Og)
Doxycyclin 0
(CaoHasN,05) DC 444 .4 445,4 16 428,1 (100%) | 17,92
6-epi- eDi-
Doxycyclin DpC 4444 | 4454 14 | 428,1(100%) | 17,60
(C22H23N208)
. 410,1 (10%)
(gztlzi:%za) TC | 4444 | 4454 24 | 427,0(60%) | 11,95
428,1 (100)
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Fortsetzung der Tab. 19

Quasi -
. StoR- Produkt-
AL Abk. M S energie ionen tr
(chem. Formel) (g/mol) ionen (%) (m/2) [min]
(m/z) 5
4-epi- .

Tetracyclin | 4444 | 4454 14 |50 gg%") 13,44
(C22H23N,0g) ’

Methacyclin Me 426,1 (100%)
(CoHiN,0p) | TC | 4421 | 4431 15 | 3080 (5w) | 13:96
Oxytetracyclin 426,0 (5%)
(CasH5N500) oTC 460,4 461,4 19 444.1 (100%) 12,04

4-epi- epi- 426,0 (55%
Oxytetracyclin | SPC | 4604 | 4614 17 [ 559 gloo‘;) 11,64
(C22H23N>00) ,

Die Fragmentierung ist gekennzeichnet durch Abspaltung der unspezifischen Molekile
Wasser und Ammoniak (vgl. Abb. 42). In der Abbildung sind die Amino- und
Hydroxyfunktionen griin markiert. Fiur das Quasimolekilion [M+H]" von Tetracyclin sind

beispielhaft die Produktionen angegeben.

H+
R1R2 R3 R4 = N(CHy, .
2 B B M+H-NH
OH [ 3]+ = 428,1m/z
NH [M+H-H20] T » 427,0 m/z
2 [M+H-H,0-NH,] 410,1 m/z

OH
OH O OH O O
Tetracyclin 445,4 m/z

R= Rest
R3 = OH: Tetracyclin, Chlortetracyclin, Demeclocyclin, Oxytetracyclin, Doxycyclin
R4 = OH: Oxytetracyclin, Doxycyclin

Abb. 42: Abgangsgruppen bei der Fragmentierung von Tetracyclinen im positiven ESI-
Modus [39]
Ein Mittel zur Absicherung eines positiven Antibiotika-Befundes in Honig ist ein MS*-Scan.
Falsch-Positiv-Befunde, die von Matrixeinflissen des Honigs hervorgerufen werden, lassen
sich damit vermeiden. Mit Hilfe des MS*-Scans lassen sich auch Epimere wie zum Beispiel
das Demeclocyclin und das epi-Demeclocyclin sicher anhand der MS*-Spektren
unterscheiden. In Abb. 43 und 44 sind die Chromatogramme und MS?- und MS>-Spektren
von Demeclocyclin bzw. 4-epi-Demeclocyclin (Mischstandardlsung 1 mg/L) zu sehen.
Deutlich zu erkennen ist, dass sich die MS*Spektren der beiden Tetracycline nicht
unterscheiden. Erst der MS3-Scan liefert die notwendigen Informationen fiir eine sichere

Unterscheidung.
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Abb. 43: MS-Chromatogramme und MS*-Spektren von al) & a2) Demeclocyclin (DMC) und
bl) & b2) epi-Demeclocyclin (4-epi-DMC); (Mischstandardlésung 1 mg/L); LTQ, 35
min Gradient vgl. Tab. 18
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DMC
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Abb. 44: MS-Chromatogramme und MS3-Spektren von al) & a2) Demeclocyclin (DMC) und
bl) & b2) epi-Demeclocyclin (4-Epi-DMC); (Mischstandardlésung 1 mg/L); LTQ,

35 min Gradient vgl. Tab. 18

Die MS-Chromatogramme einer Tetracyclin-Mischstandardlésung (100 pg/L) sind in Abb. 45

aufgefuhrt. Fast alle Tetracycline konnten unter Verwendung der YMC-Trennséule Basis-

linien getrennt werden, bis auf Doxycyclin und das entsprechende Epimer.
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Abb. 45: MS-Chromatogramme (Full-Scan-Modus) einer Tetracyclin-Mischstandardlésung

100 pg/L; LTQ, 35 min Gradient vgl. Tab. 18
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Die Probenvorbereitung wurde kombiniert mit der Extraktion von Sulfonamiden und
Trimethoprim durchgefiihrt. Die fertigen Messextrakte wurden zuerst auf Gehalte von
Tetracyclinen hin untersucht, dann auf Sulfonamide. In der Praxis wurden dazu zwei
Analysendurchlaufe programmiert und diese nacheinander von der LC-MS Software Xcalibur
abgearbeitet. Aus einem Autosamplervial wurde fir die beiden verschiedenen Methoden
jeweils einmal ein Aliquot injiziert. Es entfallt eine zusatzliche Extraktion und dadurch

konnten Chemikalienkosten gesenkt und Zeit eingespart werden.

Die Analytik deckt im Unterschied zu publizierten Methoden [71,95,96,99,109,110,117,123]
zum Nachweis von Tetracyclinen in Honig ein breiteres Spektrum an Analyten ab. Methoden
wie von Casado-Terrones et al. [117] und Oka et al. [109,110], die Elektrophorese und
HPLC-UV Verfahren zum Nachweis von Tetracyclinen in Honig entwickelten, sind aufgrund
der hohen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (NWG: 20 bis 50 pg/kg, BG: 50 bis 100
pg/kg] nicht in der Lage, Analyte im Konzentrationsbereich der Mindestleistungsgrenze von
10 pg/kg zu detektieren. Aktuelle Verfahren beinhalten die Detektion mit dem
empfindlicheren Massenspektrometer. Hauptaugenmerk liegt dabei auf den beiden
Tetracyclinen Oxytetracyclin und Tetracyclin [71,95,123]. Das Nachweisvermbgen cc,
(Defintion vgl. Kap. 8.3.3) 20-21 pg/kg und die Erfassungsgrenze ccg (Defintion vgl. Kap.
8.3.3) 49-50 pg/kg fur den Nachweis von Oxytetracylin und Tetracyclin in Honig mittels LC-
MS liegen nach Pena et al. [71] noch etwas Uber den definierten Mindestleistungsgrenzen.
Die Wiederfindung betrug 87 %, die Standardabweichung 1,8-2,1 %. Neuere
Veroffentlichungen zur Tetracyclinanalytik in Honig zeigen, dass durch den Einsatz der
Festphasenextraktion und Analyse mittels LC-MS die Mindestleistungsgrenzen erfillt werden
konnen. So kdnnen mit der Methode von Carrasco-Panorbo et al. [96] acht Tetracycline in
Honig quantifiziert werden. Die Nachweisgrenze variiert je nach Substanz zwischen 0,05 und
0,76 pg/kg. Hug et al. [123] stellen eine Methode vor, mit der Oxytetracyclin und Tetracyclin
in Honig analysiert wird. Die Wiederfindung betragt 102 bzw. 107 %, die relative
Standardabweichung 3,8 bzw. 7,0 ug/kg. Als interner Standard wird Chlortetracyclin genutzt.
Dies ist als Nachteil zu werten, da durch diese Maflinahme CTC-Positivbefunde nicht
detektiert werden konnen. Khong et al. [95] haben eine Methode entwickelt, die den
Nachweis der Epimere der Tetracycline beinhaltet, aber die Isomere und weitere Antibiotika

wie die Apo-Oxytetracycline auslasst.
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Die Verfahrenskenndaten der eigenen Methodenentwicklung zur Tetracyclinanalytik sind
ausfuhrlich in Kap. 8.3.6 (Tab. 39) und im Anhang 3 dargestellt. Die Wiederfindung liegt
zwischen 17,7 % (B-Apo-Oxytetracyclin) und 125 % (epi-Iso-Chlortetracyclin). Nachweis- und
Bestimmungsgrenze sowie Nachweisvermogen und Erfassungsgrenze liegen bis auf wenige
Ausnahmen unterhalb der geforderten Mindestleistungsgrenze von 10 pg/kg. Ausnahmen
bilden das epi-Anhydrochlortetracyclin mit einer Nachweisgrenze von 15,9 pg/kg und das
epi-Iso-Chlortetracyclin mit 19,9 pg/kg. Die Verfahrensstandardabweichung betragt 2,9 % fur

das Iso-Chlortetracyclin und im Maximum 11 % fir epi-lso-Chlortetracyclin.

Die entwickelte Analysenmethode ist nach heutigem Stand der Analytik das umfangreichste
Einzelverfahren zum simultanen Nachweis von Tetracyclinen in Honig. Die
Validierungskenndaten zeigen die Leistungsfahigkeit der Methode. Im Vergleich zu
bestehenden Methoden liegen die Nachweis- und Bestimmungsgrenze, die Wiederfindung

und die Reproduzierbarkeit auf annahernd vergleichbarem Niveau.
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8.2.2 Sulfonamide und Trimethoprim

Bei der Entwicklung der Analysenmethode zum Nachweis von Sulfonamiden und
Trimethoprim konnte auf bereits gewonnene Erkenntnisse [41-43,66] zurlickgegriffen
werden. Es gelang, die entwickelten Messbedingungen von dem LCQ-lonenfallen-
Massenspektrometer auf die lineare LTQ-lonenfalle zu Ubertragen und die Analyse um
weitere Sulfonamide zu erweitern. Ausgehend von Sulfadiazin wurden zwolf weitere
Sulfonamide und Trimethoprim in die Analysenmethode integriert. Die Dauer einer Messung
wurde um 15 min durch Anpassen des Gradientenprogramms auf 20 min verkdrzt. In Tab. 20

sind die chromatographischen Bedingungen wiedergegeben.

Tab. 20: HPLC-Bedingungen und Gradientenprogramm zur chromatographischen Trennung
der Sulfonamide und Trimethoprim

LC-Bedingungen [i?r']t] % A % B

0,0 90 10

0,2 mL/min 1,0 60 40
20 pL Inj. Volumen 6,0 0 100
YMC ODS-AM, 150 x 3,0 mm i.D. 12,0 0 100
Vorsaule: YMC ODS, 20 x 3,0 mm, 3 um 15,0 90 10
20,0 90 10

* Zusammensetzung der Laufmittel A und B siehe Kapitel 10.3, Seite 154

Die Analyten wurden mittels einer Festphasenextraktion (Oasis HLB-Kartuschen) manuell
angereichert. Die einzelnen Schritte der Probenvorbereitungstechnik zur Analyse von
Sulfonamiden und Trimethoprim in Honig sind in Anhang 2 dargestellt. Ein wichtiger Schritt
der Probenvorbereitung ist die saure Hydrolyse der matrix-gebundenen Sulfonamide durch
geeignete Puffersysteme (Citratpuffer pH 4,1) [151,152]. Die Tab.21 gibt die
massenspektrometrischen Bedingungen der Analyse von Sulfonamiden und Trimethoprim in

Honig wieder.
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Sulfonamiden und Trimethoprim; HPLC-Bedingungen vgl. Tab. 20

Tab. 21: LTQ-Massenzahlen, charakteristische Fragmente und Retentionszeiten von

Quasi -

245,0 (10%)

M, . Stol3- Produkt-
Analyt molekiil- . . tr
(chem. Formel) Abk. (g/mo - energie ionen [min]
: ) (m/2) (%) (m/z)
Sulfaguanidin 122,0 (5%)
SGD 214,2 215,0 24 156,0 (100%) 5,25
(C7H10N4OZS) 173.0 (10%)
92,0 (5%)
Sulfapyridin 108,0 (10%)
(C11H11N30,S) SPD 249,3 250,0 26 156.0 (100%) 8,89
184,0 (60%)
Sulfadiazin 92,0 (10%)
(C1oH10N40,S) SFD 250,3 251,0 27 108,0 (10%) 9,11
1077107742 156,0 (100%)
0,
Sulfameth- %800(5(1/80/ )
oxazol SMOAZ | 253,3 254,0 26 e 600“ 11,09
(C1oH11N505S) 147.0 (60%)
10 156,0 (100%)
92,0 (5%)
Sulfathiazol 108,0 (10%)
(CoHoN:0,S) STZ 255,3 256,0 21 156.0 (100%) | 891
190,0 (5%)
92,0 (10%)
Sulfamerazin 108,0 (15%)
(CoaH1NLO,S) SMZ 264,3 265,0 25 156.0 (85%) 9,47
172,0 (100%)
. 92,0 (5%)
(SC“::a”,"\letoh'zso') SMTz | 270,3 | 271,0 21 108,0 (5%) 9,83
9M10NaU252 156,0 (100%)
Sulfamethazin 23800(5(;/?)} )
(Sulfadimidin) SDD 278,3 279,0 20 1560 103/ 9,86
(C12H14N:O,S) 9 (10%6)
12 186,0 (100%)
92,0 (5%)
Sulfameter 108,0 (20%)
(CraHLN,045) SM 280,3 281,0 24 156.0 (100%) 10,31
188,0 (90%)
0,
Sulfamethoxy- ?(2)800(521/05)0/ )
pyridazin SMOPD | 280,3 281,0 24 : " 9,87
(CrHLN,05S) 156,0 (100%)
1HT127N4s 188,0 (25%)
Sulfachloro- 92,0 (5%)
pyridazin SCPD | 284,7 285,0 20 108,0 (10%) | 10,79
(C10HsCIN,O,S) 156,0 (100%)
92,0 (5%)
Sulfadimethoxin 108,0 (10%)
(CooH1N,045) SDM 310,3 311,0 22 156.0 (100%) 11,78
218,0 (45%)
92,0 (5%)
Sulfadoxin 108,0 (15%)
(CoHLNLO4S) SDX 310,3 311,0 22 156.0 (100%) 10,80
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C:\Daten\...\Juli07\050707\Sulfo-TMP-Ref 05.07.2007 07:39:21 Sulfo-TMP-Ref
RT: 0,00 - 20,02
RT: 10,03 S NL: 5,05E3
; ulfameter (b
Yoo AA: 38761 ( ) TICF: ITMS + ¢ ESI SRM ms2
] RT: 1031 281,00@24,00 [ 91,50-92,50;
° o] AL 30234 107,50-108,50; 155,50-156,50;
S 807 187,50-188,50] MS ICIS
s ] Sulfo-TMP-Ref
S 607
2 7
<< -
2 407
s
& 20
0 RT: 12,05 NL: 5,71E3
100 AA: 55408 TICF: ITMS + ¢ ESI SRM ms2
B . 311,00@22,00 [ 91,50-92,50;
] Sulfadoxin (C) 107,50-108,50; 155,50-156,50;
80 217,50-218,50] MS ICIS
] Sulfo-TMP-Ref
60 RT: 11,07
] AA: 21228
40
20
07\\H\HH\HH\HH\HH\HH\HH\HH\HHU\HU\HU\HU\HU\HU\HU\H\HH\HH\HH\HH\
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
a) o
Time (min)
Sulfo-TMP-Ref #2266 RT: 10,34 AV: 1 NL: 1,48E3
F: ITMS + ¢ ESI SRM ms2 281,00@24,00 [ 91,50-92,50; 107,50-108,50; 155,50-156,50; 187,50-188,50]
155,99
1007
1 188,04
@ 80
@ 807
=
o -
o
5 60
2 7]
<
2 40
= ]
> ]
=20 108,05
] 92,15
0’\\\\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ T T T | [T T T T T T T T T ]
b 91,5 92,0 92,8075 108,0 108,555,5 156,0 156,567,5 188,0 1885
) miz miz miz miz
Sulfo-TMP-Ref #2642 RT: 12,05 AV: 1 NL: 3,62E3
F: ITMS + ¢ ESI SRM ms2 311,00@22,00 [ 91,50-92,50; 107,50-108,50; 155,50-156,50; 217,50-218,50]
100 156,05
» ]
2 807
< ]
- 7
= -l
25 218,05
<€ -
o 407
= ]
s
o 2
= 2] 108,13
] 92,04 |
ST T 71T T T 77T T T T T [ T T T T ] T T T T T T T T [T T T T T T T T
91,5 92,0 92,8075 108,0 108,555,5 156,0 156,517,5 218,0 2185
C) miz miz miz miz

Abb. 46: MS-Chromatogramme (SRM, a) und Massenspektren (MS? b & c) eines

Sulfonamid-Mischstandards (20 pg/L); LTQ, 20 min Gradient vgl. Tab. 20

Die Abb. 46 b und 46 c zeigen neben spezifischen Fragmentionen fir jedes einzelne

Sulfonamid auch die charakteristischen Ilonen der

Antibiotikasubstanzklasse. So ist immer eine Aufspaltung in die Fragmente mit den m/z-

Verhaltnissen 92, 108 und 156 zu beobachten (vgl. Abb. 47).
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[M+H-H,SO,]* 0,S=NH=R

[M+H-66]" \ / [M+H-93]"
+
i
O
[M+H-155]*
N
H2N+:<Z>io

156 m/z 108 m/z

T
<
%
Y

Abb. 47: Fragmentierung von Sulfamethizol im positiven ESI-Modus [39]

Nachfolgend sind die MS-Chromatogramme einer Mischstandardlésung und eines dotierten
Honigs zu sehen. Bis auf das Sulfaguanidin (vgl. Abb. 49 a) sind alle Sulfonamide in dem
dotierten Honig (10 pg/kg) zu identifizieren und quantitativ auswertbar. Die schlechte
Wiederfindung des Sulfaguanidins in Honig ist auf dessen geringe Wechselwirkung mit der
HLB-Phase der Oasis-Kartusche zurtickzufiihren. Als schwach basischer Analyt (pKs 11)
liegt er in der Citrat-Pufferldsung (pH 4,1) protoniert vor. Die Polaritat des Sulfaguanidins
wird mafdgeblich von der Guanidinfunktion bestimmt. Um eine verbesserte Sorption mit dem
unpolaren Sorbens zu erhalten, muss Sulfaguanidin ungeladen vorliegen. Dies kann durch
Einstellen des pH-Wertes oberhalb des pKs-Wertes erreicht werden [130,132,135,232].
Durch Einsatz anderer stationarer Phasen (schwache Kationenaustauscher) kénnte auch die
Wiederfindung verbessert werden aber auf Kosten der Wiederfindungsraten der anderen

Analyten, die eine geringere Polaritat aufweisen.
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C:\Datenl..\280307\Sulfo-TMP-Ref01 28.03.2007 16:16:33 Sulfo-TMP-Ref01
RT: 0,00 - 20,02
RT:525 NL:205E2
A 622 Sulfaguanidin TIC F:ITMS +¢ ESISRM ms225,00@2400] 2150-2250;
1007 L 165,50-56,50; 72,50-7350] M ICIS Sulfo-TMP-Ref01
3 0 -
= RT:8,35 NL:200E2
s MA 1009 — . . TIC FITMS +c ESISRM ms22910@32,00 [ 2250-2350;
< 1007 Trlmethopn m 22950-23050; 257,50-258 50; 27550-276,50] MS Suifo-TMP-Ref01
< 715 }k&GS
2 0 RT: 8.9 NL:583E2
= AA; 3374 - TIC FITMS +c ESISRM ms225100@27,00 [ 9150-92,50;
& 100 Sulfapyridin 10750-0850; 550-5650] 1S [CIS Sufo-TM P-Ret
0 : ‘
RT:8,91 NL:598E2
AA: 3081 . TIC F:ITMS +¢ ESISRM ms2256,0082100] 915092,50;
1007 L Sulfathiazol 107,50-08 50; 55,50-56 50; BIS0-B050] MS ICIS Sufo-TMP-Ref01
0T T T T [T T T [ T 1T [T 1 T T T T [ T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
a) Time (min)
RT: 0,00 - 20,02
RT: 9,11 NL:142E3
AA: 10455 L TIC FITMS +c ESISRM ms2250,00@26,00 9150-92,50;
100+ JL Sulfadiazin 107,508 50; 55,5056 50; B350-B450] MS ICIS Sulfo-TMP-Refol
S0 - ‘
= RT: 947 NL: 1393
«©
= AA: 10005 i TIC FITMS +¢ ESISRM ms2265,0082500[ 9150-92,50;
< 1007 Sulfamerazin 107,50-108,50; 5550-16,50; 7150-172550] MS ICIS Sulfo-TMP-Ref01
<
20 RT: 9,86 NL:8BE2
= AA: 4557 imidi TIC FITMS +c ESISRM ms227400@2100[ 9150-92,50;
& 1007 Sulfadimidin 107,50-108,50; 5550-56,50] MS ICIS Sulfo-TMP-Ref01
0 - ‘
RT: 9,83 NL:300E3
A 22256 ; TIC FITMS +c ESISRM ms2279,00@2000 [ 9150-92,50;
1007 Sulfamethizol 107,50-108 50; 55,50-5650; 185,50-B6,50] M ICIS Sufo-Th P-Ref01
01 T T T [T T T [ T T T [T T T T T T[T T T T T T T T T 1 7TT71]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
b) Time (min)
RT: 0,00 - 20,02
RT:9,87 NL:20E3
; S A 14815 TIC FITMS +c ESISRM ms228100@24,00[ 9150-9250;
1007 Sulfamethoxypyridazin Sulfameter 107,50-108 50; 55,50-5650; 87,50-B850] M ICIS Sulfo-Th P-Ref01
2 0 RT: 10,79 NL:9.99E2
= . .
= AA: 7424Su|fach|oropyr|daz|n TIC F:ITMS +¢ ESI SRM ms2.285,00@20,00 9150-92,50;
< 1007 10750-08,50; 55,50-56.50] M ICIS Sulfo-TM P-Ref01
< ]
z " RT:11,09 NL:470E2
= A 2893 Sulfamethoxazol TIC F:ITMS +¢ ESI SRM ms2.254,00@26,00 [ 9150-92.50;
& 1007 107,50-08,50; 146,50-4750; 155,50-56.50] M ICIS Suffo-TM P-Ref01
- RIS NL:2,75€3
: MA: 22743 . . TIC FITMS +c ESISRM ms2 3110082200 9150-92,50;
1007 Sulfadoxin Sulfadimethoxin 5.5 55505650 27502850 1S Sufo-THp-refor
] A jbzss 1323 1514 17,02 1812 1957
L e e s e e et e s A B I B B
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 2
C) Time (min)

Abb. 48: MS-Chromatogramme a) - ¢) (SRM-Modus) der Sulfonamide und Trimethoprim
(Mischstandardlésung 20 ug/L); LTQ, 20 min Gradient vgl. Tab. 20
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C:\Daten\...\Maerz07\120307\E133998-dot 12.03.2007 22:26:28 E133998-dot
RT: 0,00 - 20,02
2,74 525 o NL:174EL
1007046 205 530 (Sulfaguanidin)* TIC F:TMS +¢ ESISRM ms2 255,00@2400] 2150-2250;
50 3 155,50-5650; 72,50-7350] MS EB3998-dot
c 0 8,37 NL:2,78E3
2 100 i i TIC F:TM S +C ESI SRM ms2291D@3200[ 22,50-2350;
2. Trimethoprim 22950-230,50, 257,50-258.50; 275,50-276,50] M S E33998-dot
< 50 7,11 a6
@ 60
20 801 N9 30F1
=100 ‘f‘ Sulfapyridin FEITMIS +c ESI SR ms2 25100027 00 S150-92.50;
501 | 50-08,50; 155 50-5650] M EB3998-dot
7,57 8,71 /1 9,60 10,1
0o T NI‘902EL
1007 | 897 ; TMS +C ESI SRM ms2 2560082100 | 9150-9250;
501 Sulfathiazol 08,50 155 50-156.50; B9,50-190,50] M S E3998-dot
751 9,14 10,04
L e L e s e s s e s s e s e e s
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
a) Time (min)
RT: 0,00 - 20,02
9,08 NL:333E2
1007 Sulfadiazin TIC F:TMS +¢ ESISRM ms2 250,00@26,00[ 9150-9250;
50 1)750-108,50; 5550-56,50; B3 50-B450] M S E133998-dot
brd 838 || 9,30
s © 9 oo, NL:172E2
2 1007 s ; TIC F: TMS +¢ ESI SRM ms2 265,00@25,00 [ 9150-92,50;
= g Sulfamerazin 1750-1850; 55 50-5650; 7150-250] MS E33998-dot
<C
N 741 855 || 1008
2 0 996 NL:808E1
> PR TIC F:TMS +¢ ESISRM ms227100@2100] 9150-9250;
= 50 ‘wﬁ‘ Sulfadimidin 1750-08,50; 5550-5650] M S E33998-dot
/| 1149 1351 1382 1534 1666 1761 1991
- 9,83 NL: 6,86E2
1007 ; TIC F:ITMS +¢ ESISRM ms227900@2000 [ 9150-92.50;
50 Sulfamethizol 107,50-08,50; 55 50-56,50; 85 50-8650] M S E33998-dot
1009 1067 1296 1351 1561 17,17 1834
L [ s B B s B B B B B B B
b 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
) Time (min)
RT: 0,00 - 20,02
9,90 NL:5,38E2
10 Sulfamethoxypyridazin TIC F:TMS +c ESISRM ms228100@2400[ 9150-250;
50 1750-108,50; 55 50-5650; B7,50-B850] M S E133998-dot
bd o 10,34 1154 13,65 14,49 1597 16,65 17,44
= 10,82 NL:4,29E2
E 100 Sulfachloropyridazin TIC F:ITMS +¢ ESISRM ms2 285,00@20,00 [ 9150-92,50;
2 o 1750-0850; 55 50-B650] M S E33998-ot
<C
® o 1096 1183 1388 1443 17,18 18,52 19,56
=100 112 L 13022
P TIC F:ITMS +¢ ESISRM ms2.254,00@26,00 [ 9150-9250;
&= 50 | 11,20 Sulfamethoxazol 17,50-108,50; 46 50-17,50; 55,50-5650] M S E33998-dot
L]
th11,42 Bl 135 156 1726 1909
s NL: 15083
1007 . . TIC F: TMS +¢ ESISRM ms2 3110092200 9150-92.50;
50 Sulfadimethoxin 10750-10850; 15,50-56,50; 217,50-2850] M S E133998-dot
10,74 12,57 1331 1517 1681
L [ L s B B B s s B B B By B B
c) 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 2
Time (min)

Abb. 49: MS-Chromatogramme a) - c) (SRM-Modus) einer dotierten Honigprobe (Herkunft:
Osteuropa, 88% Sonnenblume; 10 pg/kg; Sulfameter und Sulfadoxin nicht dotiert),
*Sulfaguanidin nicht detektierbar; LTQ, 20 min Gradient vgl. Tab. 20

82



8 Ergebnisse und Diskussion

Trimethoprim wird wie eingangs erwahnt (vgl. Kap. 5.2), sehr haufig in Form von
Kombinationspraparaten verabreicht. Deshalb wurde es in die Methode zum Nachweis von
Sulfonamiden in Honig integriert. In Tab. 22 sind die Detektionsbedingungen dargestellt. Die
Abb. 50 zeigt die Fragmentierung des Trimethoprims im positiven ESI-Mode, und in Abb. 51

das zugehdrige LC-MS Chromatogramm einer Standardldosung (1 mg/L).

Tab. 22: LTQ-Massenzahlen, charakteristische Fragmente und Retentionszeit des
Trimethoprims; HPLC-Bedingungen vgl. Tab. 20

Qs StoR- Produkt-
M, molekdil- ; ; tr
Analyt Abk. . energie ionen ;
(g/mol) ionen (%) (miz) [min]
(m/z)
123,0 (50%)
Trimethoprim 230,0 (100%)
(CaH1aN2Os) TMP 290,1 291,1 32 258,0 (40%) 8,35
276,0 (25%)
MeO
—N
MeO —C />7-NH2
H, N\
MeO H,N
123 m/z 276 m/z]

Abb. 50: Fragmentierung von Trimethoprim im positiven ESI-Modus
Die in Abb. 50 dargestellten m/z Verhdltnisse der Fragmentionen sind zwei postulierte

Beispiele fir die lonisation des Trimethoprims im positiven ESI-Modus. In Abb. 51. sind die

resultierenden Fragmente den entsprechenden Fragmente dem MS?-Spektrum zugeordnet.
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C:\Daten\..\TMP-Test170806\TMP-1mgL 17.08.2006 10:53:37 TMP-1mgL
TMP-Test

RT: 0,00 - 20,00
RT: 8,94 NL: 2,44E6
MA: 13328306 TIC F: ITMS + ¢ ESI SRM
ms2 291,10@32,00 [
] 122,50-123,50;
907 229,50-230,50;
B TM P 257,50-258,50;
] 275,50-276,50] MS
80 TMP-1mgL

100

70

o
o
I

Relative Abundance
a
2

107 RT: 0,45

i;‘;f ;;162053 RT: 4,35 RT: 11,73 RT: 12,89 RT:14,94 RT: 15,87
29253 AA39321 568 6,99 3,55_L 9.41  AAI12283 AAI18157  AAI25502 AA: 15282 17,46 18,79
TR T T e T T 7 RRRERERRREE

SR T e e T T T T RRBOUL T T TR T TR T T
a 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Time (min)
TMP-ImgL #2023 RT: 8,91 AV: 1 NL: 1,01E6
F: ITMS + ¢ ESI SRM ms2 291,10@32,00 [ 122,50-123,50; 229,50-230,50; 257,50-258,50; 275,50-276,50]
230,05
100
90|
80|
B + +
707 —N MeQ
3 H,C >: =N
% 604 2 o NH2
g 9 N MeO C \
5 1 H
2 50 H,N 2 N
2 7
g MeO H,N
B 4] 123,00 28,07
30|
B 276,01
207
107
b +-—t Y 7T T
1225 1230 123829,5 230,0 230,857.,5 258,0 258,875.,5 276,0 276,5

m/z m/z m/z m/z

Abb. 51: MS-Chromatogramm a) (SRM-Modus) und MS?-Spektrum b) des Trimethoprims
(1 mg/L-Standard); Strukturen der Fragmentionen 123,0 m/z und 276,0 m/z sind in
b) dargestellt, LTQ, 20 min Gradient vgl. Tab. 20

Die LC-MS Methode zum Nachweis von Sulfonamiden und Trimethoprim in Honig bietet die
Mdoglichkeit, 10 pg/kg sicher zu quantifizieren. Bis auf Sulfaguanidin und Sulfadoxin sind
samtliche in dieser Arbeit aufgefihrten Sulfonamide und Trimethoprim im Bereich der
Mindestleistungsgrenze von 10 pg/kg detektierbar. Die Verfahrensstandardabweichung
betragt 4,0 % fur Sulfachlorpyridazin und 14,5 % fur Sulfadoxin. Die Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen liegen im Bereich von 2,2 pg/kg bis 8,0 ug/kg bzw. 7,4 ug/kg bis 26,1
png/kg. Alle Wiederfindungen liegen Uber 90%. Fur Trimethoprim ergeben sich fur die
Nachweis- und Bestimmungsgrenze 2,4 ug/kg bzw. 7,8 pg/kg fur die Wiederfindung 96,9 %
und flr die Reproduzierbarkeit 4,3 %. Die Daten der Validierung sind in Anhang 3 fur jedes
Sulfonamid einzeln aufgefihrt.

Im Vergleich zu eigenen Untersuchungen haben Kaufmann et al. [130] in ihren Studien 306
Honige auf Gehalte von 16 Sulfonamiden und 4 weiteren Antibiotika hin untersucht. Die
Nachweisgrenzen wurden anhand von Signal-zu-Rauschverhaltnissen abgeschatzt und
betrugen fir Sulfadimidin und Sulfadoxin 0,4 pg/kg, sowie als Maximalwert 11 pg/kg fur
Sulfapyridin. Bis auf Sulfaguanidin (35,7 %) wund Sulfanilamid (48,8 %) wurden
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Wiederfindungen um 100 % berechnet. Die niedrigen Wiederfindungen fur die beiden
Sulfonamide werden auf zu geringe Wechselwirkung mit dem SPE-Material zurtickgefihrt.
Eine Methode von Krivohlavek et al. [132] weist 11 Sulfonamide in Honig nach, mit
Wiederfindungen von 75 % (Sulfasalazin) bis 115 % (Sulfamethoxypyridazin). Die
Nachweisgrenze betrug mindestens 25 pg/kg (S/N 3:1), die relative Standardabweichung
war fur alle Sulfonamide unterhalb von 15 %. Thompson et al. [137] haben ein Analyse-
Verfahren entwickelt, mit dem 8 Sulfonamide in Honig detektiert werden kdnnen. Die
Wiederfindungen lagen zwischen 91 % und 109 %, die relative Standardabweichung fur fast
alle Sulfonamide unterhalb 20 %. Sehr gute Nachweisgrenzen von 0,5 pg/kg bis 2,0 pg/kg
wurden fir die einzelnen Sulfonamide bestimmt. Verzegnassi et al. [138] konnten 10
Sulfonamide in Honig mit Wiederfindungen von 44 % bis 73 % anhand dotierter Honige
(50 pg/kg) nachweisen. Ahnliche Wiederfindungen konnten Mohamed et al. [153] erzielen.
Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze fur 15 Sulfonamide in Honigmatrix liegen zwischen
0,4 pug/kg und 4,5 pg/kg bzw. 1,2 pg/kg und 15,0 pgkg.

Das in dieser Arbeit entwickelte LC-MS Verfahren stellt eine empfindliche und prazise
Analysenmethode dar. Nur Mohamed et al. konnte niedrigere Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen mit einem LC-MS Verfahren erhalten. Die Wiederfindungen variieren
von Sulfonamid zu Sulfonamid recht stark, basierend auf der Polaritdt des Molekils. Die
Anzahl der untersuchten Sulfonamide nach Literaturangaben reicht von 8 bis 16
Sulfonamiden inklusive Trimethoprim. Im Vergleich dazu wurden 13 Sulfonamide und
Trimethoprim in der LC-MS Methode erfasst. Eine Einbindung von weiteren Sulfonamiden in
die bestehende Methode, wie neue Substanz-Homologa und internen Standards, ist ohne
weiteres moglich. Es ist abschlielend festzustellen, dass die LC-MS Methode erfolgreich
entwickelt und validiert worden ist. Sie stellt im Vergleich zu Literaturmethoden eine gute

Mdglichkeit dar, Sulfonamide im Spurenbereich (10 pg/kg) in Honig zu detektieren.
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8.2.3 Chloramphenicol

Die Probenvorbereitung beruht auf einer Flissig-Flissig-Extraktion mit Ethylacetat oder
Acetonitril. Zum Lésen und Homogenisieren des Honigs werden vornehmlich Wasser, Puffer
oder NaCl-Lésungen eingesetzt. Das entwickelte Verfahren, basierend auf einer internen
Methode der Fa. Applica (Bremen) beruht darauf, den Honig in 4%iger (w/w) NaCl-Losung
zu lésen und anschlieRend mit Ethylacetat zu extrahieren. Die organische Phase wurde
eingedampft und in einem Wasser/Methanol-Gemisch wieder aufgenommen. Diese Ldsung
wurde zur weiteren Minimierung von Matrixeffekten abschlieRend durch einen Mikrofilter
filtriert. Durch die Zugabe der Natriumchloridlésung wurde die Trennung der wassrigen von
der organischen Phase verbessert. Die Anwendung von Ethylacetat hatte im Vergleich zu
Acetonitril den Vorteil, dass das Einengen der organischen Phase bedeutend schneller
verlauft. Durch Hinzuschalten eines Online-SPE-Moduls (SP2000-Modul, Fa. Applica) konnte
eine Minimierung von Matrixbestandteilen in der Messprobe erreicht werden [167]. Das
SP2000-Modul beinhaltet eine Pumpe und Schaltventile. Mit einem Schaltventil wurde die
Probenaufgabe auf die Online-SPE-Kartusche und die Gradientenelution geregelt. Das
andere Schaltventil diente zur Auswahl der mobilen Phase zum Waschen und
Rekonditionieren der SPE-Phase. Das Schaltprogramm der Ventile und der Gradient sind in
Anhang 1 aufgefuihrt. In Tab. 23 sind die chromatographischen Bedingungen und das

Gradientenprogramm dargestellt.

Tab. 23: Chromatographische Bedingungen und Gradientenprogramm zum Nachweis
von Chloramphenicol in Honig

LC-Bedingungen [é?t!lt] % A* % B*
0,0 90 10
0,2 mL/min 4,0 90 10
200 pL Inj.Volumen 15,0 10 90
Thermo BDS Hypersil-C18 125 x 2,1 mm; 5um 18,0 10 90
Vorsaule: Hypersil BDS-C18 10 x 2 mm; 5 um 20,0 90 10
25,5 90 10

* Zusammensetzung der Laufmittel A und B siehe Kapitel 10.3, Seite 156

Als qualitatssichernde MalRnahme wurde ein interner Standard jeder Honigprobe vor der
Flissig-Flissig-Extraktion zugegeben. Es handelte sich dabei um ein flinffach deuteriertes
Chloramphenicol  (CAP-d5). Die Quantifizierung im  Falle eines positiven
Chloramphenicolbefundes in einer Probe wurde durch den internen Standard korrigiert. Dazu
wurden die Signalflachen (CAP-d5) in der Probe auf das Niveau der Standardldosung
normiert. Es resultierten je nach (Matrixsuppression bzw. —expression) mathematische
Korrekturfaktoren, die mit den gemessenen Flachen multipliziert wurden, bevor die

Quantifizierung erfolgte. Neben dem *Chlor-Isotop des Chloramphenicols wurde zuséatzlich
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8 Ergebnisse und Diskussion

das *'Chlor-Isotop mit in der LC-MS-Messung erfasst. Die Identifizierung der Riicksténde in
Honig wird dadurch noch sicherer. In Tab. 24 sind u.a. die massenspektrometrischen und

chromatographischen Kenndaten der Analyten aufgefiihrt.

Tab. 24: LTQ-Massenzahlen und charakteristische Fragmente und Retentionszeiten des
Chloramphenicols bzw. des deuterierten Chloramphenicols; HPLC-Bedingungen

vgl. Tab. 23
Quasi- :
Anal Abk M, molekdil- e\:gigie Produktionen tr
y * | (g/mol) | ionen (%% (M/2) [min]
(m/z)

) 152,0 (20 %)
Ch'oraé’s‘gre”'co' CAP | 3200 | 3210 20 | 1940 (50%) 11,93

(™Cl) 257.0 (100%)

152,0 (20%)

Chloramphenicol 194,0 (100%)

o) CAP | 3220 323,0 20| 3570 (80%) 11,91
I DA N I DA 1.259,0(100%) | . )
ol 157,0 (20%)
Ch'o(rjaSmE!(‘g”'co' CAP-d5 | 325,0 326.0 20 | 199,0 (20%) 11,91

(™Cl) 262.0 (100%)
157,0 (40%)
Chloramphenicol- 199,0 (30%)
ds (7)) CAP-d5 | 327,0 328,0 20| 2620 (30%) 11,88
264.0 (100%)

 Isotopenmarkierter interner Standard: [°Hs] CAP (CAP-d5)

In Abb. 52 ist die Fragmentierung des Chloramphenicols nach Gentilli et al. [39] und Forti et
al. [155] dargestellt. Im negativen ESI-Modus wird ein Wasserstoffatom abstrahiert und das
CAP-Molekul liegt negativ geladen vor. Das Masse-zu-Ladungsverhéltnis des
Quasimolekllions betragt 321 m/z [M-H]. Die Fragmentierung fihrt zu den

charakteristischen Produktionen mit den m/z-Verhaltnissen 257 und 157 m/z.

NO

2

[M-H] =321 m/z
Abb. 52: Fragmentierungsmuster von Chloramphenicol im negativen ESI-Modus [39,155]
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In Abb. 53 sind die MS-Chromatogramme und zugehérigen MS*Spektren einer
Chloramphenicol-Standardlosung ((CAP): 1 pg/L; (CAP-d5): 5 pg/L) gezeigt. In Abb. 54 sind
die MS-Chromatogramme und MS*-Spektren eines mit Chloramphenicol-d5 dotierten Honigs

dargestellt ((CAP-d5): 5 pg/kg).
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Abb. 53: MS-Chromatogramme al) - d1) und MS?-Spektren a2) - d2) von Chloramphenicol

(CAP) und dem

internen

Standard

Chloramphenicol-d5

(CAP-d5)

(Mischstandardlésung 1 pg/L); Online-SPE-LTQ, 25,5 min Gradient vgl. Tab. 24
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Abb. 54: MS-Chromatogramme al) - dl)und MS?-Spektren a2) - d2) eines Honig mit
internem Standard Chloramphenicol-d5 (5 pg/kg) dotiert); Online-SPE-LTQ, 25,5
min Gradient vgl. Tab. 24
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Die Methode zur Bestimmung von CAP-Riickstdnden in Honig ist ein gutes Beispiel fir den
Einsatz von isotopenmarkierten Internen Standards (**C, ™N) und die Méglichkeit, das
natiirliche Isotopenverhéltnis des Chlors (*>CI’Cl: 3:1) zur ldentifizierung zu nutzen. Vor
jeder Extraktion der Proben wurden sie mit dem internen Standard CAP-d5 dotiert. Je nach
Honigmatrix kann die Wiederfindung fur CAP bzw. CAP-d5 variieren. Um den Einsatz des
internen Standards und die Kompensation von Matrixeinflissen des Honigs bei der
Quantifizierung zu veranschaulichen, folgt ein konkretes Rechenbeispiel.

Die Konzentration von Chloramphenicol in der Messprobe berechnet sich wie folgt:

A[CAP45](Std)  A[CAP](Probe)

(Probecar) = Jreap J(Probe)  A[CAP|(Std)  Ctdcar)

Mit (Probecap) Konzentration CAP in der Probe

(Stdcap) Konzentration CAP in Standardldsung

A[CAPd5] (Std) Flache CAP-d5 in Standardlésung

A[CAPd5] (Probe)  Flache CAP-d5 in der Probe

A[CAP] (Probe) Flache CAP in der Probe

A[CAP] (Std) Flache CAP in Standardlésung
Beispiel:

(Stdcap) 1 pg/kg CAP in Honig

A(CAPd5) (STD) 50000 Flacheneinheiten (FE)
A(CAPd5) (Probe) 39000 FE

A[CAP] (Probe) 7600 FE

A[CAP] (Std) 10000 FE

Berechnung mit Korrektur Gber internen Standard:

50000FE  7600FE _pg _ .
39000 FE 10000 FE kg 07 He/ke

(PT'ObeCAp) =

Berechnung ohne Korrektur:

7600FE ug_ o
10000 FE Lkg ~ 076 H8/ks

(Probecap) =
Ohne die Korrektur dber den internen Standard wirde man eine Chloramphenicol-
Konzentration von 0,76 pg/kg berechnen. Dieses Beispiel zeigt deutlich die Vorteile einer
Einbindung von internen Standards in analytische Methoden. Matrixeffekte wie Suppression

und Expression kdnnen kompensiert werden und gewahrleisten eine sichere Quantifizierung.
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Die Leistungsfahigkeit der LC-MS Methode wird durch Vergleich der experimentell
ermittelten Verfahrenskenndaten mit Literaturwerten bewertet. Im Rahmen der Validierung
der Methode zum Nachweis von Chloramphenicol in Honig wurden die Wiederfindung, die
Reproduzierbarkeit und die Nachweis- und Bestimmungsgrenze bzw. das
Nachweisvermégen und die Erfassungsgrenze bestimmt. Die Wiederfindung betragt 89 %,
das Nachweisvermogen cc, 0,13 pg/kg und die Erfassungsgrenze ccg 0,22 pg/kg. Damit ist
die Bestimmungsmethode hinreichend empfindlich, um Gehalte von 0,3 pg/kg (MRPL) sicher
quantifiziert zu kénnen.

Ortelli et al. [63] geben eine Nachweisgrenze von 0,2 ug/kg und eine Bestimmungsgrenze
von 0,5 pg/kg fur die Bestimmung von Chloramphenicol in Honig mittels LC-MS an. Die
Wiederfindung betrug 64 %. Sheridan et al. [159] ermitteln eine &hnliche Nachweis-
(0,2 pg/kg) und Bestimmungsgrenze (0,6 ug/kg), sowie eine Wiederfindung von 78%. Beide
Verfahren besitzen eine Bestimmungsgrenze oberhalb des MRPL's fir Chloramphenicol in
Honig, sind also nicht empfindlich genug. Vivekanandan et al. [160] haben ein Verfahren
entwickelt, dass Gehalte von 0,1 pg/kg in Honig sicher quantifizieren kénnen. Die
Wiederfindung wurde in diesem Fall mit 86,9 % angegeben. Drei weitere LC-MS Methoden
[155,157,162] werden durch Nachweisvermdgen cc, und Erfassungsgrenze ccg
charakterisiert. Die Werte fur ccq befinden sich zwischen 0,003 pg/kg und 0,11 pg/kg, fur ccg
zwischen 0,007 pg/kg und 0,14 pg/kg. Forti et al. [155] berechnen eine Wiederfindung von
98,5 %, Rodziewiecz et al. [162] 91-104 % fur unterschiedlich dotierte Honige. Ronning et al.
[157] ermitteln mit 110 % die héchste Wiederfindung.

Der Vergleich zeigt, dass die entwickelte LC-MS Methode zwar nicht die empfindlichste
Methode mit der héchsten Wiederfindung ist, aber dennoch robust und leistungsstark, um
Chloramphenicol-Ruckstande im geforderten Konzentrationsbereich (MRPL 0,3 pg/kg) sicher

zu detektieren.
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8.2.4 Nitrofurane

Die Analyse von Nitrofuranen gestaltet sich durch deren schnellen Metabolismus komplexer
als zum Beispiel die der relativ stabilen Sulfonamide - die in vivo-Halbwertszeiten betragen
nur wenige Stunden. Daher wurden in der Rickstandsanalytik biologischer Proben i.d.R. die
freien Metabolite der Nitrofurane detektiert und nicht die Wirkstoffe (vgl. Kap. 5.4, Abb. 19)
[84,85]. Da die Nitrofuran-Metabolite aber Uberwiegend matrix- (z.B. protein-) gebunden sind,
mussten diese in der ersten Stufe der Probenvorbereitung unter milden sauren Bedingungen
in die freien Formen Uberfuhrt werden. Der nukleophile Angriff der Carbonylgruppe des
Aldehydes erfolgt am Kohlenstoff der primédren Aminogruppe und wird durch Sauren
katalysiert. Somit konnte nach saurer Hydrolyse die Umsetzung zum Nitrofuranderivat
erfolgen [171]. Danach war eine Derivatisierung zu 2-Nitrobenzaldehyd-Iminen, sog.
Schiffschen Basen, notwendig, um die Empfindlichkeit der Nachweismethoden sowohl mit
der HPLC-UV/Fluoreszenz als auch der MS-Detektion zu erhéhen (vgl. Abb. 55).

0 0
-+
H, )k
/J/<//N\ )ko H,0 H,N o

N
\  / 37 °C

- N
_/
O
Q H', H,0 Ji§
i A - NG
N< + 37°C Z2 ¢!
N O CHO \
NO

NO, 2

Abb. 55: Hydrolyse gebundener Nitrofuranmetabolite und anschlieRende Derivatisierung zu
den 2-Nitrophenylderivaten am Beispiel des Furazolidon [84,85]

Die einzelnen Schritte der Probenvorbereitung sind im Anhang 2 in Form eines
FlieBschemas aufgefiihrt. Die chromatographischen Bedingungen zur LC-MS Detektion sind
in Tab. 25 wiedergegeben.

Tab. 25: Chromatographische Bedingungen und Gradientenprogramm zum Nachweis
von Nitrofuranmetaboliten in Honig

LC-Bedingungen Zelt % A* | % B*
[min]

0,0 90 10

0,2 mL/min 5,0 90 10
20 pL Inj. Volumen 13,0 0 100
Phenomenex Synergi Polar-RP 250 x 2,0 mm; 4 um 18,0 0 100

Vorsaule: Phenomenex Synergi Guard 4 x 2,0 mm; 4 um 22,0 90 10

26,0 90 10

* Zusammensetzung der Laufmittel A und B siehe Kapitel 10.3, Seite 155
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Die Tab. 26 gibt die LTQ-Massenparameter der Nitrofurananalyse wieder. Als
qualitatssichernde MalRBnahme wurden isotopenmarkierte Referenzsubstanzen verwendet.
Die internen Standards beinhalten AOZ und AMOZ als vierfach bzw. funffach deuterierte
Verbindungen und das isotopenmarkierte SEM. Im Falle des *SEM wurden zwei Stickstoffe

und ein Kohlenstoff gegen die Isotope *°N bzw. **C getauscht.

Tab. 26: LTQ-Massenzahlen, charakteristische Fragmente und Retentionszeiten der
Nitrofuranmetabolite; HPLC-Bedingungen vgl. Tab. 25

M m%lljealfilj-l- StoR- Produkt- .
Analyt Abk. r : energie ionen R
(g/mol) ionen (%) (mi2) [min]
(m/z)
134,0 (35%)
Semicarbazid SEM 207,9 208,9 20 166,0 (50%) 16,42
192,0 (100%)
] 134,0 (35%)
SEM 210,9 211,9 20 168,0 (50%) 16,49
195,0 (100%)
1-Amino- 104,0 (100%)
imidazolidin-2,4- AHD 2479 248,9 25 134,0 (55%) 17,43
dion 178,0 (40%)
_Amino- 78,0 (10%)
3 Al.rg.'”oz AOZ | 2349 235,9 22 104,0 (100%) | 17,84
oxazolidin-2-on 1340 (30%)
] 78,0 (10%)
AOZ 238,9 239,9 22 104,0 (100%) 17,82
134,0 (30%)
3-Amino-
morpholinomethyl | AMOZ | 334,0 335,0 20 |2%29 gg%’) 16,50
-oxalidin-2-on '
. 265,0 (100%)
AMOZ 339,0 340,0 20 296.0 (90%) 16,30

*|sotopenmarkierte Interne Standards:
0 1,2"N,, *C] SEM (SEM-isotopenmarkiert)

o [*H4AOZ (AOZ-d4)
0 [*Hs] AMOZ (AMOZ-d5)
101 m/z
0O
/?N\ )k
N o)
H NO, —
(T 134 m/z
236 m/z
149 m/z

Abb. 56: Fragmentierungsmuster des NB-AOZ (Nitrobenzaldehyd-AOZ) [39]
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In Abb. 56 ist die Fragmentierung am Beispiel des Nitrobenzaldehydderivates von AOZ
dargestellt. Die Derivatisierung der Nitrofurane mit Nitrobenzaldehyd ist nétig, um einen
Massenbereich >200 m/z erreichen, der massenspektrometrisch gut erfasst werden kann.
Der untere Massenbereich kann durch Untergrundsignale, hervorgerufen durch Matrix und

Losungsmittel, beeintrachtigt werden und fiihrt damit zu einer schlechteren Empfindlichkeit.

Die LC-MS Methode muss empfindlich genug sein, damit 1,0 pg/kg (MRPL)
Nitrofuranmetabolit-Ruckstande in Honig detektierbar sind. Anhand einer Validierung und
Spezifitatsprifung wurde die Leistungsfahigkeit im Bezug auf Empfindlichkeit,
Reproduzierbarkeit und Richtigkeit hin untersucht. Eine detaillierte Aufstellung der Daten ist
in Anhang 3 zu finden.

In Abb. 57-59 sind die MS-Chromatogramme und -spektren einer Nitrofuranreferenzlésung,
einem mit internem Standard dotierten Honig und einem dotierten Honig abgebildet. Auf der
linken Seite der Abbildungen sind die Chromatogramme dargestellt, auf der rechten Seite
zwei MS-Spektren. Die Chromatogramme eines dotierten Honigs (vgl. Abb. 59) weisen keine
Matrixinterferenzen zur bestimmten Retentionszeit (vgl. Abb. 57) der jeweiligen Analyten auf.
Die Spezifitat ist damit gewahrleistet. Die Nachweisgrenzen reichen von 0,4 pg/kg (AMOZ)
bis 5,2 pg/kg (SEM). Das Nachweisvermbgen betragt 0,04 pg/kg (AMOZ) bis 0,11 pg/kg
(AHD). Die geringste Erfassungsgrenze wurde mit 0,06 pg/kg fir AMOZ bestimmt. Fur alle
Analyten konnten Wiederfindung grof3er als 90 % berechnet werden.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt sind nur zwei weitere Methoden bekannt, in der
Nitrofuranmetabolite in Honig untersucht wurden. Die weitaus grol3ere Anzahl von
Publikationen zielt auf andere Matrices ab. Khong et al. [316] verwenden in ihrer LC-MS
Methode Extraktions- und Derivatisierungsbedingungen, die auch in dieser vorliegenden
Arbeit genutzt wurden. Fir das Nachweisvermdgen geben die Autoren Werte von 0,07 pg/kg
(AMOZ) bis 0,46 pg/kg (AHD) an, die Erfassungsgrenze liegt zwischen 0,12 ug/kg (AMOZ)
und 0,56 pg/kg (AHD). Die Wiederfindung betrug 83 % bis 112 %. Lopez et al. [317]
bestimmen fir die Nachweisgrenze aller Analyten eine Konzentration von 0,25 pg/kg. Die
Wiederfindungen eines dotierten Honigs (0,5 pg/kg) befinden sich zwischen 92 % (AHD) und
101 % (AQZ).

Die errechneten Konzentrationen fir das Nachweisvermdgen und die Erfassungsgrenze der
entwickelten LC-MS Methode liegen etwas unterhalb der Literaturangaben. Die hohen
Wiederfindungen aller Methoden beruhen auf der nahezu quantitativen Extraktion der
Nitrofuranmetabolite nach vorangegangener Hydrolyse und Derivatisierung. Das Fazit der
Methodenentwicklung im Rahmen dieser Arbeit ist, dass der MRPL-Wert von 1,0 pg/kg in

Honig durch die entwickelte LC-MS Methode sicher nachzuweisen ist.
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Abb. 57: MS-Chromatogramme a) und MS?spektren b) & c) einer Nitrofuranmetabolit-

Referenzprobe
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10 pglL
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isotopenmarkiert enthalten); LTQ, 26 min Gradient vgl. Tab. 25
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Abb. 58: MS-Chromatogramme a) und MS*-Spektren b) & c) eines dotierten Honigs (5 pg/kg

Interner Standard AOZ-d4 und AMOZ-d5); LTQ, 26 min Gradient vgl. Tab. 25
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Abb. 59: MS-Chromatogramme a) und MS*-Spektren b) & c) eines dotierten Honigs (1 pg/kg
Standard /5 pg/kg Interner Standard AOZ-d4 und AMOZ-d5; SEM-isotopenmarkiert
enthalten); LTQ, 26 min Gradient vgl. Tab. 25
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8.2.5 Aminoglykoside

Die Aminoglykoside sind aufgrund der vielen polaren funktionellen Gruppen sehr hydrophil
(vgl. Kap. 5.5, Abb. 21). Um eine hinreichende Wechselwirkung mit der stationdren RP-
Phase zu gewahrleisten, wurde auf die lonenpaarchromatographie zuriickgegriffen. Die
lonenpaarreagenzien bilden mit den geladenen Analytmolekilen neutrale Addukte (vgl.
Abb. 60). Die in der Literatur [189,190] beschriebenen Methoden zur Detektion von
Aminoglykosiden in Honig besitzen den Nachteil, dass die zum Einsatz kommenden
lonenpaarreagenzien (vgl. Abb. 61) die lonisation der Molekile im Electrospray stéren und

damit die Empfindlichkeit negativ beeinflussen.

F o)
R
F%—{_ ./
F O-----mmmnn- NH

Abb. 60: Beispiel fir eine lonenpaarbindung von TFA (Trifluoressigsaure) mit einer
protonierten Aminofunktion

OH
O O F
)k )J\ O)\’<F
C,Fes O C,Fs F
PFPA TFA

Abb. 61: Molekilstrukturen von lonenpaarreagenzien (PFPA: Pentafluorpropionsaure-
Anhydrid, TFA: Trifluoressigsaure)

Die in der NPLC (Normalphasenchromatographie) gebrauchlichen nicht wassrigen Laufmittel

sind mit dem lonisierungsprozess in der ESI-Quelle nicht kompatibel. Eine Alternative stellt

die ,Hydrophilic Liquid Interaction Chromatography* (HILIC) gekoppelt mit MS-Detektion dar,

die Oertel et al. [192] eingesetzt haben, um Neomycin in menschlichen Blutserum

nachzuweisen. In Abb. 62 ist die chemische Struktur der funktionellen

oberflachengebundenen Gruppen dieser stationaren Phase schematisch dargestellt.
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Abb. 62: Quervernetzte Diol-Phase einer HILIC-S&ule umgeben von Wasser- und
Acetonitrilmolekilen [282]

HILIC ermdbglicht ahnliche chromatographische Trennungen wie die NPLC, man kann aber
Laufmittelsysteme der RPLC (Reversed Phase Liquid Chromatography) einsetzen, die z.B.
aus MeOH/ACN-Gemischen bestehen Die Besonderheit besteht darin, dass der
Wasseranteil in der mobilen Phase einen wassrigen Oberflachenfilm auf der stationaren
Phase schafft, mit dem die polaren Analyten wechselwirken kdnnen. Die elektrostatische
Wechselwirkung der geladenen Analytmolekile mit der stationdren Phase wird durch die
Pufferkonzentration kontrolliert, und dadurch I&sst sich die Retentionszeit variieren [282].

Es wurden verschiedene Laufmittelzusammensetzungen und HPLC-Gradienten getestet, um
die optimalen LC-Bedingungen zur Analyse von Streptomycin- und
Dihydrostreptomycinriickstanden in Honig zu bestimmen. Getestet wurden Pufferlésungen
mit verschiedenen Konzentrationen von Ammoniumacetat und —formiat. In Tab. 27 sind die

resultierenden chromatographischen Bedingungen aufgefthrt.

Tab. 27: Chromatographische Bedingungen und Gradientenprogramm zur Trennung von
Aminoglykosiden

: Zeit . . Fluss
LC-Bedingungen (min) % A % B (uL/min)

0,0 100 0 200

20 pL Inj. Volumen 2,0 100 0 200
Séule: Luna HILIC 3 p 100 x 2,0 mm 3,0 40 60 500
Vorsaule: Luna HILIC 4 x 2,0 mm 6,0 40 60 500
10,0 100 0 200

* A: (Ammoniumformiat / Acetonitril / Ameisensaure 9,8/90/0,2 (viviv))

B: (Ammoniumformiat / Acetonitril / Ameisensaure 89,2/10/0,2 (v/viv))

In Tab. 28 sind die relativen Molekilmassen, StoRRenergien und Produktionen

wiedergegeben.
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Tab. 28: LTQ-Massenzahlen, StofRenergien und charakteristische Fragmente des
Streptomycins bzw. des Dihydrostreptomycins; HPLC-Bedingungen vgl. Tab. 27

QUES)- StoR- Produkt-
M, molekdul- . . tr
Analyt Abk. . energie ionen :
(g/mol) ionen (%) (m/2) [min]
(m/z)

. 246,0 (30%)
Sérertoli‘I“g'” STR | 5811 | 5821 20 | 2632 (100%) | 414
(C21H39N7015) 407,3 (15%)

Dihydro- 246,1 (35%)
streptomycin | DSTR | 583,2 584,2 20 263,2 (100%) 4,13
(C21H41N7O12) 409,3 (15%)

In Abb. 63 ist die Fragmentierung des Streptomycins dargestellt. Das Produkt-lon mit
dem m/z-Verhdltnis 263,2 ist das Signalstarkste wahrend des Fragmentierungsprozesses.
Eine Abspaltung eines weiteren Sauerstoffs fuhrt zum Produkt-lon 246 m/z. Es handelt sich

bei dem Fragment um das Streptidin (vgl. Kap. 5.5).

2H [ 263 m/z
A

176 m/z| 407 m/z
Abb. 63: Fragmentierungsmuster von Streptomycin [39]

Der Einsatz von einem Ammoniumformiatpuffer (pH 3,2) lieferte reproduzierbare
Retentionszeiten sowie eine ausreichende lonenausbeute im Electrospray Interface des
Massenspektrometers. In Abb. 64 sind die Chromatogramme und MS?Spektren eines
Mischstandards abgebildet. Die Wahl des FlieBmittels, mit dem die Stammldsungen der
Analyten (1000 mg/L) verdinnt wurden, hat einen entscheidenden Einfluss auf die
Wechselwirkung mit der stationaren Phase (vgl. Abb. 62). Eine Mischung aus 80% (v/v)
Laufmittel A und 20 % (v/v) Laufmittel B (vgl. Kap.11.3) fuhrte zu einer akzeptablen
Retention, d.h. scharfe Peaks und eine Elution im mittleren Zeitsegment des gewahlten

Gradienten.
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Abb. 64: MS-Chromatogramme al) & bl)

Tab. 27

und MS?-Spektren a2) & b2) von Streptomycin
und Dihydrostreptomycin (Mischstandardldsung 1 mg/L) LTQ, 10 min Gradient vgl.
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Die Optimierung der chromatographischen und massenspektrometrischen Parameter zur
Detektion von Streptomycin und Dihydrostreptomycin ist abgeschlossen worden.
Wiederfindungsstudien anhand von dotierten Honigproben unter Verwendung verschiedener
Probenvorbereitungstechniken (Flussig-Flussig-Extraktion, SPE) fuhrten bislang nur zu
geringen Wiederfindungen (<10%). Die abgeschatzten Leistungsparameter, wie Nachweis-
und Bestimmungsgrenze liegen deutlich oberhalb des laborinternen MRPL's von 10 pg/kg.
Hier besteht weiterer Optimierungsbedarf, um routinefahige Analysen zum Nachweis von
Aminoglykosidriickstanden in Honig durchfihren zu kdnnen. Zur Festphasenextraktion
sollten schwache Kationenaustauscher verwendet werden, da sie in den bisherigen Tests die
besten Ergebnissen lieferten. Eine Online-SPE Kopplung mit einem schwachen
Kationenaustauscher gekoppelt mit der HILIC-MS Analyse konnte zu hoherer
Reproduzierbarkeit und guten Wiederfindungen flhren. Die Kopplung muss aber beinhalten,
dass die Lésungsmittel zur Probenaufgabe und Elution von der Kartusche nicht unmittelbar
zur HILIC-Saule gelangen. Der HILIC-Mechanismus wirde durch die eingesetzten Puffer
zerstort werden. Um dies zu vermeiden, sollten die Eluate neutralisiert oder verdinnt zur
HILIC-Trennsaule gelangen. Dies bedarf einer komplexen Schalttechnik und die richtige

Wahl der mobilen Phasen.
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8.2.6 Makrolide und Lincosamide

Der Nachweis von Makroliden und Lincosamiden in Honig wurde nach Anreicherung uber
Oasis-HLB-Festphasenkartuschen unter &hnlichen chromatographischen Bedingungen
erreicht, die Wang et al. [194] zur Analyse von Makroliden in Honig verwendete. Der tertiare
Gradient wurde im Zuge der Methodenentwicklung auf ein binares Laufmittelsystem
reduziert. Der Einsatz einer relativ kurzen HPLC-Trennsaule (50 x 2,1 mm) bringt den Vorteil
mit sich, die Analysenzeit einer Probe so kurz wie méglich zu halten. Dazu wurde ein 20-

minltiges Gradientenprogramm (vgl. Tab. 29) entwickelt.

Tab. 29: Chromatographische Bedingungen und Gradientenprogramm zum Nachweis von
Makroliden und Lincosamiden in Honig

LC-Bedingungen (rzn?:) % A* % B*
0,0 90 10

0,2 mL/min 18600 800 12000
20 pL Inj. Volumen 12'0 0 100
RSC-C18-AQ, 50 x 2,1 mm, 3um 17.0 90 10
20,0 90 10

* Zusammensetzung der Laufmittel A und B siehe Kapitel 10.3, Seite 155

Die Makrolide konnen wie andere Antibiotika ,Metabolite in vivo und in vitro bilden. Zum
Beispiel entsteht aus dem Erythromycin A durch Protonieren und Abspalten eines
Wassermolekils ein Anhydro-Hemiketal (vgl. Abb. 65). Solche Umwandlungsprodukte

sollten mit erfasst werden, um ein vollstandiges Belastungsprofil erstellen zu kénnen.

Abb. 65: Dehydratation des Erythromycin A zum Anhydro-Erythromycin A

(Erythromycin A 8,9-anhydro-6,9-hemiketal) [211]
In der Abb. 66 sind die Chromatogramme und MS-Spektren des Erythromycins und der
Anhydroform dargestellt. Die Dehydratation findet schon bei den leicht sauren
chromatographischen Bedingungen (pH 4,1) der LC-MS Methode statt. Das m/z-Verhaltnis
des Quasimolekdlions des Erythromycins [M+H]" betragt 734 m/z und nach Abspaltung eines

Wassermolekils [M+H-H,O]" 716 m/z. In Honig, der eine saure Matrix mit einem pH Wert
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von ca. 4-5 darstellt, sollte das Erythromycin ebenfalls grof3tenteils als Anhydro-Erythromycin
vorliegen. Weist man also Anhydro-Erythromycin in Honig nach und geht von einer 1:1
Umsetzung aus, musste ca. die gleiche Konzentration des Erythromycins vor Umwandlung
enthalten gewesen sein. Die Summe der Konzentrationen Erythromycin und der Anhydro-

Form sollte als Summenparameter erfasst werden, um die tatsachliche Belastung zu

ermitteln.
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Abb. 66: MS-Chromatogramme al) & bl) und MS?-Spektren a2) & b2) (MS*Fullscan-
Modus) einer Erythromycinstandardidosung (100 pg/L); LTQ, 20 min Gradient vgl.
Tab. 29

AulRer dem Anhydro-Erythromycin kann das Erythromycin A eine Vielzahl an weiteren

Umwandlungs- und Abbauprodukten bilden [198]. Wenn die Probenvorbereitung in einem

pH-Bereich zwischen 4 und 10 durchgefihrt wird, ist Erythromycin stabil [206]. Die Extraktion

von Honigen erfolgte mit dem Citratpuffer (pH 4,1), der schon bei der Sulfonamid- und

Tetracyclinanalytik zum Einsatz kam. Die einzelnen Schritte der resultierenden

Probenvorbereitung sind in Anhang 2 in Form eines FlieRschemas dargestellt.

104



8 Ergebnisse und Diskussion

Die Makrolide konnen im ESI-Spray neben einfach geladenen Spezies auch zweifach
geladene Precursorionen bilden. Erythromycin und Tylosin besitzen einen basischen
Aminstickstoff und bilden einfach geladene [M+H]" lonen. Spiramycin und Tilmicosin mit zwei
tertiaren Stickstoffatomen bilden sowohl einfach geladene [M+H]" lonen als auch doppelt
geladene [M+2H]** lonen [207]. Durch Variation der Tune-Parameter kann generell die
prozentuale Verteilung zwischen einfach und zweifach geladenen lonen veréndert werden.
Einige Antibiotika wie das Erythromycin und das Leucomycin, zeigten auch bei sehr hohen
StoRRenergien (> 60%) keine nachweisbare Fragmentierung. Zur Detektion wurde der SIM-

Modus (selected ion monitoring) eingesetzt. In Tab. 30 sind die MS-Parameter aufgefihrt.

Tab. 30: LTQ-Massenzahlen, charakteristische Fragmente und Retentionszeiten der
Makrolide und Lincosamin; HPLC-Bedingungen vgl. Tab. 29

M Precursor Stol3- Produkt ¢
Analyt Abk. ( /er|) -ionen energie -ionen [miRn]
9 (m/z) (%) (m/z)
. . 389,3 (40%)
Lincomyein Lin | 4060 | 4075 20 | 3503 (100%) | 1,44
(C18H34N206S) 126,1 (30%)
126,1 (30%)
Clindamycin . 372,2 (100%)
(C15HasCIN,O5S) Cli 461,4 425,3 19 389 2 (20%) 7,46
407,2 (20%)
143,0 (5%)
Tilmicosin . 435,6 310,4 (5%)
(CasHsoN2013) Til 869,1 [M+2H]* 15 3403 (40%) 11,05
695,5 (100%)
916,0 (15%)
Tylosin A i 772,5 (100%)
(CaaHaoNOs20) Tyl-A | 9155 916,5 30 283"11 %00/0/00) 11,56
s 0
Erythromycin A
Er 733,9 716,4 SIM 715,5-717,5 11,65
(Ca7Hs7NO13) y
Leucomycin
Leu 540,7 772,4 SIM 771,4-773,4 11,73
(C27H42NOy)
Clarithromycin
Cla 748,0 748,4 SIM 747,4-749,4 11,78
(C38H69N013)
Roxithromycin
Rox 836,0 837,3 SIM 836,0-838,3 11,81
(C41H76N2015)
391,2 (10%)
Josamycin 582,3 (20%)
(CaHeNO 1) Jos 827,9 828,5 26 600.3 (100%) 11,95
810,4 (5%)
. . 843,45 (15%)
Spiramycin . 443,0 4430
Spi + 30 422,4 (100% 12,43
(CiaHrO1) Pl 8430 | [Ma2HP ta00 5 )
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Die Abb. 67 stellt das Fragmentierungsmuster von Erythromycin dar. Im ersten Schritt des
Fragmentierungsprozesses werden die Zuckermolekile abgespalten. Die weitere Erhéhung

der StolRenergie flhrt zur Spaltung des Lactonmakrocyclus

o 576 m/Z

N(CH,),

Desosamin

¢ CH; 158 m/z
CH

3

Cladinose

OH
H.C OMe

Abb. 67: Fragmentierungsmuster am Beispiel des Erythromycins [39]

Die Abb. 68 und 69 zeigen die MS-Chromatogramme eines 40 pg/L Mischstandards und
eines dotierten Honigs (20 pg/kg) nach erfolgter Probenvorbereitung (vgl. Anhang 2) und LC-
MS Analyse. Die Methodenentwicklung umfasste die chromatographische und
massenspektrometrische Analyse der Antibiotika. Die Analysenmethode war zum Abschluss
dieser Arbeit noch nicht routinefahig, da Gehalte von 10 pg/kg und niedriger fur einige
Analyten nicht detektierbar sind. Grinde hierfir kdnnen Matrixstérungen bei der lonisation,
zu geringe Wechselwirkung mit dem SPE-Kartuschenmaterial oder eine zu geringe
Empfindlichkeit des MS-Detektors sein.

Die LC-MS Methoden, die gegenwartig publiziert worden sind, beschéftigen sich
hauptsachlich nur mit Tylosin- und Lincomycinrickstanden in Honig. [196,202,204,205]. Nur
Wang et al. [194,207] haben Analysen entwickelt, die ein grol3eres Spektrum an Analyten
abdecken. Die Extraktion erfolgt nach Losen in Puffersystemen (z.B. Citrat-, Carbonat-,
Phosphatpuffer) mit SPE-Kartuschen. Die chromatographische Trennung wird durch
Verwenden einer RP-C18 Phase erreicht. Im Unterschied zu den eigenen Arbeiten, werden
als Detektoren Triple-Quadrupol-Massenspektrometer [194,207] und hochauflésende TOF-
(Time of Flight) Gerate [194] verwendet. In der aktuellste Verdffentlichung von Wang et al.
[194] werden fir acht Analyten Nachweisgrenzen von 0,01 pg/kg bis 0,5 pg/kg und
Wiederfindungen von 103,5 % bis 108,2 % angegeben.
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Der entscheidende Vorteil gegentiber der in dieser Arbeit benutzten lonenfallen-Technologie
konnte das Verwenden des empfindlicheren Triple-Quadrupol-System sein. Sie sind um
einen Faktor von ca. 10 empfindlicher als vergleichbare lonenfallen-Massenspektrometer.
Um die geforderten Mindestleistungsgrenzen dennoch zu erreichen, misste die
Probenvorbereitung soweit verbessert werden, damit die etwas geringere Empfindlichkeit der
lonenfallen-Massenspektrometer kompensiert wird.

Fur das Lincomycin, als Vertreter der Substanzklasse der Lincosamide, sollte eine separate
HPLC-Methode entwickelt werden. Bei der jetzigen Methode liegen so gut wie keine
Wechselwirkungen mit der Trennsaule vor und die Elution erfolgt kurz nach Injektion

(Totvolumen tg = 1 min) der Messprobe.
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Abb. 68: MS-Chromatogramme a) & b) (MS*Fullscan-Modus bzw. SIM-Modus) einer
Mischstandardlésung verschiedener Makrolide (40 pg/L); LTQ, 20 min Gradient

vgl. Tab. 29
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Abb. 69: MS-Chromatogramme a) & b) (MS?Fullscan-Modus bzw. SIM-Modus) eines mit
Makroliden dotierten Honigs (20 ug/kg; Akazienhonig); (*): nicht nachweisbar);
LTQ, 20 min Gradient vgl. Tab. 29
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8.2.7 Fluorchinolone

Zur Abtrennung von Fluorchinolonriickstanden in unterschiedlichen Matrices werden neben
der Fest-Flissig-Extraktion [219,221,223] auch die Festphasenextraktion [220,225]
angewendet. Fur die Matrix Honig haben Mottier et al. [230] ein Online-Extraktionsverfahren
entwickelt, das mit LC-MS gekoppelt Fluorchinolone nachweisen kann. Es stellt zurzeit das
einzig publizierte Verfahren dar, das Honig auf diese Rickstande hin untersucht. Die
Entwicklung der Methode zum Nachweis von Fluorchinolonen in Honig basierte auf dem
Gebrauch der Oasis-HLB-Phase (Hydrophilic Lipophilic Balanced) der Fa. Waters. Sie kann
fur ein breites Polaritatsspektrum an Analyten eingesetzt werden, unter anderem auch fir die
Analytik der Fluorchinolone. Die genaue Beschreibung der Probenvorbereitung befindet sich
im Anhang 2. Zur chromatographischen Trennung wurde der entwickelte Gradient zur
Trennung von Sulfonamiden (vgl. Kap. 8.2.2) in Honig benutzt. In Tab. 31 sind die

Bedingungen aufgefiihrt.

Tab. 31: Chromatographische Bedingungen und Gradientenprogramm zur Trennung von
Fluorchinolonen

LC-Bedingungen [é?t!lt] % A* % B*
0,0 90 10
0,2 mL/min 8,0 80 20
20 pL Inj. Volumen 10,0 0 100
YMC-Pack ODS-AM 150 x 3,0 mm 5 um 12,0 0 100
Vorsaule YMC ODS-AM 20 x 3,0 mm 17,0 90 10
20,0 90 10

* Zusammensetzung der Laufmittel A und B siehe Kapitel 10.3, Seite 154

Fluorchinolone besitzen wahrend des ESI-Prozesses eine geringe Tendenz zur Bildung von
mehrfach geladenen Spezies. Als Quasimolekilionen treten [M+H]" lonen auf [39]. Sie
besitzen je nach Molekul spezifische Produktionen unterschiedlicher relativer Intensitat, die
eine genaue ldentifizierung im MS?Modus zulassen. Beispiele fiir eine unspezifische
Fragmentierung ist die Abspaltung von Wasser und Ammoniak der Tetracycline
(vgl. Kap. 8.2.1).
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Tab. 32: LTQ-Massenzahlen, charakteristische Fragmente und Retentionszeiten der
Fluorchinolone; HPLC-Bedingungen vgl. Tab. 31

M Quasi- Stol3 - Produkt - t
Analyt Abk. ( /mrol) molekul- energie ionen [miRn]
9 ionen (m/z) (%) (m/z)
Flumequin 221,1 (<5%)
(C14H1,FNO3) Flu 261,3 262,2 22 244.1 (100%) 11,29
) : 268,2 (5%)
cprofioxacin | cip | 3314 332,2 21 | 2882(100%) | 8,47
(C17H18FN3O3) 314,1 (25%)

) 245,2 (<5%)
griofloxadn | Enr | 3594 360,3 20 | 316,2(100%) | 8,13
(C19H22FN303) 342,2 (25%)

299,2 (5%)
Sarafloxacin 322,2 (5%)
(CaoH17FN5O3) Sar 385,4 386,2 20 3422 (100%) 9,15
368,1 (20%)
Difloxacin . 356,2 (100%)
(CaHi1oF2N305) Dif 399,4 400,2 20 382.2 (15%) 9,26
Levofloxacin ((-)- 261,2 (<5%)
Ofloxacin) Lev 361,4 362,2 20 318,2 (100%) 8,46
(C18H20FN30,) 344,2 (5%)
Enoxacin §§¢§ (gg‘;}
(Enoxolon) Eno | 3203 321,2 22 2 (60%) | g 4q
277,2 (60%)
(C15H17FN4O5) 303,1 (100%)
283,2 (10%)
Danofloxacin 294,2 (5%)
(C1oH20FN3O5) Dan 357,7 358,2 20 314.2 (95%) 8,54
340,2 (100%)

: 292,2 (10%)
(:Sparf'gxﬁcg‘ Spa | 3924 393,3 20 | 3492 (100%) | 9,13
(C19H22F2N4O3) 375,2 (5%)

: 269,2 (5%)
ceroxacin | Fle | 3693 370,2 20 | 326,2(100%) | 8,46
( 1701181 3IN3 3) 352,1 (5%)

233,2 (5%)

Norfloxacin 256,2 (5%)
(C1eH15FN5O5) Nor 319,3 320,2 22 276.2 (100%) 8,35

303,2 (30%)

: 276,1 (15%)
Marbofloxacin |\, | 3624 363,2 20 | 320,1(100%) | 8,27
(C17H10FN,4O,) 345,2 (15%)
Oxolinsaure 0
(C12H1NOS) Oxo 261,2 262,2 22 244,1 (100%) | 11,60

In Abb. 70 ist das Fragmentierungsmuster der Fluorchinolone am Beispiel des Norfloxacin
dargestellt. Die Fluorchinolone bilden ein spezifisches Fragmentierungsmuster im ESI-positiv
Modus. Im ersten Schritt kann entweder ein Molekil Kohlendioxid (1) oder Wasser (2)

abgespalten werden. Nach Verlust der Carboxyfunktion kann im zweiten Schritt ein Molekdl
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HF (3) abgespalten werden oder der Piperazin-Heterocyclus durch Abstraktion von C,HsN

(4) zum Aziridin erfolgen.

o £ (1) H (3) o N
F;@fﬁ/COSH .Co Fj@\)% q CHE Pz i‘H
\ — | ——— |
(\N N (\N N (\N N

\ ) )
H/NJ 320miz CHs /NJ 276 miz CHs H/NJ 2s6miz Cotls

O (2) CHN (4)
0 o
+
F co E
| |
o \ N N
H/NJ 302 m/z CHs 233 miz C,Hy

Abb. 70: Fragmentierungsmuster (ESI positiv) der Fluorchinolone am Beispiel des
Norfloxacin [222]

Abb. 71 stellt die Chromatogramme einer Mischstandardldsung (20 pg/L) dar, und in Abb. 72
sind die Chromatogramme einer mit Fluorchinolonen dotierten Honigprobe (10 pg/kg;
Akazienhonig) zu sehen. Oxolinsdure und Flumequin sind erst bei héheren Konzentrationen
(>100 pg/L) mit ausreichender Empfindlichkeit in der lonenfalle detektierbar. Die beiden
Antibiotika besitzen im Gegensatz zu den Ubrigen verwendeten Fluorchinolonen weniger
unpolare Substituenten und zeigen dadurch bedingt schlechtere Trenneigenschaften auf
einer RP-Phase. Fur Sarafloxacin und Difloxacin liegt die Nachweisgrenze mit 20 pg/kg
aulRerhalb des Arbeitsbereiches, der ausgehend von dem MRPL-Wert festgelegt wurde (vgl.
Kap. 3). Ursache koénnen koeluierende Matrixbestandteile sein, die die Quantifizierung
beeintrachtigen. Die restlichen Strukturanaloga kdnnen aber bei einer Dotierung von
10 pg/kg identifiziert und quantifiziert werden. Die Nachweisgrenzen befinden sich zwischen
1,60 pg/kg (Dif) und 5,29 ug/kg (Spa), die Bestimmungsgrenzen zwischen 5,33 ug/kg (Dif)
und 17,33 pg/kg (Spa). Sehr gute Wiederfindungen zwischen 93,8 % (Lev) und 107,2 %
(Nor) zeichnen die entwickelte Methode aus. Die Kenndaten der Validierung fur jeden
Analyten sind in Anhang 3 beschrieben. Mottier et al. [230] haben mit 5 pg/kg fur alle
Fluorchinolone eine niedrigere Bestimmungsgrenze ermittelt. Die Wiederfindungen variieren
von 85 % bis 117 % je nach Analyt. Die Autoren kommen nach Auswerten einer Marktstudie
zu dem Schluss, dass hauptsachlich Ciprofloxacin und Norfloxacin ihre unerlaubte
Anwendung in der Imkerei finden. Die automatisierte LC-MS Methode umfasst eine grol3ere
Anzahl von Analyten und ist empfindlicher, als das in dieser Arbeit vorgestellte Verfahren.
Das LC-MS Verfahren mit manueller Festphasenextraktion ist aber leistungsstark genug, um
die Hauptrickstéande Ciprofloxacin und Norfloxacin sicher quantifizieren zu kénnen. Um ein

groReres Spektrum an Analyten zu erfassen, musste im Zuge der Optimierung weitere
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Kartuschenmaterialien getestet werden. Nach Abschluss dieses Schrittes kénnte ein Online-

SPE LC-MS Verfahren basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen entwickelt werden.
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Abb. 72: MS-Chromatogramme a) & b) (MS?*-Fullscan-Modus) einer mit Fluorchinolone
dotierten Honigprobe (10 pg/kg; Akazienhonig); (*): nicht nachweisbar; LTQ,
20 min Gradient vgl. Tab. 31
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8.3 Validierung der entwickelten LC-MS-Verfahren

Die entwickelten Verfahren zum Nachweis von Antibiotikartickstanden in Honig wurden,
bevor sie fir Ruckstandskontrollen im Routine-Betrieb angewandt wurden, validiert.
Validierung (lat. validus: stark, kraftig, gesund; engl. valid: giltig) bezeichnet eine analytische
Mess- oder Prifmethode die fur die Erflllung einer ganz bestimmten Aufgabe geeignet ist.
Die Ergebnisse missen zudem in geeigneter Weise dokumentiert werden. Laut Literatur sind
eine Reihe von Definitionen fur die Validierung bekannt [297]. Eine Definition wird in der
europdischen Norm EN ISO 17025 genannt:* Validierung ist die Bestatigung durch
Untersuchung und die Erbringung eines effektiven Nachweises, dass die jeweiligen
Anforderungen eines bestimmten Verwendungszweckes erfillt sind“. Diese Begriffsdefinition
wurde in der ,Entscheidung der Kommission vom 12. August 2002 zur Umsetzung der
Richtlinie 96/23/EG des Rates betreffend die Durchfiihrung von Analysemethoden und die
Auswertung von Ergebnissen® zitiert [298]. Diese Entscheidung ebnete den Weg fur eine
einheitliche Bewertung von Prif- und Analysenmethoden, die in Laboratorien entwickelt
werden. Das entwickelte Verfahren muss jedoch aus naturwissenschatftlicher Sicht nicht das
.beste Verfahren" sein. Wichtig dagegen ist, dass die Analysenmethode definierte

Qualitatsmerkmale beinhaltet. Dazu zahlen:

* Linearitat

« Entscheidungsgrenze und Nachweisvermégen

* Prazision

* Richtigkeit
* Robustheit
e Spezifitat

+ Stabilitat

* Wahl des Arbeitsbereiches

Die Rahmenbedingungen zur Ermittlung dieser Qualitdtsmerkmale, werden durch die
entsprechende Fragestellung und die Erfordernisse des Anwenders festgelegt. Fir eine
Untersuchung von Honig auf Antibiotika muss zum Beispiel der Arbeitsbereich den

geforderten Mindestleistungsparametern entsprechen.
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Die Validierung der entwickelten LC-MS-Methoden zum Nachweis von Antibiotika in Honig

wurde auf der Grundlage folgender Richtlinien, Normen und Fachliteratur durchgefiihrt.

« DIN ISO 17025: General requirement for the competence of calibration and testing
laboratories (1999) [299]

e Entscheidung der Kommission (2002/657/EG) vom 12. August 2002 zur Umsetzung
der Richtlinie 96/23/EG [298]

« Entscheidung der Kommission (2003/181/EG) vom 13. Marz 2003 zur Anderung der
Entscheidung 2002/657/EG [24,300-301]

e S. Kromidas; Handbuch der Validierung in der Analytik. Wiley VCH, Weinheim (2003)
[302]

e W. Funk, V. Dammann, G. Donnevert; Qualitdtssicherung in der Analytischen
Chemie. VCH, Weinheim (1992) [303]

o« K. Doerffel; Statistik in der analytischen Chemie. Deutscher Verlag fur
Grundstoffindustrie, Leipzig (1990) [304]

Die Validierung wird im Folgenden beispielhaft flr die Bestimmung von Chlortetracyclin
beschrieben. Die Validierungsparameter umfassen die Wahl des Arbeitsbereiches, die
Linearitdt, Wiederfindung, Préazision, Nachweis- und Bestimmungsgrenze sowie
Entscheidungsgrenze und Nachweisvermdgen. Die Stabilitat sowie die Selektivitat wurden
im Rahmen der Methodenentwicklung Uberprift. Nur Analyseverfahren, die die
Mindestleistungsgrenzen (Bsp. Trimethoprim 10 pg/kg) erreichen, sind validiert worden. Die
Verfahrenskenndaten, Diagramme usw. flr die weiteren Analyten sind in Anhang 3

aufgelistet

8.3.1 Wahl des Arbeitsbereiches

Je nach Anwendungsziel und moglicher technischer Umsetzung wird zu Beginn der
Validierung der Arbeitsbereich gewéhlt. Der Arbeitsbereich fir den Nachweis von Antibiotika
in Honig wird durch Mindestleistungsgrenzen (MRL- und MRPL-Werte) und die Art des
Analyseverfahrens festgelegt. Der Arbeitsbereich beschreibt den Konzentrationsbereich des
Analyten in der zu Messprobe mit einem akzeptablen MalR an Prazision, Richtigkeit und
Linearitat. Zwischen Analytkonzentration und Messwert muss ein linearer Zusammenhang
bestehen. Die Messwerte an der unteren Arbeitsbereichsgrenze missen sich von den
Messwerten des Verfahrensblindwertes  signifikant  unterscheiden. Die untere
Arbeitsbereichsgrenze muss mindestens gleich oder grolRer der Nachweisgrenze sein. Die
geforderte Analysenprazision muss im gesamten Arbeitsbereich erreichbar sein. Mit

steigender Analytkonzentration nimmt die Analysenunprazision absolut zu. Ist ein grof3er
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Arbeitsbereich notwendig, sollte der Bereich in Giberlappende Teilbereiche aufgeteilt werden.
Weiterhin muss die Analysenprézision tber den gesamten Arbeitsbereich konstant sein.
Wenn eine Varianzinhomogenitat vorliegt, steigt die Unprazision fur die mit der
Kalibrierfunktion ermittelten Analysenergebnisse. In diesem Fall muss der gewdhlte
Arbeitsbereich verkleinert werden, bis die Bedingungen erfillt sind, oder es sind andere
Kalibrierungsmodelle zu wahlen. Die Arbeitsbereiche fir die Ruickstandsanalytik von

Antibiotika in Honig sind in Tab. 33 aufgefihrt.

Tab. 33: Wahl der Arbeitsbereiche

Substanzklasse Arbeitsbereich [ug/kg]
Tetracycline 0-100
Sulfonamide & Trimethoprim 0-100
Chloramphenicol 0-10
Nitrofurane 0-10
Fluorchinolone 0-100

8.3.2 Uberprifung der Kalibrierung

Nach Erstellung der Kalibrierfunktion und Ermittlung der Vefahrenskenndaten wird die
Linearitat Gberpruft.

Dazu kénnen folgende statistische Verfahren angewendet werden:

* Anpassungstest nach MANDEL [305]
* Residualanalyse
e Absicherung der unteren Grenze des Arbeitsbereiches

« Uberprifung der Empfindlichkeit

8.3.2.1 Kalibrierfunktion

Um die Kalibrierfunktion zu ermitteln, wurden sieben Konzentrationen (gleichmé&Rig Gber den
entsprechenden Arbeitsbereich verteilt und jeweils dreimal mittels LC-MS chromatographisch

gemessen. Die allgemeine Formel fir eine lineare und eine quadratische Regression lauten:

Gleichung 1: y=ax+b Funktion 1. Grades
Gleichung 2: y=ax?+bx+c Funktion 2. Grades
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mit den Konstanten a: Steigung, b: y-Achsenabschnitt, c: Konstante der quadratischen
Funktion, x: Messwert (Peakflache) und y: Konzentration des Analyten in der Probe. Die
Konstante b stellt den berechneten Blindwert der Kalibration dar. Die Steigung a der

Funktion gibt die Empfindlichkeit des Messverfahrens wieder.
Sie wird nach folgender Formel berechnet:

_ N - @i-)]
T N x-®)2

Gleichung 3: a

Die Mittelwerte der Konzentrationen y und des Detektorsignals X ergeben sich nach

folgendem Zusammenhang:

Gleichung 4: y= < IRV,

Zl-

Gleichung 5: %= — T X

Z|-

In der Abb. 73 sind die ermittelten Kalibrierfunktion, die Geradengleichung und das
Bestimmheitsmald R beispielhaft flr das Antibiotikum Chlortetracyclin angegeben. In Anhang
3.1 sind die Geradengleichungen, das BestimmtheitsmaR und in 3.2 die graphische

Darstellung der anderen Antibiotika aufgefuhrt.
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Abb. 73: Kalibrierfunktion von fir die Bestimmung von Chlortetracyclin
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8.3.2.2 Uberpriifung der Linearitat

Durch einen Anpassungstest nach MANDEL [305] wird Uberprift ob es sich um einen
linearen Zusammenhang zwischen Konzentration und Messwert handelt. Dazu wird neben
der linearen Funktion 1. Grades die quadratische Funktion 2. Grades fur die Messwerte
ermittelt. Aus den zwei Reststandardabweichungen s, und sy, wird die Differenz der
Abweichungsvarianzen DS berechnet. AnschlieBend wird die PrifgroRe, PG, berechnet und
dieser mit dem Tabellenwert aus der F-Tabelle (Freiheitsgrad f; = 1, f, = N-3, P = 99%)
verglichen. Wenn PG < F, ist die Kalibrierfunktion linear, bei PG > F ist die Kalibrierfunktion
in diesem Arbeitsbereich nicht linear.

Die Berechnung der Differenz der Abweichungsvarianzen ergibt sich nach folgendem

mathematischen Zusammenhang:

Gleichung 6: DS? = (N —2) - sy1° — (N = 3) - 53,
2
Gleichung 7: PG = %

Die Berechnung ergibt fur Chlortetracyclin: PG = 3,21 < F = 7,33. Die Kalibrierung ist linear.
Die Berechnungen der Prifgré3en fur die weiteren Analyten befinden sich im Anhang 3.3.

Ein weiteres Mittel zur Uberprifung der Linearitit der Kalibrierfunktion bietet die
Residualanalyse. Als Residuen d; bezeichnet man die vertikalen Abstdnde der Messwerte
von der ermittelten Regressionsgerade. In einer graphischen Darstellung wird der gewahlte
Arbeitsbereich als x-Achse und die positive oder negative Abweichung als y- Achse
verwendet. Insofern das berechnete mathematische Modell richtig ist, so herrscht eine
Normalverteilung der Residuen um das Nullniveau vor. Falls dem nicht so ist, muss der
Arbeitsbereich angepasst werden oder mehrere Konzentrationen zur Berechnung des

mathematischen Modells herangezogen werden.

Residuen d;:
Gleichung 8: di=yi—§i
Furi=1, ....n

Mit y; = Messwert der Peakflache

$i; = zuy; gehoriger Schatzwert (aus der Regressionsfunktion)

Fur die Bestimmung von Chlortetracyclin sind die Residuen in Abhangigkeit von der
Konzentration in Abb. 84 aufgetragen. Es sind keine Trends erkennbar und die Residuen
sind normalverteilt. Der lineare Ansatz ist somit als richtig anzusehen. In Anhang 3.4 sind

alle weiteren graphischen Darstellungen fir die restlichen Analyten zu sehen.
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Abb. 74: Graphische Darstellung der Residuen in Abhangigkeit von der Konzentration fir die
Bestimmung von CTC in Honig

8.3.2.3 Uberpriifung der Prazision

Als nachster Schritt muss die untere Arbeitsbereichsgrenze abgesichert werden. Eine
Kalibrierfunktion ist nur dann fur quantitative Analysen verwendbar, wenn sich alle spater mit
dieser mathematischen Funktion berechneten Analysenergebnisse signifikant von Null
unterscheiden. Es wird Uberpruft, ob sich die untere Arbeitsbereichsgrenze signifikant von
null unterscheidet. Um den Prifwert x, zu bestimmen, werden folgende Formeln zur

Berechnung verwendet:

Gleichung 9: xp = 2VBy, (y = yp); mitt(f=N -2, P = 95%)
mit:
Gleichung 10: K= 2 ot A 14 T
. p X0 N a2 E%\Izl(xi_)—()z
mit:
Gleichung 11: —bas.ot [te1+ %
| u g . yp - Syl N Z%qzl(xi_)_()z

Die Berechnungsformeln fur den Priufwert sind identisch mit denjenigen zur Ermittlung der
Nachweisgrenze (vgl. Kap. 8.3.3).

Wenn der Prifwert x, < X, ist, so ist der gesamte Arbeitsbereich statistisch abgesichert, .d.h.
die untere Grenze des Arbeitsbereichs x; unterscheidet sich signifikant von der
Konzentration null. Wenn der Prifwert x, > X, ist, dann unterscheidet sich die untere

Arbeitsbereichsgrenze x; nicht signifikant von der Konzentration null, und der gewahite
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Arbeitsbereich ist somit erst fiir eine Analytkonzentration > xp abgesichert. In diesem Fall
sind quantitative Analysen erst ab diesem Konzentrationswert moglich.

Die Empfindlichkeit einer Methode kann durch die Verfahrensstandardabweichung sy,
ausgedrickt werden. Die ist ein MalR fur die Prézision einer Messreihe. Dazu wird die
Reststandardabweichung s, , also die Streuung der Messwerte um die Regressionsgerade
berechnet und auf die Mitte des Arbeitsbereiches normiert (durch Division der
Reststandardabweichung mit der Steigung der Regressionsgeraden). Man erhélt durch
diesen Normierungsschritt die relative Verfahrensstandardabweichung V., die zur
Qualitatskontrolle von routineanalytischen Verfahren benutzt wird.

Die Bestimmung der Reststandardabweichung fir eine Funktion 1. und 2. Grades wird wie

folgt durchgefiihrt:
N s
Gleichung 12: Sy, = W Funktion 1. Grades
N (yi_on
Gleichung 13: sy, = %_‘3"‘)2 Funktion 2. Grades
Mit Gleichung 14: 9i = b + ax; (berechnete Peakflache)

y; = Mittelwert der experimentell ermittelten

Peakflache

Die Verfahrensstandardabweichung s,, und die relative Verfahrensstandardabweichung Vg

werden durch folgende Gleichungen berechnet:

Gleichung 15: Sxo = =2

Gleichung 16: Vo = =—

Die Berechnungen der Verfahrenskenndaten sind beispielhaft fir das Chlortetracyclin in der

nachfolgenden Tabelle aufgefihrt. Alle weiteren Daten sind im Anhang 3.5 aufgelistet.

Tab. 34: Verfahrenskenndaten der Kalibrierfunktion fur Chlortetracyclin im Konzentrations-
bereich 5 — 100 pg/L

Name Sy [Flacheneinheiten] Sxo [HO/L] Vyo [%0]
Chlortetracyclin 586,53 1,35 3,66
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8.3.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze ist nach der DIN Norm 32645 [306,307] die kleinste qualitativ noch
nachweisbare Analyt-Menge in der Messprobe. Man stellt sich die Frage: Ist der Analyt
vorhanden (ja/nein)? Die Irrtumswahrscheinlichkeit betragt 50%, das heil3t zu 50% handelt
es sich um einen Leerwert und zu 50% um einen Messwert. In alteren Vorschriften wird auch
die Bezeichnung Nachweisvermégen benutzt. Die Bestimmungsgrenze ist die kleinste noch
quantifizierbare Analyt-Menge, die mit einer vorgegebenen Richtigkeit und Prézision
gquantitativ erfasst werden kann. Neben Nachweis- und Bestimmungsgrenze werden zudem
in der DIN-Norm 32645 ein Kritischer Wert der MessgroRe und die Erfassungsgrenze
definiert. Der Kritische Wert der MessgrofRe ist definiert als der Messwert, bei dessen
Uberschreitung unter Zugrundelegung einer definierten Irrtumswahrscheinlichkeit erkannt
wird, dass die Menge des Analyten in der Probe grofier ist als diejenige in der Leerprobe.
Die Erfassungsgrenze bezeichnet die Mindestmenge, die mit einer vorgegebenen
Wahrscheinlichkeit nachgewiesen werden kann. Sinngemafll identisch ist die
Entscheidungsgrenze, die in der ISO 11843-1 (DIN 55359) [308] definiert wird. Die
Entscheidungsgrenze ist der geringste Gehalt des Analyten, der bei tatsachlicher
Anwesenheit mit angemessener statistischer Sicherheit nachgewiesen wird. Die Erfassung-
bzw. Entscheidungsgrenze wird oft als zweifache Nachweisgrenze mit angegeben.

Durch die europaische Richtlinie 96/23/EG vom 12. August 2002 wurden zuséatzlich zu den
nationalen Vorschriften die Entscheidungsgrenze und das Nachweisvermdgen definiert. Die
Entscheidungsgrenze cc, ist laut Begriffsbestimmung der Richtlinie: ,der Grenzwert, bei und
uber dem mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit a bestimmt werden kann, dass eine Probe
positiv ist“. Das Nachweisvermogen ccg einer Analysenmethode beschreibt den kleinsten
Gehalt des Stoffs, der mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit 3 in einer Probe nachgewiesen,

identifiziert und/oder quantifiziert werden kann“ [298].

Als Voraussetzung fur die Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze bzw. dem
Nachweisvermégen und der Entscheidungsgrenze muss der zu analysierende Analyt
einwandfrei nach folgenden Kriterien identifiziert worden sein:

e Spezifitat

* Vergleich der Retentionszeiten

* Absicherung durch zertifizierte Referenzsubstanzen

e Bestimmung der IP's (Identification Points) mit Hilfe des Massendetektors

* Selektivitat
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Zudem muss anhand einer Stabilitatsstudie die Stabilitat bei verschiedenen
Lagerungsbedingungen untersucht werden und bei den Routineanalysen bericksichtigt
werden.

Zur Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze wird aus der Vielzahl der
Definitionen und Berechnungsverfahren nach der DIN Norm 32645 [306] vorgegangen, die
auch von Kromidas [297,302,309], Funk [303] und Neitzel [310,311] beschrieben werden. Als
Vergleich dazu werden die berechneten Analyt-Konzentrationen nach der europaischen
Richtlinie mit aufgefihrt. Zur Berechnung wird unter anderem die Software Valoo verwendet.
Grundlage zur Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze bilden die
Kalibrationsgeraden fir die einzelnen Antibiotika. Dazu wurden zum einem
Standardlésungen mit Analyt-Konzentrationen im Bereich der Nachweisgrenze gemessen
und zum anderen unbelastete Honigproben mit Gehalten dotiert die um den Wert der
spezifischen Leistungsparameter (MRL, MRPL-Wert) liegen. Die so dotierten Proben werden

nach den jeweiligen Arbeitsvorschriften aufgearbeitet und mit LC-MS gemessen.

Fur die Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach DIN 32645 werden

folgende Gleichungen herangezogen:

3,35y,

Gleichung 17: NWG =

_ 10-sy,

Gleichung 18: BG =

Zur Bestimmung der Entscheidungsgrenze und des Nachweisvermégens nach der Richtlinie
96/23/EG werden die folgenden Definitionen verwendet:

Leerwertmaterial wird in gleichmafligen Schritten in der Konzentration der geforderten
Mindestleistungsgrenze und héheren Konzentrationen dotiert und analysiert. Das Signal wird
gegen die zugesetzte Konzentration aufgetragen. Die entsprechende Konzentration am y-
Abschnitt plus das 2,33fache (1,64fache bei Stoffen mit zuldssigem Grenzwert) der
Standardabweichung der laborinternen Reproduzierbarkeit des Achsenabschnitts ist gleich

der Entscheidungsgrenze cc, [294].

ccy = Grenzwert, bei dem falsch positive Befunde mit 99 %iger (verbotene
Stoffe a = 1 %) 95 %iger (MRL-Subst. a = 5 %) Sicherheit

auszuschlieRen sind.

Leerwertmaterial wird in gleichmafligen Schritten in der Konzentration der geforderten
Mindestleistungsgrenze und héheren Konzentrationen dotiert und analysiert. Das Signal wird

gegen die zugesetzte Konzentration aufgetragen.
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Die entsprechende Konzentration am y-Abschnitt plus das 1,64fache der
Standardabweichung der laborinternen Reproduzierbarkeit des mittleren gemessenen

Gehaltes an der Entscheidungsgrenze ist gleich dem Nachweisvermdgen ccg [298].

ccg = Ausschluss von falsch negativen Ergebnissen mit 95 %iger Sicherheit
(verbotene Stoffe und MRL-Subst. B =5 %)
Die Tabelle 37 gibt die berechneten Konzentrationen fiir Chlortetracyclin wieder. Alle

weiteren Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind im Anhang 3.6 aufgefuhrt.

Tab. 35: NWG, BG, cc,, ccg fur die Bestimmung von Chlortetracyclin in Honig
Abk. NWG [ug/kg] BG [ug/kg] CCa[pa/kg] ccp[Hg/kg]
Chlortetracyclin 2,00 6,70 0,99 1,63

Auf eine Stabilitatsstudie der Antibiotika unter verschiedenen Lagerungsbedingungen wurde
verzichtet, da im Routinebetrieb die Stammlésungen im 4 Wochen Rhythmus frisch

angesetzt werden.

8.3.3.1 Spezifitat

Unter Spezifitat versteht man die Fahigkeit einer Methode, eine Substanz oder eine
Substanzklasse ohne Verfédlschung durch andere in der Probe vorhandene
Matrixkomponenten zu erfassen und sie somit eindeutig zu identifizieren. Geeignete
Identifizierungstests sollten in der Lage sein, zwischen Substanzen mit eng verwandter
Struktur zu unterscheiden. Hierfur eignet sich die Kopplung von HPLC mit einem
massenselektiven Detektor sehr gut.

Signale, die vermeintlich Positivbefunde darstellen kénnen, werden anhand von Signalen,
die durch zertifizierte Referenzmaterialen (sofern vorhanden) erzeugt wurden, verglichen.
Dabei wird zunachst die Retentionszeit berlcksichtigt und die Auflésung von Nachbarpeaks
bewertet. Eine viel genauere Zuordnung bietet die Massendetektion. Stimmen MS- und MS?-
Spektren des Signals in der Probe mit dem Signal des Referenzmaterials Giberein, kann man
mit grofRer Sicherheit von den gleichen Substanzen ausgehen. Bei Isomeren/Epimeren/
Tautomeren muss gegebenenfalls ein MS®-Scan herangezogen werden, um eine eindeutige
Identifizierung zu gewahrleisten. Durch die europaische Richtlinie 96/23/EG ist ein System
von lIdentification Points (IP) eingefuhrt worden, welches den einzelnen Scans und MS-
Experimenten eine verschiedene Anzahl von Punkten zuweist und eine Mindestzahl von
Gesamtpunkten vorgibt, um eine ldentifizierung vornehmen zu kdnnen [298]. Im Kapitel

8.3.3.2 werden diese Aspekte naher beschrieben.
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8.3.3.2 Selektivitat

Die Selektivitat beschreibt die Fahigkeit einer Analysenmethode, verschieden,
nebeneinander zu bestimmende Komponenten ohne gegenseitige Stérung zu erfassen und
sie somit eindeutig zu identifizieren. Nach der IUPAC-Definition [297] wird Spezifitat als
ultimativer Grad an Selektivitéat definiert. Wichtigstes Indiz fiir eine spezifische bzw. selektive
Methode ist der Nachweis einer fehlenden Beeinflussung des Messergebnisses. Dies ist eine
essentielle Voraussetzung fir die Richtigkeit und damit kritische Grundlage des Verfahrens.
Ist somit die Richtigkeit nachgewiesen worden, gilt das Analysenverfahren selektiv und
systematische Fehler werden ausgeschlossen. Im Falle eines LC-MS-Verfahrens wird im
ersten  Schritt die  Retentionszeit in einer dotierten Probe und einer
Kalibrierstandardkonzentration verglichen. Die Abweichung der Zeiten darf 5% nicht
Uberschreiten. Als zweiten Schritt werden die relativen Intensitdten der Produkt-lonen
miteinander verglichen. Die relative Skala der Intensitat bezieht sich auf das intensivste MS-
Signal. Die Toleranz der relativen Intensitaten darf + 50% nicht Uberschreiten.

Das in Kapitel 8.3.3.1 erwahnte Punktesystem zur Identifizierung liefert fir ein LC-MS
Verfahren mit MS?-Scans 4 Punkte (1 Precursor- und 2 Produktionen). Ein MS3-Vefahren
liefert 5,5 Punkte (1 Precursor-, 1 Produkt, und 2 Produktionen des MS?-Scans) Zur
Bestatigung von Stoffen der Gruppe A des Anhangs | der Richtlinie 96/23/EG werden
mindestens 4 Identifizierungspunkte bendtigt. Zur Bestatigung von Stoffen in Gruppe B von
Anhang | der Richtlinie 96/23/EG werden mindestens 3 ldentifizierungspunkte bendtigt [298].
Der Einsatz eines HPLC-MS?-Vefahrens liefert somit genug ldentifizierungspunkte zur
sicheren Charakterisierung der zu bestimmenden Analyten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Selektivitdt durch Vergleich der Retentionszeiten, der
MS-Spektren und der Produkt-lonen-Intensitaten Uberprift. In den Kapiteln 8.2.1-8.2.7 sind
Tabellen dargestellt, die Informationen (Uber Retentionszeit und den weiteren
massenspektrometrischen Parametern geben. Am Beispiel der Bestimmung von
Chlortetracyclin wird das Punktesystem erlautert.

Chlortetracyclin besitzt im positiven ESI-Modus ein Precursor-lon mit dem m/z-Verhéaltnis
479,1 (vgl. Kap. 8.2.1). Der MS?-Scan liefert zwei Produkt-lonen: 444,0 m/z und 462,0 m/z.
Ein Punkt erhalt man fur das Precursor-lon und jeweils 1,5 Punkte fur die beiden Produkt-
ionen. Bendtigt werden fur die Identifizierung werden 3 Punkte der Gruppe B bzw. 4 Punkte
fur Stoffe der Gruppe A des Anhangs | der Richtlinie 96/23/EG. Das LC-MS Verfahren zum
Nachweis von Chlortetracyclin in Honig liefert 4 Punkte. Die eindeutige ldentifizierung ist

hinreichend gesichert unter Beachtung européaischer Richtlinien.

125



8 Ergebnisse und Diskussion

8.3.4 Prazision

Die Prazision ist das MaR fir die Ubereinstimmung unabhangiger Analysenergebnisse
untereinander oder anders formuliert: das Maf3 fir die Streuung von Analysenergebnissen.
Als Mal} fur die Prézision wird die Standardabweichung s, die relative Standardabweichung

Srel (Identisch mit dem Variationskoeffizient V) und die Varianz s® verwendet.

Gleichung 19: s = /Z(E‘—__f()z Standardabweichung
Gleichung 20: Vi = ; 100% Variationskoeffizient

(relative Standardabweichung s
x; Einzelwert
X Mittelwert

n Anzahl der Messungen

In der instrumentellen Analytik gibt es prinzipiell zwei unterschiedliche Grinde fir eine
Streuung von Ergebnissen. Zum einen kdonnen das Analysengerat selbst und zum anderen
die Methode verantwortlich fir die Streuung sein. Man spricht im ersten Fall von der
Messprazision (Gerate- bzw. Systemprazision) und im anderen Fall von der
Methodenprézision. Daruber hinaus kénnen weitere Prazisionen unter verschiedenen
Wiederholbedingungen berechnet werden. Bei der Wiederholprazision wird laut DIN 51848,
ISO 5725 [312] mit demselben Verfahren an identischen Proben, in demselben Labor, durch
denselben Mitarbeiter und mit derselben Gerateausriistung in kurzen Zeitabstanden
durchgefuhrt, um voneinander unabhangige Analysenergebnisse zu erhalten. Bei der
Vergleichsprazision werden wie bei der Wiederholprazision die meisten Parameter
beibehalten, nur die Mitarbeiter, das Labor und die Gerateausristung sind verschieden.
Seltener wird von der Prazision von Serie zu Serie (intra day precision) berichtet. Diese
Prazision wird &hnlich wie die Wiederholprézision bestimmt mit der Ausnahme, dass
verschiedene Serien der Analysen betrachtet werden. Die Tag-zu-Tag-Préazision (interday
precision) beschreibt die Wiederholprazision an aufeinander folgenden Tagen [297].

Zur Uberprifung der Prazision wurden die Mess- und Methodenprazision der LC-MS-
Methoden bestimmt. Die Messprazision der LC-MS Bestimmung von Antibiotikartickstéanden
in Honig wird durch zehnfache-Injektion von drei unterschiedlich konzentrierten Antibiotika-
Standard-Lésungen bestimmt. Zur Bestimmung der Methodenprazision von Realproben, also
mit Matrixeinfluss, wurden zwei unbelastete Akazienhonige unterschiedlich mit Antibiotika
dotiert und zehnfach mittels LC-MS untersucht. In Tab. 36 sind die Standardabweichungen,
die relativen Standardabweichungen (Variationskoeffizient) fir das Chlortetracyclin

aufgelistet. Sowohl in Standardldsung als auch in dotierten Honigen sind die
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Variationskoeffizienten kleiner als 5 %. Nur bei einer Konzentration von 5 pg/L betragt der

Variationskoeffizient 12,22 %. Die weiteren Daten sind dem Anhang 3.5 zu entnehmen.

Tab. 36: Vergleich der Messpréazision von Standard-Ldsungen und dotierten Honigproben
(n=10); in Klammern sind die Konzentrationen bezogen auf einen dotierten Honig

angegeben zur besseren Vergleichbarkeit untereinander

: Standardabweichung Variationskoeffizient
Konzentration CTC : :
[Flacheneinheiten] [%6]

5 pg/L 301,33 12,22

20 pg/L (10 pg/kg) 286,41 3,30

100 pg/L (50 pg/kg) 1023,20 2,35

10 po/kg 837,87 3,46

50 ug/kg 908,92 1,77

8.3.5 Richtigkeit

Richtigkeit ist laut Definition das MalR der Ubereinstimmung zwischen dem ermitteltem Wert

und einen als richtig angesehenen Wert. Man bezieht den ermittelten Wert

(Analytkonzentration in der Probe) auf ein zertifiziertes Referenzmaterial
(Antibiotikastandardlésung). Die Beziehung wird Wiederfindung genannt, die relative Angabe
in Prozent Wiederfindungsrate. Die zertifizierten Referenzmaterialien missen eine definierte
Reinheit und Homogenitat vorweisen, um in analytischen Methoden zur Uberpriifung der
Richtigkeit verwendet zu werden. Die Zertifizierung wird durch Institutionen wie das BAM
(Bundesinstitut fur Materialforschung und -prifung) nach eingehender Strukturaufklarung
und Uberprifen der Stabilitat, Homogenitat, Reinheitsgrad usw. vergeben. Eine
Trennmethode wird als richtig klassifiziert, wenn diese selektiv ist und die Wiederfindung
bestimmt worden ist. Im Falle der Bestimmung von Antibiotikartickstanden in Honig wird
aufgrund der komplexen Matrixzusammensetzung (vgl. Kap. 2) die Richtigkeit durch
Wiederfindungsexperimente ermittelt.

Die Wiederfindung ist per Definition das Verhéltnis des unter Wiederholbedingungen

gemessenen Mittelwertes zum richtigen Wert des Analyten in der Probe.

Gleichung 21: W= .100%
R

W Wiederfindungsrate in %

X gemessener Mittelwert

Xg richtiger Wert
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Die Wiederfindung fur Chlortetracyclin ist in Tab. 37 dargestellt. Der Mehrbefund tber 100%
kann einerseits durch Matrixeffekte (Matrixexpression) oder durch Umwandlung der
Isomere/Epimere in das Chlortetracyclin erklart werden. In Anhang 3.7 sind die

Wiederfindungen fir alle weiteren Analyten aufgelistet.

Tab. 37: Wiederfindung (n=3) fur verschiedene Dotierungslevel von Chlortetracyclin in Honig

Dotierung [pg/kg] Wiederfindung [%]
5 122
10 92
25 114
50 118
Mittelwert 111

8.3.6 Zusammenfassung der Validierungsergebnisse

Die Identifizierung und Quantifizierung von Chloramphenicol, Fluorchinolonen,
Nitrofuranmetaboliten, Tetracyclinen, Sulfonamiden, und Trimethoprim in Honig mit LC-MS
wurde nach aktuellen und gultigen Validierungsrichtlinien validiert. Die Selektivitat und
Spezifitdt wurden im Rahmen der Methodenentwicklung untersucht und gegebenenfalls
angepasst. In Kapitel 8.3 wurden anhand des Chlortetracyclins exemplarisch der Ablauf und
die Ergebnisse der Validierung erlautert. Alle weiteren Daten zu den Analyten sind in Anhang
3 aufgefuhrt. In den Kapitel 8.2.1 bis 8.2.7 wurde die Leistungsféahigkeit der entwickelten LC-
MS Methoden anhand der Validierungskenndaten im Vergleich zu Literaturdaten bewertet.
Nachfolgend sind diese Daten in zwei Tabellen zusammengefasst dargestellt.

In Tab. 38 sind Literaturdaten von Nachweis- (NWG) und Bestimmungsgrenzen (BG),
Nachweisvermoégen cc, und Erfassungsgrenze ccg, sowie die Wiederfindung fur die
Ruckstandsanalytik der Antibiotika in Honig dargestellt. Im Vergleich dazu sind in Tab. 39 die
Daten der entwickelten Methoden des Monitoringsystem zusammenfassend aufgefuhrt. Die
Ausfihrliche Darstellung ist in Anhang 3 zu finden. Die Berechnung der Wiederfindung
erfolgte tUber matrixkalibrierte Standardldsungen. Die Daten von cc, und ccg wurden Uber die
relative Standardabweichung am MRL/MRPL-Wert berechnet. Zum Beispiel betragt far
Tetracyclin der interne MRPL-Wert 10 pug/kg. Anhand von drei dotierten Honigen (10 pg/kg)
wurde die relative Standardabweichung bestimmt und anschliel3end das Nachweisvermégen

bzw. die Erfassungsgrenze berechnet.
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Tab. 38: Literaturangaben zu Nachweis- und Bestimmungsgrenzen und Wiederfindung von
Antibiotikartickstanden in Honig (k.A.: keine Angaben)

Substanz - NWG/cc BG/ccg Wiederfindung i
Literatur
gruppe [ng/kg] [ng/kg] [%0]
) ) 1,0-2,0/ 3,0-6,0/ 190,313,314,
Aminoglykoside 59-108
3,0-40,5 4,7-52,1 315
) 0,05-0,2/ 0,1-0,6/ 63,155,157,
Chloramphenicol 64-110
0,003-0,11 0,007-0,14 159,160,162
Fluorchinolone 1,0-3,0 5,0 85-127 230
Makrolide & 0,01-3,0/ 1,5-9,0/ 194,196,202,
) . 84-108
Lincosamide <3,0 <5,0 204,205,207
. ) 0,25/ k.A.
Nitrofuranmetabolite 83-112 39,316,317
0,07-0,46 0,12-0,56
130,131,132,
Sulfonamide 0,5-25,0/ 2,0-5,0/ 35115 137,138,150
&Trimethoprim 3,0-40,5 4,7-52,1 151,152,153
318
71,95,96,
_ 0,05-49,3/ 25,0-100,0/
Tetracycline 55-107 99,109,110,
20,0-21,0 k.A.
117,123

Tab. 39: Nachweisvermogen, Erfassungsgrenze und Wiederfindung der entwickelten
Methoden zum Nachweis von Antibiotikartiickstanden in Honig (n.b.: nicht

bestimmt)
NWG/cc o BGlccg i i
Substanzgruppe Wiederfindung [%]
Hg/kg] [Mg/kg]
Aminoglykoside n.b. n.b. n.b.
. 2,3/ 7,4/
Chloramphenicol 89
0,13 0,22
1,6-5,3/ 5,3-17,3/
Fluorchinolone 88-107
1,2-3,7 1,9-6,1
Makrolide &
) _ n.b. n.b. n.b.
Lincosamide
0,4-5,2/ 1,1-21,8/
Nitrofuranmetabolite 92-98
0,04-0,11 0,06-0,18
Sulfonamide & 2,2-8,0/ 7,4-20,4/
. ] 91-123
Trimethoprim 0,39-7,64 0,64-12,53
) 1,6-6,1/ 5,3-19,9/
Tetracycline 18-125
0,17-3,04 0,20-4,99
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8.4 Das Monitoring-S ystem

Das Monitoring-System zum Nachweis von Antibiotikarlickstanden erfasst insgesamt 63
Substanzen. Die Mindestleistungsgrenzen (MRL, MRPL) konnten fur 48 Rickstande mit den
validierten LC-MS Methoden erreicht werden (vgl. Kap 8.3.6 und Anhang 3).

Die Wirkstoffklassen umfassen die Tetracycline, Sulfonamide, Nitrofuranmetabolite,
Fluorchinolone und die Einzelsubstanzen Chloramphenicol sowie Trimethoprim. Die LC-MS
Methoden zum Nachweis von Aminoglykosiden und Makroliden sind zum Zeitpunkt des
Abschlusses dieser Arbeit noch nicht routinefahig und werden daher nicht in das
Monitoringsystem mit einbezogen. In Abb. 75 ist das System mit den einzelnen
Komponenten abgebildet. Fur die Analyse einer Honigprobe bendétigt man je nach Analyten
unterschiedlich viel Zeit fur die Probenvorbereitung und LC-MS-Analyse. Die
Probenvorbereitung fir Sulfonamide, Trimethoprim und den Tetracyclinen kann gemeinsam
durchgefuhrt werden, die Analyse erfolgt mit den jeweiligen massenspektrometrischen
Methoden. Die Probenvorbereitung der Nitrofuranmetabolite nimmt die meiste Zeit in
Anspruch, da die Derivatisierung mit Nitrobenzaldehyd (Uber Nacht) 16 Stunden bei 37 T
bendtigt. In Abb. 76 ist beispielhaft ein FlieRschema zur Probenvorbereitung von Honigen
zum Nachweis von Tetracyclinen aufgefuhrt. Alle weiteren SOP's (Standard Operation

Procedure) befinden sich in Anhang 2.

Honigprobe

Sulfo/TC Fluorchinolone CAP NFM

Probenvorbereitung

] Dj o) ()

LC-MSn-Analyse

A 4 A 4 Y
20 min / 35 min 0 min 25,5 min 26 min

A 4

[ jeweils ca. 6 h ] ca.22h

Abb. 75: Schematische Darstellung des Monitoringsystems zum Nachweis von
Antibiotikarickstanden in Honig (Sulfo: Sulfonamide, TC: Tetracycline, CAP:
Chloramphenicol, NFM: Nitrofuranmetabolite)
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[ Einwaage: 1 g Honig (+ 0,05 g) ]

[ dotierte Proben: 500 uL (20 pg/L Mischstd.) ]

[ 15 mL Citratpuffer (pH 4,1) zugeben; 15 min Extraktion (Schittelmaschine) ]

+

[ Weitere 15 mL Citratpuffer zugeben; 15 min Extraktion (Schuttelmaschine) ]

v

Festphasenextraktion (SPE) ]

v

[ Konditionierung 1 mL MeOH ]

Equilibrierung 1 mL bidest. H,O

v

[ Extraktaufgabe ]

!

[ Waschen der Kartusche mit 3 mL bidest. H,O/MeOH (95/5 v/v) und 3 mL bidest. H,O ]

v

[ Elution mit 3 mL Acetonitril ]

!

[ Einengen des Eluates in einem Metallblockthermostat bei 30 °C unter leichtem N,-Strom ]

!

Ruckstand in 500 pL Laufmittel A
aufnehmen und in ein
Autosamplervial Gberfihren

Abb. 76: FlieRschema der Probenvorbereitung fur Tetracycline
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8.5 Anwendung des Monitoring-Systems in einer Markt  studie

Das entwickelte ,Monitoring-System* wurde nach Abschluss der Validierung durch Analyse
von Honigen verschiedener Herkunft und Tracht auf Routinetauglichkeit getestet. Es konnten
keine Ruckstande in den untersuchten 70 Proben festgestellt werden. In Rohhonigen
hingegen wurden Antibiotika aus verschiedenen Substanzklassen nachgewiesen. Eine
Ubersicht mit den untersuchten Honigen ist in Tabelle 40 aufgefiihrt. Die Honige sind fertige
Honigmischungen, die im Handel erhdltlich sind. Einige sind reine Sorten-Honige mit
bekannter Herkunft wie zum Beispiel Wildblitenhonig aus Chile oder Orangenblitenhonig
aus Spanien. In den Abbildungen 77-82 sind die MS-Chromatogramme der mit
Antibiotikariickstdnden belasteten Honige dargestellt. Es handelte sich bei den Rickstéanden
um Sulfonamide, Trimethoprim, Chloramphenicol und Tetracycline. Die Identifizierung der
Analyten erfolgte durch Vergleich der Retentionszeiten und MS?Spektren. Die

Quantifizierung wurde anhand von matrixkalibrierten Referenzstandards vorgenommen.

Tab. 40: Untersuchte Honige im Rahmen einer Marktstudie (N=70)

Sorte Anzahl
Akazie 8
Bllte 12
Cremiger Honig 8
Eukalyptus 1
Gebirgsbliute 5
Kirschbllite 1
Klee 1
Linde 4
Orangenbliite 3
Pinie 1
Raps 3
Sonnenblume 2
Wald 13
Sonstige 8
Summe 70
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Abb. 77: MS-Chromatogramm a) und Massenspektrum (SRM-Modus) b) eines mit
Sulfathiazol belasteten Rohhonigs (50 pg/kg + 2 pug/kg); Eingangsnr.:116137;

Identifizierungsdaten vgl. Tab. 21 bzw. Abb. 48
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Abb. 78: MS-Chromatogramm a) und Massenspektrum (SRM-Modus) b) eines mit

Sulfadimidin belasteten Rohhonigs (qualitativ nachgewiesen, ca. 0,5 pg/kg + 0,03
po/kg); Eingangsnr.116137; ldentifizierungsdaten vgl. Tab. 21 bzw. Abb. 48
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Abb. 79: MS-Chromatogramm a) und Massenspektrum (SRM-Modus) b) eines mit
Trimethoprim belasteten Rohhonigs (12 pg/kg + 1,2 pg/kg); Eingangs.: 137737,

Identifizierungsdaten vgl. Tab. 22 bzw. Abb. 51
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Abb. 80: MS-Chromatogramme al) - d1) und Massenspektren (MS?-Fullscan-Modus) a2) -
d2) eines mit Chloramphenicol belasteten Rohhonigs (qualitativ nachgewiesen;
Eingangs. 126959, 05.02.07); Identifizierungsdaten vgl. Tab. 24 bzw. Abb. 53
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Abb. 82: MS-Chromatogramm a) und Massenspektrum (MS2-Fullscan-Modus) b) eines mit
Epi-Demeclocyclin und Demeclocyclin belasteten Rohhonigs (3 pg/kg * 0,3 pg/kg);
Eingangs.: 144628; Identifizierungsdaten vgl. Tab. 19 bzw. Abb. 43

Die wenigen Positivbefunde entsprechen dem riicklaufigen Trend von Antibiotikartickstanden

in Honig, den das BfR in Rahmen des durchgefiihrten Rickstandskontrollplanes (vgl. Kap. 1)

festgestellt hat [13,14]. Durch Entwicklung immer empfindlicherer Analysensysteme und

stetes Erweitern des Analytspektrums konnte die Aufklarungsquote kontaminierter Honige
erheblich gesteigert worden. Dies hat vermutlich einen nicht zu unterschatzenden Effekt bei
den Herstellern auf die Anwendung von Antibiotika in der Imkerei. Wird ein Rohhonig positiv
auf Antibiotika getestet, muss das Produkt entsorgt werden und die Kosten tragt der

Hersteller. Eine héhere Aufklarungsquote sorgt fir ein Umdenken der Produzenten und fihrt

zu einem geringeren Einsatz von Veterindrpharmaka. Durch Inkrafttreten immer niedriger

Grenzwerte (MRL, MRPL) seitens der staatlichen Stellen, wird dieser Trend weiter forciert.
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Die Anwendung von Antibiotika als Leistungsforderer und zur prophylaktischen Anwendung

in der Veterinarmedizin wird somit unrentabel.

Die Analysendaten der Marktstudie wurden neben der Bestimmung von
Antibiotikariickstdnden in Honig chemometrisch ausgewertet und erlauben eine
Klassifizierung der Honige nach Herkunft und Tracht. Das folgende Kapitel erlautert die

Ergebnisse der statistischen Auswertung.

8.6 Chemometrie / Herkunftsbestimmung (,,Profiling®)

Unter Chemometrie versteht man im Allgemeinen die Datenauswertung nach erfolgter
Messung  physikochemischer  Eigenschaften einer Messprobe [283,284]. Die
Datenauswertung kann eine Umwandlung/Umrechnung des Messsignals in eine andere,
dem Benutzer geeignete Form beinhalten, zum Beispiel eine Normierung der Messwerte, um
eine bessere Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. In den letzten Jahrzehnten sind spezielle
chemometrische Software-Anwendungen entwickelt worden, um die immer gréf3er werdende
Datenmengen neuerer Messgerate (z. B.: Massenspektrometer) verarbeiten zu kénnen. Die
Auswertungen sind besonders auf das Klassifizieren von Messergebnissen bzw. -proben,
Vorhersagen bestimmter Muster und Komprimierung der Datenmengen ausgelegt.
Anwendungen dieser Chemometrie-Software Losungen sind zum Beispiel Sortenerkennung
von Wein [285], Bestimmung von Antibiotika [286,287] oder auch die Beschreibung von
komplexen chemischen Wechselwirkungen [288,289]. Im Bezug auf die Honiganalytik
werden vornehmlich Sorten- und Herkunftsbestimmungen durchgefuhrt [290-296]. Im Zuge
der Globalisierung wird es fir Importeure immer wichtiger zu kontrollieren, ob Waren wie
Wein, Kaffee, Honig usw. tatsachlich aus der vom Exporteur genannten Region stammen.
Mitunter koénnen erhebliche Preisdifferenzen zwischen vergleichbarer Ware aus
unterschiedlichen Regionen resultieren.

Bei der Wein- und Kaffeeanalytik wird das Aromaprofil bestimmt und chemometrisch
ausgewertet [283]. Dieses Profil ist - ahnlich wie ein Fingerabdruck - charakteristisch fur die
jeweilige Sorte und das Herkunftsgebiet. In der Honiganalytik wird traditionell zur Sorten- und
Herkunftsbestimmung die Pollenanalyse zur Bestimmung herangezogen. Die
Chemometrische Auswertung kann bei einer hinreichend groRen Datenmenge die
Pollenanalyse erganzen und somit die Zuordnung der Klassifizierung verbessern.

Durch Auswahl definierter Massenpeaks (vgl. Tab. 41) wurde eine chemometrische
Auswertung aus den MS-Daten des Monitoringsystems realisiert. Die ausgewahlten m/z-
Verhéltnisse kommen in den Spektren aller analysierten Honige unterschiedlicher Sorte und
Herkunft in unterschiedlicher Signalintensitat vor. Die Flachen der jeweiligen MS-Signale

wurden bestimmt und mit der Software ,Pirouette” chemometrisch ausgewertet.

139



8 Ergebnisse und Diskussion

Tab. 41. Massenpeaks zur Klassifizierung der Honigproben (ESI-Full-Scan 50-1000 m/z);
Signalintensitat: 10°- 107, vgl. Abb. 80

m/z tr [Min]
290 3,8
490 5,3
309 54
146 7,9
217 8,6
639 10,8
707 111

Die chemometrische Auswertung wird nach folgendem Ablauf durchgefiihrt [292]:
* Sichten der Daten
* Normalisieren der Daten nach Bedarf
* Aufbau eines Modells
« Verifizierung des Modells
* Modell verwenden, um Voraussagen treffen zu kénnen (Klassifizierung)

e Validierung der vorausgesagten Ergebnisse

Auf eine detaillierte Beschreibung der mathematischen Grundlagen der Chemometrie wird
an dieser Stelle verzichtet. Eine ausflhrliche Beschreibung ist unter anderem in
.,Chemometrics: A practical guide* von Beebe et al. [284] zu finden. Fur die
Herkunftsbestimmung der Honige wurde die so genannte PCA (Principal Component
Analysis) eingesetzt. Sie ist ein leistungsstarkes Werkzeug in der extraplorativen Analyse,
um komplexe Zusammenhéange zu visualisieren. Die Ausgangsdaten (Rohdaten der LC-MS-
Ruckstandsuntersuchung) werden durch Linearkombinationen auf nur noch drei
Dimensionen beschréankt.

In Abb. 83 sind die MS-Chromatogramme eines Gebirgsblitenhonigs dargestellt. Als
Grundlage fur die Auswertung dienten die MS-Daten von 21 Honigen unterschiedlicher
Herkunft und Tracht, die im Rahmen der Marktstudie auf Antibiotikaspurengehalte hin

analysiert wurden.
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Abb. 83: MS-Chromatogramme (MS-Fullscan-Modus) eines Gebirgsblitenhonigs; m/z-

Verhéltnisse vgl. Tab. 34 ;LTQ, 20 min Gradient vgl. Kap. 8.2.2 Tab. 20

In Abb. 84 ist eine dreidimensionale Grafik dargestellt, die durch eine
Component Analysis) generiert wurde. Die  MS-Signale wurden auf

Abhangigkeit von der Varianz durch Linearkombinationen reduziert.
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Abb. 84: PCA (Principal Component Analysis) von analysierten Honigen der Marktstudie
(Biosphar-Gebirgsblutenhonig (Abb. 83) durch schwarzen Rahmen markiert,
»AusreiRer” durch roten Rahmen markiert)

Die statistische Auswertung zeigt schon bei relativ geringer Probenanzahl eine gute
Klassifizierung der unterschiedlichen Tracht. In Abb. 84 lassen sich Akazien, Gerbirgs- Raps-
und Waldhonige in Gruppen unterscheiden. Die markierten Bereiche geben die statistische
Verteilung fur die jeweilige Honigsorte an. Einzelne Honige (durch roten Rahmen markiert)
sind aul3erhalb der Bereiche anzutreffen. Grund hierflir kann einerseits eine falsche Angabe
des Herstellers Uber die Sortenreinheit sein, oder die Vorhersagekraft muss durch
Implementierung weiterer analytischer Parameter (z.B. Handelsparameter) verfeinert
werden. Dieses Modell bildet die Grundlage fir die Klassifizierung von Honigen unbekannter
Herkunft, die auf Antibiotikartickstande untersucht worden sind. Sie ist somit in Ergdnzung

zur Pollenanalyse ein Beitrag zur Qualitatssicherung von Sortenhonigen.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

Honig als naturbelassenes Produkt unterliegt strengen Qualitatsauflagen, die durch
zahlreiche rechtliche Verordnungen geregelt sind. Dazu zéhlt unter anderem, dass Honig frei
von Antibiotikartickstanden sein muss. In der EU ist der Einsatz von Antibiotika in der Imkerei
verboten. Um die europaische Nachfrage zu decken, wird ein grof3er Anteil des Honigs aus
Landern importiert, in denen Antibiotika zum Einsatz kommen. Antibiotikartickstande in
Honig und allgemein in Lebensmitteln kdnnen u.a. allergische Reaktionen nach dem Verzehr
auslosen. Zudem wird durch das ubiquitdre Vorliegen von Antibiotikarlickstdnden in der
Umwelt der Selektionsdruck auf pathogene resistente Bakterienstamme erhéht und dadurch
die Resistenzbildung forciert. Aus humanmedizinischer Sicht und im Sinne des
Verbraucherschutzes ist es also eminent wichtig, Antibiotikartickstande in Lebensmitteln
bzw. Honig und Honigprodukten nachzuweisen, um diese ggf. aus dem Verkehr ziehen zu
koénnen.

Nach heutigem Stand der Analytik sind lediglich zwei LC-MS Methoden [91,93] bekannt, mit
denen ein breiteres Spektrum von Antibiotikariickstdnden in Honig nachweisbar ist. Mit den
anderen publizierten Methoden wird jeweils nur eine bestimmte Substanzklasse der
Antibiotika erfasst und relevante Hauptmetabolite gar nicht. Die Notwendigkeit,
Analysenmethoden zum simultanen Nachweis einer gro3tmoéglichen Anzahl antibiotisch
wirksamer Stoffe in Honig zu entwickeln, ist offenkundig. Diese sollten so empfindlich sein,
dass die gesetzlichen Grenzwerte (MRL, MRPL) und Labor-interne Mindestleistungskriterien
erfullt werden.

Ziel dieser Arbeit war es, ein routinetaugliches Monitoringsystem zu entwickeln, das die
angefuhrten Anforderungen erflllt. Diese Arbeit beschreibt daher die Entwicklung und
Optimierung der Probenvorbereitung und die Identifizierung und Quantifizierung der Analyte
mit LC-MS-Verfahren. Die Analyten gehtren zu den Antibiotika-Substanzklassen der
Aminoglykoside, Tetracycline, Sulfonamide, Makrolide, Fluorchinolone, Nitrofurane. Mit den
Einzelwirkstoffen Trimethoprim und Chloramphenicol waren somit insgesamt 63 Substanzen
in das Monitoringsystem zu integrieren. Die Methodik der Entwicklungsarbeiten umfasste die
Optimierung der MS-Messparameter (Tunen der Substanzen im MS-Detektor), Entwickeln
und Anpassen der chromatographischen Trennbedingungen sowie Anpassung der
Festphasen-Extraktionsbedingungen an die physiko-chemischen Eigenschaften der
Analyten. Die manuelle Festphasenextraktion sollte durch Implementierung eines Online-
SPE Moduls automatisiert werden, um bessere Reproduzierbarkeiten und eine
Kostenreduktion zu erreichen. Die Routinetauglichkeit waren anhand einer Marktstudie von

Fertigwarenmustern aus regionalen Supermaérkten zu Uberprifen. Die gewonnenen Daten
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waren aullerdem chemometrisch auszuwerten, um geographische und botanische
Klassifizierungen von Honigen vornehmen zu kdnnen.

Zunachst wurde fir die Sulfonamide und Tetracycline eine Online-Festphasenextraktions-
Methode entwickelt. Grundlegende Arbeiten zur Implementierung der Online-SPE-Technik in
das LCQ-lonenfallen-System, die eine Basis fur weitere Entwicklungsarbeiten darstellte,
wurden erfolgreich durchgefiihrt, Die damit erreichten Wiederfindungen sind jedoch im
Vergleich zu Literaturdaten etwas geringer, die Reproduzierbarkeit mit 3,2 % (Sulfadimidin)
bis 7,4 % (Sulfadimethoxin) aber auf ahnlichem Niveau.

Die LTQ-lonenfallen-Einzelmethoden wurden zu einem Monitoringsystem vereint und die
entwickelten Methoden nach europédischen Richtlinien validiert. Die Wiederfindung, das
Nachweisvermégen und die Erfassungsgrenze fir Komponenten der Fluorchinolone,
Tetracycline, Sulfonamide, Nitrofuranmetabolite und der Einzelsubstanzen Chloramphenicol
und Trimethoprim liegen fir fast alle Analyten in den geforderten Bereichen der MRL/MRPL-
Werte. Die Wiederfindungen betragen fir Chloramphenicol 89 %, fir die Fluorchinolone
88 % bis 107%, fur die Nitrofuranmetabolite 92 % bis 98 % und fir die Sulfonamide 91 % bis
123 %. Rickstande von Trimethoprim werden zu 97 % wiedergefunden. Einige Tetracycline
weisen auffallig niedrige Wiederfindungen auf, wie z. B. das a-Apo- (18 %) und das B-Apo-
Oxytetracyclin (28 %), fur andere Tetracycline wurden Werte zwischen 37 % und 125 %
erreicht. Bestimmungsgrenzen (BG) bzw. Erfassungsgrenzen (ccg) sind - bis auf
Sulfamethoxazol, Sulfamethizol und Sparfloxacin - unterhalb der jeweiligen geforderten
Mindestleistungskriterien. Die ermittelten Variationskoeffizienten liegen fir alle Analyten
unterhalb von 15 %, bis auf Chloramphenicol (35 %) und Semicarbazid (72 %).

Im Vergleich zu den bisher veroffentlichten Methoden zur Rickstandsuntersuchung von
Honig deckt das in dieser Arbeit entwickelte Monitoringsystem ein groReres Spektrum
antibiotisch aktiver Stoffe ab. Insbesondere der Nachweis von Tetracyclinen inklusive
Wirkstoff-Epimeren,  Isomeren und  weiterer Metabolite  bzw.  Abbau- und
Umwandlungsprodukte  bietet die umfangreichste Methodik im Vergleich zu
literaturbekannten LC-MS-Methoden. Dabei werden im Gegensatz zu anderen
Multikomponentenmethoden (z.B. von Lopez et al. [93] und Hammel et al. [91]) européische
Leistungskriterien erfillt. In einigen Fallen ist die Empfindlichkeit des entwickelten
Monitoringsystems sogar hoher. Im Vergleich zu optimierten Einzelmethoden sind
Wiederfindungen, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen und Erfassungsgrenzen des
Systems auf einem gleich hohen analytischen Leistungsniveau. Damit wurde die zentrale
Zielsetzung dieser Arbeit erreicht, d.h. die Entwicklung eines leistungsstarken, routinefahigen

Monitoringsystems zum Nachweis von Antibiotikartickstanden in Honig.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

Innerhalb einer Marktstudie (70 Honigproben) wurden mit den entwickelten Methoden keine
Ruckstande von Antibiotika in Honig nachgewiesen, bei der Kontrolle von Rohhonigen
jedoch Sulfonamide (50 = 2 pg/kg Sulfathiazol, 0,5 + 0,03 pg/kg Sulfadimidin),
Tetracycline (3+ 0,3 pg/kg Demeclocyclin) und in zwei Proben Chloramphenicol. Die
gewonnenen Daten der Markstudie flossen in eine chemometrische Auswertung ein, um
Aussagen Uber Herkunft und Sorte zu machen. Die Aussagekraft des erstellten PCA
(Principal Component Analysis, Hauptkomponentenanalyse)-Modells ist schon bei geringer
Probenanzahl relativ genau. So konnten Sortenhonige (Akazie, Gebirgsblite, Raps, Wald)
anhand der LC-MS Analysendaten in Gruppen eingeordnet werden. Die chemometrische
Auswertung der Rickstandsmessdaten kann somit — in Erganzung zur Pollenanalyse - eine

genauere Klassifizierung der Honige ermdglichen.

Die Positivbefunde an Antibiotika zeigen, dass eine Kontrolle notwendig ist, um im Sinne des
Verbraucherschutzes belastete Ware aus dem Verkehr ziehen zu koénnen. Der allgemein
ricklaufige Trend von Positivbefunden bei Rickstandskontrollen belegt aber, dass zurzeit
das Risiko einer Aufnahme von Antibiotikartickstanden tber den Honig flr den Verbraucher
als relativ gering einzustufen ist — vermutlich ein Erfolg der in den letzten verbesserten
spurenanalytischen Nachweismethoden! Dennoch sollte zuklnftig das Monitoringprogramm
standig aktualisiert werden, um weitere, bislang noch nicht beriicksichtigten (illegal
eingesetzten) Antibiotika-Wirkstoffe und Metabolite mit hoher Empfindlichkeit zu detektieren.
Nur so ist zu gewdhrleisten, dass Honig und Honigprodukte keine relevanten Eintragsquellen
fur antibiotisch wirksame Stoffe in die Nahrungsmittelkette darstellen und damit langfristig

auch keine Risikofaktoren bei der Bildung von Antibiotikaresistenzen.
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10 Experimenteller Teil

10.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die im Rahmen der Analysen und der verschiedenen Probenvorbereitungen eingesetzten

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien sind alphabetisch aufgeftihrt:

Aceton (p.a.; Merck/Darmstadt)

Acetonitril (HPLC-Grade; Merck/Darmstadt)

Acetonitril (Chromasolv; Sigma-Aldrich/Steinheim)

Ameisensaure (LC-MS-Grade; Sigma-Aldrich/Steinheim)
1-Aminohydantoin Hydrochlorid (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
Ammoniumacetat (p.a.; Sigma-Aldrich/Steinheim)

Ammoniumformiat 99,995% (Sigma-Aldrich/Steinheim)

AMOZ (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)

AMOZ-d5 (Vetranal, Sigma-Aldrich/Steinheim)
Anhydrochlortetracyclin Hydrochlorid (Acros Organics/Geel (Belgien))
Anhydrotetracyclin Hydrochlorid (Acros Organics/Geel (Belgien))
AOZ (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)

AOZ-d4 (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)

a-Apo-Oxytetracyclin (Acros Organics/Geel (Belgien)
B-Apo-Oxytetracyclin (Acros Organics/Geel (Belgien)

Bakerbond Octadecyl (C18) 40 um Prep LC Packing
Chloramphenicol (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
(+/-)-Chloramphenicol-d5 (Cambridge Isotope Laboratories, Inc./Andover (USA))
Chlortetracyclin Hydrochlorid (Sigma-Aldrich/Steinheim)
Clarithromycin CRS (European Pharmacopeia/Strasbourg (France)
Clindamycin Hydrochlorid (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Ciprofloxacin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Citronenséure-Monohydrat (p.a.; Merck/Darmstadt)

Danofloxacin (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)

Demeclocyclin Hydrochlorid (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Difloxacin Hydrochlorid (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
Dihydrostreptomycin Sulfat CRS (European Pharmacopeia/Strasbourg (France))
Dimethylsulfoxid (HPLC-grade; Sigma-Aldrich/Steinheim)
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (p.a.; Merck/Darmstadt)
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat (p.a.; Merck/Darmstadt)
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Doxycyclin Hydrochlorid (Sigma-Aldrich/Steinheim)
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure-di-Natriumsalz Dihydrat (p.a.; Merck/Darmstadt)
Enoxacin (Sigma-Aldrich/Steinheim)
Enrofloxacin (Sigma-Aldrich/Steinheim)
Erythromycin A-Dihydrat (Vetranal, Sigma-Aldrich/Steinheim)
Essigsaure 100 % (p.a.; Merck/Darmstadt)
Ethylacetat (Lichrosolv; Merck/Darmstadt)
4-Epianhydrochlortetracyclin Hydrochlorid (Acros Organics/Geel (Belgien))
4-Epianhydrotetracyclin Hydrochlorid (Acros Organics/Geel (Belgien))
4-Epichlortetracyclin Hydrochlorid (Acros Organics/Geel (Belgien))
4-Epidemeclocyclin Hydrochlorid CRS (European Pharmacopeia/Strasbourg (France))
6-Epidoxycyclin Hydrochlorid CRS (European Pharmacopeia/Strasbourg (France))
4-Epioxytetracyclin (Acros Organics/Geel (Belgien))
4-Epitetracyclin Hydrochlorid (Acros Organics/Geel (Belgien))
Festphasenkartuschen:
Bakerbond C18 (Mallinckrodt Baker Germany/Griesheim)
Bond Elut LRC C18 (Varian, Inc./ Middelburg (Netherland)
Bond Elut LRC SCX (Varian, Inc./ Middelburg (Netherland)
Oasis HLB 6cc (Waters GmbH/Eschborn)
Oasis HLB 3cc (Waters GmbH/Eschborn)
Fleroxacin (Sigma-Aldrich/Steinheim)
Flumequin (Pestanal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
HPLC-Trennsaulen:
Saulen:
Hypersil Gold 3 um 100 x 2,1 mm (ThermoFisher Scientific/Dreeich)
Hypersil BDS 5 um 125 x 2, 1mm (ThermoFisher Scientific/Dreeich)
Luna HILIC 3 um 100 x 2 mm (Phenomenex/Aschaffenburg)
Monochrom MS 5 pum 150 x 2 mm (Varian, Inc./Middelburg (Netherland)
RSC-C18-AQ 3 um 50 x 2,1 mm (R. Sauerbrey/Reinhardshagen)
Synergi Polar-RP 4 um 250 x 2,5mm (Phenomenex/Aschaffenburg)
YMC ODS-AM 5 um 150 x 3 mm (YMC Europe GmbH/Dinslaken)
Vorsaulen:
Hypersil BDS C18 5 um 10 x 2mm (ThermoFisher Scientific/Dreeich)
Metaguard Monochrom MS 5 um 2 mm (Varian, Inc./Middelburg (Netherland)
Luna HILIC 4 x 2,0 mm (Phenomenex/Aschaffenburg)
Polar-RP 4 x 2 mm (Phenomenex/Aschaffenburg)
YMC ODS-AM 5 pm 20 x 3 mm (YMC Europe GmbH/Dinslaken)
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1-Heptansulfonsaure Natriumsalz (Scharlau Chemie S.A/Barcelona (Spanien))
Isochlortetracyclin Hydrochlorid (Acros Organics/Geel (Belgien)
Josamycin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Koffein (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Leucomycin Hydrat (Vetranal, Sigma-Aldrich/Steinheim)
Levofloxacin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Lincomycin Hydrochlorid Hydrat (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
Marbofloxacin (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)

Met-Arg-Phe-Ala (Research Plus, Inc.; Manasquan (USA))
Methacyclin Hydrochlorid (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Methanol (Chromasolv; Sigma-Aldrich/Steinheim)

Minocyclin Hydrochlorid CRS (European Pharmacopeia/Strasbourg (France))
Natriumacetat (wasserfrei, p.a.; Merck/Darmstadt)

Natriumcarbonat (wasserfrei; Merck/Darmstadt)

Natriumchlorid 99,99 % (Merck/Darmstadt)
Natriumdihydrogenphospat (wasserfrei, Suprapur; Merck/Darmstadt)
Natriumhydrogencarbonat (p.a.; Merck/Darmstadt)

Natriumhydroxid (p.a.; Merck/Darmstadt)

Neomycin Trisulfat x Hydrat (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
2-Nitrobenzaldehyd (LC-MS-grade; Merck/Darmstadt)

Norfloxacin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Ortho-Phosporsaure 85 % (p.a; Sigma-Aldrich/Steinheim)
Oxytetracyclin Hydrochlorid (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Oxolinsaure (Sigma-Aldrich/Steinheim)
2,2,3,3,3-Pentafluorpropinsaure (Merck/Darmstadt)

Reserpin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Rolitetracyclin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Roxithromycin CRS (European Pharmacopeia/Strasbourg (France))
Salzsaure 1 mol/L (p.a.; Merck/Darmstadt)

Sarafloxacin Hydrochlorid (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
Semicarbazid Hydrochlorid (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
Sparfloxacin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Spectinomycin Dihydrochlorid Pentahydrat (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
Spiramycin (Vetranal, Sigma-Aldrich/Steinheim)

Streptomycin Sulfat (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfanilamid (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfachinoxalin (Pestanal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
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Sulfachloropyridazin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfadiazin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfadimethoxin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfadoxin (Vetranal;, Sigma-Aldrich/Steinheim)
Sulfaguanidin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfamerazin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfamethazin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfameter (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
Sulfamethizol (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfamethoxazol (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
Sulfamethoxypyridazin (Sigma-Aldrich/Steinheim)
Sulfamoxazol (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfanitran (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfapyridin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfasalazin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfasomidin (Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
Sulfathiazol (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Sulfisoxazol (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Tetracyclin Hydrochlorid (Sigma-Aldrich/Steinheim)
Tilmicosin (Mischung von Isomeren; Vetranal; Sigma-Aldrich/Steinheim)
Titriplex 111, Ethylendiamintetraessigsaure, EDTA (p.a.; Merck/Darmstadt)
Trifluoressigséaure (Merck/Darmstadt)

Trimethoprim (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Tylosin CRS (European Pharmacopeia/Strasbourg (France))
Ultramark (Alfa Aesar Lancaster/Pelham (Great Britain))

Wasser (bidest, Lichrosolv; Merck/Darmstadt)
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10.2 Gerate

10.2.1 LCQ dreidimensionale lontrap

HPLC-System

HPLC-System Spectra SYSTEM

Degasser: SCM 1000 Vakuum Membrane Degasser

Pumpe: P 4000 Gradient Pumpe

Injektionsautomat: AS 3000, Autosampler (gekuhlt, 10 °C) mit
integriertem Saulenofen (temperiert: 30 °C)

Detektor: UV 6000 LP

Messbereich: 190 — 800 nm

Séaulenschaltventil STUW-Trapping

Massenspektrometer

LCQ-Advantage lonenfallen-Massenspektrometer (Fa. Thermo Finnigan/Egelsbach)

Abb. 85: LCQ-Advantage: Dreidimensionale lonenfalle (lontrap)

lonisierungsmethode: Elektrospray lonisation (ESI), positiv. Modus [M+H]",
Bestatigung durch MS-MS- StoRexperimente (He)
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Tune-Page-Parameter
Mass Range:

Sheat Gas Flow Rate:
Auxillary Gas Flow Rate:
lon Spray Voltage:
Capillary Temperature:
Capillary Voltage:
Tube Lens Offset:
Multipole 1 Offset:
Lens Voltage:
Multipole 2 Offset:

Online-SPE

S
|

AS 2: AS4000

Pumpe 2: L7100

80 — 2000 [m/z]
47 [arb]

0 [arb]

5 [kV]

250 [°C]

9 [V]

-5,01[V]
-1,5[V]
-32[V]
-55[V]

Online-SPE-Kartusche

Abb. 86: Online-SPE-System bestehend aus einem Autosampler (AS2), Pumpe (Pumpe 2),
Online-SPE-Kartusche und zwei Schaltventilen (SV1/2)

Injektionsautomat (AS2):

Pumpe 2:
2 Schaltventile (SV):

AS 4000, Autosampler (gekihlt, 10 °C) mit integrierten
Saulenofen (temperiert 30 °C)

L-7100 Gradient Pumpe Merck-Hitachi

LabPro 10-Port Schaltventil
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10.2.2 LTQ lineare lontrap
HPLC-System

Pumpe: Surveyor MS Pump Plus
Injektionsautomat: Surveyor Autosampler Plus(gekuhlt, 10 °C) mit
integriertem Saulenofen (temperiert: 30 °C)

Detektor: PDA Detector Plus
Messbereich: 190 — 800 nm
Massenspektrometer

LTQ 34000 lineare lon Trap-Massenspektrometer (Fa. ThermoFisher)

Abb. 87: LTQ: lineare lonenfalle (lontrap)

lonisierungsmethode: Elektrospray  lonisation  (ESI), positiv.  Modus
[M+H]",negativ Modus [M-H], Bestatigung durch MS"-
StoRexperimente (n= 2 - 10),(He)
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Tune-Page-Parameter:

Mass Range: 50 — 2000 [m/z]
Sheat Gas Flow Rate: 29 [arb]
Auxillary Gas Flow Rate: 0 [arb]

lon Spray Voltage: 5 [kV]
Capillary Temperature: 300 [°C]
Capillary Voltage: -31 -39 V]
Tube Lens Offset: -72,5-951]V]
Multipole 1 Offset: -3-51]V]
Lens Voltage: -66 - 54 [V]
Multipole 2 Offset: -4,5-13[V]
Online-SPE

SP2000 Online SPE-Modul (Fa. Applica/Bremen)

Abb. 88: SP2000: Online-SPE-System (Fa. Applica/Bremen)
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10.2.3 Sonstige Laborgerate

Thermostat VLMEC 1

Magnetrihrer IKA RH basic 2

pH-Meter Knick pH-Meter 766 Calimatie
SPE-Vakuumblock Merck LiChrolut

Zentrifuge Hettich Rotofix 32

Heraeus Biofuge primo

Ultraschallbad Bandelin Sonorex
Waage Kern& Séhne GmbH ABJ
Schiittler IKA-Labortechnik KS 501 digital

Edmund Buhler SM-30 control

Trockenschrank Heraeus T-5042

10.3 Losungen

10.3.1 Mobile Phasen
Sulfonamide, Tetracycline, Trimethoprim und Fluorchinolone

Laufmittel A (Acetonitril / Wasser / Ameisenséure 10/89,9/0,1 (v/viv))
Laufmittel B (Acetonitril / Wasser / Ameisensaure 60/39,9/,01 (v/viv))

Laufmittel A: In einem Becherglas werden 200 mL Acetonitril, 1,8 L bidestilliertes
Wasser und 2 mL Ameisensaure (98-100%) zusammen gegeben und

mit Hilfe eines Magnetruhrers gerthrt.

Laufmittel B: In einem Becherglas werden 1,2 L Acetonitril, 800 mL bidestilliertes
Wasser und 2 mL Ameisensaure (98-100%) zusammen gegeben und

mit Hilfe eines Magnetruhrers gerthrt.
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Makrolide und Lincosamide

Laufmittel A (Acetonitril / Wasser / Ameisenséure 10/89,9/0,1 (v/viv))

Laufmittel B (Acetonitril / Wasser / Ameisensaure 60/39,9/,01 (v/viv))

Laufmittel A:

Laufmittel B:

Aminoglykoside

In einem Becherglas werden 200 mL Acetonitril, 1,8 L bidestilliertes
Wasser und 2 mL Ameisensaure (98-100%) zusammen gegeben und

mit Hilfe eines Magnetruhrers gerthrt.

In einem Becherglas werden 1,2 L Acetonitril, 800 mL bidestilliertes
Wasser und 2 mL Ameisensaure (98-100%) zusammen gegeben und

mit Hilfe eines Magnetruhrers gerthrt.

Laufmittel A: (Ammoniumformiat / Acetonitril / Ameisenséaure 9,8/90/0,2 (v/viv))

Laufmittel B:(Ammoniumformiat / Acetonitril / Ameisenséure 89,2/10/0,2 (v/viv))

Laufmittel A:

Laufmittel B:

In einem Becherglas werden 1,8 L Acetonitril, 200 mL
Ammoniumformiatlésung (0,1 M) und 2 mL Ameisenséaure (98-100%)

zusammen gegeben und mit Hilfe eines Magnetrihrers gerthrt.

In einem Becherglas werden 200 mL Acetonitril, 1,8 L
Ammoniumformiatlésung (0,1 M) und 2 mL Ameisensaure (98-100%)

zusammen gegeben und mit Hilfe eines Magnetrihrers gerthrt.

Nitrofuranmetabolite

Laufmittel A: Wasser (0,01 % Ameisensaure(v/v))

Laufmittel B: Methanol (0,01 % Ameisensaure (v/v))

Laufmittel A:

Laufmittel B:

In einem Becherglas werden 1000 mL bidestilliertes Wasser und
100 pL Ameisenséure (98-100%) zusammen gegeben und mit Hilfe

eines Magnetriihrers gerihrt.

In einem Becherglas werden 1000 mL Methanol und 100 pL
Ameisensaure (98-100%) zusammen gegeben und mit Hilfe eines

Magnetruhrers gerthrt.
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Chloramphenicol

Laufmittel A: bidest. Wasser

Laufmittel B: Methanol

10.3.2 Antibiotika-Stammldsungen
1000 mg/L-Stammldsungen:

10 mg des entsprechenden Antibiotikums werden in einem 10 mL Messkolben eingewogen

und mit Methanol oder bidest. Wasser bis zum Eichstrich aufgefillt.

10 mg/L-Mischstandardlésungen:

100 pL der einzelnen 1000 mg/L-Antibiotikastammlosungen werden in einen 10 mL
Messkolben pipettiert und mit Methanol oder bidest. Wasser bis zur Eichmarke aufgefulit.
Aus den Mischstandardldsungen werden vor jeder Messreihe die verdinnten

Arbeitslésungen frisch vorbereitet

10.3.3 Pufferlésungen

Citratpuffer (pH 4,1): In einem Becherglas wurden 620 mL 0,1 mol/L Citronensaure mit 380
mL einer 0,2 mol/L Natriumhydrogenphosphatlésung gemischt. In dieser Lésung wurde

37,244 g Ethylendiamintetraessigsaure-di-Natriumsalz Dihydrat (0,1 mol/L) gel6st.

. 0,1 mol/L Citronensaure: 21,014 g Citronensaure Monohydrat wurde

in 1000 mL bidestilliertem Wasser gelost.

e 0,2 mol/L Natriumhydrogenphosphat: 35,6 g Di-Natriumhydrogen-
phosphat-2-Hydrat wurde in 1000 mL bidestilliertem Wasser gelost.

0,12 M Ammoniumformiatiésung (pH 3,2): 6,31 g Ammoniumformiat werden in 900 mL
bidest. Wasser gelést und in einem 1L-Messkolben auf 1000 mL aufgefiillt. AbschlieRend
werden 10,5 mL Ameisensaure (98 %)hinzugefiigt und die Losung

gemischt.
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Carbonatpuffer (pH 9): In einem Becherglas werden 100 mL einer 0,01 M

Natriumcarbonatldsung mit 20 mL einer 0,01 M Natriumhydrogencarbonatlésung gemischt.

. 0,1 mol/L Natriumcarbonat: 10,6 g Natriumcarbonat (wasserfrei)

wurde in 100 mL bidestilliertem Wasser geldst.

« 0,1 mol/lL Natriumhydrogencarbonat: 1,7g Natriumhydrogencarbonat

wurde in 20 mL bidestilliertem Wasser geldst.

HSA-Phosphatpuffer (pH 2): 10,15 g 1-Heptansulfonséure Natriumsalz (50 mmol/L) wird
mit 3 g Natriumhydrogenphosphat (25 mmol/L) in 900 mL bidestilliertem Wasser gel6st und
in einem 1L- Messkolben auf 1000 mL aufgeflillt. AbschlieRend wird die Losung mit ortho-

Phosphorséaure (85 %) auf pH 2 eingestellt.

Phosphatpuffer (pH 8): 13,8 g Natriumphosphat Monohydrat werden in 900 mL bidest.
Wasser gelost, auf 1000 mL aufgefullt und mit 20 N NaOH auf pH 8 eingestellt.

10.3.4 Sonstige Chemikalien

2-Nitrobenzaldehyd (0,05 M): In einem 20 mL-Messkolben werden 151,2 mg 2-NBA

eingewogen, mit Dimethylsulfoxid geldst und bis zum Eichstrich aufgefulit.

Natriumchlorid-Losung 4% (m/v): In einem 100 mL-Messkolben werden 4 g NacCl

eingewogen und mit bidestilliertem Wasser auf 100 mL aufgefullt

HSA-L6sung (0,1 M): 20,2 g 1 1-Heptansulfonsdure Natriumsalz werden in 900 mL bi-

destilliertem Wasser gel6st und in einem 1L- Messkolben auf 1000 mL aufgefiillt.

Ammoniumacetatldsung (0,1 M): 7,7 g Ammoniumacetat werden in 900 mL bidestilliertem

Wasser gel6st und auf 1000 mL aufgefiillt.
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10.4 Validierung der Analysenmethoden

Die theoretischen Grundlagen und die Ergebnisse der Validierung wurden bereits in Kapitel
8.3 dargestellt. Zur besseren Ubersicht wurden am Beispiel des Chlortetracyclins die
Validierung vorgestellt. Alle weiteren Daten zur Validierung der anderen Analyten sind in
Anhang 3 dargestellt.

Zur Bestimmung des linearen Bereiches und der Ermittlung der Kalibrationsgerade wurden
Antibiotika-Standard-Lésungen zu Mischstandardldsungen mit folgenden Konzentrationen
verdinnt: 5 pg/L, 10 pg/L, 15 pg/L, 20 pg/L, 25 pgl, 50 pg/L und 100 pg/L. Ausnahme
bildeten die Validierungen der Verfahren zur Bestimmung von Nitrofuranmetaboliten und
Chloramphenicol, die um Faktor 10 geringere Konzentrationen beinhalten. Die
Konzentrationen 5 pg/L, 20 pg/L und 100 pg/L wurden 10mal analysiert, alle weiteren je
3mal.

Die Messprazision wurde anhand von 3 Standardidsungen und 2 dotierten Honigproben
bestimmt. Die Honigproben wurden mit 10 pg/kg bzw., 50 pg/kg (fir NFM und CAP Faktor 10
geringer) der entsprechenden Analyten dotiert und fir die Messung vorbereitet. Die
Standardldsungen und dotierten Proben wurden jeweils 10fach analysiert.

Zur Ermittlung der Wiederfindung wurde ein Akazienhonig in 12 Aliquote aufgeteilt und mit je
3mal mit 5 pug/kg, 10 pg/kg, 25 pg/kg und 50 pg/kg der entsprechenden Analyten dotiert. Die
Proben wurden je einfach injiziert. Zusatzlich wurde eine Probe undotiert analysiert.
Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurden nach DIN 32645 Uber die Kalibrationsgeraden
(7 Konzentrationen, n=3) berechnet. Das Nachweisvermégen und die Erfassungsgrenze
wurden Uber die Standardabweichung von drei dotierten Honigproben (1 pg/kg bzw.

10 pg/kg, n=1) ermittelt.
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A 1 Online-SPE

Applica SP2000 Modul Einstellungen:

1. - 4: Loop

2: Nadelspulport

3: Waschflussigkeit (MeOH)

5: Pumpe (Pumpe 1) - SP2000 Pumpe
6: —» SP2000 (4)

Abb. 89: Anschliisse des LC-MS Autosamplers (AS1) und Belegung bei Verwenden des
SP2000 Online SPE Moduls

V1

1: - Pumpe LC (Pumpe 1)

2: » HPLC-Saule

3: - 6 inklusive SPE-Kartusche
4: - Autosampler AS 1 (6)

5: - Waste (Abfall)

Abb. 90: Anschliisse und Belegung des Schaltventils V1 des SP2000 Online SPE Moduls
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V2

1: Spulflussigkeit MeOH
2: Spulflussigkeit H,O
Mitte V2 : LC-Pumpe (Pumpe 1)

Abb. 91: Anschliisse und Belegung des Schaltventils V2 des SP2000 Online SPE Moduls

Position (1) Position (0)

Abb. 92: Positionen des Schaltventils V1 des SP2000 Online SPE Moduls

Tab. 42: Gradientenprogramm des Online-SPE Moduls SP2000 fir die Bestimmung von
Chloramphenicol; Positionsbeschreibung der Ventile V1 und V2 vgl. Abb. 91,92

Zeit [min] V1 V2 \E C Fluss[mL]
0,01 1 2 0 0 0,40
3,50 0 1 0 0 0,40
8,00 1 1 0 0 0,40
16,00 1 2 0 0 0,40
25,00 1 2 0 0 0,40
V1=0 oder 1

V2=1,2 (1: MeOH, 2: H,0)
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A 2 Probenvorbereitung (SOP)

In diesem Kapitel sind die FlieRdiagramme der Standard Operation Procedure (SOP) fur die

entwickelten Methoden zum Nachweis von Antibiotikartickstanden aufgeftihrt.

[ Einwaage: 1 g Honig (x 0,059g) ]

dotierte Proben 500 pL (20 pg/L Mischstd.)
zugeben

+

15 mL Citratpuffer zugeben; 15 min Extraktion (Schittelmaschine)

v

[ Weitere 15 mL Citratpuffer zugeben; 15 min Extraktion (Schittelmaschine) ]

+

[ SPE-Festphasenextraktion ]

(Oasis HLB)

Konditionierung 1 mL MeOH, Equilibrierung 1 mL
bidest. H,O

+

[ Extraktaufgabe ]

v

Waschen der Kartusche mit 3 mL bidest. H,O/MeOH (95/5 v/v) und 3 mL bidest. H,O

!

[ Elution mit 3 mL Acetonitril ]
Einengen des Eluates in einem Metallblockthermostat bei 30 °C unter leichtem
N»>-Strom

+

Ruckstand in 500 pL Laufmittel A
aufnehmen und in ein
Autosamplervial tberfihren

Abb. 93: FlieBRschema der Probenvorbereitung zur Extraktion der Sulfonamide und
Trimethoprim
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[ Einwaage: 1 g Honig (x 0,059g) ]

i

[ Dotierung: 50 pL CAP-IS-S; (10 puL CAP-dot;) ]

+

[ 2 mL NaCl (4%) zugeben ]

+

[ 5 min homogenisieren mit einem Schuttler ]

i

[ 5 mL Ethylacetat zugeben ]

!

10 min Extraktion mit einem
Schittler

v

6 min Zentrifugieren bei 10000 g

+

ca. 5 mL der oberen Phase in ein 12 mL-Vial
uberfiihren und unter N,-Strom bei 40 °C eindampfen

v

Ruckstand in 500 pL H,O/MeOH (9:1) aufnehmen
und durch einen Filter (0,4 um)
in ein braunes Autosamplervial Gberfihren

CAP-1S-S;: 0,1 mg/L (Interner Standard)
CAP-dot;: 0,1 mg/L

Abb. 94: FlieRschema der Probenvorbereitung zur Extraktion von Chloramphenicol
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Einwaage: 1 g Honig (x 0,059g)
(1 mL NFM-Ref)

+

[ Alle Proben:50 uL NFM-IS-S; (dotierte ]

Proben 10 pL NFM-dot)

+

[ 4 mL bidest. H,0, 0,4 mL HCI (1 M) und 0,1 mL 2-NBA zugeben ]

!

[ 5 min Extraktion mit einem Schiittler ]

+

[ 16 h Inkubation bei 37 °C ]

i

[ ca. 400 pL NaOH (1M) zugeben, leicht schiitteln ]

pH Wert priifen (7-9)

!

[ 5 mL Ethylacetat zugeben ]

v

[ 15 min Extraktion mit einem Schuttler ]

i

[ 6 min Zentrifugieren bei 10000 g ]

v

[ ca. 5 mL der oberen Phase in ein 12 mL-Vial ]

uberfiihren und unter N,-Strom bei 40 °C eindampfen

+

Ruckstand in 500 pL H,O/MeOH (9:1) aufnehmen
und durch einen Filter (0,4 pm)
in ein braunes Autosamplervial Uberflhren

NFM-1S-S;: 0,1 mg/L (Interner Standard)
NFM-S;: 1 mg/L

NFM-dot: 0,1 mg/L

NFM-Ref: 2 pg/L Std. (10 pg/L Istd.;)

Abb. 95: FlieRschema der Probenvorbereitung zur Extraktion von Nitrofuranmetaboliten
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[ Einwaage: 1 g Honig (+ 0,05g) ]

<

[ dotierte Proben: 500 pL (20 pg/L Mischstd.) zugeben ]

+

[ 15 mL Citratpuffer zugeben; 15 min Extraktion (Schittler) ]

i

[ Weitere 15 mL Citratpuffer zugeben; 15 min Extraktion (Schuttler) ]

+

SPE-Festphasenextraktion
(Oasis HLB)

bidest. H,O

+

[ Extraktaufgabe ]

i

[ Waschen der Kartusche mit 3 mL bidest. H,O/MeOH (95/5 v/v) und 3 mL bidest. H,O ]

+

[ Konditionierung 1 mL MeOH, Equilibrierung 1 mL ]

[ Elution mit 3 mL Acetonitril ]
[ Einengen des Eluates in einem Metallblockthermostat bei 30 °C unter leichtem ]
N,-Strom

i

Ruckstand in 500 pL Laufmittel A
aufnehmen und in ein
Autosamplervial tberfihren

Abb. 96: FlieRschema der Probenvorbereitung zur Extraktion der Fluorchinolone

Vi
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[ Einwaage: 1 g Honig (x 0,05g) ]

i

[ dotierte Proben: 500uL (20 pg/L Mischstd.) zugeben

!

[ 15 mL Citratpuffer zugeben zugeben ]

+

[ 5 min Extraktion auf einem Schiittler ]

v

[ 10 min Zentrifugieren bei 10000 g ]

+

SPE-Festphasenextraktion
(Oasis-HLB 3cc)

+

[ Konditionierung: 3 mL MeOH, 3 mL bidest. H,O ]
[ Probenaufgabe ]

v

[ Waschen der Kartusche mit 3 mL bidest. H,O und 3 mL bidest. H,O/MeOH (60/40 v/v) ]

!

Elution mit 3 mL Methanol; Einengen des Eluats in einem
Metallblockthermostaten bei 30 °C unter leichtem N,-Strom

v

Ruckstand in 500 uL 0,1 M
NH,COOH/CH;CN (85:15 v/v) aufnehmen
und durch einen Filter
(0,4 pm) in ein Autosamplervial Uberfiihren

Abb. 97: FlieBschema der Probenvorbereitung zur Extraktion der Makrolide

Vi
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A 3 Validierungsdaten

Die Validierung der Verfahren zum Nachweis von Antibiotikartickstanden in Honig wurde
exemplarisch anhand des Chlortetracyclins in Kapitel 8.3 dargestellt. Nachfolgend sind die
Kalibrationsgeraden, Anpassungstest nach Mandel, Residualanalysen,
Verfahrenskenndaten, NWG, BG, cc, ccg und die Wiederfindungsdaten fir die anderen

Analyten beschrieben.

A 3.1 Kalibration: Gleichungen und Bestimmtheitsmalf3 e

Tab. 43: Tetracycline: Gleichungen der Kalibrationsgeraden 1 Grades und Bestimmtheits-

malfie (Arbeitsbereich: 10-100 ug/L, 7 Konzentrationsstufen, n=3)

Abk. Funktion 1. Grades y = a+bx R?
a-Apo-OTC y =-1325,0559 + 511,6905x 0,9991
B-Apo-OTC y = -4565,7571 + 656,6554x 0,9978

ATC y =-2685,8127 + 1525,5214x 0,9992

Epi-ATC y =-2937,2548 + 1518,6805x 0,9996
ACTC y =-8990,7036 + 1452,8126x 0,9977
Epi-ACTC y =-10832,9344 + 1367,2485x 0,9964
DC y =-881,3010 + 1586,1191x 0,9994
Epi-DC y =-415,9185 + 2167,2907x 0,9995
DMC y =-579,2603 + 894,2948x 0,9996
Epi-DMC y =-537,0442 + 1054,8793x 0,9992
CTC y = 36,9300 + 434,4200x 0,9987
Iso-CTC y = 819,8086 + 1728,9916x 0,9996
Epi-lIso-CTC y =-432,6777 + 148,8087x 0,9943
Epi-Enol-CTC y = 61,0821 + 420,6810x 0,9989
Epi-Keto-CTC y = 75,5956 + 358,1406x 0,9984
MeTC y =-752,0640 + 1621,1469x 0,9993
OoTC y =-102,2403 + 137,8543x 0,9987
Epi-OTC y =-110,0789 + 311,8189x 0,9988
TC y = 552,8937 + 794,8668x 0,9988
Epi-TC y =1179,7667 + 1000,1747x 0,9991

Vil
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Tab. 44: Sulfonamide und Trimethoprim: Gleichungen der Kalibrationsgeraden 1 Grades und
Bestimmtheits-male (Arbeitsbereich: 10-100 pg/L, 7 Konzentrationsstufen, n=3)

Abk. Funktion 1. Grades y = a+bx RZ
SCPD y = -45,3561 + 256,3787x 0,9992
SDD y = 19563,6129 + 4485,7905x 0,9981
SDM y = 27643,9907 + 7358,6151x 0,9985
SDX y = 21988,3494 + 2674,9370x 0,9901
Sbz y = 1777,5909 + 560,4240x 0,9980
SGD y = 71,2487 + 108,6442x 0,0983
SM y = 19524,8546 + 3605,4349x 0,9940
SMz y = 8743,2571 + 2239,3750x 0,9972
SMOPD y = 11120,4768 + 3265,9619x 0,9948
SMOAZ y = 968,3429 + 583,6281x 0,9990
SMTZ y = 12,7287 + 139,5267x 0,981
SPD y = 13343,4578 + 2769,4379x 0,9974
STZ y = 2565,5954 + 903,5439x 0,9988
T™P y = 39264,2430 + 11746,2734x 0,9991

Tab. 45: Chloramphenicol: Gleichung der Kalibrationsgerade 1 Grades und Bestimmtheits-
mald (Arbeitsbereich: 1-10 pg/L, 7 Konzentrationsstufen, n=3)

Abk.

Funktion 1. Grades y = a+bx

R2

CAP

y = 21384,3545 + 13254,6290x

0,9262

Tab. 46: Nitrofuranmetabolite: Gleichungen der
Bestimmtheitsmalfe (Arbeitsbereich: 1-10 pg/L, 7 Konzentrationsstufen, n=3)

Kalibrationsgeraden 1 Grades und

Abk. Funktion 1. Grades y = a+bx R2
AHD y = 73,0254 + 193,7543x 0,9906
AMOZ y = -22959,7471 + 50756,3473x 0,9981
ACZ y =-820,2180 + 1872,3341x 0,9972
SEM y = 1174509,0408 + 0.7639
40175.2530x
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Tab. 47: Fluorchinolone: Gleichungen der Kalibrationsgeraden 1 Grades und Bestimmtheits-
malfie (Arbeitsbereich: 10-100 ug/L, 7 Konzentrationsstufen, n=3)

Abk. Funktion 1. Grades y = a+bx R?
Cip y = 683,6715 + 1049,8579x 0,9994
Dan y = 485,5039 + 2283,9689x 0,9989
Dif y = 1055,2544 + 5500,9563x 0,9996
Enr y = 4315,2308 + 7890,3641x 0,9993
Eno y = 2152,5481 + 2328,5503x 0,9994
Fle y = 3663,6778 + 3329,0094x 0,9992
Lev y = 18091,6474 + 7466,6541x 0,9961
Mar y = 3984,2503 + 1584,5997x 0,9991
Nor y = 4574,7485 + 1616,1681x 0,9990
Sar y = 2335,4597 + 2829,5875x 0,9990
Spa y = 11382,9291 + 15838,0051x 0,9957

A 3.2 Kalibrierfunktionen

Tetracycline:

60000
50000
40000

30000

Flacheneinheiten

20000

10000 y=511.69x - 1325.1

R?=0.9983

0 20 40 60 80 100

Konzentration [ug/L]

Abb. 98: Kalibrierfunktion: a-Apo-Oxytetracyclin
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70000

60000

50000

40000

30000

20000

Flacheneinheiten

10000

0

-10000

y =656.65x - 4565.7
R*=0.9955

20 40 60 80 100
Konzentration [ug/L]

Abb. 99: Kalibrierfunktion: B-Apo-Oxytetracyclin

180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

Flacheneinheiten

y =1525.5x - 2685.7
R?=0.9983

20 40 60 80 100

Konzentration [ug/L]

Abb. 100: Kalibrierfunktion: Anhydrotetracyclin

180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

Flacheinheitene

y =1518.7x - 2937.2
R?=0.9992

20 40 60 80 100

Konzentration [ug/L]

Abb. 101: Kalibrierfunktion: Epi-Anhydrotetracyclin

Xl
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160000

140000

120000

100000

80000

60000

40000

Flacheneinheiten

20000
0

-20000

y =1452.8x - 8990.8
R?=0.9955

0 20 40 60 80 100

Konzentration [ug/L]

Abb. 102: Kalibrierfunktion: Anhydrochlortetracyclin

140000

120000

100000

80000

60000

40000

Flacheneinheiten

20000

0

-20000

y =1367.2x - 10833
R?=0.9927

0 20 40 60 80 100

Konzentration [ug/L]

Abb. 103: Kalibrierfunktion: Epi-Anhydrochlortetracyclin

180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

Flacheneinheiten

y =1586.1x - 881.33
R?=0.9988

0 20 40 60 80 100

Konzentration [ug/L]

Abb. 104: Kalibrierfunktion: Doxycyclin

Xl
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250000

200000

150000

100000

Flacheneinheiten

50000

y=2167.3x - 415.94
R?=0.9989

20 40 60 80 100

Konzentration [ug/L]

Abb. 105: Kalibrierfunktion: Epi-Doxycyclin

100000
90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

0

Flacheneinheiten

y =894.29x - 579.29
R?=0.9991

20 40 60 80 100

Konzentration [ug/L]

Abb. 106: Kalibrierfunktion: Demeclocyclin

120000

100000

80000

60000

40000

Flacheneinheiten

20000

y =1054.9x - 537.05
R?=0.9984

20 40 60 80 100

KOnzentration [ug/L]

Abb. 107: Kalibrierfunktion: Epi-Demeclocyclin

Xl
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45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000

5000

Flacheneinheiten

y = 434.42x + 36.93
R? = 0.9987

20 40 60 80 100

Konzentration [ug/L]

Abb. 108: Kalibrierfunktion: Chlortetracyclin

200000
180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

Flacheneinheiten

y =1729x + 819.84
R*=0.9992

20 40 60 80 100

Konzentration [ug/L]

Abb. 109: Kalibrierfunktion: Iso-Chlortetracyclin

18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000
0

Flacheneinheite

y =148.81x - 432.63
R?=0.9886

20 40 60 80 100

Konzentration [pug/L]

Abb. 110: Kalibrierfunktion: Epi-Iso-Chlortetracyclin
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50000
45000
40000
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30000
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20000
15000
10000

5000

Flacheneinheiten
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R?=0.9979

20 40 60 80 100

Konzentration [pug/L]

Abb. 111: Kalibrierfunktion: Epi-Enol-Chlortetracyclin
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Konzentration [pg/L]

Abb. 112: Kalibrierfunktion: Epi-Keto-Chlortetracyclin
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Abb. 113: Kalibrierfunktion: Methacyclin
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16000
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Abb. 114: Kalibrierfunktion: Oxytetracyclin
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Abb. 115: Kalibrierfunktion: Epi-Oxytetracyclin
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Abb. 116: Kalibrierfunktion: Tetracyclin
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120000
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Abb. 117: Kalibrierfunktion: Epi-Tetracyclin

Sulfonamide und Trimethoprim:
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R?=0.9984
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Abb. 118: Kalibrierfunktion: Sulfachlorpyridazin

XVII



A Anhang
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Abb. 119: Kalibrierfunktion: Sulfadimidin (Sulfamethazin)
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Abb. 120: Kalibrierfunktion: Sulfadiazin
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Abb. 121: Kalibrierfunktion: Sulfadimethoxin
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Abb. 122: Kalibrierfunktion: Sulfadoxin
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Abb. 123: Kalibrierfunktion: Sulfaguanidin
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Abb. 124: Kalibrierfunktion: Sulfameter
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Abb. 125: Kalibrierfunktion: Sulfamerazin
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Abb. 126: Kalibrierfunktion: Sulfamethoxypyridazin
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Abb. 127: Kalibrierfunktion: Sulfamethoxazol
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Flacheneinheiten
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Abb. 128: Kalibrierfunktion: Sulfamethizol
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Abb. 129: Kalibrierfunktion: Sulfapyridin
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Abb. 130: Kalibrierfunktion: Sulfathiazol
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Abb. 131: Kalibrierfunktion: Trimethoprim

Chloramphenicol:
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Abb. 132: Kalibrierfunktion: Chloramphenicol (Mittelwerte der Konzentrationen)

Nitrofuranmetabolite:
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Abb. 133: Kalibrierfunktion: AHD
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Abb. 134: Kalibrierfunktion: AMOZ
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Abb. 135: Kalibrierfunktion: AOZ
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Abb. 136: Kalibrierfunktion: SEM

4 6 8 10

Konzentration [ug/L]

XXIII



A Anhang

Fluorchinolone:
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Abb. 137: Kalibrierfunktion: Ciprofloxacin
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Abb. 138: Kalibrierfunktion: Danofloxacin
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Abb. 139: Kalibrierfunktion: Difloxacin
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Abb. 140: Kalibrierfunktion: Enrofloxacin
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Abb. 141: Kalibrierfunktion: Enoxacin
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Abb. 142: Kalibrierfunktion: Fleroxacin
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Abb. 146: Kalibrierfunktion
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A 3.3 Anpassungstest nach Mandel

Tab. 48: Tetracycline: Anpassungstest nach Mandel: f;=1, f,=N-3, P=99%, F=7,3333
(Arbeitsbereich: untere Grenze 10 pg/L, obere Grenze 100 pg/L, n=10)

Abk. PG
a-Apo-OTC 13,2448
B-Apo-OTC 99,3203

ATC 2,2550

Epi-ATC 0,7872

ACTC 111,1376

Epi-ACTC 140,6855
DC 1,8222
Epi-DC 0,0696
DMC 0,1698
Epi-DMC 0,0086
CTC 3,2173
Iso-CTC 1,0905
Epi-Iso-CTC 6,2525
Epi-Enol-CTC 1,3983
Epi-Keto-CTC 2,5440
MeTC 0,1269
OTC 2,0664
Epi-OTC 0,1445
TC 0,0517
Epi-TC 2,4393
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Tab. 49: Sulfonamide und Trimethoprim: Anpassungstest nach Mandel: f;=1, f,=N-3, P=99%,
F=7,3333 (Arbeitsbereich: untere Grenze 10 ug/L, obere Grenze 100 ug/L, h=10)

Abk. PG
SCPD 3,9389
SDD 70,4690
SDM 86,4481
SDX 270,3331
SDZ 13,6115
SGD 0,1661
SM 37,0612
SMzZ 213,9826
SMOPD 17,4669
SMOAZ 13,0005
SMTZ 12,2134
SPD 227,2373
STz 5,0848
TMP

Tab. 50: Chloramphenicol: Anpassungstest nach Mandel: f;=1, f,=N-3, P=99%, F=7,4693
(Arbeitsbereich: untere Grenze 1 ug/L, obere Grenze 10 pg/L, n=10)

Abk. PG
CAP 11,0895

Tab. 51: Nitrofuranmetabolite: Anpassungstest nach Mandel: f;=1, f,=N-3, P=99%, F=7,4202
(Arbeitsbereich: untere Grenze 1 pg/L, obere Grenze 10 pg/L, n=10)

Abk. PG
AHD 0,0003
AMOZ 39,0328
AOZ 26,1647
SEM 12,7952
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Tab. 52: Makrolide: Anpassungstest nach Mandel: f;=1, f,=N-3, P=99%,

(Arbeitsbereich: untere Grenze 10 ug/L, obere Grenze 100 pg/L, n=10)

Abk. PG
Cip 0,8281
Dan 0,5112
Dif 1,8164
Enr 0,0567
Eno 2,7582
Fle 1,5887
Lev 3,0863
Mar 14,8381
Nor 65,7529
Sar 0,0835
Spa 0,0752
A 3.4 Residualanalyse
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Abb. 148: Residualanalyse: a-Apo-Oxytetracyclin
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Abb. 149: Residualanalyse: B-Apo-Oxytetracyclin

1500

1000

500

d(ATC)
o

-500

-1000

-1500

2

20 40 60

80

100

2

Konzentration [pg/L]

Abb. 150: Residualanalyse: Anhydrotetracyclin
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Abb. 151: Residualanalyse: Epi-Anhydrotetracyclin
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Abb. 152: Residualanalyse: Anhydrochlortetracyclin
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Abb. 153: Residualanalyse: Epi-Anhydrochlortetracyclin
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Abb. 155: Residualanalyse: Epi-Doxycyclin
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Abb. 156: Residualanalyse: Demeclocyclin
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Abb. 157: Residualanalyse: Epi-Demeclocyclin
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Abb. 158: Residualanalyse: Chlortetracyclin
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Abb. 159: Residualanalyse: Iso-Chlortetracyclin
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Abb. 160: Residualanalyse: Epi-Iso-Chlortetracyclin

XXXIV



A Anhang

300

200 & *

100

20

40 60

80

100

-100

d(Epi-Enol-CTC)

-200 ry

-300

*

-400

Konzentration [pug/L]

Abb. 161: Residualanalyse: Epi-Enol-Chlortetracyclin
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Abb. 162: Residualanalyse: Epi-Keto-Chlortetracyclin
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Abb. 165: Residualanalyse: Epi-Oxytetracyclin
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Abb. 166: Residualanalyse: Tetracyclin
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Abb. 167: Residualanalyse: Epi-Tetracyclin
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Abb. 168: Residualanalyse: Sulfachlorpyridazin
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Abb. 169: Residualanalyse: Sulfadimidin (Sulfamethazin)
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Abb. 170: Residualanalyse: Sulfadimethoxin
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Abb. 171: Residualanalyse: Sulfadoxin
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Abb. 172: Residualanalyse: Sulfadiazin
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Abb. 173: Residualanalyse: Sulfaguanidin
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Abb. 174: Residualanalyse: Sulfameter
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Abb. 175: Residualanalyse: Sulfamerazin
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Abb. 176: Residualanalyse: Sulfamethoxypyridazin
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Abb. 177: Residualanalyse: Sulfamethoxazol
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Abb. 178: Residualanalyse: Sulfamethizol
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Abb. 179: Residualanalyse: Sulfapyridin
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Abb. 180: Residualanalyse: Sulfathiazol
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Abb. 181: Residualanalyse: Trimethoprim
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Abb. 182: Residualanalyse: Chloramphenicol
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Abb. 185: Residualanalyse: AOZ
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Abb. 186: Residualanalyse: SEM
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Abb. 187: Residualanalyse: Ciprofloxacin
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Abb. 188: Residualanalyse: Danofloxacin
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Abb. 189: Residualanalyse: Difloxacin
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Abb. 190: Residualanalyse: Enrofloxacin
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Abb. 191: Residualanalyse: Enoxacin
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Abb. 192: Residualanalyse: Fleroxacin
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193: Residualanalyse: Levofloxacin
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Abb. 194: Residualanalyse: Marbofloxacin
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Abb. 195: Residualanalyse: Norfloxacin
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Abb. 196: Residualanalyse: Sarafloxacin
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Abb. 197: Residualanalyse: Sparfloxacin

A 3.5 Verfahrenskenndaten

Tab. 53: Tetracycline: Absolute Standardabweichung, Verfahrensstandardabweichung und
Variationskoeffizient (Arbeitsbereich: 10-100 ug/L, 7 Konzentrationsstufen, n=3)

Abk. Sy [Flacheneinheiten] Sxo [HO/L] Vyo [%0]
a-Apo-OTC 808,78 1,58 4,28 %
B-Apo-OTC 1666,12 2,54 6,88 %

ATC 2368,80 1,55 4,21 %

Epi-ATC 1655,19 1,09 2,95 %
ACTC 3720,41 2,56 6,94 %
Epi-ACTC 4432,82 3,24 8,79 %
DC 2081,56 1,31 3,56 %
Epi-DC 2718,10 1,25 3,40 %
DMC 989,75 1,11 3,00 %
Epi-DMC 1583,36 1,50 4,07 %
CTC 586,53 1,35 3,66 %
Iso-CTC 1847,60 1,07 2,90 %
Epi-lIso-CTC 604,77 4,06 11,01 %
Epi-Enol-CTC 734,77 1,75 4,73 %
Epi-Keto-CTC 763,42 2,13 5,78 %
MeTC 2268,56 1,40 3,79 %
OTC 265,56 1,93 5,22 %
Epi-OTC 580,71 1,86 5,05 %
TC 1461,62 1,84 4,98 %
Epi-TC 1645,40 1,65 4,46 %
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Tab. 54: Sulfonamide und Trimethoprim: Absolute Standardabweichung, Verfahrens-
standardabweichung und Variationskoeffizient (Arbeitsbereich: 10-100 pg/L,
7 Konzentrationsstufen, n=3)

Abk. Sy [Flacheneinheiten] Sxo [MO/L] Vyo [%0]
SCPD 384,15 1,50 4,06 %
SDD 10487,37 2,34 6,33 %
SDM 15094,15 2,05 5,56 %
SDX 14346,46 5,36 14,53 %
SDz 1347,83 2,41 6,52 %
SGD 236,88 2,18 5,91 %
SM 15061,37 4,18 11,32 %
SMZ 6310,27 2,82 7,64 %
SMOPD 12637,55 3,87 10,49 %
SMOAZ 1003,86 1,72 4,66 %
SMTZ 322,08 2,31 6,25 %
SPD 7587,35 2,74 7,42 %
STZ 1709,10 1,89 5,13 %
TMP 18574,83 1,58 4,28 %

Tab. 55: Chloramphenicol: Absolute Standardabweichung, Verfahrensstandardabweichung
und Variationskoeffizient (Arbeitsbereich: 1-10 pg/L, 7 Konzentrationsstufen, n=3)

Abk. sy [Flacheneinheiten] Sxo [MO/L] Vyo [%0]

CAP 19520,87 1,47 34,65 %
Tab. 56:  Nitrofuranmetabolite:  Absolute  Standardabweichung, Verfahrensstandard-
abweichung und  Variationskoeffizient  (Arbeitsbereich:  1-10  pg/L,

7 Konzentrationsstufen, n=3)

Abk. sy [Flacheneinheiten] Sxo [MO/L] Vyo [%0]

AHD 99,60 0,51 12,00 %

AMOZ 11545,55 0,23 5,42 %

AOZ 522,11 0,28 6,64 %

SEM 130312,03 3,24 71,81 %
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Tab. 57: Makrolide: Absolute Standardabweichung, Verfahrensstandardabweichung und
Variationskoeffizient (Arbeitsbereich: 10-100 pg/L, 7 Konzentrationsstufen, n=3)

Abk. sy [Flacheneinheiten] Sxo [MO/L] Vyo [%0]
Cip 1359,02 1,30 3,51 %
Dan 3996,03 1,75 4,74 %
Dif 5900,00 1,07 2,91 %
Enr 11383,96 1,44 3,91 %
Eno 2980,22 1,28 3,47 %
Fle 4889,84 1,47 3,98 %
Lev 25121,12 3,36 9,12 %
Mar 2615,33 1,65 4,47 %
Nor 2773,62 1,72 4,65 %
Sar 4815,70 1,70 4,61 %
Spa 56031,35 3,54 9,59 %
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A 3.6 NWG, BG, ccqund cc g

Tab. 58: Tetracycline: Nachweis- und Bestimmungsgrenze sowie Nachweisvermégen und
Erfassungsgrenze (Arbeitsbereich: 10-100 pg/L, 7 Konzentrationsstufen, n=3; ccq
und ccg auf Basis der Standardabweichung von drei dotierten Honigen berechnet

(10 nglkg))

Abk. NWG [ug/kg] BG [ug/kd] CCq[Mg/k] ccp [Hg/kg]
a-Apo-OTC 2,36 7,82 1,70 2,79
B-Apo-OTC 3,79 12,49 3,04 4,99

ATC 2,32 7,69 1,08 1,77

Epi-ATC 1,63 3,26 0,82 1,34
ACTC 3,82 12,61 0,75 1,23
Epi-ACTC 4,85 15,91 0,99 1,62
DC 1,96 6,51 0,05 0,09
Epi-DC 1,88 6,22 0,51 0,83
DMC 1,66 5,50 0,50 0,82
Epi-DMC 2,25 7,44 0,76 1,24
CTC 2,00 6,70 0,99 1,63
Iso-CTC 1,60 5,31 0,37 0,60
Epi-Iso-CTC 6,08 19,87 0,12 0,20
Epi-Enol-CTC 2,61 8,64 0,50 0,83
Epi-Keto-CTC 3,19 10,52 0,46 0,75
MeTC 2,09 6,94 0,17 0,28
oTC 2,88 9,52 1,09 1,78
Epi-OTC 2,79 9,21 0,44 0,72
TC 2,75 9,09 1,25 2,04
Epi-TC 2,46 8,14 1,15 1,89
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Tab. 59: Sulfonamide und Trimethoprim: Nachweis- und Bestimmungsgrenze sowie

Nachweisvermégen und Erfassungsgrenze (Arbeitsbereich:

10-100 ug/L,

7 Konzentrationsstufen, n=3; cc, und ccg auf Basis der Standardabweichung von
drei dotierten Honigen berechnet (10 pg/kg); Werte fur SGD, SMZ, SMOAZ und

STZ bei 50 pg/kg berechnet)

Abk. NWG [ug/kg] BG [ug/kd] CCq[Mg/k] ccp [Hg/kg]
SCPD 2,24 7,42 3,45 5,67
SDD 3,50 11,53 1,26 2,06
SDM 3,07 10,13 0,39 0,64
SDX 8,02 26,10 1,42 2,33
SDz 3,60 11,85 4,22 6,91
SGD 3,26 10,76 5,73 9,40
SM 6,25 20,41 4,29 7,04
SMz 421 13,86 4,91 8,06
SMOPD 5,79 18,93 1,91 3,13
SMOAZ 2,57 8,51 9,91 16,25
SMTZ 3,45 11,38 7,64 12,53
SPD 4,10 13,48 1,18 1,94
STZ 2,83 9,35 9,27 15,20
T™MP 2,36 7,83 2,33 3,82

Tab. 60: Chloramphenicol: Nachweis- und Bestimmungsgrenze sowie Nachweisvermdgen
und Erfassungsgrenze (Arbeitsbereich: 1-10 ug/L, 7 Konzentrationsstufen, n=3;
ccq und ccg auf Basis der Standardabweichung von drei dotierten Honigen
berechnet (1 pg/kg))

Abk.

NWG [ug/kg]

BG [ug/kd]

CCq[Mg/k]

ccp[Hg/kg]

CAP

2,28

7,39

0,13

0,22

Tab. 61: Nitrofuranmetabolite: Nachweis- und Bestimmungsgrenze sowie Nachweis-
vermdgen und Erfassungsgrenze (Arbeitsbereich: 1-10 pg/L, 7 Konzentrations-
stufen, n=3; cc, und ccg auf Basis der Standardabweichung von drei dotierten
Honigen berechnet (1 pg/kg))

Abk. NWG [ug/kg] BG [ug/kd] CCq[Mg/k] ccp[Hg/kg]
AHD 0,79 2,55 0,11 0,18
AMOZ 0,35 1,14 0,04 0,06
AOZ 0,43 1,40 0,08 0,13
SEM 5,16 21,81 0,09 0,14

LI
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Tab. 62: Makrolide: Nachweis- und Bestimmungsgrenze sowie Nachweisvermdgen und
Erfassungsgrenze (Arbeitsbereich: 10-100 ug/L, 7 Konzentrationsstufen, n=3; cc,
und ccg auf Basis der Standardabweichung von drei dotierten Honigen berechnet
(10 pg/kg) Werte fur Dif, Spa und Mar bei 50 pg/kg berechnet, fir Sar aufgrund

von Matrixinterferenzen keine Berechnung maoglich)

Abk. NWG [ug/kg] BG [ug/kd] CCq[Mg/k] ccp [Hg/kg]
Cip 1,94 6,42 1,81 2,98
Dan 2,62 8,65 1,72 2,83
Dif 1,60 5,33 38,09 62,47
Enr 2,16 7,15 1,17 1,91
Eno 1,091 6,35 2,33 3,65
Fle 2,20 7,28 1,46 2,39
Lev 5,03 16,50 2,30 3,77
Mar 2,47 8,17 4,78 7,84
Nor 2,57 8,49 3,71 6,09
Sar 2,55 8,42 - N
Spa 5,29 17,33 22,84 37,45

LIl
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A 3.7 Wiederfindung

Tab. 63: Tetracycline: Mittelwert der Wiederfindung in Prozent (Dotierte Honige 5 pg/kg,
10 pg/kg, 25 pg/kg und 50 pg/kg wurden jeweils dreimal vorbereitet und analysiert;
Quantifizierung erfolgt gegen einen matrixkalibrierten Mischstandard 10 ug/kg)

Abk. Wiederfindung [%0]
a-Apo-OTC 28,3
B-Apo-OTC 17,7

ATC 82,8

Epi-ATC 36,9

ACTC 1191

Epi-ACTC 94,9
DC 100,5
Epi-DC 102,9
DMC 100,3
Epi-DMC 70,1
CTC 111,5
Iso-CTC 69,1
Epi-l1so-CTC 1254
Epi-Enol-CTC 62,9
Epi-Keto-CTC 92,9
MeTC 98,9
OTC 93,1
Epi-OTC 60,5
TC 85,2
Epi-TC 86,2

LI



A Anhang

Tab. 64: Sulfonamide und Trimethoprim: Mittelwert der Wiederfindung in Prozent (Dotierter
Honig 50 ug/kg wurden jeweils dreimal vorbereitet und analysiert; Quantifizierung
erfolgt gegen einen matrixkalibrierten Mischstandard 50 pg/kg)

Abk. Wiederfindung [%]
SCPD 104,5
SDD 107,4
SDM 96,1
SDX 100,5
SDz 104,8
SGD 91,1
SM 97,6
SMZ 96,2
SMOPD 116,4
SMOAZ 115,8
SMTZ 123,2
SPD 105,5
STZ 106,1
TMP 96,9

Tab. 65: Chloramphenicol: Mittelwert der Wiederfindung in Prozent (Dotierter Honig
0,5 pug/kg wurde jeweils dreimal vorbereitet und analysiert; Quantifizierung erfolgt
gegen eine externe Standardlésung 1 ug/L)

Abk. Wiederfindung [%]
CAP 89,5

Tab. 66: Nitrofuranmetabolite: Mittelwert der Wiederfindung in Prozent (Dotierte Honige 0,5
po/kg, 1,0 pa/kg, 2,5 pg/kg und 5,0 pg/kg wurden jeweils dreimal vorbereitet und
analysiert; Quantifizierung erfolgt gegen einen matrixkalibrierten Mischstandard

1,0 pg/kg)
Abk. Wiederfindung [%]
AHD 91,7
AMOZ 97,5
AOZ 95,4
SEM 92,8

LIV
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Tab. 67: Makrolide: Mittelwert der Wiederfindung in Prozent (Dotierter Honig, 10 pg/kg wurde
jeweils dreimal vorbereitet und analysiert; Quantifizierung erfolgt gegen einen
matrixkalibrierten Mischstandard 10 pg/kg; Werte fir Dif, Spa und Mar bei 50 pg/kg
berechnet, fur Sar aufgrund von Matrixinterferenzen keine Berechnung moglich)

Abk. Wiederfindung [%]
Cip 103,8
Dan 99,9

Dif 117,4
Enr 102,6
Eno 88,3
Fle 97,2
Lev 93,8
Mar 97,5
Nor 107,2
Sar -
Spa 113,1

LV



