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Theoretischer Teil

1 Theoretischer Teil

1.1 Einleitung

Nachrichten, die etwa so lauten wie ,,Antibiotika im Essen“ bringen viele Verbraucher in
erster Linie mit Fleisch in Verbindung. Den Honig indes betrachten viele Menschen als ein
wertvolles Naturprodukt. Er enthdlt viele gesunde Inhaltsstoffe und ist erndhrungs-
physiologisch wertvoller als konventioneller Zucker. Neben Zuckerverbindungen sind
viele weitere natiirliche Substanzen im Honig enthalten: Mineralien und Spurenelemente,
Pollen, Aromastoffe und zahlreiche andere organische Verbindungen. Hin und wieder sind
in den Medien Berichte iiber Antibiotika im Honig zu lesen. Was sind Antibiotika und wie
kommen sie in den Honig?

Als Antibiotika bezeichnet man Substanzen, die Mikroorganismen abtoten oder deren
Wachstum reversibel hemmen, ohne selbst Enzyme zu sein. Der Begriff wurde von dem
amerikanischen Mikrobiologen Selman Abraham Waksman Anfang der 40er Jahre des
20. Jahrhunderts geprdgt [FALBE und REGITZ, 1992]. Die Bezeichnung setzt sich aus den
aus dem Griechischen entnommenen Begriffen ,anti“ ( = gegen) und ,,biotikos* ( = zum
Leben gehorig) zusammen.

Wihrend urspriinglich Substanzen als Antibiotika verstanden wurden, die als niedermole-
kulare Sekunddrmetabolite von Mikroorganismen erzeugt wurden, sind heutzutage auch
antibiotisch wirksame Substanzen aus Pflanzen und Tieren sowie die Gruppe aller synthe-
tisch hergestellten antibiotisch wirksamen Substanzen hinzuzurechnen. Es wird geschitzt,
dass derzeit mehr als 8.000 Antibiotika bekannt sind.

In der Humanmedizin wird der grofite Teil der verwendeten Antibiotika zur Chemothera-
pie, d.h. zur Behandlung von Infektionskrankheiten mit chemischen Stoffen, eingesetzt.
Daraus stellen die Tetracycline mit 63,1 Mio. DDD (defined daily dose) die
zweitwichtigste Klasse von Antiinfektiva nach den []-Lactamantibiotika dar [SCHWABE
und PAFFRATH, 2003]. Von den verordneten Tetracyclinen hat das Doxycyclin allein einen
Anteil von iiber 90%.

Ebenso wie der Einsatz in der Humanmedizin gebietet auch der Tierschutz, erkrankte Tiere

im Falle von Infektionskrankheiten mit Antibiotika zu behandeln. Aber auch zur
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Theoretischer Teil

Prophylaxe von Krankheiten werden Antibiotika in der Tiermedizin eingesetzt, um eine
bekannte Gefahr fiir den Tierbestand zu vermeiden.

Als Futterzusatzstoffe hatten die Antibiotika eine weitere Bedeutung in der Tierhaltung er-
langt. Dazu wurden die Antibiotika als so genannte Leistungsforderer dem Futter in sub-
therapeutischen Dosen (unter 100 mg/kg Futter) beigemischt. Das erste Ziel war dabei
nicht, krankmachende Keime abzutdéten, denn das dauerhafte Keimfreimachen des
Verdauungstraktes wiirde zu schweren Verdauungsstorungen des Tieres fithren. Es sollte
durch den Einsatz der antibiotischen Substanzen im Verdauungstrakt der Tiere eine
giinstigere Keimflora erzeugt werden, um dadurch eine bessere Futterverwertung und
schlieBlich eine kiirzere Mastdauer zu erreichen. Allerdings birgt der anhaltende Einsatz
von Antibiotika im Futter von Tieren die Gefahr der Ausbildung von
Antibiotikaresistenzen bei human— oder tierpathogenen Mikroorganismen. Aus diesem
Grunde hat die Europdische Union die Anzahl der zugelassenen Antibiotika als
Wachstumsforderer schrittweise eingeschrinkt und zum 1. Januar 2006 gemal Artikel 11
Absatz 2 der Verordnung iiber Zusatzstoffe zur Verwendung in der Tiererndhrung ginzlich
verboten [Verordnung (EG) Nr. 1831/2003]. Lediglich fiir die nicht als Leistungsforderer
wirksamen  Kokzidiostatika  blieb  die = Zulassung  bestehen  [Verordnung
(EG) Nr. 600/2005]. Da die Regelung spitestens seit Verdffentlichung der Verordnung am
18. Oktober 2003 im Amtsblatt der Europédischen Union bekannt war, ist eine Abverkaufs-
bzw. Verwendungsfrist fiir etwaige vor diesem Datum hergestellte und in Verkehr ge-
brachte Zusatzstoffe, Vormischungen und Futtermittel nicht vorgesehen.

Die Menge der in der Bundesrepublik Deutschland eingesetzten Antibiotika im Jahre 2005
betrug 784 Tonnen [SCHNEIDEREIT, 2006]. Die Einsatzmenge der Tetracycline lag 2005
um ca. 35 Tonnen niedriger als zwei Jahre zuvor, was in dem Auslaufen von Zulassungen
einiger tetracyclinhaltiger Veterindrarzneimittel begriindet ist.

Von den im Jahre 1997 therapeutisch verabreichten 3.494 t Antibiotika in der Veterinér-
medizin stellen die Tetracycline mit knapp 2.300 t die grote Gruppe dar, gefolgt von den
Makroliden mit 424 t und den Penicillinen mit 322t (Abbildung 1). Damit stellen die
Tetracycline mengenméBig die fiir die Veterinirmedizin bedeutendste Gruppe dar,
wihrend sie in der Humanmedizin Platz zwei nach den Penicillinen belegen [SCHWABE
und PAFFRATH, 2003]. Das ist in erster Linie auf die relativ kostengiinstigen Produktions-
moglichkeiten und ihr als Breitbandantibiotika weitreichendes Einsatzspektrum zuriickzu-

fihren.
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Tetracycline; 2294 t

Macrolide; 424 t
Andere; 182 t

Fluoroquinolone; 43 t

Sulfonamide &
Trimethoprim; 75 t

Aminogycoside: 154 t Penicilline; 322 t

Abbildung 1 - Verbrauch der einzelnen Antibiotikagruppen im Jahre 1997 (EU plus
Schweiz) fiir therapeutische Zwecke in der Veterinirmedizin

[FEDESA, 1998].

Leider existieren nur sehr wenige aufgeschliisselte Daten zum therapeutischen Einsatz der
Tierarzneimittel nach der Tierart. Fiir beispielsweise sechs Landkreise in Niedersachsen
stellt sich die Situation so dar, dass der grofte Teil der therapeutisch verwendeten
Antibiotika in der Nutztierhaltung fiir die Schweine- und Gefliigelhaltung eingesetzt wird
(Abbildung 2). [WINCKLER und GRAFE, 2000].
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Schwein
71%

Rind
2%

Gefligel
27%

Abbildung 2 - Anteil der therapeutisch verwendeten Antibiotika in

der Nutztierhaltung im Weser-Ems-Gebiet nach

Tierart [WINCKLER und GRAFE, 2000]
Der Einsatz von Tierarzneimitteln bei der landwirtschaftlichen Produktion von
lebensmittelliefernden Tieren kann zur Bildung von Riickstinden in daraus gewonnenen
Lebensmitteln fithren. Somit besteht beim Verzehr derartiger Lebensmittel die Mdglichkeit
einer  Gesundheitsgefihrdung des  Menschen. Zur  Vermeidung  derartiger
Gesundheitsgefihrdungen der Verbraucher existieren innerhalb der EU fiir Riickstinde an
Tierarzneimitteln und teilweise auch fiir ihre Metaboliten oder Abbau- und
Umwandlungsprodukte festgesetzte maximale Riickstandshochstwerte in Lebensmitteln
tierischen Ursprungs [Verordnung EWG 2377/90]. Die Hochstwerte fiir die Tetracycline
sind in der konsoldierten Fassung der Verordnung EWG 2377/90 [http://ec.
europa.eu/enterprise/pharmaceuticals/eudralex/vol-5/reg_1990 2377 consol/reg 1990
2377 consol_de.pdf] zu finden:

Pharmakologisch  Marker- Tierart MRL Ziel- Sonstige
wirksame(r) Ruckstand gewebe  Vorschriften
Stoff(e)

Chlortetracyclin Summe von Alle zur Lebens- 600 pg/kg Nieren

Muttersubstanz  mittelerzeugung 300 pg/kg Leber

und ihrem genutzten Arten 100 pg/kg Muskel

4-Epimer 100 pa/kg Milch
200 pg/kg Eier
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Pharmakologisch  Marker- Tierart MRL Ziel- Sonstige
wirksame(r) Ruckstand gewebe  Vorschriften
Stoff(e)

Doxycyclin Doxycyclin Rinder 100 ug/kg Muskel Nicht anwenden bei

300 pg’kg Leber Tieren, von denen
600 pg/kg Nieren Milch flr den
menschlichen

Verzehr gewonnen

wird.
Schweine, 100 pa/kg Muskel Nicht anwenden bei
Geflugel 300 pg/kg Fett + Tieren, von denen
Haut Eier fur den mensch-
300 pg/kg Leber lichen Verzehr
600 pg/kg Nieren gewonnen werden.

Oxytetracyclin Summe von Alle zur Lebens- 600 pg/kg Nieren
Muttersubstanz  mittelerzeugung 300 pg/kg Leber
und ihrem 4- genutzten Arten 100 pg/kg Muskel
Epimer 100 ug/kg Milch

200 pg/kg Eier

Tetracyclin Summe von Alle zur Lebens- 600 pg/kg Nieren
Muttersubstanz  mittelerzeugung 300 pg/kg Leber
und ihrem 4- genutzten Arten 100 pg/kg Muskel
Epimer 100 pa/kg Milch

200 pg’kg Eier

Tabelle 1 - Auszug aus Anhang I der konsoldierten Fasung der Verordnung (EWG) 2377/90

Diese Hochstwerte diirfen bei den angegebenen Lebensmitteln, die in den Verkehr gelan-
gen, nicht iiberschritten werden.

Zur Gewdhrleistung des Unterschreitens dieser Hochstwerte nach der Behandlung eines
lebensmittelliefernden Tieres sind Wartezeiten einzuhalten. Die Lange dieser Wartezeiten
richtet sich unter anderem nach der Art des applizierten Wirkstoffes, der Ausscheidung aus
dem Organismus, der Art der Applikation und der Art des Tieres und ist definiert als der
Zeitraum zwischen der letzten Anwendung des Arzneimittels beim Tier und dem
Zeitpunkt, bis zu dem das Tier nicht zur Gewinnung von Lebensmitteln verwendet werden
darf. Die Finhaltung der Wartezeit ist vom zustdndigen Amtstierarzt zu iiberpriifen und
stellt ein wesentliches Instrument zum Schutze des Verbrauchers vor riickstandshaltigen
Lebensmitteln dar. Jedoch konnen auch bei redlichem Gebrauch von Tierarzneimitteln
durch den Tierhalter und den Tierarzt mogliche Riickstinde nicht ausgeschlossen werden.
Beispielsweise kann aufgrund von Erkrankungen des Tieres eine verminderte Elimination

des Wirkstoffes auftreten, fiir die die festlegete Sicherheitsspanne nicht ausreichend ist.
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Ublicherweise werden Ausscheidungskinetiken zur Festlegung der Wartezeiten an
gesunden Tieren durchgefiihrt, denn eine gezielte Infektion von gesunden Tieren zum
Zwecke der Untersuchung einer krankhaft verdnderten Ausscheidung ist aus tierschutz-
rechtlichen Griinden nicht statthaft. Auch eine Verschleppung von Wirkstoffen im Tier-
mastbetrieb durch die Fiitterungsanlagen ist denkbar, denn vielfach werden die Tierarznei-
mittel mit dem Futter verabreicht. Ebenso ist die nicht erlaubte Anwendung von Tierarz-
neimitteln durch den Tierhalter ohne Konsultation eines Tierarztes ein denkbares Szenario,
denn der wirtschaftliche Schaden, den beispielsweise ein Hiithnereiproduktionsbetrieb er-
leidet, wenn iiber einige Tage keine Eier aus dem Betrieb verkauft werden diirfen, ist -
erheblich.

Die Untersuchung der Lebensmittel tierischen Ursprungs auf Riickstinde von pharma-
kologisch wirksamen Stoffen erfolgt in Deutschland auf der Grundlage des Nationalen
Riickstandskontrollplans (NRKP). Die rechtlichen Rahmenbedingungen fiir diesen Plan
wurden auf europdischer Ebene festgelegt [Richtlinie 96/23/EG des Rates, 1996;
Entscheidung 97/747/EG der Kommission, 1997] und stellen damit eine harmonisierte
Riickstandsiiberwachung in der EU sicher. Der Nationale Riickstandskontrollplan wurde
seit 1989 von den Bundeslindern zusammen mit dem Bundesinstitut fiir Verbraucher-
schutz und Veterindrmedizin (BgVV) als koordinierende Stelle gemeinsam durchgefiihrt.
Seit dem 1.1.2002 ist das Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
(BVL) anstelle des BgV'V fiir den NRKP zustidndig.

Bei der Berechnung der Untersuchungszahlen und fiir die Aufteilung auf die einzelnen
Bundesldnder wird die Schlachtstatistik des Statistischen Bundesamtes zugrunde gelegt.
Die Ergebnisse des Nationalen Riickstandskontrollplans fiir die Jahre 1995 bis 2007
(Abbildung 3) zeigen eine Abnahme der positiven Riickstandsbefunde fiir die ersten Jahre

seit 1995 [BVL NRKP, 2007].
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Abbildung 3 - Darstellung der positiven Riickstandsbefunde im Rahmen des
Nationalen Riickstandskontrollplans fiir die Jahre 1995 bis 2007
[BVL NRKP, 2007].

Im Jahre 2007 wurde bei 0,3% aller im Rahmen des Nationalen Riickstandskontrollplans
untersuchten Proben ein positiver Riickstandsnachweis gefiihrt. Als positiver Riickstands-
befund gilt hier bei zugelassenen Stoffen und Kontaminanten alle mit einer Bestitigungs-
methode abgesicherten quantitativen Befunde, bei denen eine Uberschreitung der Hochst-
mengen vorliegt, bei verbotenen und nicht zugelassenen Stoffen alle mit einer Bestéti-
gungsmethode abgesicherten qualitativen und quantitativen Befunde. Bei der Bewertung
dieser Riickstandsbefunde ist zu beachten, dass diese Aufstellung keinen représentativen
Charakter hat, da neben den zufillig ausgewihlten Stichproben auch alle Verdachtsproben
in dieser Statistik mit enthalten sind.

Fiir Honig stellt sich die Statistik wie Abbildung 4 zeigt dar. Dabei handelt es sich um
Zahlen fiir die Proben, bei denen antibakterielle Stoffe in Honig nachgewiesen werden
konnten. Der Anteil positiver Proben liegt mit im Mittel etwas iiber einem Prozent hoher

als der in der Gesamtstatistik.
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Abbildung 4 - Darstellung der positiven Riickstandsbefunde im Rahmen des Nationalen Riickstands-
kontrollplans fiir Honig fiir die Jahre 1995 bis 2007 [BVL NRKP, 2007].

Laut Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit sind durch Lebens-
mittel mit den festgestellten Riickstinden keine schwerwiegenden Gesundheitsgefahren zu
erwarten. Allerdings besteht vor allem bei wiederholter Aufnahme von antibiotisch wirk-
samen Stoffen das Risiko einer Resistenzbildung und einer Sensibilisierung. Die
Zusammensetzung der intestinalen Mikroflora beim Menschen wird durch kontinuierliche
Aufnahme von antimikrobiell wirkenden Substanzen verindert [ CERNIGLIA und KOTARSKI,
1999]. Resistenzen bilden Mikroorganismen insbesondere dann aus, wenn antibiotisch
wirkende Substanzen nicht ausreichend lange oder in zu niedriger Dosierung eingesetzt
werden, so dass einige Mikroorganismen die Anwendung iiberleben und sich an die Be-
dingungen anpassen konnen. Insbesondere die Entstehung von Kreuzresistenzen stellt ein
ernsthaftes Problem fiir den Antibiotikaeinsatz in der Humanmedizin dar, denn die
resistenten Keime sind dann auch gegen ein anderes, auf demselben Wirkprinzip be-
ruhendes in der Humanmedizin eingesetztes Antibiotikum resistent.

Waihrend fiir Muskelfleisch, Leber, Niere, Milch und Eier MRL-Werte (maximum residue
limit) festgesetzt worden sind, existiert bisher kein MRL-Wert fiir Tetracycline in Honig.
Andere Linder haben aber Grenzwerte definiert. So ist in Spanien ein Grenzwert von 100
ug/kg in Honig festgelegt [Plan CREHA, 2004]. Die britische Food Standards Agency hat
einen Aktionslevel von 50 ug/kg festgelegt. In der Schweiz wurde ein Toleranzwert von

0,02 mg/kg fiir alle Tetracycline in Honig festgelegt [Verordnung des EDI iiber Fremd-
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und Inhaltsstoffe in Lebensmitteln, 1995]. Dabei darf die Summe der einzelnen
Tetracycline den Toleranzwert von 0,02 mg/kg nicht {iberschreiten.

Wihrend fiir Tetracycline allgemein anerkannt ist, dass diese als sicher fiir die Anwendung
bei Nutztieren gelten, existieren keine MRL fiir Honig, da fiir die Hersteller der Arznei-
mittel der Markt fiir imkerliche Anwendung zu klein erscheint und sie deshalb keine Daten
bei der Européischen Arzneimittelagentur EMEA eingereicht haben [MARTIN, 2003].

Die Untersuchung der Lebensmittel tierischen Ursprungs auf Riickstdnde von pharmakolo-
gisch wirksamen Stoffen ist notwendig und erfordert leistungsfihige Analyseverfahren, die
auch eine illegale Anwendung von pharmakologisch wirksamen Stoffen sicher nachweisen
konnen. Bei den dazu notwendigen riickstandsanalytischen Verfahren handelt es sich auf-
grund der notwendigen aufwindigen Aufarbeitung der Proben und Reinigung von
storenden Begleitstoffen sowie der hiufig notwendigen Aufkonzentrierung der gesuchten
Wirkstoffe oft um sehr langwierige Verfahren. Es werden daher verstirkt Schnellverfahren
eingesetzt, die ein schnelles Screening der Proben, d.h. ein schnelles Auffinden aller auf-
filligen Proben aus einer groen Menge von Proben mit negativem Befund, ermoglichen.
Nur noch diese im Screening auffilligen Proben miissen der aufwindigen Analyse aus
Griinden der genauen Bestimmung der Art und Menge des Riickstands zur Bestitigung
unterzogen werden. Aber auch fiir die zur Bestitigung genutzten Verfahren sollten aus
Griinden der Wirtschaftlichkeit und der Reduzierung der Fehlerquellen moglichst einfache
Verfahren zur Anwendung gelangen, wobei hiufig eine weitgehende Automatisierung an-
gestrebt wird.

Die vorliegende Arbeit stellt die Ergebnisse eines Medikationsversuchs von Honigbienen
mit Antibiotika aus der Gruppe der Tetracycline vor und zeigt die Leistungsfihigkeit
zweier Screening-Verfahren zur schnellen Analyse von Tetracyclinriickstinden in Honigen
im Vergleich zu einer klassischen chromatographischen Methode. Weiter wird die Ent-
wicklung einer weitgehend automatisierten Analysemethode zur Analytik von Riickstdn-

den an Tetracyclinen in Honigen aufgezeigt.
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1.2 Tetracycline

1.2.1 Geschichte

Die Geschichte der Tetracycline begann 1948, als im Boden vorkommende Mikro-
organismen auf ihre Féhigkeit untersucht wurden, antimikrobiell wirksame Substanzen
bilden zu konnen. Zuerst wurde das Chlortetracyclin (CTC) aus Kulturfiltraten von
Streptomyces auroefaciens gewonnen und als Aureomycin® bezeichnet, kurze Zeit spiter
konnte auch das zunichst als Achromycin® bezeichete Tetracyclin (TC) aus der gleichen
Kultur gewonnen werden. Spiter gelang die Isolierung von Oxytetracyclin (OTC), auch als
Terramycin® bekannt, aus S. rimosus. [MITSCHER, 1978; HLAVKA u. BOOTHE, 1985].
Daraufhin wurden noch andere Varianten der Tetracycline, teils durch spezielle Kultur-
techniken und damit einhergehender bevorzugter Bildung eines Tetracyclins, teils durch
anschliefende chemische Modifikation der mikrobiologisch gewonnenen Wirkstoffe ent-

wickelt [GOODMAN, 1985].

1.2.2 Eigenschaften

Den verschiedenen Tetracyclinen liegt als gemeinsames Strukturmerkmal ein aus vier
linear kondensierten Sechserringen bestehendes Grundgeriist zugrunde (Abbildung 5).
Diese Struktur ist auch fiir die Namensgebung dieser Klasse antibiotisch wirkender Subs-
tanzen verantwortlich, da es sich um vier (griechisch = tetra) zyklische Ringe handelt. In
Tabelle 2 in Verbindung mit Abbildung 5 - Grundstruktur der Tetracycline sind die vier fiir
veterindirmedizinische Anwendung zugelassenen Tetracycline mit ihren jeweils unter-

schiedlichen Strukturelementen dargestellt.
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Abbildung 5 - Grundstruktur der Tetracycline

Name R’ R” R™
Tetracyclin —H —OH —H
Oxytetracyclin —H —OH —OH
Chlortetracyclin —Cl —OH —H
Doxycyclin (DC) —H —H —OH

Tabelle 2 - Substituenten der verschiedenen Tetracycline

Die vier Ringe des dem Naphthacen dhnlichen Grundgeriistes werden, wie in Abbildung 5

dargestellt, zur Unterscheidung mit A bis D bezeichnet.

1.2.2.1 Physikalische Eigenschaften

Die Tetracycline liegen bei Raumtemperatur als gelbe kristalline Verbindungen vor [FALBE
und REGITZ, 1989]. Aufgrund der goldgelben Farbe des Chlortetracyclins erhielt es den
Handelsnamen Aureomycin®. Sie sind im Allgemeinen wenig l6slich in Wasser, wobei die
Loslichkeit des Oxytetracyclins am groften ist. In niederen Alkoholen, Aceton, Chloro-
form oder Essigsdureethylester sind sie gut 10slich, wéhrend sie in unpolaren
Losungsmitteln wie Petrolether, Benzol oder Hexan sehr wenig oder nicht 16slich sind. Die
Loslichkeit nimmt mit steigender Polaritit des Losungsmittels zu [SALVATORE und KATZ,
1993]. Die Schmelzpunkte liegen zwischen 165 und 185 °C, wobei jedoch bereits die

Zersetzung eintritt. In trockenem Zustand sind die Tetracycline bei Raumtemperatur einige
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Zeit lagerungsstabil. Bei erhohten Temperaturen tritt auch unter Sauerstoffabschluss ein

beschleunigter Abbau ein [RAY und HARRIS, 1989].

UV-Absorption und Fluoreszenz

Die Tetracycline weisen zwei Absorptionsmaxima im Bereich 270 und 360 nm
[McCorMICK et al., 1957] auf. Tetracyclin zeigt in wissriger LOsung zwei
Absorptionsmaxima bei 363 nm und 268 nm, fiir das Oxytetracyclin liegen diese bei 357
nm und 267 nm und das Chlortetracyclin hat seine Maxima bei 355 nm und 270 nm
[BLACKwooD R. K., zit. in: MITSCHLER, 1978]. Generell sind die molaren
Extinktionskoeffizienten bei den niedrigeren Wellenlédngen etwas grof3er.

Die natiirliche Fluoreszenz der Tetracycline kann durch Anderung des pH-Wertes und die
Anwesenheit von Metallkationen deutlich verstirkt werden. So ist zum Beispiel die Fluo-
reszenzemission des Chlortetracyclins bei pH-Werten niedriger als 7,5 und einer An-
regungswellenlinge von 400 nm bei 530 nm am groften [MATHEW und BALARAM, 1980].
Oberhalb von pH 7,5 zeigt das Chlortetracyclin eine zusitzliche, schwichere Fluoreszenz
bei 430 nm mit einer Anregungswellenldnge von 345 nm. Die Bildung von Chelatkom-
plexen mit Mg oder Ca*" fiihrt zu einer weiteren Verschiebung der Emissionswellenlinge

von 430 nm zu 530 nm.

1.2.2.2 Chemische Eigenschaften

In wéssriger Losung zeigen die Tetracycline in Abhédngigkeit vom pH-Wert unterschied-
liche Stabilitit. Aufgrund der basischen Dimethylaminofunktion und der sauren Gruppen
zeigen die Tetracycline amphoteren Charakter. Die Tetracycline stellen ein dreibasisches
System mit drei pK,—Werten dar [STEPHENS et al., 1956; HUTTENRAUCH und KEINER,
1968]. Tabelle 3 zeigt die drei pK,—Werte und Abbildung 6 die dazugehdrenden Bereiche
im Molekiil.
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Il oH 0 OH 0 o |

Abbildung 6 - Darstellung der drei basischen Bereiche des Tetracyclinmolekiils [nach STEPHENS, 1956]

Name pKa (1) PKa (1) PKa (1)
Oxytetracyclin 3,27 7,32 9,11
Chlortetracyclin 3,30 7,44 9,27
Tetracyclin 3,30 7,68 9,69

Tabelle 3 - pK,—Werte von drei Tetracyclinhydrochloriden in wissriger Losung [STEPHENS, 1956]

Der niedrigste pK, wird von dem mit I bezeichneten Bereich im Molekiil verursacht. Dabei
ist ein Mechanismus wahrscheinlich (Abbildung 7), in dem sich durch den Verlust eines
Protons ein Carbanion bildet, dessen Ladung iiber den Bereich der Kohlenstoffatome 1, 2,

3 und das Kohlenstoffatom des primaren Sdureamids delokalisiert ist [MITSCHER, 1978].

[0 H
Y

Abbildung 7 - Mechanismus fiir pK,I

Der mittlere pK, ergibt sich aus dem vinylogen Dicarbonylsystem der Ringe B und C, der

ebenfalls zu einem resonanzstabilisierten System fiihrt:
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Abbildung 8 - Mechanismus fiir pK,IIT

Fiir den hochsten pK,—Wert ist die protonierte Dimethylaminofunktion am Kohlenstoff-
atom 4 verantwortlich.

Die Tetracycline konnen mit Siuren und Basen wasserlosliche Salze bilden, wobei die
Hydrochloride aufgrund der guten Wasserloslichkeit auch therapeutisch die grofite Be-

deutung haben.

Umlagerungsprodukte

Epimerisierung

Die Tetracycline besitzen mit dem Kohlenstoffatom 4 ein asymmetrisches Zentrum, an
dem sich eine Umkehr der Konfiguration vollziehen kann (Abbildung 9). Diese durch Pro-
tonen katalysierte, reversible Isomerisierung wird in der Tetracyclin—Literatur als Epi-
merisierung bezeichnet [MCCORMICK et al., 1957; REMMERS et al., 1963; HUSSAR et al.,
1968].

Abbildung 9 - Epimerisierung der Tetracycline
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Die Epimerisierung folgt bei pH 4 einer Reaktion erster Ordnung und hat bei pH 3,2 ein
Maximum, wihrend die Geschwindigkeit der Einstellung des Gleichgewichts unter ande-
rem von der Art des Puffers, der Pufferkonzentration, dem pH-Wert und der Temperatur
abhéngig ist. Durch eine hohere Konzentration eines Phosphatpuffers bei konstantem pH-
Wert kann eine deutlich schnellere Einstellung des Gleichgewichtszustands erreicht
werden [REMMERS et al., 1963]. Auch Komplexbildner wie Thioharnstoff, Harnstoff oder
Polyethylenglycol (siehe Seite 26) konnen einen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Epi-
merisierung haben [NAGGAR et al., 1974b]. Die Tetracycline mit den hochsten pK,—Werten
in der zweiten Dissoziationsstufe zeigen die geringste Epimerisierungstendenz [HUTTEN-
RAUCH und KEINER, 1968]. Zwar findet Epimerisierung bereits mit geringer Geschwindig-
keit in wiéssrigen Losungen statt, jedoch zeigen Untersuchungen, dass eine Epimerenbil-
dung im Organismus iiber das im wissrigen Medium gebildete Mal3 hinaus stattfindet

[ZURHELLE et al., 1999; KUHNE und WENZEL, 2001].

Isomerisierung

Wird Chlortetracyclin bzw. Tetracyclin alkalisch behandelt, bilden sich je nach Ausgangs-
verbindung Isochlortetracyclin oder 4-Epi-Isochlortetracyclin bzw. Isotetracyclin oder 4-
Epi-Isotetracyclin (Abbildung 10). Diese Reaktion ist irreversibel. Das gebildete Isochlor-
tetracyclin ist lichtempfindlich [KENNEDY et al., 1998b] und weist im alkalischen Bereich
eine verstirkte Fluoreszenz im Wellenlingenbereich 380-420 nm auf [BRYAN et al., 1992].
Das Isochlortetracyclin weist im gesamten pH—Bereich Fluoreszenz auf. Die optimalen Be-
dingungen fiir die Fluoreszenz sind 350 nm als Anregungswellenlinge und 415 nm als
Emissionswellenldnge im alkalischen Medium (pH > 10) [AHMED und JEE, 1984]. Vom
Oxytetracyclin ist bisher keine Iso-Verbindung bekannt, lediglich eine Arbeit vermutet das
Vorhandensein eines Iso-Oxytetracyclin als Abbauprodukt [HALLING-S@RENSEN et al.,
2002].
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Abbildung 10 - Bildung von Isochlortetracyclin

Dehvydratation

In stark sauren Losungen werden die Tetracycline unter Ausbildung eines aromatischen
Systems im Ring C des Tetracyclinmolekiils zu Anhydrotetracyclinen dehydratisiert

(Abbildung 11) [MCCORMICK et al., 1957].
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Abbildung 11 - Dehydratisierung von Chlortetracyclin

Wihrend sich aus Tetracyclin und Chlortetracyclin die jeweiligen Anhydrotetracycline bil-
den, reagiert das Oxytetracyclin in wassriger Losung weiter zu a— und B-apo-Oxytetra-

cyclin (Abbildung 12) [DURCKHEIMER, 1975].

H,C_ CH

AN 3

3 N H

CH

OH OH O O O

Abbildung 12 - Chemische Struktur von apo-Oxytetracyclin

Komplexbildung
Die Tetracycline zeigen eine ausgepriagte Neigung, mit polyvalenten Kationen Chelat-
Komplexverbindungen zu bilden. Besonders die Metallkationen Cu*, Mg*, Ca®*, Al*,

Zr**, Fe**, Fe**, Ni**, Mn**, Zn**, Be** sowie die Seltenen Erden werden von Tetracyclinen
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komplexiert. Die Tetracycline bilden mit den Metallkationen zunéchst 1:1-Komplexe, bei
hoheren pH—Werten auch 2:1-Komplexe [ALBERT, 1953]. Die Zusammensetzung der ge-
bildeten Komplexe variiert mit dem pH-Wert [BRION et al., 1981]. Das Tetracyclin-
molekiil hat drei prinzipielle Bindungsstellen fiir die Komplexbildung mit Metallkationen,
das Sédureamid-System (sieche Abbildung 6, Bereich I), das Dimethylammonium-Kation
(II) und den phenolischen []-Diketonbereich (III). Die erste Dissoziationskonstante fiir die
Metallkationen gehort zum Bereich I, gefolgt von dem B-Diketonbereich (III) und dem Di-
methylammonium-Kation (II) [SHARMA und JOSEPH, 1996]. Das Fe™ geht mit Oxy-,
Chlor- und Tetracyclin eine festere Komplexbindung ein als Fe** [ALBERT und REES,
1958]. Ein Nachweis einer Anwendung von Tetracyclinen bei Sdugetieren aufgrund der
Einlagerung in den Knochen ist noch lange Zeit nach Beendigung der Applikation z.B.
durch Fluoreszenzanalyse moglich [MILCH et al., 1957; BUYSKE, et al., 1960]. Ebenso ist
ein Nachweis in den Schalen von Eiern behandelten Gefliigels moglich [LINDGREN et al.,
1970; ZURHELLE, 2000b].

Auch Anionen wie Citrat, Phosphat, Polyphosphat, Salicylat und neutrale Verbindungen
wie Harnstoff, Thioharnstoff, Barbituraten und Coffein konnen Komplexbindungen mit
den Tetracyclinen eingehen [NAGGAR, 1974a; NAGGAR 1974b]. Die Fihigkeit der Tetra-
cycline, mit Calciumionen und Barbituraten terndre Komplexe zu bilden, kann fiir die Ex-
traktion der Tetracycline genutzt werden [KOHN, 1961a]. Ein zusétzlicher Vorteil bei die-
ser Art der Extraktion ist die starke Fluoreszenz der terndren Komplexe, die auch
analytisch genutzt werden kann [DAY et al., 1978]. Isochlortetracyclin bildet mit Calcium
keine Chelate [BUYSKE et al., 1960], wohl aber mit Kupfer, Nickel und Zink [DOLUISIO
und MARTIN, 1963].

1.2.2.3 Antibiotische Eigenschaften

Wirkungsmechanismus

Die Aufnahme der Tetracycline durch die Bakterienzelle erfolgt durch passive Uber-
windung der Zellmembran an bestimmten, kationenselektiven Poren, wéhrend die
Uberwindung der Cytoplasmamembran sowohl passiv (energieunabhingig) als auch
energieabhiingig erfolgen kann [KROKER 1996]. Die Tetracycline wirken primir durch
Hemmung der Proteinbiosynthese als Folge ihrer Bindung an die 30 S—Untereinheit der

70 S—Ribosomen. Auch ihre starke Affinitdit zu mehrwertigen Kationen wird fiir ihre
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bakteriostatische Wirkung mit verantwortlich gemacht. Die Affinitit der Tetracycline zu

den 80 S—Ribosomen der Eukaryonten ist dagegen deutlich geringer.

Wirkungsspektrum

Die Tetracycline sind Breitbandantibiotika, die bei geringer Toxizitdt bakteriostatische
Wirkung gegen grampositive und gramnegative Bakterien, Rickettsien, Mycoplasmen,

Leptospiren, Spirochiten, einige gro3e Viren und Protozoen besitzen.

Pharmakokinetik

Die Tetracycline konnen oral aufgenommen werden und behalten dabei ihre antibiotischen
Eigenschaften, wobei die Bioverfiigbarkeit stark vom Fiillungsgrad des Magens und der
Art der aufgenommenen Nahrung abhéngt. Aufgrund der groBen Affinitit der Tetracycline
zu Metallkationen sollten sie nicht mit Milchprodukten oder Eisenpréparaten eingenom-
men werden, da die gebildeten Chelatkomplexe die Resorption im Magen-Darm-Trakt be-
hindern. Der Gehalt im Serum erreicht bereits 2 bis 4 Stunden nach einer einzelnen Auf-
nahme seinen Hochststand und nimmt langsam iiber die nichsten 12 bis 24 Stunden ab
[MERCER, 1975].

In Tabelle 4 sind pharmakokinetische Daten der fiir veterinirmedizinische Anwendung zu-

gelassenen Tetracycline zusammengefasst [KROKER et al., 1996].
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Tetracyclin Enterale Re- Halbwertszeit Protein- Urinaus-
sorption [%] [h] bindung [%] scheidung [%]
Tetracyclin bis 5QHund) 5 (Hund) 36 (Rind) 56—85(Hund)
bis 80(Mensch) 10 (Kalb) 70—80(Hund) 40 (Mensch)
10 (Mensch) 25-55(Mensch)
Chlortetracyclin = 24Hund) 5 (Hund) 38 (Rind) 20 (Mensch)
47 (Kalb) 9 (Kalb) 61 (Hund)
25-30(Mensch) 5—6(Mensch) 50 (Mensch)
Oxytetracyclin 6QMensch) 3 (Huhn) <30 30(Mensch)
11 (Pferd)
8—-10(Mensch)
Doxycyclin 70(Hund) 10 (Hund) 80-90(Mensch) 25 (Mensch)
45 (Katze) 8 (Katze)

> 90 (Mensch) 12-18(Mensch)

Tabelle 4 - Pharmakinetische Daten von Tetracyclinen [KROKER et al., 1996]

Die Tetracycline werden kaum metabolisiert und die Exkretion erfolgt in aktiver Form
durch glomerulédre Filtration oder via Faeces. Signifikante Mengen werden auch iiber die
Galle ausgeschieden und wieder resorbiert [MERCER, 1975]. Chlortetracyclin, Doxycyclin
und Minocyclin werden teilweise zu mikrobiologisch inaktiven Verbindungen metaboli-
siert [MARZO und DAL Bo, 1998§].

Die anti-mikrobielle Wirksamkeit der 4-Epimere der Tetracycline ist deutlich geringer als
die der Ausgangssubstanzen [MCCORMICK et al., 1957]. Aufgrund der Reversibilitét der
Epimerisierung (sieche Seite 23) konnen sich die Epimere wieder zur Muttersubstanz
riickbilden und weisen somit eine dem Gleichgewicht entsprechende mikrobiologische Ak-
tivitit auf. Die geringere mikrobielle Aktivitdt ist auch den Epimeren der Isotetracycline
und Anhydrotetracycline zu Eigen. Einige biologische Effekte der Tetracycline werden
vermutlich durch Komplexierung mit Makromolekiilen iiber Metallkationen erzeugt

[KonN, 1961b].

1.2.3 Analytik

Fiir die Analytik von Tetracyclinen existiert bereits eine Vielzahl unterschiedlichster Me-
thoden. Neben den Untersuchungsverfahren zur Analytik pharmazeutischer Formulier-

ungen und der prozessbegleitenden Analytik bei der Herstellung von Tetracyclinen und
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daraus hergestellten Préparaten interessiert im Rahmen dieser Arbeit vor allem die
Analytik von Tetracyclinriickstinden in Lebensmitteln. Bei Lebensmitteln handelt es sich
in der Regel um sehr komplex zusammengesetzte Stoffmischungen, in denen die gesuchten
Analyten hdufig in sehr niedriger Konzentration vorliegen. Zur Analytik von Riickstinden
pharmakologisch wirksamer Stoffe in Lebensmitteln sind daher vielfach aufwindige
Probenvorbereitungen erforderlich [AERTS et. al., 1995].
Die Wahl des anzuwendenden Verfahrens richtet sich neben der vorliegenden Matrix ins-
besondere nach der Nachweisempfindlichkeit des Verfahrens und der erforderlichen
Sicherheit der erhaltenen Ergebnisse. Prinzipiell lassen sich die hauptsidchlich verwendeten
Analyseverfahren in drei grole Gruppen einteilen:

* mikrobiologische Verfahren

* Rezeptortests

e physiko-chemische Verfahren

1.2.3.1 Mikrobiologische und immuchemische Analyseverfahren

Mikrobielle Hemmstofftests

Die mikrobiellen Hemmstofftests basieren auf der von antibiotisch wirksamen Stoffen
ausgehenden Hemmung des Wachstums von Mikroorganismen. Aufgrund ihrer unkom-
plizierten Durchfiihrung, des geringen labortechnischen Aufwandes und des hohen
Probendurchsatzes eignen sich viele Hemmstofftests gut als Screeningmethoden. Eine
Hemmung des Wachstums kann auf vorhandene Antibiotika hinweisen, wobei diese nur
unspezifisch detektiert werden konnen. Allerdings kann eine Hemmung des Wachstums
auch durch andere Probeninhaltsstoffe oder Kontaminanten, z.B. Desinfektionsmittel,
bewirkt werden. So kann es notwendig sein, beispielsweise das im Eiklar enthaltene
Lysozym durch Erhitzen der Probe vor der Durchfithrung des Tests zu inaktivieren. Bei der
Untersuchung von Gefliigel auf Tetracyclinriickstinde hat sich beispielsweise bei den
verwendeten Testkeimen die Untersuchung von Nierengewebe infolge unspezifischer
Wachstumshemmung als nicht moglich erwiesen [MULDER et al., 1977]. Ebenso ist Roh-
milch aufgrund des groen Anteils an organischen und anorganischen Bestandteilen sowie
somatischen Zellen und Bakterien ein schwierig zu analysierendes Untersuchungsmaterial,
da diese Bestandteile geeignet sind, die mikrobiologische Untersuchung zu storen

[KURITTU et al., 2000].

30



Theoretischer Teil

Angesichts der Tatsache, dass mit diesen Tests nur mikrobiologisch aktive Substanzen
erfasst werden konnen, ist ein Nachweis beispielsweise der Epi-Tetracycline (0, Seite 23)
nicht moglich, da diese keine mikrobiologische Aktivitit besitzen. Da die Epimere bei der
Priifung auf Unterschreitung des MRL mit einbezogen werden, besteht hier die Gefahr,
dass Proben mit hohem Anteil an Abbau- oder Umwandlungsprodukten nicht mit erfasst
werden. Auch die Empfindlichkeit des Testkeims gegen die verschiedenen Hemmstoffe
und die Testbedingungen sind bedeutende FEinflussgroen eines Hemmstofftests. So
konnen die aus Oxytetracyclin in bereits nach fiinf bis neun Wochen entstandenen Metabo-

liten nicht mehr nachgewiesen werden [DINKOV, 2005].

Agardiffusionstests

Bei dem Agardiffusionstest wird auf einen mit dem Testkeim beimpften Testagar die zu
untersuchende Probe aufgebracht und der Agar bebriitet. Bildet sich um die aufgebrachte
Probe ein nicht bewachsener Bereich, so kann davon ausgegangen werden, dass diese
Probe einen das Bakterienwachstum hemmenden Stoff enthélt. Dabei kann die Gro3e des
so genannten Hemmbhofes einen Hinweis auf die Konzentration des Hemmstoffes in der
Probe geben. Gleichzeitig stellt die semiquantitative Auswertung eines Agardiffusionstests
gro3e Anforderung an die Herstellung der Medien. Die Groe der Hemmbhofe variiert mit
den Schichtdicken und der Qualitit des Agars, der GleichmiBigkeit der Verteilung der
Sporen und den Temperaturschwankungen wéhrend der Inkubierzeit. Eine Verbesserung
der Probenvorbereitung durch Optimierung auf die verschiedenen zu untersuchenden
Proben kann die Nachweisempfindlichkeit der mikrobiologischen Methoden noch erh6hen
[KATZ und FASSBENDER, 1972]. Mit einer Probenaufarbeitung mittels Ionenaustauscher
kann auch fiir Agardiffusionstests eine Nachweisgrenze von unter 10 mg/kg erreicht
werden [FRIESER et al., 1986].

In der Allgemeinen Verwaltungsvorschrift iiber die Durchfiihrung der amtlichen Uber-
wachung nach dem Fleischhygienegesetz und Gefliigelfleischhygienegesetz ist der Drei-
plattentest vorgeschrieben, bei dem mit Bacillus subtilis BGA beimpfte und auf die jewei-
ligen pH-Werte 6, 7,2 und 8 eingestellte Agarplatten zum Test verwendet werden. Die
Nachweisgrenzen des Dreiplattentests betragen je 100 ug/kg fiir Oxytetracyclin und Tetra-
cyclin und 30 ug/kg fiir Chlortetracyclin [LiPPOLD, 2001]. Als Weiterentwicklung des
Dreiplattentests ist der EG—Vierplattentest anzusehen. Der EG-Vierplattentest hat eine zu-
sitzliche vierte Platte mit dem pH—Wert 8 und dem Testbakterium Micrococcus luteus, der

jedoch kein Sporenbildner ist und somit aufwéndig geziichtet werden muss. Durch Ver-
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wendung von 18 verschiedenen Platten mit 8 unterschiedlichen Testkeimen bei sechs pH—
Werten und mit diversen Zusitzen kann eine Unterscheidung von Antibiotikaklassen
gelingen [MYLLYNIEMI et al., 1999]. Weiterhin kann durch eine Vergroerung der Vertief-
ungen in den Agarplatten auf den doppelten Durchmesser eine deutliche Erh6hung der Em-
pfindlichkeit bei der Untersuchung von Tetracyclinen in Honig erreicht werden

[KHISMATOULLIN et al., 2003].

Brillantschwarzreduktionstest

Das Testmedium enthélt Sporen von Bacillus stearothermophilus und das als Redoxindika-
tor eingesetzte Brillantschwarz. Nach der Aufgabe der Probe wird die Kultur bei 65 °C in-
kubiert. Wenn Hemmstoffe in der Probe vorhanden sind, verhindern diese das Wachstum
der Keime und der Redoxindikator behilt seine schwarze Farbe. Bei negativen Proben, d.h.
wenn keine Hemmstoffe enthalten sind, firbt sich der Indikator durch die von den wachs-
enden Keinem abgegebenen Stoffwechselprodukte gelb. Die Nachweisgrenze fiir den
Brillantschwarzreduktionstest (BRT) liegt im Bereich von 400 bis 500 ug/L. [HEESCHEN
und SUHREN, 1986].

Immunchemische Tests (Rezeptortests)

Bei den Rezeptortests handelt es sich im Gegensatz zu den mikrobiellen Hemmstofftests
nicht um Screening-Tests zur Entdeckung eines allgemeinen antimikrobiellen Riickstands.
Den Immunoassays liegt als grundsétzliches Prinzip die Bindung eines Antigens an einen
Antikorper zugrunde. Dabei ist die hohe Spezifitit der Antigen-Antikdrper-Erkennung der
groBe Vorteil der immunchemischen Nachweisverfahren gegeniiber den mikrobiellen
Hemmstofftests. Prinzipiell kann man die Erkennung der Antikorper durch die Antigene
als Schliissel-Schloss-Prinzip erkldren, wobei das Schloss so gestaltet ist, dass nur der
gesuchte Schliissel passt. Dadurch wird eine hohe Spezifitdt erreicht, die aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeiten mitunter auch fiir eine gesamte Substanzklasse vergleichbar ist,
allerdings werden die einzelnen, strukturell dhnlichen Stoffe hdufig mit unterschiedlicher
Empfindlichkeit bestimmt, was ein Nachteil dieser Messmethodik sein kann.

Dabei kann der gesuchte Analyt je nach Testgestaltung das Antigen oder der Antikorper
sein. Diese Tests werden hdufig sequentiell oder kompetitiv durchgefiihrt. Wéahrend bei der
sequentiellen Abfolge der Tests die Bindung der Antikorper an die Antigene aus der Probe

vollstindig erfolgt, konkurrieren die Antikdrper aus der Probe beim kompetetiven Test mit
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zur Detektion genutzten Antikérpern um die Bindungsstellen. Prinzipiell unterscheiden
sich die Immunoassays durch die Detektionsart. Die beiden wichtigsten Detektionsarten
sind durch nachgeschaltete Reaktionen mittels Enzymen beispielsweise beim ELISA (siehe
2.3, Seite 79), und durch Messung radioaktiv markierter Antigene oder Antikorper bei-
spielsweise beim CHARM-Test (siche Seite 71). Beim kompetitiven Charm® II-Test wird
der Probe zusiitzlich radioaktiv markierter Wirkstoff (**C oder *H) zugesetzt, der dann mit
einem moglicherweise in der Probe enthaltenen Riickstand um die Bindungsstellen
konkurriert. Der Anteil der markierten Analyten gibt dann das Maf} der enthaltenen Riick-
stinde an; als Nachweisgrenze wird fiir die Tetracycline 10 ug/L angegeben [CHARM und
CHi, 1988].

1.2.3.2 Physikalisch-chemische Verfahren

Chromatographische Verfahren

Gaschromatographie

Obwohl die Gaschromatographie als analytisches Verfahren zur Untersuchung der Tetra-
cycline aufgrund der geringen Fliichtigkeit der Tetracycline denkbar ungeeignet ist, wurde
1973 eine Methodik beschrieben, die eine gaschromatographische Analytik nach Derivati-
sierung zu den Trimethylsilylderivaten erlaubt [TSuil und ROBERTSON, 1973]. Diese

Methodik wurde von anderen Autoren experimentell nicht bestitigt.

Diinnschichtchromatographie

Die ersten fliissigchromatographischen Methoden zur Analytik von Tetracyclinen waren
papier- und diinnschichtchromatographische Verfahren.

Bei den diinnschichtchromatographischen Analysen von Tetracyclinen ist die genaue
Zusammensetzung der stationdren Phase ein entscheidender Faktor. So waren DC-Platten,
deren Phase mit Gips auf der Platte aufgebracht wurden, aufgrund des hohen Anteils Ca**
untauglich, wihrend Platten mit anderen Bindern nach Vorbehandlung mit Citronensédure
und EDTA verwendet werden konnten [ASHWORTH, 1985]. Durch die Vorbehandlung von
Kieselgel HPTLC-Phasen mit gesittigter Na,EDTA-Losung lie} sich die Trennung der
Tetracycline verbessern [IKAI et al., 1987]. Es existieren derzeit eine Menge diinn-
schichtchromatographischer Verfahren zur Analytik von Tetracyclinen. Durch die

Verwendung von Densitometern auf CCD-Basis konnen diinnschichtchromatographische
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Platten nahezu quantitativ ausgewertet werden [LIANG et al., 1999]. Allerdings hat ihre
Verwendung durch die zunehmende Verbreitung der fliissigchromatographischen Ver-
fahren, die neben dem qualitativen Ergebnis auch eine prizisere quantitative Aussage er-

moglichen, stark nachgelassen.

Die Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) ist mittlerweile die am weitesten ver-
breitete Trennmethode zur Analytik von Tetracyclinen. Dabei sind bereits eine Vielzahl
unterschiedlicher Trennsidulen verwendet worden [ASHWORTH, 1985]. Neben den deutlich
dominierenden Umkehrphasen sind auch Aminophasen unter Verwendung eines Ionen-
paarreagenzes verwendet worden [EKSBORG, 1981]. Auch PGC-Siulen (porous graphitic
carbon) finden Verwendung, bringen jedoch gegeniiber klassischen Umkehrphasen aufer
einer verdanderten Elutionsreihenfolge keine Vorteile [MONSER und DARGHOUTH, 2000].
Der Einsatz von Ionenpaarreagenzien kann zu einer besseren Trennung von durch Matrix-
bestandteile ausgehenden Interferenzen bei der analytischen Trennung auch an Um-
kehrphasen genutzt werden [HERMANSSON und ANDERSSON, 1982; MoATS, 2000;
ARANDA, 2006]. Auch die Trennung des Oxytetracyclins von seinen Umwandlungs-
produkten ist durch einen Zusatz von Ionenpaarreagenzien moglich [MOUROT et al.,
1980]. Als Trennmaterial fiir die Chromatographie von Tetracyclinen konnen auch Ionen-
austauscher eingesetzt werden [REEUWDK und TJADEN, 1986]. Teilweise werden diese
Methoden auch als Hochleistungsfliissigionenchromatographie (HPIC) bezeichnet [DING
und Mou, 2000]. Es wurden sowohl Anionenaustauscher— wie auch Kationenaustauscher-
materialien als Trennphase fiir die HPLC der Tetracycline eingesetzt [BUTTERFIELD et al.,
1973; SHARMA et al., 1977].

Bei der fliisssigchromatographischen Untersuchung der Tetracycline werden, um andere
sterische Verdnderungen als die Epimerisierung im Tetracyclinmolekiil zu unterdriicken,
iiberwiegend Eluenten mit saurem pH-Wert eingesetzt [ASZALOS, 1985]. Dabei gelangen
unter anderem Phosphorsidure [BOATTO et al., 1999], Essigsidure, Perchlorsidure und
Oxalsdure zur Anwendung. Es existieren aber auch Methoden, die zur Trennung der
Tetracycline basische Eluenten verwenden [CHAPPELL et al., 1986; HORII, 1994]. Haufig
handelt es sich bei den Methoden, die einen basischen FEluenten verwenden, um
chromatographische Methoden, die zur Detektion die Fluoreszenz der Tetracycline im

Basischen ausnutzen.
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Bei Umkehrphasen hat sich die erstmalige Konditionierung der Sdule durch mehrstiindiges
Durchpumpen einer EDTA-Losung zur Minimierung des Peaktailings als zweckmiBig er-
wiesen [TSull und MOROZOWICH, 1978]. Bei einigen Verfahren wird zur Erzielung einer
besseren Peakform durch den Zusatz von EDTA zum Eluenten die Komplexbildung der
Tetracycline mit Metallkationen unterdriickt [KNOX und JURAND, 1979; ASZALOS et al.,
1982; KHAN et al., 1987; CARSON et al., 1992; HoORII, 1994; KAWATA et al., 1996;
STUBBINGS et al., 1996]. Dieser positive Einfluss des EDTA ist nicht auf die Phasen auf
Kieselgelbasis beschrinkt, er lidsst sich auch bei anderen Phasen beobachten und ist
vermutlich bei allen Sdulen mit Edelstahlummantelung vorhanden [REEUWDK und TJADEN,
1986].

Die Einfilhrung von Séulenfiillungen auf Polymerbasis zur Tetracyclinanalytik brachte
durch die Abwesenheit von Silanolgruppen und daran unspezifisch gebundenen
Metallkationen einige Vorteile gegeniiber der Analytik mit silika-basierten Trennsdulen
[HOOGMARTENS et al., 1989 und 1990; BRYAN et al., 1992; NAIDONG et al., 1992 BRYAN
und STEWART, 1994a; DE RUYCK et al., 1999]. Am weitesten verbreitet sind
Polymersdulen auf Basis eines Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymers (PS-DVB), aber
auch Polymethacrylat wurde verwendet [BRYAN und STEWART, 1994b].

Auch wenn bei den Polymerphasen eine Beeinflussung der Trennung durch unspezifisch
gebundene Metallkationen nicht moglich ist, hat sich gezeigt, dass durch die Edelstahlum-
mantelung des Trennmaterials eine Storung der Trennung moglich ist und dass eine Ver-
ringerung dieses Finflusses durch Zugabe von EDTA auch bei Verwendung einer
Polymerphase (PRP-1) erreicht werden kann [REEUWIK und TJADEN, 1986].

Der Tendenz der Tetracycline, irreversibel an freien Silanolgruppen der stationdren Phase
zu binden, und damit ein deutliches Tailing der Peaks zu verursachen, kann durch die
Zugabe von Oxalsdure zum Eluenten begegnet werden [Long et al., 1990]. Durch den
Einsatz von Oxalsdure im Eluenten kann aufgrund der komplexierenden Eigenschaft der
Oxalsdure gegeniiber Metallkationen eine weitere Verbesserung der Trennleistung von
Trennsdulen mit Silikagel als Tragermaterial erreicht werden. Dadurch ist ein Verzicht auf
den Einsatz von EDTA bei der analytischen Trennung moglich. Wie sehr sich die
Verwendung von Oxalsdure im Eluenten bereits durchgesetzt hat, zeigt eine Untersuchung
von Referenzmaterial auf den Chlortetracyclingehalt [JUHEL-GAUGAIN et al., 2000]. Bei
den verwendeten 13 Methoden nutzen 12 Verfahren einen oxalsdurehaltigen Eluenten.

Die oxalsdurehaltigen Eluenten sind auch in Kombination mit Ionenpaarreagenzien an

Polymer—Phasen einsetzbar [WHITE et al., 1993]. Aufgrund der besseren Stabilitit der
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Polymer—Séulen gegeniiber den Silikagel-Sidulen im hoheren pH-Bereich, ist es moglich,
die Tetracycline auch im pH-Bereich oberhalb 7 zu messen. Allerdings ist auch die einer
Isomerisierung bei hoheren pH-Werten gegeben und diese Mdoglichkeit hat daher bisher
noch keinen weiten Eingang in die Analytik gefunden.

Die Trennung der einzelnen Epimere von den Muttersubstanzen gelang unter Verwendung
einer einen Meter langen Trennsdule [TSulI et al., 1974]. Allerdings bieten die erprobten
Chromatographiebedingungen mit den heutzutage erhiltlichen Trennsiulen hoher Trenn-

leistung die Moglichkeiten der Epimerentrennung auf kurzen Séulen.

Probenaufarbeitung fiir die HPLC

Die Probenaufarbeitung hat fiir die Analyse der Riickstinde eine sehr groe Bedeutung.
Unterschiedliche Aufarbeitungstechniken konnen bei dotierten riickstandsfreien Proben ein
einheitliches Ergebnis aufweisen, bei Proben mit gewachsenen Riickstinden, die aus einer
Medikation stammen, konnen die ermittelten Gehalte aber dennoch zu unterschiedlichen
Resultaten fithren [MCCRACKEN et al., 2000]. Fiir die Probenaufarbeitung sind eine
Vielzahl von unterschiedlichsten Verfahren publiziert worden. Die fiir Honige denkbar
einfache Aufarbeitung durch Losung bzw. Verdiinnung des Honigs und anschlieBende
chromatographische Bestimmung mittels UV-Detektion ist aufgrund der in der Regel nicht
ausreichenden Nachweisgrenze und die auftretenden Storungen aus der Matrix hiufig nicht
fiir die Uberpriifung einer nicht erlaubten Anwendung anwendbar. So ist das Verfahren
von Jirgens fiir eine sichere quantitative Aussage im Bereich von 0,01 mg/kg nicht
empfindlich genug [JURGENS, 1981].

Die Moglichkeit, die Tetracycline durch Ausschiitteln mit einer organischen Phase aus
Dichlormethan zu extrahieren, wurde bei der Analytik von Eiern praktiziert [BOTSOGLOU
et al., 1984].

Eine héufig zu findende Methodik basiert auf der Anreicherung und der Aufreinigung der
Tetracycline mittels Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE). Dabei finden
unterschiedlichste Materialien Anwendung. Haufig zu finden sind Umkehrphasen (Cg, Cyg)
[IKALI et al., 1987; OKA et al., 1987a, 1987b; ROGSTAD et al., 1988; TOURAKI et al. 1995],
polymere Materialien wie z.B. XAD-2, ein Polystyroldivinylbenzol [ONJI et al., 1984] oder
Mischphasen wie z.B. OASIS® HLB [CARSON et al., 2002]. Mit der Silylierung der C18-
Festphasen konnte die Wiederfindung deutlich gesteigert werden [ MULDERS und VAN DE

LAGEMAAT, 1989].
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Auch eine Kombination einer Festphasenextraktionen an einer Umkehrphase gefolgt von
einer Festphasenextraktion mit einem Kationenaustauscher ist beschrieben [HORII, 1994].
Bei der Verwendung von Umkehrphasenmaterial auf Silikabasis konnen Minderbefunde
aufgrund der Fihigkeit der Tetracycline, an den freien Silanolgruppen des Trigermaterials
irreversibel zu binden, auftreten. Durch die Vorbehandlung der Anreicherungssidulen mit
EDTA kann diesen Problems begegnet werden [OKA et al., 1994].

Durch geschickte Wahl eines Eluentengradienten besteht die Mdglichkeit, die Tetracycline
auf der Séule anzureichern und diese anschliefend durch einen ansteigenden Losungs-
mittelanteil im Eluenten chromatographisch zu trennen [WHITE et al., 1993; MOATS und
HARIK-KHAN, 1995].

Die Fihigkeit der Tetracycline, mit Metallkationen Chelatkomplexe zu bilden, erdffnete
die Moglichkeit, die Tetracycline spezifisch an immobilisierten Metallkationen zu binden
und somit aus der Probematrix zu extrahieren [FARRINGTON et al., 1991; CARSON 1993;
DEGROODT et al., 1993; STUBBINGS et al., 1996; CROUBELS et al., 1997]. Andererseits ist es
genau diese Eigenschaft der Tetracycline, die eine Extraktion aus calciumreichen Matrices,
zum Beispiel Knochen, erschwert. Durch eine wiederholte Extraktion kann der Anteil des
analytisch verfiigbaren Tetracyclins erhoht werden [POMP und BUNING-PFAUE, 1996]. Die
Tetracycline konnen auch unter Verzicht auf eine manuelle Festphasenextraktion direkt auf
der Trennsdule angereichert werden [MOATS, 1986]. Bei dieser on-column—Aufreinigung
wird ein wissriger Probenextrakt direkt auf die Trennsdule gegeben und einige Zeit mit
einem iiberwiegend wissrigen Eluenten von den Begleitstoffen gereinigt. Nachdem die
Matrixbestandteile von der Sdule gespiilt sind, wird mittels Gradientenelution der Anteil an
organischem Losungsmittel im Eluenten erhoht und somit die eigentliche Trennung der
Analyten durchgefiihrt. Nachteilig ist bei dieser Vorgehensweise die Tatsache, dass die
Begleitstoffe die gesamte Sidule passieren miissen, was im Gegensatz zur off-column—
Aufreingung die Trennsdule starker belastet.

Eine Anwendung einer Proteinfallung mittels Carrez-Kldrung gefolgt von einer Entfettung
mittels Diethylether wurde ebenfalls beschrieben [SOKOLOVA und CHERNAEYV, 2001].

Die MSPD-Technik (matrix solid phase dispersion) findet als Probenvorbereitungstechnik
fiir die Untersuchung von Milch [LONG et al., 1990a] und Katzenwels [LONG et al., 1990b]
Anwendung. Bei dieser Technik wird eine kleine Menge der zu untersuchenden Probe mit
dem festen, trockenen Festphasenextraktionsmaterial sehr fein zerrieben, bis eine

homogene, rieselfihige Mischung entstanden ist. Diese wird in eine Extraktionssidule
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gegeben und die Analyten mit einem geeigneten Elutionsmittel eluiert. Haufig gelangt
auch hier Umkehrphasenmaterial (C,g) zur Anwendung.

Die Extraktion der Tetracycline aus Milch mittels Ultrafiltration erfordert den Einsatz von
EDTA bei der Probenvorbereitung, gefolgt von einer mit einer Ultrafiltration mit einem
cut-off von 25.000 Da [THOMAS, 1989]. Eine relativ einfache Aufarbeitung ist die
Extraktion der Tetracycline aus Milch mittels Acetonitril [White et al., 1993]. Dabei zeigte
sich, dass der Zusatz von lonenpaarreagenzien bei der Analyse auf einer Polymersdule
ausreichte, um eine deutliche Verbesserung der Chromatographie durch Erhoéhung der
Retentionszeiten und somit eine Trennung von den Matrixinterferenzen zu erreichen.
Dadurch konnte auf eine aufwindige Probenaufarbeitung verzichtet werden. Wéhrend die
Wahl des Puffers eine weniger gro3e Rolle spielte, ist die Konzentration der verwendeten
Oxalsdure im Eluenten, und damit der pH—Wert des Eluenten sehr entscheidend. Eine
Probenaufarbeitung mittels online—Dialyse wurde fiir die Analyse von Tetracyclinen in
Blut und Plasma entwickelt [AGAS@STER und RASMUSSEN, 1991] und spiter fiir die
Analytik von Fisch [AGAS@STER und RASMUSSEN, 1992] sowie Muskelfleisch, Leber,
Milch und Eiern angepasst [AGAS@STER, 1992]. Spiter wurde diese Technik speziell fiir
die Analytik von Eiern optimiert [ZURHELLE, 2000; ZURHELLE et al., 2000a; ZURHELLE et

al., 2000b].

Detektion

Bei der groften Zahl der verdffentlichten Arbeiten zur Analytik von Tetracyclinen mittels
HPLC kommt die UV-Detektion zur Anwendung. Auch sind einige Verfahren unter Aus-
nutzung der Fluoreszenz der Tetracycline in Einsatz. Da die natiirliche Fluoreszenz der
Tetracycline fiir eine empfindliche Detektion in der Regel nicht ausreichend ist, werden
Metallkationen zugesetzt, die die Fluoreszenzverstirkung bewirken. Dabei werden neben
Calcium— [IWAKI et al., 1992], Aluminium— [MCCRACKEN et al., 1995] und Magnesium-
ionen [KAWATA et al., 1996; PENA et al., 1999] auch Zirkonyl- [CROUBELS et al., 1994,
1995 und 1997] und Europiumsalze [WENZEL et al., 1988; ARNAUD und GEORGES, 2001]
eingesetzt. Durch einen im alkalischen Medium einsetzenden Abbau kann die natiirliche
Fluoreszenz der Tetracycline in Verbindung mit Erdalkali-lonen um ein Vielfaches
gesteigert werden und steht somit als empfindliches Detektionsverfahren zur Verfiigung
[ZHAO et al., 1997]. Die Fluoreszenz der Calciumkomplexe kann auch zur Detektion der
Abbauprodukte wie Epi-Tetracyclin und Anhydrotetracyclin eingesetzt werden [PENA,

1998]. Auch die Nachsdulenderivatisierung durch Zupumpen von Natronlauge und
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anschliefender Bestrahlung mit UV-Licht zur Intensivierung der Fluoreszenz wurde
beschrieben [AGAS@STER und RASMUSSEN, 1992]. Vermehrt hat besonders die massen-
spektrometrische Detektion Eingang in die Riickstandsanalytik von Tetracycline Einzug
gehalten. Eine Methode zur Bestimmung von Tetracyclin, Oxytetracyclin und Chlortetra-
cyclin in Milch mittels LC-MS wurde bereits 1991 verdffentlicht [KUAK et al., 1991].
Mittlerweile ist eine Fiille an Methoden fiir die Analytik von Tetracyclinen in ver-
schiedenen Matrices per LC-MS oder LC-MS/MS veroffentlicht worden [CARRASCO-
PANCORBO et al., 2008; DEBAYLE et al., 2008; LOPEZ et al., 2008].
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1.3 Bienenkrankheiten

Die Honigbiene (Apis) ist in erster Linie als Honigproduzent bekannt. Aber die Honigbiene
hat neben der Produktion von Honig, Pollen, Wachs, Propolis und Gelée Royale auch die
bedeutende Funktion als Bestduber von Wild- und Kulturpflanzen. Bereits Albert Einstein
sah in einem Satz, den er einmal gesagt haben soll, diese Funktion der Bienen als Garant
fiir das Gleichgewicht der Natur:

,Wenn die Biene von der Erde verschwindet, dann hat der Mensch nur noch vier Jahre zu
leben. Keine Bienen mehr, keine Bestiubung mehr, keine Pflanzen mehr, keine Tiere mehr,
keine Menschen mehr."

Wie alle Lebewesen, kann auch die Honigbiene krank werden und nur gesunde Bienen
konnen ihre Aufgaben ausreichend erfiillen. Krank bedeutet bei Bienen, dass sie entweder
an einer Infektion durch Mikroorganismen oder unter Parasiten leiden. Wihrend die
haufigste Erkrankung der Honigbienen, die Varroose (zuvor: Varroatose), durch eine
Milbe (Varroa destructor), verursacht wird, werden andere hdufig vorkommende Erkran-
kungen von Mikroorganismen bewirkt. Wihrend die Kalkbrut eine Erkrankung durch
einen Pilz (Ascosphaera apis) und die Sackbrut, gelegentlich auch Schiffchenbrut genannt,
durch ein Virus (Sackbrut-Virus) ausgelost wird, konnen die bakteriellen Erreger der Faul-

brut durch Antibiotika bekdmpft werden.

1.3.1 Faulbrut

Bei der Faulbrut handelt es sich um eine bakterielle Infektion der Bienenbrut. Man
unterscheidet dabei zwischen der bosartigen Faulbrut und der Sauerbrut. Wiahrend die
Sauerbrut auch als ,europdische Faulbrut* oder ungerechtfertigter Weise als ,,gutartige
Faulbrut“ bezeichnet wird, ist die bosartige Faulbrut in englisch und franzdsisch sprechen-
den Léndern iiberwiegend als ,,amerikanische Faulbrut“ bekannt. Der Namen der Er-
krankung begriindet sich darauf, dass die Bakterien die Brut innerhalb kurzer Zeit in eine
faulige Masse zersetzen. Diese Krankheiten, insbesondere die bosartige Faulbrut, kommen
tiberall wo Bienenzucht betrieben wird vor [Zander und Bottcher, 1984 S. 40]. Der Erreger
der europdischen Faulbrut (Melissococcus pluton) kann ebenso wie der Erreger der

amerikanischen Faulbrut mit antibiotisch wirksamen Stoffen bekdmpft werden. Im
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Folgenden ist aber, wenn von Faulbrut gesprochen wird, immer die amerikanische Faulbrut

gemeint.

1.3.2 Erreger

Der Erreger der amerikanischen Faulbrut ist der Paenibacillus larvae larvae. Er ist ein
grampositiver Sporenbildner und liegt entweder in Form von vegetativen Stdbchen oder
von Sporen vor [Zander und Bottcher, 1984 S. 43]. Die Stibchen haben eine Grée von 2,5
bis 5,0 um und sind peritrich begeifelt. Die Sporen sind auB3erordentlich widerstandsfihig.
Sie konnen tiber 60 Jahre infektios bleiben, iiberstehen trockene Hitze von 100 °C stunden-

lang, im Wasser erfolgt die Abtotung bei 90 °C erst nach 120 Minuten.

1.3.3 Verbreitung

Zur Verbreitung der Faulbrut tragen folgenden Faktoren bei: Verflug, Réduberei und
Wabentausch. Der Verflug ist eine normale Erscheinung in der Imkerei. Insbesondere bei
dicht stehenden Volkern kehrt ein kleiner Teil der ausgeflogenen Sammelbienen nicht zu
»ihrem“ Bienenstock, sondern zu einem anderen zuriick. Hat diese Biene Kontakt mit
infiziertem Material gehabt, kann sie Sporen in das andere Volk iibertragen. Nach
gleichem Prinzip kann eine Infektion eines anderen Volkes geschehen, wenn ein Volk bei
einem anderen Volk Honig raubt. Die groBte Infektionsgefahr geht allerdings vom Men-
schen aus. Durch Austausch von Waben von einem Volke zum néchsten ist das Risiko
einer Infektion insbesondere bei einer nicht erkannten Faulbrutinfektion relativ groB.
Andererseits entspricht es der iiblichen imkerlichen Praxis, ein schwaches Volk mit
Brutwaben aus einem starken Volk zu verstdrken. Bei der Faulbrut handelt es sich um eine
meldepflichtige Tierseuche. Um den befallenen Bienenstand wird eine Sperrzone von
einem Kilometer Umkreis gezogen, in den keine Bienevolker verbracht werden diirfen.
Eine auf dem amtlichen Tierseuchenbericht erstellte aktuelle Karte aller Sperrbezirke zur
Faulbrut bei Honigbienen kann im Internet eingesehen werden

[http://www.imkerbund.org/sperrbezirke/karte.php].

1.3.4 Bekimpfung

In vielen Teilen der Welt werden Tetracycline zur Bekdmpfung der Faulbrut eingesetzt

[JURGENS, 1981; KOCHANSKY, 2000]. Gemidll § 9 Absatz 1 Bienenseuchen-Verordnung
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ordnet in Deutschland die zustindige Behorde die Totung der seuchenkranken
Bienenvolker an. Die Behorde kann hiervon absehen und die Behandlung durch ein Kunst-
schwarmverfahren zulassen, wenn nach dem Gutachten des beamteten Tierarztes dadurch
die Tilgung der Seuche zu erwarten ist. Da eine Infektion anderer, benachbarter Volker
wahrscheinlich ist, ist eine genaueste Beschau und Diagnose unerlédsslich. Eine Behand-
lung der erkrankten BienenvoOlker mit Heilmitteln ist in Deutschland nicht erlaubt. Aller-
dings kann der Amtstierarzt unter bestimmten Bedingungen Tierarzneimittel einsetzen. Da
kein antibiotisch wirksames Arzneimittel eine Zulassung fiir die Behandlung von Honig-
bienen hat, entsteht ein so genannter Therapienotstand. Dieser ermdglicht die Umwidmung
eines Arzneimittels, welches aber fiir andere zur Lebensmittelgewinnung genutzt Tierarten
oder fiir eine andere Indikation zugelassen sein muss, gemdf § 5S6a Abs.1 Arznei-
mittelgesetz [Arzneimittelgesetz, 2005]. Der Tierarzt tragt dann die Verantwortung fiir alle
Folgen, die aus der Umwidmung resultieren, auch fiir mogliche Schiden von Verbrauch-
ern, die den gewonnenen Honig als Lebensmittel konsumiert haben. Die Produkthaftung
des Herstellers des Arzneimittels entféllt. Generell diirfen aber nur die Arzneimittel
umgewidmet werden, die fiir den Einsatz an lebensmittelliefernden Tieren zugelassen sind.
Da fiir eine Arzneimittelanwendung an dieser Tierart keine Wartezeit festgelegt ist, muss
der verantwortliche Tierarzt selbst eine angemessene Wartezeit bestimmen, um
sicherzustellen, dass die fiir die zugelassene Zieltierart festgelegten Riickstandshochst-
mengen nicht liberschritten werden. Dies ist jedoch die Ausnahme, in der Regel werden
befallene Volker hierzulande vernichtet. Nur in Ausnahmefillen darf der Amtstierarzt von
der Totung des befallenen Volkes absehen und eine Behandlung durch das
Kunstschwarmverfahren zulassen, wenn nach seinem Gutachten die Tilgung der Seuche zu
erwarten ist [Bienenseuchen-Verordnung, §9].

Der wirtschaftliche Schaden fiir den Imker ist dabei enorm, da alle Teile und Werkzeuge,
die nicht desinfiziert werden konnen, ebenfalls vernichtet werden miissen. Auch wenn
Honig aus Faulbrutvolkern fiir den Menschen vollkommen ungeféhrlich ist, gebietet die
hohe Infektionsgefahr fiir die Bienenvolker eine Vernichtung auch des Honigs aus be-

fallenen Volkern.
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1.4 Honig

1.4.1 Definition

GemdB der Definition des § 1 in Verbindung mit Anlage 1, Abschnitt] der Honigver-
ordnung [Honigverordnung vom 16. Januar 2004 (BGBI. I S. 92)] ist Honig ,,der natursiifie
Stoff, der von Honigbienen erzeugt wird, indem die Bienen Nektar von Pflanzen oder
Sekrete lebender Pflanzenteile oder sich auf den lebenden Pflanzenteilen befindliche
Exkrete von Pflanzen saugenden Insekten aufnehmen, durch Kombination mit eigenen
spezifischen Stoffen umwandeln, einlagern, dehydratisieren und in den Waben des
Bienenstockes speichern und reifen lassen.“ Die Honigverordnung entspricht der Um-
setzung der Richtlinie 2001/110/EG des Rates vom 20. Dezember 2001 iiber Honig (ABL.
EG 2002 Nr. L 10 S. 47) in nationales Recht.

Aufgrund dieser Definition fiir Honig kann es nur zwei mogliche Quellen fiir den Honig-
rohstoff geben. Sammeln die Bienen die siien, an lebenden Pflanzenteilen befindlichen
Sifte, die floral oder extrafloral von den Pflanzen abgesondert werden und im allgemeinen
als Nektar bezeichnet werden, entsteht daraus der so genannte Bliitenhonig oder
Nektarhonig. Werden von den Bienen die sich an Nadel- oder Laubbdumen befindlichen
siiBen Sifte gesammelt, die sich als Ausscheidungen von kleinen an Pflanzen saugenden
Insekten ansammeln, so spricht man von Honigtauhonig.

Die Definition der Honigverordnung lésst keine andere Quelle fiir Honig zu. Somit kann
beispielsweise durch eine Zufiitterung von Zuckerlosungen kein Honig im Sinne der
Honigverordnung entstehen, selbst wenn dieser Zucker in der Regel aus Pflanzen

hergestellt worden ist.
1.4.2 Honigarten

1.4.2.1 Bliitenhonig

Die Honigbienen sammeln den von lebenden Pflanzenteilen abgesonderten Nektar. Damit
ist in der Regel der von den Bliiten, seltener auch auBerhalb der Bliitenstinde, dargebotene
Zuckersaft gemeint. Dieser enthilt verschiedene Zucker, welche sich von Pflanzenart zu
Pflanzenart aber auch innerhalb einer Pflanzenart aufgrund ihrer Lebensbedingungen

unterscheiden. Héufig ist Saccharose der Hauptzucker, aber auch Fructose, Glucose,
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Galactose oder Mannose kommen im Pflanzennektar vor [DUISBERG, 1967]. Da Honig-
bienen eine Trachtstetigkeit zeigen, d.h. nur eine Bliitenart anfliegen bis der Nektarvorrat
erschopft ist, besteht die Maoglichkeit, relativ sortenreine Honige, so genannte
Trachthonige, zu erhalten. Diese Honige diirfen dann auch gemill § 3 Honigverordnung
mit der Herkunft der Honige bezeichnet werden, wenn der Honig vollstindig oder
iiberwiegend den genannten Bliiten oder Pflanzen entstammt und die entsprechenden
organoleptischen, physikalisch-chemischen und mikroskopischen Merkmale aufweist

[Honigverordnung, 2004].

1.4.2.2 Honigtauhonig

Als Honigtau bezeichnet man die zuckerhaltigen Ausscheidungen verschiedener pflanzen-
saugender Insekten (Blatt- und Rindenlduse). Die Liuse (z.B. Lachniden) saugen den Sieb-
rOhrensaft der Blitter und Nadeln der Bidume, der neben Zuckern auch Proteine,
stickstoffhaltige Verbindungen und Mineralien enthélt. Die stickstoffhaltigen Verbin-
dungen werden von den Lachniden herausgefiltert, der nicht bendtige iiberschiissige
Zucker wird ausgeschieden und iiberzieht die Blétter bzw. Nadeln mit einem klebrigen
Film, von wo ihn die Bienen aufnehmen. Daher wird fiir Honigtauhonig auch manchmal

die Bezeichnung ,,Blatthonig® verwendet.

1.4.3 Zusammensetzung

Laut Abschnitt I der Anlage 1 der Honigverordnung besteht Honig im Wesentlichen aus
verschiedenen Zuckerarten, insbesondere aus Fructose und Glucose, sowie aus organischen
Séduren, Enzymen und beim Nektarsammeln aufgenommenen festen Partikeln.

Bereits wihrend des Nektar- oder Honigtausammelns der Honigbienen werden den in der
Honigblase gesammelten Pflanzensiften bieneneigene Kopfdriisensekrete zugegeben.
Diese Sekrete enthalten Enzyme wie beispielsweise []-Glucosidasen (Invertase,
Saccharase), []- und [J-Amylase und Katalase [BELITZ und GROSCH, 1992, S. 800]. Die im
Honig vorhandene Saccharase stammt ausschlieBlich aus den Bienesekreten [EDELHAUSER
und BERGNER, 1989]. Bereits in der Honigblase der Sammelbiene beginnt der Entzug des
Wassers durch die Biene. Nach der Riickkehr der Sammelbienen in den Stock wird der
Honigblaseninhalt an andere Stockbienen mittleren Alters abgegeben. Dieser als

Trophallaxis bekannte Vorgang fiihrt neben einer weiteren Eindickung des Honigs auch
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zur weiteren Erhohung des Bienensekretanteils. Der Honigblaseninhalt wird von den
Stockbienen rhythmisch ausgestoBen und wieder eingesaugt. Zudem wird der Honig-
blaseninhalt an der inneren Wandung der Honigzellen abgelagert und verliert durch Ver-
dunstung weiter Wasser. Die Stockbienen tragen diesen Honig mehrfach in andere Zellen
um. Dieser Vorgang kann mehrere Stunden oder Tage dauern. Zusammen mit der im
Bienenstock herrschenden Temperatur von ca. 33 °C, dem durch Fliigelschlag der Bienen
erzeugten Luftstrom im Bienenstock und der Wirkung der Enzyme wird der Honig relativ
schnell eingedickt. Dabei ist als bedeutendste Umwandlung neben dem Wasserentzug die
als Inversion bezeichnete Spaltung der Saccharose zu Fructose und Glucose zu nennen.
Wenn der Wassergehalt unter ca. 19% liegt, wird der Honig endgiiltig in die Honigwaben
eingetragen und die Wabe anschlieBend mit Wachs verdeckelt. Dadurch ist der Honig
allseitig von Wachs umschlossen und kann kein Wasser aufnehmen oder abgeben.
Insbesondere der hohe Zuckergehalt ist fiir die Konservierung des Honigs verantwortlich,
wihrend der pH-Wert sowie die in Spuren vorkommende Ameisensiure oder das mit Hilfe
der Glucoseoxidase gebildete Wasserstoffperoxid eine untergeordnete konservierende Wir-
kung ausiiben [ACKER et al., 1967]. Die dabei ebenfalls entstehende Gluconsiure fiihrt zu
einer leichten Absenkung des pH-Wertes. Mit diesem Eindickungsprozess geht in der
Regel eine Farbvertiefung des Honigs einher. Zwar existiert ein gewisser Zusammenhang
zwischen der Trachtpflanze und der Honigfarbe, jedoch konnen viele andere Einfliisse wie
die geographische Lage, die Bienenrasse, die Jahreszeit, die klimatischen Einfliisse, die
Gewinnungsart und der Alter des Honigs einen nicht unerheblichen Einfluss auf die Farbe

des Honigs ausiiben.

1.4.4 Honiganalytik

Im Allgemeinen lésst sich sagen, dass Honige heller Natur analytisch leichter zu bearbeiten
sind, da der Anteil der storenden Substanzen geringer ausfillt. Besondere Herausforderung
an die Analytik von Riickstinden in Honigen stellen die sehr dunklen bis schwarzen
Honigtauhonige dar. Insbesondere die Riickstandsanalytik in Honigen mit fliissig-
chromatographischen Methoden steht hdufig vor der Problematik, dass eine Methodik, die
mit einem Honig gute Ergebnisse brachte, mit einem anderen Honig zu ginzlich
unbefriedigenden Ergebnissen fiihren kann. Die Storungen in der Detektion des UV-
Detektors konnen erheblich sein und erfordern entweder eine deutlich spezifischere Auf-

arbeitung oder eine spezifischere Detektion. Dabei ist der massenspektrometrischen
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Detektion gegeniiber der teilweise ebenfalls mdglichen Fluoreszenzdetektion eindeutig der
Vorzug zu geben. Allerdings handelt es sich derzeit noch um ein Messprinzip mit hohen
Investitionskosten, das nicht jedem Labor zur Verfiigung steht. Daher hat die Entwicklung
preiswerterer  Analysemethoden eine klare, wenn auch finanziell induzierte,
Daseinsberechtigung. Allerdings konnen die dafiir notwendigen aufwéndigen Aufarbei-
tungen iiber lingere Sicht aufgrund der gegeniiber der HPLC-MS/MS deutlich hoheren
laufenden Kosten fiir das Verbrauchsmaterial und durch den Arbeitsaufwand und den

damit verbundenen Personalkosten kostenintensiver ausfallen.
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1.5 Zielsetzung

In Deutschland wurden im Jahr 2005 20.783 Tonnen Honig geerntet [ANONYMOUS, 2006].
Diese Erntemenge deckt etwa 20 % des inlindischen Honigkonsums [ANONYMOUS, 2005].
Im gleichen Jahr wurden 93.709 Tonnen Honig im Wert von 134 Millionen Euro im-
portiert, wobei die drei gro3ten Lieferanten Argentinien (37%), Mexiko und Brasilien sind.
Es ist bekannt, dass besonders die Bienenziichter in zentralamerikanischen Lindern
verbreitet das preiswerte Oxytetracyclin zur Behandlung ihrer Bienenvélker einsetzen.
Werden Tierarzneimittel appliziert, kommt es immer zu Wechselwirkungen mit anderen
Stoffen oder zur Verdnderungen der Wirkstoffe durch den Organismus des Tieres. Auch
wenn die Honigbiene nicht in der Lage ist, Stoffe zu entgiften [miindliche Mitteilung Fr.
Dr. RADEMACHER, 2002], ist eine Verdnderung der Tetracycline durch Inhaltsstoffe des
Honigs bzw. durch Zusitze von der Biene wahrscheinlich. Bisher ist dariiber allerdings
wenig bekannt. Insbesondere der Abbau des hiufig eingesetzten Oxytetracyclins im Honig
war nidher zu untersuchen. Eine Medikationsstudie, mit deren Hilfe die Riickstandsgehalte
im Honig nach der Applikation von Oxytetracyclin und Chlortetracyclin ermittelt und
deren Abbau untersucht werden konnen, sollte durchgefithrt werden. Als
Modellsubstanzen wurden Oxytetracyclin, da es sich um das polarste der verwendeten
Tetracycline handelt und zur Behandlung von Honigbienen am haufigsten eingesetzt wird,
und Chlortetracyclin, da es sich um ein im Vergleich zum Oxytetracyclin unpolareres
Tetryacyclin handelt, fiir die Durchfiihrung der Medikationsstudie ausgewihlt.

Neben den schnellen Screening-Tests sind fiir die amtliche Lebensmittelkontrolle und
Handelslaboratorien auch Methoden zur sicheren Identifizierung und Quantifizierung
unentbehrlich. Die Screening-Tests ELISA und CHARM II sollten auf ihre Leistungs-
fahigkeit und Zuverlédssigkeit im Vergleich zu einer etablierten chromatographischen Me-
thode an authentischem Material verglichen werden. Als Ausgangspunkt fiir eine
chromatographische Analytik von Tetracyclinen in Honig wurde die unkomplizierte
Methodik von Zurhelle [ZURHELLE, 200a] fiir die Analytik von Tetracylinen in Ei gewéhlt.
Auch die Moglichkeit, die Honige aus der Mediaktionsstudie durch ein auf Honiganalytik
spezialisiertes Handelslabor zum Vergleich mit zu untersuchen sollte genutzt werden.
Weiterhin sollten die durch die Medikationsstudie gewonnen Honige fiir eine Unter-
suchung der Stabilitit der Tetracyclinriickstinde im Honig iiber einen Zeitraum von 10
Monaten genutzt werden.
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Mittels einer durchzufiihrenden Marktstudie mit Honigen aus verschiedenen Quellen sollte
weiterhin die aktuelle Belastungssituation von Honigen mit Tetracyclinriickstinden

festgestellt werden.
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2 Experimenteller Teil und Diskussion

2.1 Methodenentwicklung

2.1.1 On-line Dialyse

Die von Zurhelle [ZURHELLE et al, 2000a] zur Analytik von Tetracyclinriickstdnden in Ei
entwickelte Analysenmethode wurde auf ihre Anwendbarkeit zur Analytik von Honigen
untersucht. Auch wenn eine Dialyse zur Aufarbeitung von Honigen aufgrund der im Honig
zu erwartenden Molekiile mit relativ geringer Molekiilmasse zunéchst nicht sinnvoll er-
scheint, wurde die Moglichkeit, diese Methode ohne apparative Verdnderungen neben der
Probenmatrix Ei auch fiir Honig verwenden zu konnen, als reizvoll angesehen. Daher
wurde der Versuch unternommen, dieses System in unveridndertem Zustand fiir die
Analyse von Honigen zu verwenden.

Diese Methode basiert auf einer zweistufigen Reinigung der mit einem geeigneten Puffer
verdiinnten, homogenisierten Eier. Die erste Stufe besteht aus einer Dialyse gefolgt von
einer Festphasenextraktion an einer Polymerphase und anschlieBender fliissigchromato-
graphischer Trennung der Analyten. Diese Aufreinigungs- und Anreicherungsschritte
werden von dem ASTED-System (automated sequential trace enrichment of dialysates)
vollautomatisch ausgefiihrt. Das kommerzielle, von Oeser [OESER, 1994] fiir die Analytik
von Nitrofuranen verwendete ASTED-System, wurde fiir die Analytik von Tetracyclinen
von Zurhelle in mehreren Punkten modifiziert (Abbildung 13). Dabei wurde das System
von Zurhelle derart umgestaltet, dass die bei der Dialyse erhaltenen Dialysate in einer
Dialysat-Sammelschleife gesammelt werden und erst nach Abschluf} aller Dialyseschritte
vereint zur Anreicherungssiule gefordert werden. Diese Vorgehensweise war durch die
Wahl des Anreicherungsmaterials in der Anreicherungssidule (TEC, trace enrichment
column) erforderlich geworden, da dieses Material einen erhohten Riickdruck produzierte.
Bei Driicken groBer als 7 bar offnete im Dilutor 1, eine elektromotorisch betriebene
Gaskolbenpipette, ein Uberdruckventil. Diese Anderung im System wurde beibehalten, da
sich das von Zurhelle verwendete Anreicherungsmaterial fiir die Anreicherung von Tetra-

cyclinen als geeignet erwiesen hatte. Zudem konnte durch die notwendig gewordenen zu-
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sitzliche Pumpe (Pumpe 2) das Dialysat zur Anreicherungssiule gefordert und die An-
reicherungssiule gespiilt werden, wihrend die Dilutoren bereits die nichste Dialyse vorbe-
reiten und durchfiihren konnen.

Da dieses automatisierte Analysensystem den Ausgangspunkt fiir die weiteren Ent-
wicklungsschritte darstellt, wird es im Folgenden kurz erldutert. Eine ausfiihrliche Be-

schreibung findet sich in der Dissertation von Zurhelle [ZURHELLE, 2000].

2.1.1.1 Funktionsweise

In Abbildung 13 ist der Aufbau des automatisierten Analysesystems schematisch darge-
stellt. Es handelt sich dabei um ein erheblich modifiziertes kommerzielles ASTED®-Sys-
tem der Firma Abimed Analysentechnik. Das Analysenprinzip besteht prinzipiell aus den
fiinf unterschiedlichen Analysenschritten

* Probenaufgabe,

e Dialyse,

e Sammeln der Dialysate,

* Anreicherung an einer Festphase und

e Transfer zur Trennsidule mit Trennung und Detektion.
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Abbildung 13 Das ASTED®-System mit den von Zurhelle eingebauten Modifikation
(Anmerkung: Die verwendeten Farben dienen ausschlieSlich der Illustration)

Der Ablauf der Analyse im Einzelnen:

Der Dilutor 0 zieht die Probe in die 5 mL PTFE-Probenaufgabeschleife auf und fiillt mit
der Probenlosung die Donorkammer der Dialysezelle. Dabei wird die Dialysezelle, die aus
zwei in Reihe geschalteten Dialyseblocken mit je 370 uL Volumen besteht, iiberfiillt. In
Abbildung 13 ist, da es zum Verstindnis des Funktionsprinzips nicht beitrigt, zur Ver-
einfachung die Unterteilung in zwei Dialysezellen nicht dargestellt. Die vom Dilutor O in
die Donorkammer eingebrachte Probenldsung wird statisch dialysiert, d.h. sie verbleibt
dort statisch wihrend des gesamten Dialysevorganges. Im Gegensatz dazu wird die Ak-
zeptorkammerldsung dynamisch in Zeitabstinden von 225 Sekunden gegen eine frische
Losung ausgetauscht. Die Analyten treten aufgrund des osmotischen Druckes durch die
Dialysemembran hindurch wéhrend alle Matrixbestandteile mit einer Molekiilmasse groB3er
als 15.000 Dalton nicht durch die Dialysemembran treten konnen und somit in der
Donorldsung zuriickbleiben. Durch den wiederholten Austausch der Akzeptorkammer-
l6sung wird der Konzentrationsgradient fiir die Erzeugung des osmotischen Druckes

aufrechterhalten und somit eine grofere Ausbeute erzielt. Die auf der Akzeptorseite
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erhaltenen Losungen bezeichnet man als Dialysat und der Austauschvorgang der Akzeptor-
kammerldsung wird im nachfolgenden Puls genannt. Die bei den vier Pulsen erhaltenen
Dialysate werden vom Dilutor 1 angesaugt und nach Beendigung des letzten Pulses ver-
einigt zur Dialysat-Sammelschleife gefordert. Die drei ersten Pulse haben ein Volumen
von 1,35 mL, der letzte Puls ein Volumen von 1,45 mL, wodurch sich insgesamt ein
Volumen von 5,5 mL ergibt. Die 5,5 mL Dialysat werden vom Dilutor 1 in die Dialysat-
Sammelschleife mit einem Volumen von 5 mL gefordert, wobei diese ebenfalls iiberfiillt
wird. Das jetzt in der Dialysat-Sammelschleife befindliche Dialysat wird durch Umschal-
ten des Schaltventils II mittels der HPLC-Pumpe 2 zur Anreicherungssiule (TEC)
gefordert. Dort werden die Analyten adsorbiert, wiahrend Begleitstoffe, die an dem An-
reicherungsmaterial nicht gebunden werden, die Anreicherungssédule passieren und in den
Abfall gepumpt werden. Nachdem die Dialysate iiber die Anreicherungssiule gegeben
worden sind, wird die Anreicherungssdule noch fiir vier weitere Minuten von der Pumpe 2
mit der TEC-Spiillosung gespiilt um damit die Anreicherungssidule weiter zu spiilen und
von den Salzen der Akzeptorkammerldsung zu befreien. AnschlieBend schaltet das Schalt-
ventil [ um, so dass der von HPLC-Pumpe 1 geforderte Eluent die angereicherten Analyten
wieder von der Anreicherungsséule eluiert, zur Trennsdule transferiert und dort chromato-
graphisch trennt. Bei dem Schaltventil III handelt es sich um ein manuell zu betitigendes
Ventil, welches nur fiir die direkte Injektion von Losungen auf die Trennsdule Verwen-
dung findet. Im automatisierten Betrieb war es stets in der abgebildeten Stellung.

Wihrend die Anreicherung des Dialysates an der Anreicherungssiule stattfindet, beginnt
das System mit der Spiilung des Systems durch die in dem folgenden Probenfldschchen
enthaltenen Spiillosung. Diese Losung ist notwendig, um die Dialysezelle und ins-
besondere die Dialysemembran von anhaftenden Proteinen zu reinigen. Die Spiilvials sind
im Probenhalter immer wechselweise mit den Probenvials angeordnet und enthalten eine
detergenzienhaltige Losung. Diese Losung wird vom Dilutor 0 durch die Dialysezelle
gespiilt, wihrend Dilutor 1 diese Spiillosung iiber das Niederdruckventil (in Abbildung 13
rechts oben dargestellt) und die Akzeptorkammer entgegennimmt. AbschlieBend wird zur
Entfernung der Spiillosungen die Donorkammer mit 25 mL Dilutor-0-Losung und die
Akzeptorkammer mit 15 mL Akzeptorkammerlosung gespiilt. Wihrend dieses
Spiilvorganges ist das Schaltventil 1 wieder in die Stellung geschaltet, die es ermodglicht,
dass die HPLC-Pumpe 1 die Anreicherungskartusche wieder mit Wasser konditioniert.

Die Trennung der Tetracycline erfolgte isokratisch bei Raumtemperatur an einer reversed-

phase Trennséule (Superspher® Cq, 4 um, 250 x 3 mm L.D., Merck, Darmstadt) mit einem
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Eluenten aus einer wissrigen 0,01 mol/L Oxalsdureldsung und Acetonitril (50 + 50, v+v).
Die Detektion erfolgte mittels UV-Detektor bei einer Wellenldnge von 360 nm. Insgesamt
dauert die Analyse einer Probe ca. 90 Minuten; somit konnten 16 Proben innerhalb von
24 Stunden vom System analysiert werden. Die Laborarbeit reduziert sich durch die
weitgehende Automatisierung auf das Herstellen der zur Analytik bendtigten Losungen
und das Homogenisieren und Verdiinnen der jeweiligen Proben. Soweit entspricht das
System exakt dem von Zurhelle iibernommenen Analysensystem. Die ersten Analysen
wurden mit Eiproben durchgefiihrt und zeigten Ubereinstimmung mit den von Zurhelle in

seiner Dissertation vorgestellten Chromatogrammen.

Technische Probleme

Bei der weiteren Arbeit mit diesem System zeigten sich jedoch einige technische Pro-
bleme. So lief beispielsweise der Injektionsport des Ofteren iiber. Normalerweise sollte die
Dichtung im Injektionsport die Nadel komplett abdichten. Dass bei direkter Aufgabe von
Losungen auf die Anreicherungssdule Undichtigkeiten am Injektionsport auftreten, liegt an
dem hoheren Gegendruck den diese Anreicherungssidule bewirkt. Bei der Aufgabe von
Proben oder Spiillosungen in die Dialysekammer sollte dieses aufgrund der relativen
Druckfreiheit des offenen Systems aber nicht zu beobachten sein. Obwohl die
Dialysekammer zwar systematisch iiberfiillt wurde und somit das genaue abgegebene
Volumen nicht relevant war, konnte nicht abgeschitzt werden, welcher Anteil der Probe
den Weg in die Dialysekammer gefunden hatte. Da das Uberlaufen trotzdem vermehrt
auftrat und mit Reinigungen nicht zu beherrschen war, wurde auf der Suche nach der
Ursache fiir dieses Problem die Programmierung des Systems, die bisher unverédndert
gelassen wurde, genauer untersucht. Dabei zeigte sich, dass dieses Programm aus einigen
offenbar dlteren Programmteilen bestand, in die spiter andere Teile eingefiigt worden
waren. Aufgrund der damit zu erwartenden Probleme bei einer spiteren moglicherweise
notwendigen Anderung des Programms bei einer Verinderung des Gesamtsystems, wurde
das Programm von Grund auf neu geschrieben und dokumentiert. Dadurch konnte eine
deutlich schlankere Programmierung unter Verzicht der im bisher verwendeten Programm
genutzten Unterprogramme erreicht werden. Da der technische und apparative Ablauf
genau iibernommen wurde, fiihrt dieses Programm alle Schritte der automatisierten Online-
Dialyse exakt in der Weise aus, wie es das bis dahin verwendete Programm tat. Dieses

Programm ist in 5.2.6 einschlieBlich der Kommentare einzusehen.
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2.1.1.2 Uberpriifung des Analysensystems

Eine exakte Uberpriifung im Sinne einer Validierung wurde fiir dieses System nicht durch-
gefiihrt, da es dem von Zurhelle verwendeten System entspricht und dort bereits eine aus-
fiihrliche Uberpriifung des Analysensystems mit Standards und Ei-Proben durchgefiihrt

wurde.

2.1.1.3 Untersuchung von Honigproben

Zunichst wurden sowohl das bestehende Analysensystem wie auch das Analysenverfahren
auf die Anwendbarkeit von Honigen als Probenmatrix untersucht. Dazu wurden Honige
mit dem von der Ei-Analytik bewéhrten Probenverdiinnungspuffer im Mischungsverhéltnis
von 1 g Honig zu 2 g Probenverdiinnungspuffer verdiinnt und zur Analyse eingesetzt. Der
Probenverdiinnungspuffer besteht aus einem 0,3 mol/L Citratpuffer mit einem pH-Wert
von 5,75. Da Honige in der Regel einen sauren pH-Wert im Bereich von 3 bis 4 aufweisen
und die Tetracycline ebenfalls im sauren Bereich analysiert werden sollten, wurde dieser
Parameter zunéchst nicht verdndert. Die Chromatogramme fiir dialysierte Standards und
Ei-Proben zeigten eine gute Basislinientrennung der drei Tetracycline (Abbildung 14).
Auch die in dem verwendeten élteren Standard bereits entstandenen Epimere der Tetracyc-
line konnten von den Muttersubstanzen getrennt werden, lediglich der Oxytetracyclinpeak

besteht aus der Summe von Oxytetracyclin und epi-Oxytetracyclin.
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TC Vollei - 200 pg/kg

ore ASTED

UV-Detektion 360 nm

CTC

e-CTC

Abbildung 14 - Chromatogramm einer Volleiprobe (Dialyse gegen Akzeptorkammerlésung).

Die erhaltenen Chromatogramme fiir dotierte Honigproben (Abbildung 15) zeigten bei
identischen Bedingungen jedoch Chromatogramme, welche in dem Retentionsbereich der
Tetracycline deutliche Storpeaks aufwiesen und dadurch eine Auswertung des Oxytetra-
cyclins bzw. epi-Oxytetracyclins unmoglich werden lieBen. Die Wiederfindungsraten

waren zudem deutlich kleiner, was sich schon durch die Gro3e der Peaks zeigte.

Honig mit Zusatz von je 2 00 pg/kg TC
Standard mit je 200 pg/kg TC

ASTED
UV-Detektion 360 nm

Abbildung 15 - Chromatogramm einer Honigprobe mit Zusatz von OTC, TC und CTC
und einer Standardléosung mittels ASTED  (Dialyse gegen

Akzeptorkammerlosung).

Nach einigen Analysedurchgdngen mit Honigen zeigte sich zudem eine Zunahme des

Drucks im Analysensystem bis zu einem Mal, dass eine Probenaufgabe ohne Austritt einer
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erheblichen Menge Probenlosung aus dem Injektionsport nicht mehr moglich war. Das ist
auf die im Honig natiirlicherweise vorhandenen Partikel (Pollen, Wachspartikel etc.)
zuriickzufithren. Deshalb wurde als zusétzlicher Reinigungsschritt eine Filtration der ver-
diinnten Honige iiber einen Spritzenvorsatzfilter (Celluloseacetat, 0,45 um) durchgefiihrt.
Die Druckzunahme im System konnte darauf nicht mehr beobachtet werden. Auf das
Aussehen der Chromatogramme hat das Filtrieren keinen Einfluss gehabt.

Tetracycline besitzen neben der fiir Riickstandsanalysen prinzipiell giinstigeren Wellen-
lange um 360 nm ein weiteres, groferes Absorptionsmaximum im Bereich von 272 nm.
Messungen bei dieser Wellenldnge brachten fiir Honig aber keinen Vorteil hinsichtlich der
Signalverhidltnisse von Analyten zu Matrixkomponenten. Gegeniiber 360 nm als De-
tektionswellenldnge ergab sich bei 272 nm sogar noch ein weiterer Nachteil, da das fiir die
Spiilung der Dialysekammer eingesetzte Triton X-100 zu einer homologen Reihe von
Storsignalen fiihrte, die ab einer Retentionszeit von ca. 17 Minuten auftraten (Abbildung

16).

Honig mit Zusatz von je 200 pg/kg TC

ASTED
UV-Detektion 272 nm

Abbildung 16 - Chromatogramm einer Honigprobe mit Zusatz von OTC, TC und CTC mittels
ASTED (Dialyse gegen Akzeptorkammerlosung) mit Storsignalen aus der zum

Spiilen verwendeten Triton-X-Losung.

Diese vom Triton X-100 stammenden Signale lieBen sich durch Ersatz der Spiillésung

durch destilliertes Wasser eliminieren (Abbildung 17). Diese Vorgehensweise ist bei Ho-

56



Experimenteller Teil und Diskussion

nig als Lebensmittelmatrix vertretbar, da anders als bei Fi oder Gewebeextrakten keine

Lipide und Lipoproteine entfernt werden miissen.

Honig mit je 200 pg/kg TC

ASTED
UV-Detektion 272 nm

I

T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Abbildung 17 - Chromatogramm einer Honigprobe mit Zusatz von OTC, TC und CTC
mittels ASTED (Dialyse gegen Wasser).
Eine Verdnderung der Detektionswellenlinge zeigte keine Verbesserung und auch die
Anpassung des ASTED-Systems an die von Backman [BACKMAN und TORNQVIST, 2000]
vorgeschlagenen Arbeitsbedingungen fiir die Honiganalytik zeigte trotz einer leichten
Verbesserung der Wiederfindung keine Verbesserung der Selektivitit der Bestimmung.
Zur Erhohung der Selektivitit wurde eine online-Nachsédulenderivatisierung mit Mag-
nesiumionen und anschlieBender Fluoreszenzdetektion durchgefiihrt. Allerdings zeigten
auch diese Chromatogramme mit Standards ansehnliche Chromatogramme, wéhrend es
auch hier bei der Untersuchung von Honigen zu keinen brauchbaren Chromatogrammen
kam. Zwar fielen die Stérungen geringer aus, jedoch waren die Wiederfindungen weiterhin
sehr gering. Da auch der pH-Wert fiir die Dialyse ein wichtiger Parameter darstellt
[COOPER et al. 1988], wurden die Dialysen mit in verschiedenen Puffern gelosten Honigen
und gegen Pufferlosungen durchgefiihrt. Leider brachten auch diese Versuche nicht den

erwiinschten Erfolg.
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2.1.2 Einstufige online-Festphasenextraktion

Wihrend sich die automatisierte Probenvorbereitung mit Dialyse fiir proteinhaltige
Lebensmittel wie Ei als brauchbarer Probenvorbereitungsschritt erwiesen hatte, ist der
Reinigungsgewinn bei Honigen aufgrund der iiberwiegend im Honig enthaltenen kleineren
Molekiile ohnehin nur sehr begrenzt. Die groBte Menge der Proteine im Honig wird durch
Pollen geliefert [DUISBERG, 1967]. Die GroBe der Pollenkorner variiert von 2 um bis
maximal 250 um im Durchmesser, wobei je nach Reifegrad und Alter auch innerhalb einer
Art GroBendifferenzen auftreten konnen. Die GroBe der Pollen der meisten einheimischen
Pflanzen liegt in einer Groenordnung von 20-45 um, so dass der groBte Teil der im Honig
enthaltenen Proteine ohnehin bei der notwendigen Filtration mit einem Filter der Poren-
weite von 0,45 um entfernt worden ist. Diese Tatsache und die unbefriedigenden Ergeb-
nisse beim Einsatz der Dialyse fithrten zu der Entscheidung, die Dialyse als Probenvorbe-
reitung fiir die Analytik von Honigen aufzugeben. Somit war es notwendig geworden, eine
eigene, fiir die Analyse von Honigen optimierte Probenvorbereitung zu entwickeln. Da
nicht ausgeschlossen werden konnte, dass die schlechte Wiederfindung auf eine nur unzu-
reichende Dialyseausbeute zuriickzufiihren war, wurde das automatisierte Probenauf-
arbeitungssystem derart verindert, dass die filtrierte Probe nicht in die Dialysekammer
sondern vom Dilutor 0 direkt in die Probenschleife gegeben wurde. Von dort wurde die
Probe mittels HPLC-Pumpe 2 direkt auf die Anreicherungssiule aufgegeben und mit
Wasser nachgespiilt. Die Dialysekammern, der Dilutor 1 und der gesamte Aufbau fiir die
Akzeptorkammer entfallen bei diesem Aufbau (Abbildung 18). Der weitere apparative
Aufbau wurde nicht verdndert. Es handelt sich bei dem Aufbau prinzipiell um ein

einstufiges online-Festphasenextraktionssystem.
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5 mL PTFE Probenaufgabeschleife

Injektionsport

2= | NI

HPLC-Eluent HPLC-Pumpe 1

Anreicherungs-
Saule

Dilutor 1

HPLC-Pumpe 3

Derivatisierungs-
16sung

HPLC-Pumpe 2

Analytische Saule Vorséule

T
Abfal Detektor

Abfall manuelle Injektion

Abbildung 18 - Aufbau der online-Probenvorbereitung mit einstufiger Festphasenextraktion

Dieses System arbeitete technisch ohne Probleme und fiithrte mit Standards zu Chromato-
grammen, von denen eines mit einem 14 Tage alten Standardgemisch von OTC, TC und
CTC in Abbildung 19 zu sehen ist. Die erkennbaren Peaks sind basisliniengetrennt und
zeigen eine ausreichende Symmetrie mit schwachem Tailing. Der Peak fiir epi-OTC fillt
mit dem OTC-Peak zusammen, da beide Substanzen coeluieren und mit dem hier verwen-
deten Eluenten (0,01 mol/L Oxalsédure : Acetonitril 1 : 1, v/v) nicht zu trennen waren. In
jedem Fall ist eine Trennung der einzelnen Komponenten, insbesondere des OTC vom epi-
TC erreicht worden, wie es in einer Publikation einer Methode zur Tetracyclinanalytik
gefordert worden ist [Bundesgesundheitsblatt 10/95].

Die Wiederfindungen lagen fiir alle verwendeten Tetracycline zwischen 94 und 98 %. Zur
Berechnung der Wiederfindungen wurden als Vergleich Standardlésungen verwendet, die
direkt iiber das manuelle Injektionsventil III eingespritzt wurden. Bei den verwendeten
Standards handelte es sich um Losungen der jeweiligen Tetracycline in 0,01 mol/L Oxal-
saure. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Anreicherung an der Festphase zu ausreichenden
Wiederfindungen fiihrt, dass also sowohl das polarere Oxytetracyclin wie auch das un-

polarere Chlortetracyclin in ausreichender Menge an der Festphase gebunden und auch

TEC-
Spillésung
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wieder eluiert werden kann. Somit stand mit dem Fiillmaterial (PLRP-S, 100 A, siche
2.8.1) ein Material zu Verfiigung, das zur Anreicherung der Tetracycline aus wéssrigen
Matrices Verwendung finden konnte.

Die Aufarbeitung der Honige gestaltete sich zundchst sehr einfach: Es wurden jeweils 10 g
Honig eingewogen und mit 20 mL Wasser verdiinnt. Nachdem der Honig durch kriftiges
Schiitteln vollstindig in Ldsung gegangen war, wurde iiber zunichst einen Papier-
faltenfilter und anschlieBend mittels Filtration iiber einen 0,45 um Spritzenvorsatzfilter
eine fiir die automatisierte Aufarbeitung geeignete Losung hergestellt. Von dieser Losung
wurden dann 4 mL in das Probenvial gegeben und in das gekiihlte Probenrack gestellt. Das
automatisierte System entnahm diesem Probenvial 3 mL, fiillte diese Losung in die
Probenschleife und driickte durch Aufgabe von einem weiteren Milliliter Wasser aus dem
Dilutor-0-Losungsgefi3 die restliche, in den Zuleitungen befindliche Probe in die Proben-
sammelschleife. Die dort angekommene Losung wurde durch Umschalten des Schalt-
ventils II mittels der HPLC-Pumpe 2 zur Anreicherungssiule gefordert, 10 Minuten mit
Wasser nachgespiilt und durch Umschalten des Schaltventils I durch Pumpe 1 von der An-

reicherungssiule eluiert, zur Trennsdule gefordert und dort chromatographisch getrennt.

45000

oTC
40000 -

Signal [uV]

35000 - Tc
30000 -
25000 -
20000 -

CTC

15000 +

e-TC

10000 +

e-CTC
5000 4 I\\

0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]

Abbildung 19 - Chromatogramm eines 14 Tage alten Standardgemischs von OTC, TC und CTC

mittels Online-Festphasenanreicherung.

Das Chromatogramm eines mit dieser Methodik untersuchten dotierten Honigs (1 mg/kg)

zeigt Abbildung 20. Wie zu erkennen, sind die Signale fiir die Analyten sehr klein und die
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Retentionszeiten sind leicht verschoben. Die Basislinie des Standards wurde bei der Dar-

stellung in Abbildung 20 zur Verbesserung der Erkennbarkeit etwas nach oben verschoben.

45000

oTC
40000 +

Signal [uV]

35000 - TC
30000 -
25000 -
20000 - CcTC
15000 +

10000 +
5000 AfL N

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Zeit [min]

Abbildung 20 - Chromatogramm eines mit je 1 mg/kg OTC, TC und CTC dotierten Honigs (rotes
Chromatogramm) mit einer Standardlésung gleicher Konzentration (blaues Chromato-
gramm).

Die Chromatogramme waren mit diesen sehr niedrigen Wiederfindungen reproduzierbar,

wobei von Honig zu Honig deutliche Unterschiede zu sehen waren. Insbesondere dunklere

Honige, z.B. Honigtauhonige zeigten eine grofe Anzahl von Stdrpeaks, die eine Aus-

wertung teilweise gdnzlich unmoglich werden lieBen. Auch die Einstellung des pH-Wertes

(2,6; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 und 5,5) durch Verwendung diverser Mcllvaine-Puffer (siche

Anhang 5.3) zur Probenvorbereitung brachte keine Verbesserung der Wiederfindung.

Weitere Untersuchungen zur Erhohung der Kapazitit der Anreicherungskartusche waren

aufgrund der apparativen Gegebenheiten und des damit erforderlichen Gerdteumbaus

sowie der Aussicht, damit die Storungen in den Chromatogrammen nicht verringern zu
konnen, nicht Erfolg versprechend und wurden somit nicht durchgefiihrt. Im Hinblick auf
die Storpeaks war eine bessere Aufreinigung der Honigproben erforderlich, so dass eine
einstufige Online-Anreicherung offensichtlich nicht ohne wietere Reinigungsschritte Er-
folg versprechend war. Somit wurde die hier erlduterte einstufige Online-Anreicherung
nicht weiter verfolgt. An andere Proben mit hohem wéssrigem Anteil wie z.B. Trinkwasser

oder Urin konnte diese Methodik sicherlich mit geringem Aufwand angepasst werden. Fiir
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Proben mit hohem Proteinanteil wie z.B. Ei, Serum oder Blut ist hingegen die Online-

Dialyse die Methode der Wahl.

2.1.3 Methode nach § 64 LFGB

Zur Analytik der Tetracycline im Honig wurde zundchst das Verfahren L 06.00-48 (V) aus
der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB verwendet. Dieses
Verfahren basiert auf dem von Farrington entwickelten Anreicherungsverfahren an einer
mit Metallkationen beladenen Sepharose-Sidule [FARRINGTON et al., 1991], die fiir die Be-
stimmung von Oxytetracyclin, Tetracyclin und Chlortetracyclin in Fleisch und Milch ge-
eignet ist privalidiert wurde. Dariiber hinaus ist der Anwendungsbereich auf die Unter-
suchung von Fleisch anderer Tierarten, Ei, Honig sowie von Haut und Muskulatur von
Fischen erweitert worden, ohne jedoch Angaben zur Zuverldssigkeit dieser Methode bei

den letztgenannten Matrices zu machen.

Der wesentliche Schritt dieser Methode ist die Bindung der Tetracycline an einer mit
Kupferionen beladenen Chelating-Sepharose. Das Probenmaterial wird homogenisiert und
nach Filtration ohne weitere Reinigung direkt auf die mit Kupferionen beladene Chelating-
Sepharose-Siule gegeben. Die Tetracycline binden selektiv an den Kupferionen unter
Bildung von Chelatkomplexen. Bei dem darauf folgenden Waschschritt mit Wasser und
Methanol werden unspezifisch gebundene Matrixbestandteile entfernt, wihrend die
Tetracycline, trotz ihrer sehr guten Methanolloslichkeit, weiter in Form des Kupferkom-
plexes an der Sédule gebunden bleiben. Erst durch Elution mit einem EDTA-haltigen Puffer
werden die gebildeten Chelate zerstort. Dabei werden die Kupferionen durch das EDTA
komplexiert und somit sowohl die Bindung der Tetracycline an den Kupferionen gelost, als
auch die immobilisierten Kupferionen von der Chelating-Sepharose wieder entfernt. Diese
Losung aus Kupferionen, EDTA, Puffer und Tetracyclinen wird durch Festphasenextrak-
tion an einer C,s-Sdule nachgereinigt und dadurch von Kupferionen und EDTA befreit.
Durch Aufgabe von Methanol werden die Tetracycline anschlieBend eluiert, am Rotations-

verdampfer eingeengt, im Eluenten aufgenommen und direkt per HPLC gemessen.

Die Entscheidung fiir dieses Verfahren wurde aufgrund der Tatsache getroffen, dass die
Entwicklung eines gesicherten automatisierten Verfahrens fiir die Analytik von Tetra-
cyclinen in Honig zum Zeitpunkt der Ernte noch weit genug fortgeschritten war und somit

nicht zur Verfiigung stand. Ein weiterer Aspekt, der zur Wahl dieser Methode fiihrte, war
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die Tatsache, dass es sich hierbei um ein validiertes Verfahren handelt, welches in vielen

Laboratorien angewandt wird.

2.1.3.1 Durchfithrung

Diese ,,§ 64-Methode“ wurde mit Ausnahme der nachfolgend beschriebenen Abweich-

ungen entsprechend der Vorschrift der amtlichen Sammlung durchgefiihrt:

Auf den Zusatz des internen Standards gemil Abschnitt 7.2 wurde verzichtet, da
das in der Vorschrift als interner Standard gewdihlte Demeclocyclin bei den hier
verwendeten chromatographischen Bedingungen nicht vom Tetracyclin getrennt
werden konnte. Da fiir die Durchfiihrung einer Medikationsstudie Oxytetracyclin
und Chlortetracyclin vorgesehen waren, Tetracyclin aber durchaus als Verunrei-
nigung des Chlortetracyclins auftreten kann, wurde von der Verwendung des De-

meclocyclins als internem Standard abgesehen.

Die Vorschrift der amtlichen Sammlung sieht vor, in die Kalibrierung nur den Ein-
engungsschritt einzubeziehen. Hierbei werden jeweils 1,0 mL der Ethylengycol-
Methanol-Mischung mit den Dotierungslosungen dotiert, am Rotationsverdampfer
eingeengt, mit dem zu verwendenden Eluenten auf ein bestimmtes Gewicht
gebracht und per HPLC analysiert. Durch den Wegfall eines internen Standards
wiirden Korrekturen der gefundenen Gehalte iiber die Wiederfindungsverluste
wihrend der Probenaufarbeitung bei dieser Art der Kalibrierung nicht méglich sein.
Daher wurde die Kalibrierung abweichend derart durchgefiihrt, dass dotierte
Honige exakt wie die analysierten Proben nach Vorschrift aufgearbeitet und
analysiert wurden. Diese Methodik ist deutlich aufwindiger als die in der
§ 64-Vorschrift vorgesehene Kalibrierung, hat jedoch den Vorteil, eine Kali-
brierung iiber das gesamte Verfahren zu ermoglichen. Damit sind Einfliisse der
Probenaufarbeitung auf die Analyten bei den Proben identisch zu denen der Kali-

brierungsstandards und somit leichter feststellbar.

Die Standardarbeitsanweisung der Methode gibt unter Punkt 5.1 an, dass das C,;-
Fiillmaterial der jeweils verwendeten Charge der Festphasenextraktionskartuschen
auf ihre Eignung zu priifen ist. Darauf konnte bei diesen Untersuchungen durch die
Verwendung von fertig konfektionierten Extraktionskartuschen der Firma

Macherey-Nagel GmbH, Diiren, verzichtet werden. Diese Kartuschen der Marke
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~CHROMABOND® Tetracycline® sind bereits ab Werk auf ausreichende Wieder-

findungsraten fiir die Tetracycline gepriift worden.

2.1.3.2 Chromatographie

Die Chromatographie wurde an einer RP-Phase (C,) unter Gradientenelution durchgefiihrt.

Die genauen chromatographischen Bedingungen sind folgender Aufstellung zu entnehmen:

Vorsidule Merck LiChrospher® 100 Cg (5um)
Trennséule Merck Superspher® 60 C, - 5 um, 250 x 3 mm
UV-Detektor Merck L-4000A

Detektionswellenldnge 360 nm

0,01 mol/L Natriumpentansulfonat in 0,01 mol/L

Eluent A
Oxalsdure, entgast
Eluent B Acetonitril, HPLC-Qualitit, entgast
g 100
9
g 80
<
70
60
i 5 ~
Gradient " ~
30 /
20 'I
10
0
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
Analysenzeit [min]
Fluss 0,35 mL/min
Temperatur Raumtemperatur
Aufgabevolumen 100 uL

Die Feststellung der Elutionsreihenfolge erfolgte mit Einzelstandards. Abbildung 21 zeigt
ein Chromatogramm eines Mischstandards mit OTC, TC und CTC. Dieser Standard wurde
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frisch hergestellt und zeigt keinerlei Anzeichen des Vorhandenseins von Epimeren. Bei der
Ermittlung der Elutionsreihenfolge durch die Injektion von Finzelstandards konnte auch
der Anteil Tetracyclin im verwendeten Chlortetracyclin bestimmt werden; er lag zwischen

1,5 und 2 Prozent.

oTC

TC

T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]

Abbildung 21 - Chromatogramm eines frischen Mischstandards aus OTC, TC
und CTC (je 1 mg/L 0,01 mol/L Oxalséiure)

In Abbildung 22 ist ein Chromatogramm eines Mischstandards zu sehen. Dieser Misch-
standard war zum Zeitpunkt der Chromatographie bereits drei Wochen alt und zeigt deut-
lich das Auftreten der Epimeren des Tetracyclins und des Chlortetracyclins. Eine Bestim-
mung des Epimers des Oxytetracyclins war bei dieser chromatographischen Trennung
nicht moglich, da das epi—Oxytetracyclin mit dem Oxytetracyclin coeluiert. Fiir die Be-
stimmung der Tetracycline nach § 64 LFGB stellt dies kein Problem dar, da fiir die Fest-
legung der Verkehrsfihigkeit die Summe der Muttersubstanzen und der jeweiligen

Epimere herangezogen wird.
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Abbildung 22 - Chromatogramm eines drei Wochen alten, bei 4 °C aufbewahrten
Standardgemisches von OTC, TC und CTC (je 1 mg/L 0,01

mol/L Oxalsaure)

Die Aufarbeitung der riickstandsfreien Honige aus der Medikationsstudie fithrte zu
Chromatogrammen wie in Abbildung 23 ersichtlich. In dem Bereich, in welchem die Ana-

lyten eluieren, ist eine von Storungen weitgehend freie Grundlinie zu sehen.

Elutionsbereich der Tetracycline
® ®

Zeit [min]

Abbildung 23 - Chromatogramm eines riickstandfreien Honigs (Honig L3, siehe 2.4)
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In Abbildung 24 ist ein Chromatogramm-Ausschnitt eines mit 400 ug/kg dotierten Honigs
(L3) dargestellt. Die Trennung der Muttersubstanzen TC und CTC von ihren jeweiligen
Epimeren ist erfolgt, beim Oxytetracyclin liegt Coelution der Muttersubstanz und des Epi-

mers vor.

oTC TC

CTC

e-CTC

N A

18 19 20 21 22 23 24 25 26
Zeit [min]

Abbildung 24 - Ausschnitt eines Chromatogramms von Honig L3 dotiert mit je
400 pug/kg OTC, TC und CTC (oben) im Vergleich zu einem

undotierten Honig (L3, unten)

Da es sich bei der hier verwendeten Methode um eine validierte Methode aus der
amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB handelt, konnte auf
eine vollstindige Validierung der Methode verzichtet werden. Es ist bei der Anwendung
der Methode jedoch notwendig, sicherzustellen, dass die verwendete Methodik beherrscht
und reproduzierbar angewendet wird. Zunichst wurde das chromatographische System auf
seine Linearitdt gepriift. Dazu wurden wéssrige, oxalsaure Standardldsungen ohne Proben-
aufarbeitung analysiert. Es zeigte sich eine gute Linearitdt der wissrigen Standards im
Bereich von 10 bis 500 ug/kg. AnschlieBend erfolgte eine Kalibrierung unter Verwendung
dotierter Honige, welche die komplette Aufarbeitung erfuhren. Die Chromatogramme einer

solchen Kalibrierung zeigt Abbildung 25:
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oTC

CTC

TC e-CTC
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Abbildung 25 - Honig L3 dotiert mit je 100, 200, 300 bzw. 400 ug/kg OTC und CTC
und je 100 ug/kg TC

Aus den chromatographischen Flichendaten wurden mittels linearer Regression Kalibrier-
funktionen aufgestellt. In Abbildung 26 sind die Funktionen fiir OTC und CTC (als

Summe von Muttersubstanz und Epimer) dargestellt.

Zur Qualititssicherung der Methode wurden neben der durchzufithrenden Kalibrierung
auch verdeckte Proben analysiert. Diese verdeckten Proben wurden von der Qualitéts-
sicherungsbeauftragten des Faches Lebensmittelchemie der Bergischen Universitit Wup-
pertal, Frau Dr. Miiller-Seitz, hergestellt. Die Ergebnisse der Analysen dieser Proben zeigt
Tabelle 5:
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Probenbezeichnung Gehalt, gemessen Gehalt, dotiert Wiederfindung
OoTC CTC OTC CTC OoTC CTC
W 201,6 n.n. 200 - 101% -
X n.n. 154,5 - 150 - 103%
Y 53,1 20,1 50 50 106% 40%
Z 123,2 45,5 125 50 99% 91%

n.n. = Analyt nicht nachweisbar (kein Peak im Chromatogramm vorhanden).

Tabelle 5 - Wiederfindungen der zu Qualititssicherungszwecken analysierten

verdeckten Proben

600
/ 3
500
400 - ®
300 u
200 - 4
100 //
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 100 200 300 400 500 600
¢ 0OTC Me-CTC + CTC

Abbildung 26 - Kalibrierfunktionen fiir OTC und CTC

Die in Tabelle 5 gezeigten Ergebnisse der untersuchten verdeckten Proben zeigt, dass das
verwendete Verfahren beherrscht wird. Der Grund fiir die niedrige Wiederfindung der
Probe Y konnte nicht geklirt werden; eine Wiederholung der Analyse dieser Probe be-
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stitigte den in Tabelle 5 angegebenen Gehalt. Die Linearitét ist, wie in Abbildung 26 zu
sehen, in dem Konzentrationsbereich von 100 bis 600 ug/kg gegeben. Weitere Validie-
rungsdaten wurden fiir diese Methodik nicht ermittelt, da es sich als amtliche Methode be-

reits um eine hinreichend validierte Methode handelt.

70



Experimenteller Teil und Diskussion

2.2 Radiorezeptortest (Charm® II)

Beim Charm®Test handelt es sich um einen kommerziell erhitlichen Rezeptortest, bei
dem Test der Probe ein Antikorper (Rezeptorprotein) zugesetzt wird [CHARM und CHI,
1988]. Ist in der Probe ein entsprechendes Antibiotikum enthalten, wird dieses vom
Antikorper gebunden. Da es sich bei dem Charm®Test auf Tetracycline um einen
kompetitiven Test handelt, wird zusitzlich mit Tritium (*H) markiertes Tetracyclin zuge-
geben. Dieses wird ebenfalls vom Rezeptormolekiil gebunden und konkurriert wihrend der
Inkubationsphase mit dem in der Probe bereits vorhandenen Tetracyclin um die Bindungs-
stellen am Rezeptor. Je hoher der Anteil des bereits in der Probe enthaltenen Tetracyclins,
desto geringer ist der Anteil des am Antikorper gebundenen markierten Tetracyclins. Nach
einer Zentrifugation werden die nicht gebundenen iiberschiissigen Tetracyclinmolekiile mit
der tiberstehenden Losung abgegossen und der Bodensatz mit Szintillationsfliissigkeit wie-
der aufgebrochen. Durch Messung der Szintillation kann nun der Anteil der gebundenen

radioaktiv markierten Tetracycline bestimmt werden.

Nicht kontaminierte Probe

T T T
T
E— E—
T T
T

Maximale Bindung
markierter Substanz

Kontaminierte Probe

T T
T

. .—> —_—
T

r @

Geringere Bindung
markierter Substanz|

Rezeptor

T Tetracyclin, radioaktiv markiert

. Tetracyclin

Abbildung 27 - Prinzip des Charm®II-Tests
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Das in dem markierten Tetracyclin enthaltene Tritium (*H) zerfillt unter Aussendung eines
Elektrons zu *He (Beta-Zerfall). Dieses emittierte Elektron fiihrt beim Auftreffen auf fluor-
eszierende Bestandteile der Szintillationslosung zu einem ,Lichtblitz“. Dieser kommt
dadurch zu Stande, dass durch Strahlung Atome auf ein hoheres Energieniveau gehoben
werden. Diese fallen wieder auf den Ursprungszustand zuriick und geben dabei die aufge-
nommene Energie in Form eines Photons ab. Dieses emittierte Photon wird vom
Szintillationszihler gemessen. Wie aus dem in Abbildung 27 schematisch dargestellten
Messprinzip hervorgeht, fiihrt eine Probe ohne Riickstédnde zu einem hohen Messwert (cpm
= counts per minute), eine Probe mit einem Gehalt an Tetracyclinen hingegen zu einem

niedrigeren Messwert.

Durchfithrung

Der Charm® II-Test wurde entsprechend der dem Test-Kit beiliegenden Arbeitsvorschrift
durchgefiihrt [Manual CHARM II Analysis]. Der Arbeitsablauf lisst sich in zwei Teile
trennen, die Probenvorbereitung und die eigentliche Messung. In Abbildung 28 ist der

Ablauf der Vorbereitung als FlieBdiagramm schematisch dargestellt.
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1 g Honig einwiegen

y

in 9 mL Extraktionspuffer I6sen

A

evtl. dotieren

y

10 mL Extraktionspuffer zugeben

|

pH-Wert = 7,57

-t

v

mit M2-Puffer auf pH 7,5 einstellen

y
CHARM II-Test

Abbildung 28 - Ablauf der Original-Probenvorbereitung zum Charm® II-Test

Im Zuge der weiteren Arbeiten wurden Honige verwendet, die, da diese auch bei anderen
Verfahren verwendet werden sollten, bereits dotiert eingewogen worden waren. Aus
diesem Grunde konnte auf die Mdoglichkeit, die Honige wihrend der Probenvorbereitung
zu dotieren, verzichtet werden. Zusitzlich haben alle Vorversuche gezeigt, dass eine
weitere Einstellung des pH—Wertes bei Honigen nicht notwendig war, da offensichtlich die
Pufferkapazitit der zugegebenen 9 mL Extraktionspuffer fiir die nur schwach sauren
Honige ausreichte. Demzufolge wurde die Aufarbeitung derart verkiirzt, wie es in

Abbildung 29 dargestellt ist. Auch mit allen untersuchten Honigproben wurde derart ver-

fahren.
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1 g Honig einwiegen

A

in 19 mL Extraktionspuffer 16sen

) J

CHARM |I-Test

Abbildung 29 - Verkiirzte Probenvorbereitung zum Charm® II-Test

Diese vorbereiteten Probenlosungen wurden gemifl dem in Abbildung 30 gezeigten

Schema behandelt und gemessen:

Bindungsreagenztablette vorlegen

Y

y

Probenvorbereitung 200 pL Wasser hinzufiigen und 10 sec. intensiv mischen
5 Minuten zentrifugieren (3300 min'1)

\ -

! '

4 mL Probenextrakt hinzugeben und 15 sec. mischen Uberstand abgieRen

! '

markiertes Tetracyclin zugeben und 15 sec. mischen 300 pL Wasser zugeben und 10 sec. mischen

' !

5 Minuten bei 35 T inkubieren 3 mL Szintillationslosung zugeben und 10 sec. mischen

'

1 Minute Szintillationsmessung durchfiihren

Abbildung 30 - Ablauf der Durchfiihrung des Charm® II-Tests

Zunichst war es erforderlich, der Messbereich des Charm® II-Tests zu ermitteln. Dazu
wurde riickstandsfreier Honig mit Tetracyclinen dotiert und per Charm® II-Test gemessen.
Dabei zeigten sich starke Schwankungen der Messergebnisse. Wurden die prédparierten
Messlosungen nach einigen Minuten erneut gemessen, zeigten sich hohere Zéhlraten als
bei der vorherigen Messung derselben Losung. Laut Arbeitsvorschrift [Manual CHARM 11
Analysis] sollen die Szintillationslosungen unverziiglich nach der Herstellung im Szintilla-
tionsmessgerit vermessen werden. Da jedoch zur Erhdhung des Durchsatzes immer sechs
bis acht Proben parallel aufgearbeitet wurden, lag zwischen der Messung der ersten
Losung und der letzten ein Zeitraum von sechs bis acht Minuten. Aufgrund dieser offen-
sichtlichen Abhéngigkeit vom Messzeitpunkt nach der Zugabe der Szintillationslosung

wurde die Zeitabhingigkeit bestimmt. Dazu wurden im Zeitraum von 0 Minuten (erste
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Messung) bis 173 Minuten 13 Messungen eines aufgearbeiteten riickstandsfreien Honigs

sowie eines dotierten Honigs mit einem Gehalt von 15 ug/kg Tetracyclin durchgefiihrt.

Zeitabhangigkeit der Zahlraten
3300
IS
o
o
2800
2300
——Honig 0
1800 - —=—Honig 0
S e —+— TC 15 pg/kg
1300 |« ° TC 15 pglkg
800 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200
Zeit [min]

Abbildung 31 - Zeitabhiingigkeit der Zihlraten des Charm® II-Tests

Wie in Abbildung 31 zu sehen ist, stieg die Ziahlrate (cpm) innerhalb der ersten 15 Minuten
an, und blieb dann iiber den restlichen betrachteten Zeitraum konstant. Dieser Anstieg war
bei einem riickstandsfreien Honig (Honig 0) und bei einem dotierten Honig (TC 15 ug/kg)
in gleicher Weise zu beobachten. Daher wurde bei den weiteren Untersuchungen zwischen
der Zugabe der Szintillationslosung und der eigentlichen Szintillationsmessung eine
Zeitspanne von 30 Minuten eingehalten. Weiterhin zeigte sich, dass die hergestellten
Messlosungen iiber einen Zeitraum von mindestens 14 Tagen im Kiihlschrank aufbewahrt
werden konnten, ohne dass sich die Zihlrate wesentlich dnderte.

Zur Bestimmung des Messbereiches des Charm® II-Tests wurde riickstandsfreier Honig

mit Tetracyclinen im Bereich von 10 bis 250 ug/kg dotiert und die Zahlraten bestimmt.
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Abbildung 32 - Bestimmung des Messbereichs fiir Tetracyclin fiir den Charm® II-Test

In Abbildung 32 sind die Zéhlraten fiir Tetracyclin gegen die logarithmisch skalierten Kon-
zentrationen aufgetragen. Der fiir eine semiquantitative Auswertung bendtigte lineare
Bereich erstreckt sich iiber einen Konzentrationsbereich von 10 bis 50 ug/kg, iiber den je
eine Kalibrierung mit den drei Tetracyclinen durchgefiihrt wurde. Die Ergebnisse fiir

Tetracyclin zeigt Abbildung 33.
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Abbildung 33 - Kalibriergerade mit Tetracyclin fiir den Charm® II
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Abbildung 34 - Kalibriergerade mit Chlortetracyclin fiir den Charm® II

In Abbildung 34 und Abbildung 35 sind die entsprechenden Kalibriergeraden fiir Chlor-

tetracyclin und Oxytetracyclin dargestellt.
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Abbildung 35 - Kalibriergerade mit Oxytetracyclin fiir den Charm® II
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Die Qualitatskenndaten fiir den Charm® II-Test:

TC CTC oTC
Anzahl Kalibrierpunkte 82 58 49
Korrelationskoeffizient 0,9514 0,9712 0,9447
Verfahrensvariationskoeffizient 6,4 % 4,7 % 4,8 %
Nachweisgrenze 8 ug/kg 10 ug/kg 16 ug/kg

Tabelle 6- Qualititskenndaten fiir den Charm®-Test fiir TC, OTC und CTC

Laut Angaben des Herstellers (Charm Science) betrigt die Nachweisgrenze fiir Chlortetra-
cyclin und Oxytetracyclin 20 ug/kg und fiir Tetracyclin 4 ug/kg. Die in Tabelle 6 angege-
benen Nachweisgrenzen wurden empirisch iiber die relative Extinktion von 80 % abge-
schitzt und sind fiir ein Screening von Honigen auf Tetracyclinriickstinde gerade aus-
reichend. Leider ist die bestimmte Empfindlichkeit gerade fiir das in der Bienenhaltung

eingesetzte Oxytetracyclin am geringsten.
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2.3 Enzymimmunoassay

Fiir die Analytik von Tetracyclinen in Honig fanden bereits mehrfach immunchemische
Testsysteme Anwendung. Ein fiir die Riickstandsuntersuchung in Serum und Gewebesaft
von Schlachttieren entwickelter ELISA [UNGLAUB und MARTLBAUER, 1995] zeigte seine
Anwendbarkeit auch fiir die Untersuchungen von Honigen [UNGLAUB et al., 1995].
Mittlerweile sind kommerziell erhéltliche ELISA-Tests entwickelt worden.

Bei diesem ELISA (Enzyme Linked

Immunosorbent Assay) werden zwei 1
Typen von Antikdrpern verwendet. Die
Boden der Kavititen der Mikrotiter- il ol &
platte sind mit einem Tetracyclin-Pro-
2

tein-Konjugat beschichtet (Abbildung v 9

. . . . Zugabe eines enzymmarkierten
36). Die vorbereitete Probe sowie anti- Sekundar-Antikorpers

Tetracyclin-Antikorper werden zugege-

VA

ben (Nr. 2), WObei die TetraCYChIlmOle- Zugabe von Tetracyclin aus 5

der Probe und die
kUle aus der PrObe mlt den im- anti-Tetracyclin-Antikérper T
mobilisierten Tetracyclin-Protein-Kon- 3

jugat um die Bindungsstellen konkur-
¥V 77ZZZZZZZZ
rieren. (Nr. 3). Nach einem Wasch- Das zugesetzte farblose Chromogen

wird durch das Enzym in eine farbige
Verbindung umgewandelt.
schritt zum Entfernen der nicht gebun- i
Konkurrenz des Tetracyclins aus
der Probe und des immobilisierten

denen Antikorper wird ein enzymmar- Tetracyclin-Protein-Konjugates um

die anti-Tetracyclin-Antikrper
kierter Sekundér-Antikorper zugegeben Abbildung 36 - Prinzip des verwendeten
(Nr. 4). Dieser bindet sich an den im- kompetetiven ELISA
mobilisierten Antikorpern und setzt das
anschliefend zugesetzte farblose Chro-
mogen zu einer gefdrbten Sustanz um
(Nr. 5).
Vorteilhaft ist bei dieser Art des Immunoassay die Tatsache, dass das stochiometrisch ge-
bundene Enzym in der Lage ist, eine groe Zahl Chromogenmolekiile umzusetzen. Da-

durch erhoht sich die Empfindlichkeit deutlich. Allerdings ist es notwendig, diese Reaktion

nach einer bestimmten Zeit zu stoppen und diese Zeiten immer exakt einzuhalten.
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Die Probenaufarbeitung beschrinkt sich auf das Losen und Verdiinnen der Honige
[UNGLAUB et al., 1995]. Die dabei ermittelten Nachweisgrenzen von 15 ug/kg fiir Tetra-
cyclin und Chlortetracyclin ist fiir die Uberpriifung auf verbotene Anwendung ausreichend,
wiahrend die Nachweisgrenze fiir Oxytetracyclin aufgrund der Kreuzreaktivitiat von nur 3
bis 4% mit 250 ug/kg dafiir nicht ausreichend ist. Eine Steigerung der Empfindlichkeit des
ELISA fiir Oxytetracyclin durch eine verdnderte Aufarbeitung ist moglich [MASCHER et
al., 1996]. Bei zwei der getesteten Aufarbeitungen (einfaches Verdiinnen bzw.
Festphasenextraktion an einer C,i-Umkehrphase) war nur eine qualitative Bestimmung des
Oxytetracyclins moglich, wéhrend bei Finsatz einer zweistufigen Festphasenextraktion
tiber eine C,-Umkehrphase gefolgt von einer Diol-Phase eine quantitative Bestimmung
moglich war. Damit konnte eine Nachweisgrenze von 50 ug/kg fiir Oxytetracyclin erreicht
werden. Allerdings ist der Aufwand einer solchen zweistufigen Festphasenextraktion sehr
hoch, und die erhaltenen, sehr sauberen Probenextrakte konnen auch problemlos fiir die
Bestimmung mit der HPLC Verwendung finden. Unter dem Gesichtspunkt der Zeit-
einsparung, welche bei einem Screening-Verfahren zwangsldufig im Vordergrund steht,
kann dieses Verfahren demnach nicht iiberzeugen. Eine andere Aufarbeitung, basierend auf
einer Fliissig/Fliissig-Verteilung mit Essigsdureethylester, erreichte eine Nachweisgrenze
von 20 ug/kg fiir Tetracyclin und Chlortetracyclin in Honig [HEERING et al., 1998]. Eine
Bestimmung der Nachweisgrenze fiir Oxytetracyclin wurde nicht durchgefiihrt, mit der an-
gegebenen Kreuzreaktivitit von 4% fiir Oxytetracyclin wurde eine Nachweisgrenze
oberhalb von 1000 ug/kg erwartet. Die Arbeitsvorschrift fiir den kommerziell erhéltlichen
RIDASCREEN® Tetracyclin-ELISA (Hersteller: r-Biopharm) gibt fiir das Oxytetracyclin
eine Kreuzreaktivitidt von ca. 10% und eine Nachweisgrenze von 150 ug/kg an. Somit ist
auch dieser Test nur bedingt fiir die Bestimmung von Oxytetracyclin-Riickstinden in
Honig geeignet. Derzeit gibt es keinen kommerziellen ELISA mit einer fiir Oxytetracyclin

hoheren Spezifitit.

2.3.1.1 Durchfithrung

Bei der Durchfiihrung des ELISA wurde exakt nach der zum Test-Kit (RIDASCREEN®)
gehorenden, vom Hersteller angegebenen Durchfithrungsvorschrift gearbeitet. Lediglich
die Honige mussten z.T. weiter verdiinnt werden, damit sich ein Messsignal im Bereich der

Standardkurve ergab.
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Abbildung 37 - Beispiel einer ELISA-Platte zum Screening von Tetracyclinen in Honig

2.3.1.2 Auswertung

Der Tetracyclin-Gehalt einer aufgearbeiteten Probe kann aus einer Standardkurve direkt
abgelesen werden. Die Standardkurve wird durch Auftragen der relativen Extinktion der
Standard-Losungen auf halblogarithmischem Millimeterpapier gegen die Tetracyclin-Kon-
zentration ermittelt. Fiir die Berechnung der relativen Extinktion werden die gemessenen
Extinktionen gemittelt, und als Prozent des als Hundert Prozent gesetzten Nullstandards
angegeben:

Extinktion, ..,
Extinktion,,

[100= %Extinktion

SchlieBlich ist noch die Probenverdiinnung zu beriicksichtigen.
Die Standardkurve zeigt einen leichten sigmoiden Verlauf und ist iiber einen Konzentra-
tionsbereich von 800 ng/L bis 200 ng/L (entsprechend 30 — 70 % relative Extinktion) an-

ndhernd linear.
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Abbildung 38 - Kalibrierfunktion fiir Tetracyclin in Honig mittels ELISA

Laut der zum Test-Kit gehorenden Beschreibung ist die Spezifitit des ELISA, ausgedriickt
iber die Kreuzreaktivitit, 100% fiir das Chlortetracyclin und 10% fiir das Oxytetracyclin
bezogen auf Tetracyclin. Zu den Epimeren und dem Isochlortetracyclin gibt es keine An-
gaben in der Literatur. Daher wurde die Kreuzreaktivitit des ELISA neben Chlortetra-
cyclin, Tetreacyclin und Oxytetracyclin auch fiir epi-Chlortetracyclin, epi-Tetracyclin und
epi-Oxytetracyclin sowie Isochlortetracyclin bestimmt. Dabei zeigte sich, dass der ELISA
auf das Isochlortetracyclin nicht anspricht. Vermutlich kann das Isochlortetracyclin aus
sterischen Griinden nicht an den Antikorper binden. Die Molekiile von Chlortetracyclin
und epi-Chlortetracyclin weisen in ihrer rdumlichen Struktur noch deutlich erkennbare

Ahnlichkeiten aus (Abbildung 39 und Abbildung 40).
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Abbildung 39 - Riumliche Darstellung des Abbildung 40 - Riumliche Darstellung des epi-
Chlortetracyclin-Molekiils Chlortetracyclin-Molekiils

Dagegen ist, wie Abbildung 41 zeigt,
die rdumliche Struktur des Isochlortetra-
cyclins deutlich veridndert. Es ist davon
auszugehen, dass diese abweichende
duBere Struktur des Molekiils nicht
mehr am Antikorper binden kann, da in
diesem Fall der ,,Schliissel* nicht in das

»Schloss® passt, also das fiir die Bin-

dung notwendige Strukturelement des

Molekiils nicht in der Bindungstasche Abbildung 41 - Riumliche Darstellung des

- Isochlortetracyclin-Molekiils
des Antikopers gebunden werden kann.
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Die Ergebnisse des ELISA-Tests zeigen fiir das Isochlortetracyclin relative Extinktionen

im Bereich wie sie auch fiir den Nullstandard gemessen werden (Abbildung 42).
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Abbildung 42 - ELISA-Kalibrierkurven fiir alle untersuchten Tetracycline
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Die iiber die Kreuzreaktivititen ausgedriickten unterschiedlichen Selektivititen des ELISA

stellen sich tabellarisch wie folgt dar:

Substanz Spezifitit
angegeben gemessen

Tetracyclin 100% 100%
Chlortetracyclin ca. 100% 63%
Oxytetracyclin ca. 10% 13%
epi-Tetracyclin keine Angabe 29%
epi-Chlortetracyclin keine Angabe 45%
epi-Oxytetracyclin keine Angabe 42%
Isochlortetracyclin keine Angabe 0%
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Tabelle 7 - Spezifitit des ELISA fiir verschiedene Tetracycline

Die in Tabelle 7 zusammengestellten Spezifititen fiir den verwendeten ELISA wurden bei
relativen Extinktion von 50% ermittelt. In diesem Bereich hat die jeweilige Kalibrier-
funktion die hochste Genauigkeit, da hier die Steigung am grofiten ist. Wie zu erkennen,
lag die ermittelte Spezifitit von 13% fiir Oxytetracyclin in der GroBenordnung, wie sie
vom Hersteller mit 10% angegeben worden ist. Allerdings konnte die angegebene
Spezifitit von 100% fiir Chlortetracyclin nicht bestitigt werden, sie lag im Versuch um ca.
ein Drittel niedriger. Fiir die Epimere der Tetracycline ergab sich jeweils eine niedrigere
Spezifitit im Vergleich zur Muttersubstanz. Aus diesen Daten ermittelten sich die

Nachweisgrenzen fiir die einzelnen Tetracycline in Honig wie folgt:

Substanz Nachweisgrenze
Tetracyclin 15 ug/kg
Chlortetracyclin 23 ug/kg
Oxytetracyclin 115 pg/kg
epi-Tetracyclin 51 ug/kg
epi-Chlortetracyclin 33 ug/kg
epi-Oxytetracyclin 38 ug/kg

Tabelle 8 - Nachweisgrenzen des ELISA fiir

verschiedene Tetracycline

Fiir ein Screening von Honigen auf Tetracyclinriickstéinde sind diese Nachweisgrenzen nur
fiir Tetracyclin und Chlortetracyclin ausreichend. Fiir ein Screening von Oxytetracyclin in

Honigen ist die hohe Nachweisgrenze von 115 ug/kg nicht ausreichend.
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2.4 Medikationsstudie

Die Ergebnisse von Honiguntersuchungen (z.B. NRKP [BVL NRKP, 2007]) zeigen, dass
in im Handel befindlichen Honigen Riickstinde von Tetracyclinen gefunden werden. Um
diese Befunde in ihrer Hohe einzuordnen wurde eine Riickstandsstudie unter kontrollierten
Bedingungen durchgefithrt. Dadurch sollte ermittelt werden, wie hoch die
Riickstandsgehalte nach Applikation der Tetracycline bei der iiblichen Bienenhaltung und

der anschlieenden Honigernte unter normalen Bedingungen sind.

2.4.1 Durchfithrung

In einer Kooperation mit dem Institut fiir Biologie, Abteilung Neurobiologie, der Freien
Universitit Berlin (Frau Dr. Rademacher) wurden je fiinf Bienenvolker mit Oxytetracyclin
und weitere fiinf Volker mit Chlortetracyclin behandelt. Zur Kontrolle wurden die Honige
zweier unbehandelter Bienenvolker in unmittelbarer Nachbarschaft und dreier un-
behandelter Bienenvolker in einem Abstand von ca. 10 km vom Behandlungsort geerntet
und untersucht.

Die Wahl der Wirkstoffe Oxytetracyclin und Chlortetracyclin erfolgte aus folgenden Griin-

den:

. Oxytetracyclin (Terramycin®) wird in weiten Teilen der USA und Kanadas zur vor-
beugenden Behandlung gegen die Amerikanische Faulbrut eingesetzt. Von
Interesse war, in welchem Umfang durch eine Behandlung mit Oxytetracyclin
wihrend der Tracht Riickstande von Oxytetracyclin in den Honig gelangen kdnnen.

. Beim Chlortetracyclin interessierten insbesondere eventuell auftretende Metabo-

liten, wie der Umfang der Epimerisierung und das Auftreten von Isochlortetra-
cyclin, welches von Zurhelle [ZURHELLE et al., 2000b] und Kennedy [KENNEDY et
al., 1998b] als Hauptmetabolit in Eiern nach der Verabreichung an Legehennen er-

mittelt wurde.
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Versuchsplanung

Die zur Verfiigung stehenden fiinfzehn Bienenvolker wurden in vier Gruppen aufgeteilt.
Eine Gruppe, bestehend aus 5 Bienenvolkern, wurde mit Chlortetracyclin (C1-C5), eine
weitere, ebenfalls aus 5 Bienenvdlkern bestehende, mit Oxytetracyclin (O1-O5) behandelt.
Diese Bienenvolker standen zusammen mit einer weiteren Gruppe aus zwei Bienen-
volkern, welche keine Wirkstoffe erhielten (K1-K2), am selben Standort. Zur Kontrolle
wurden drei zusitzliche Bienenvolker an einen weiteren ca. 10 km vom Behandlungs-
standort entfernten Standort gebracht und blieben ebenfalls unbehandelt (L1-L3). Die
Volkerfiihrung der Versuchs- und Kontrollvolker auf dem Versuchsstand wich von der
iiblichen imkerlichen Praxis insofern ab, als die Bienenvolker in ihrem Bienen- und
Wabenbestand nicht verdndert wurden, um keine vom Versuchsplan abweichenden Be-

dingungen hinsichtlich der applizierten Dosis bzw. des eingetragenen Sammelgutes zu

schaffen.
Bienenvolk Wirkstoff Standort
C1-C5 Chlortetracyclin Behandlungsstandort
01-05 Oxytetracyclin Behandlungsstandort
K1-K2 - Behandlungsstandort
L1-L3 - entfernter Standort

Abbildung 43 - Bild des Standortes und der Aufstellung der Bienenvolker
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Die Bienenvolker C1-C5 und O1-O5 wurden geméll Versuchsplan dreimal im Abstand von
sieben Tagen behandelt. Je Behandlung wurden 200 mg Wirkstoff pro Volk eingesetzt.
Dieses Vorgehen ist vergleichbar mit einer anderen Medikationsstudie, die von Unglaub
durchgefiihrt wurde [UNGLAUB et al., 1995].

Um Probleme durch Inhomogenititen zu vermeiden, wurde fiir jede Einzelbehandlung ein
eigenes Gemisch aus Puderzucker mit 200 mg Wirkstoff hergestellt und komplett ver-
wendet (insgesamt 30 Gemische). Zur gleichméBigen Verteilung der 200 mg Wirkstoff in
30 g Puderzucker wurde der genau abgewogene Wirkstoff entsprechend pharmazeutischer
Praxis erst mit wenig und dann mit wachsenden Anteilen Puderzucker hochgemischt.
Diese Mischungen wurden vor Feuchtigkeitseinfluss und Sonnenlicht geschiitzt aufbewahrt
und den Bienenvolkern in der Weise verabreicht, dass die Mischung vollstdndig mit einem

Spatel auf die Réhmchenobertriger aufgebracht wurde.

Abbildung 44 - Aufbringung der Medikationsmischung auf die Rihmchenobertriger

Innerhalb eines Tages hatten die Bienen die Puderzucker-Wirkstoffmischung verzehrt. Die
Kontroll-Bienenvolker K1-K2 erhielten dieselbe Menge Puderzucker ohne Wirkstoff. Den
Kontrollvolkern L1-L3 wurde dagegen kein Puderzucker verabreicht, da nur Teile der
Honigernte fiir den Versuch genutzt wurden und der Hauptanteil als Lebensmittel in den
Verkehr gebracht werden sollte und die Fiitterung mit Zucker fiir Handelshonige nach dem

Lebensmittelrecht unzulissig ist..
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Applikation

Die Applikation der Wirkstoffe begann nach Abschluss und Entnahme der Friihjahrstracht
am 13. Juni 2001. Das Datum des jeweiligen Anwendungstages wurde wéhrend des An-

wendungszeitraumes in dem Medikationsplan (Tabelle 9) eingetragen.

Datum*

Tag

Volk

Cl

C2

C3

c4

C5

K1

K2

L1

L2

L3

01

02

03

04

05

13.06.2001

1: Medikation

CTC

CTC

CTC

CTC

CTC

oTC

oTC

oTC

oTC

oTC

14.06.2001

2

15.06.2001

16.06.2001

17.06.2001

18.06.2001

(2B S I B [

19.06.2001

7

20.06.2001

8: Medikation

CTC

CTC

CTC

CTC

CTC

oTC

oTC

oTC

oTC

oTC

21.06.2001

9

22.06.2001

10

23.06.2001

11

24.06.2001

12

25.06.2001

13

26.06.2001

14

27.06.2001

15: Medikation

CTC

CTC

CTC

CTC

CTC

P

P

OTC

OoTC

OoTC

OoTC

OTC

CTC : Chlortetracyclin  OTC : Oxytetracyclin - : keine Behandlung P : Puderzucker ohne Wirkstoff

Tabelle 9 - Medikationsplan

Ernte

Zur Ernte kam der Honig aus der Sommertracht, iiberwiegend Lindenhonig. Aufgrund des
nasskalten Wetters wéhrend des Versuchszeitraumes und der damit verbundenen
langsameren Reifung des Honigs und der schleppenden Verdeckelung der Honigwaben
durch die Bienen konnte die Ernte erst am 30. August 2001 beginnen. Die Erntemengen
blieben bedingt durch das schlechte Wetter hinter den Erwartungen zuriick (Tabelle 10):
zum einen konnten die Bienen weniger eintragen, zum anderen wurde das bereits eingetra-
gene Sammelgut anteilig von den Bienen in groBerem Malle verzehrt. Von einem Volk
(C2) konnte iiberhaupt kein Honig gewonnen werden, da es wihrend des Versuchs weisel-
los wurde. Ein weiselloses Volk, d.h. ein Volk, dem die Konigin abhanden gekommen ist,
kann, wenn noch offene junge Brut vorhanden ist, eine Konigin nachziehen. Ist keine
offene Brut mehr vorhanden, bendtigt dieses sogenannte ,,hoffungslos weisellose Volk* die
Hilfe des Imkers um nicht einzugehen. In jedem Fall zeigt ein weiselloses Volk weniger
Sammeleifer und daher ist fiir dieses Volk von einer deutlich geringeren Erntemenge aus-

zugehen.
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Abbildung 45 - Rihmchen mit wenig Honig (mit Honig gefiillte Waben nur im verdeckelten, hellen
Bereich)

Ubliche Imkerpraxis wire es in einem solchen Fall gewesen, einem schwachen Bienen-
volk mit Brutwaben aus einem starken Volk zusitzliche Brut zu verschaffen, um dieses
Volk zu stirken. Dieses konnte aufgrund des Versuches, bei dem eine Kreuzkontamination
zwischen den Volkern bzw. Materialeintrag und dadurch Wirkstoffverdiinnung verhindert
werden mussten, nicht erfolgen. Deshalb erbrachten die Volker C2, C3 und O2 als
schwache Volker nur geringe Ertrége.

Den Ablauf der Ernte und die erhaltenen Honigmengen gibt Tab.5 wieder. Von den
Volkern L1 bis L3 wurden, wie bereits erwihnt, nur Teilmengen abgefiillt; die genaue

Erntemenge ist nicht bekannt.

Abbildung 46 - Rihmchen mit nicht Abbildung 47 — Das Rihmchen aus Abbildung
entdeckelten Honigwaben 46 nach dem Entdeckeln
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Die Ernte der Honige wurde mit einer deutlich iiber die iibliche Imkerpraxis hinausge-
henden Sorgfalt durchgefiihrt. Insbesondere die Honigschleuder, das Entdeckelungsge-
schirr, die Siebe und alle sonstigen verwendeten Teile und Werkzeuge, die mit dem Honig
in Kontakt kamen, wurden bei jedem Wechsel von einem Bienenvolk zum néchsten mit
hohem Aufwand griindlich gereinigt und getrocknet. Dadurch wurde die Moglichkeit eines
Verschleppens von Riickstinden ausgeschlossen.

Die einzelnen Honige wurden nach dem Abzentrifugieren durch ein Sieb von groben Ver-
unreinigungen befreit. Dariiber hinaus gehende Reinigungen erfolgten nicht. Die Honige
wurden jeweils in 30 L Polyethylen-Erntegefdfen abgefiillt und jeweils 10 Minuten
intensiv mit einem Holzstab fiir eine mdglichst gleichmidBige Durchmischung geriihrt.

Sodann wurden die Behélter verschlossen und bei Raumtemperatur gelagert.

Ernetereihenfolge Volk Erntedatum Honigmenge

1 L1 30.08.01 8,9 kg*

2 L2 30.08.01 8,1 kg

3 L3 30.08.01 6,5 kg*

4 K2 31.08.01 11,8 kg

5 K1 31.08.01 11,4 kg

6 05 31.08.01 12,7 kg
7 04 31.08.01 4.4 kg

8 03 31.08.01 9,6 kg

9 02 01.09.01 900 g
10 01 01.09.01 14,6 kg
11 C5 01.09.01 6,6 kg
12 C4 01.09.01 3,0 kg
13 C3 01.09.01 600 g
14 Cc2 01.09.01 kein Honig
15 C1 01.09.01 10,5 kg

* von diesen Honigen lag nur Teilmengen vor.

Tabelle 10 - Erntemengen pro Bienenvolk
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2.4.2 Eigenschaften der geernteten Honige

Die geernteten Honige wiesen zum Zeitpunkt der Ernte eine fliissige Konsistenz auf. Sie
besaBen alle bis auf einen Honig (O2) eine sehr helle (nahezu wasserklar) bis helle
(schwach gelbliche) Firbung. Ein Honig (O2) hat eine deutlich dunklere Farbe,
moglicherweise handelt es sich zumindest teilweise um Honigtauhonig. Durch eine
Pollenanalyse konnte gezeigt werden, dass es sich bei den Honigen zum groften Teil um
Lindenhonige handelte. Es waren aber auch Anteile von Robinie, Klee, Lowenzahn und

Heidegewichsen zu finden (Abbildung 48 bis Abbildung 51).
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Abbildung 48 - Pollenbild mit Linden- und Abbildung 50 - Pollenbild mit Lowenzahnpollen
Robinienpollen
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Abbildung 49 - Pollenbild  mit Abbildung 51 - Pollenbild mit Ericaceaepollen

Weilkleepollen
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Der deutlich dunklere Honig wies als einziger der geernteten Honige auch Kieferpollen in

nennenswertem Umfange auf. Das erhirtet die Vermutung, dass es sich um Honigtauhonig

handelt (Abbildung 52).

Pinus (Kiefer)

_—
5011

Abbildung 52 - Pollenbild mit Kieferpollen

Die Honige wurden nach der Ernte nicht der imkerlichen Praxis folgend iiber mehrere
Wochen tiglich geriihrt. Daher setzte bereits sechs Wochen nach der Ernte bei einigen

Honigen die Kristallisation ein.
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2.4.3 Untersuchungen der Honige aus der Medikationsstudie

Die Honige der Medikationsstudie (L1 — L3, K1 und K2, O1 — OS5, C3, C2 — C5) wurden
nach der HPLC-Methode (,,§ 64 LFGB“, manuell) untersucht. Dabei konnten die

nachfolgend aufgefiihrten Riickstandsgehalte ermittelt werden:

Honig Gehalt
L1 <NG
L2 <NG
L3 <NG
K1 < NG
K2 < NG
01 <NG
02 <NG
03 < NG
04 13 ug/kg OTC
05 < NG
C1 317 ug/kg CTC
C2 kein Honig
C3 434 ug/kg CTC
C4 512 ug/kg CTC
C5 311 ug/kg CTC

Tabelle 11 - In den Honigen der Medikationsstudie
gefundene Gehalte
NG = Nachweisgrenze (10 ug/kg),
" = Summe aus Chlortetracyclin und epi-

Chlortetracyclin
In den Honigen L1 bis L3, welche von den Bienenvolkern stammen, die weiter vom Medi-

kationsstandort entfernt standen als der iibliche Flugradius von Bienen eines Volkes ist,

waren keine Riickstdnde bzw. Verunreinigungen von Tetracyclinen festzustellen. Auch die
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direkt benachbarten Volker K1 und K2 waren ,riickstandsfrei“. Damit kann eine

Kontamination der Honige untereinander durch Réuberei der Bienen oder Verflug als un-

wahrscheinlich angesehen werden.

Die von den Volkern C1 und C3 bis C5 geernteten Honige wiesen Riickstinde an Chlor-

tetracyclin und Epi-Chlortetracyclin als Summe im Bereich von 311 bis 512 ug/kg auf. Ein

Beispiel-Chromatogramm zeigt Abbildung 53.
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Abbildung 53 - Chromatogramm des Honig C4 aus der Medikationsstudie

Honige der Volker O1 bis OS5, welche mit Oxytetracyclin behandelt worden waren, zeigten

nur bei einem Honig einen geringen Riickstand von Oxytetracyclin in Héhe von ca. 13

ug/kg (sieche Abbildung 54).
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Abbildung 54 - Chromatogramm des Honigs O4 aus der Medikationsstudie im Vergleich mit Honig L3

Alle anderen Honige von Volkern mit Oxytetracyclin—-Behandlung wiesen keine mit der

HPLC nachweisbaren Riickstinde auf.
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2.5 Methodenvergleich

Die bei der Medikationsstudie gewonnen Honige wurden neben der Untersuchung mittels
HPLC auch mittels eines Enzymimmunoassay und mittels eines Radiorezeptortests (Charm
IT) untersucht. Zusitzlich wurden die Honige durch eine weitere HPLC-Methode von
einem unabhédngigen Untersuchungslabor untersucht. Diese Methode verwendet eine
Fliissig-Fliissig-Verteilung mit Acetonitril und wéssriger Honiglosung gefolgt von einer
Festphasenextraktion an einer Carbonsdurephase als Probenvorbereitung.

Die mit den vier unterschiedlichen Untersuchungsverfahren gewonnenen Resultate sind in

Abbildung 55 grafisch dargestellt und in Tabelle 12 aufgefiihrt.

800

700

600

500

400 1

300 1
200

100

II_I_II = I =

C1 C3 C4 C3 o1 02 03 04 o5

0 CHARM MEHPLC 0§64 LFGB MBELISA

Abbildung 55 - Ubersicht iiber die mit HPLC, ELISA und CHARM II gemessenen Riickstandsge-
halte der Honige aus der Medikationsstudie
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HPLCI HPLC I Radiorezeptortest Enzymimmunoassay

(Charm II) (r-Biopharm)

Honig Gehalt

L1 <NG <NG <NG <NG

L2 <NG < NG < NG < NG

L3 <NG < NG < NG < NG

K1 <NG <NG <NG <NG

K2 <NG <NG <NG <NG

01 <NG <NG 32 ug/kg’ > NG

02 <NG <NG 305 ug/kg’ > 675 ug/kg”

03 <NG <NG 25 ug/kg" > NG*

04 13 ug/kg OTC <NG 123 ug/kg" > 675 ug/kg’

05 <NG <NG 12 ug/kg’ > 675 ug/kg’

C1 317 ug/lkg CTC™ 496 ug/kg CTC 340 ug/kg* n.b.

C3 434 ug/kg CTC" 389 ug/kg CTC 400 ug/kg* n.b.

C4 512 ug/lkg CTC™ 463 ug/kg CTC 595 ug/kg* n.b.

C5 311 ug/kg CTC™ 284 ug/kg CTC 298 ug/kg* n.b.

n.b. = nicht bestimmt

* Gehalte angegeben als Summe von Epi-Chlortetracyclin und Chlortetracyclin

# Gehalt ermittelt iiber die Kalibrierung mit OTC

* Gehalt ermittelt iiber die Kalibrierung mit CTC

iqualitativ positives Ergebnis im Bereich der Nachweisgrenze

Tabelle 12 - Zusammenfassung der Riickstandsgehalte der Honige aus der Medikationsstudie
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Ergebnisvergleich Chlortetracyclin

Es zeigt sich fiir Chlortetracyclin eine Ubereinstimmung der Analyseergebnisse der ein-
zelnen MeBverfahren, die grofenordnungsmifig stimmig ist. Durch die chromato-
graphischen Methoden konnte die eingetretene Epimerisierung nachgewiesen werden

(Tabelle 13).

Honig Umfang der
Epimerisierung
C1 38%
C3 43%
C4 43%
G5 41%
Stabilititsstudienvergleich 40%
Tabelle 13 - Umfang  der Epimerisierung des

Chlortetracyclins der Honige aus der

Medikationsstudie

Diese Epimerisierungsraten liegen in dem Bereich, wie sie auch bei wissrigen, schwach
sauren Losungen beobachtet werden. Der Anteil epi-Chlortetracyclin bei dem aus der
Stabilitéitsstudie (sieche 2.6) stammenden dotierten Honig, der 10 Monate bei Raumtem-

peratur gelagert wurde, betrigt 40%.

Ergebnissvergleich Oxytetracyclin

Mit den chromatographischen Methoden ist mit Ausnahme eines Honigs, bei dem ein
geringer Riickstandsgehalt fiir Oxytetracyclin messbar war, kein Oxytetracyclin nachweis-
bar. Bei den angewandten Methoden, die auf einem Rezeptor oder AntikOrper basieren, ist
dagegen eine Hemmung festzustellen.

Dieses wire mit einem Abbau des Oxytetracyclins erklirbar, der zu Abbauprodukten fiihrt,
die mit der HPLC-Methode nicht mehr erfasst werden. Beispielsweise konnte durch eine
mogliche Glykolysierung des Oxytetracyclins die Figenschaft derart verdndert worden

sein, dass es bei der Aufarbeitung fiir die HPLC nicht mehr mit erfasst wird. Gleichwohl
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miissten diese Abbauprodukte noch eine Affinitit zu den im CHARM-II bzw. ELISA

verwendeten Rezeptoren oder Antikorpern haben.

2.6 Stabilititsstudie mit Tetracyclinen in Honig

Die Untersuchungen der Honige aus der Medikationsstudie haben gezeigt, dass bereits
kurze Zeit nach der Ernte der Honige Oxytetracyclin im Gegensatz zum Chlortetracyclin
nicht oder nur noch in Spuren nachweisbar ist. Dieses unterschiedliche Verhalten kann
mehrere Ursachen haben:
* Das Oxytetracyclin konnte bereits durch die Biene zumindest teilweise entfernt
oder metabolisiert worden sein,
» das Oxytetracyclin konnte durch die Umgebungsbedingungen im Bienenstock ver-
dndert worden sein,
* das Oxytetracyclin konnte im Honig abgebaut oder chemisch veridndert worden
sein.
Eine Metabolisierung der Tetracycline in der Biene kann als relativ unwahrscheinlich an-
gesehen werden. Da die Honigbiene keinen Entgiftungsapparat, wie er bei Sdugetieren vor-
kommt, besitzt, ist sie nicht in der Lage, die aufgenommenen Substanzen aktiv umzuwan-
deln und auszuscheiden.
Die Umgebungsbedingungen im Bienenstock werden vom Bienenvolk soweit moglich
konstant gehalten, die Temperatur im Bienenstock ist im Bereich von 35 bis 37 °C relativ
gleich bleibend. Die Bienen erreichen diese Temperaturkonstanz durch erhohten Fliigel-
schlag im Stock, wenn die Temperatur gesenkt werden muss oder durch hohere allgemeine
Aktivitit, wenn die Temperatur erhoht werden soll. Lediglich im Winter sinkt die
Temperatur im Bienenstock deutlich ab, wobei die Innentemperatur der als Traube im
Stock sitzenden Bienen auch hier nicht unter 30 °C sinkt. Auch die Luftfeuchtigkeit wird
von den Bienen reguliert. Dabei ist eine mittlere Luftfeuchtigkeit von 40 % fiir die
Honigreifung und die Brutentwicklung optimal. Diese Bedingungen allein sind nicht dazu
geeignet, die Tetracycline chemisch zu verdndern.
Der mogliche chemische Abbau des Oxytetracyclins im Honig lie3 sich vorab relativ leicht
iiberpriifen. Dazu wurde ein riickstandsfreier Honig mit je 500 ug/kg Oxytetracyclin,
Tetracyclin und Chlortetracyclin dotiert und bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt auf-

bewahrt. Der Honig wurde nach einer Lagerzeit von zehn Monaten per HPLC auf Tetra-
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cycline untersucht. Es zeigte sich als Ergebnis, dass dieser Honig keinen nachweisbaren
Riickstand an Oxytetracyclin mehr aufweist, wihrend Tetracyclin und Chlortetracyclin
einschlieBlich ihrer Epimeren zu finden waren. Das Chromatogramm dieses Honigs ist in

Abbildung 56 zu sehen.
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Abbildung 56 - Chromatogramm eines mit je 500 ug/kg OTC, TC und CTC
dotierten und zehn Monate gelagerten Honigs
Der CTC-Gehalt einschlieBlich Epimer betrigt bei diesem Honig 226 ug/kg und ist somit
um mehr als die Hilfte gesunken. Die gemessene Epimerisierungsrate des Chlortetra-
cyclins betrdagt 40%. Aufgrund der Tatsache, dass kein Oxytetracyclin im dotierten Honig
mehr nachweisbar ist, kann von einer chemischen Veridnderung des Oxytetracyclins durch

Inhaltsstoffe des Honigs ausgegangen werden.
Abbau in Honig

Zum Nachweis des Abbaus im Honig wurde der nachgewiesenermafen riickstandfreie
Honig »L2« aus der Medikationsstudie mit 1080 ug/kg Oxytetracyclin-Hydrochlorid, ent-
sprechend 1000 ug/kg Oxytetracyclin, dotiert und homogenisiert. Dieser Honig wurde am
darauf folgenden Tag und weiter in einem Zeitraum von 80 Tagen mit HPLC, ELISA und
CHARM II untersucht. Das Ergebnis dieser Untersuchungsreihe ist in Abbildung 57
dargestellt. Wie zu erkennen, ist eine Verringerung der Oxytetracyclinkonzentration mit

allen verwendeten Analysetechniken messbar.
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Abbildung 57 - Abbau von Oxytetracyclin in Honig

Abbau in Glucose/Fructose-Losung

Dieser beobachtete Abbau des Oxytetracyclins im Honig ist demnach auf Bestandteile des

Honigs zuriickzufiithren. Da Honig als Hauptbestandteile Glucose und Fructose enthilt, lag

es nahe, zu iiberpriifen, inwieweit sich der Abbau von Oxytetracyclin in Honig einerseits

und in einer Glucose/Fructose-Losung andererseits unterscheidet.

Einer Losung von 35 g/100 g Glucose und 45 g/100 g Fructose wurde ebenso wie der riick-

standsfreie Honig mit 1000 ug/kg Oxytetracyclin dotiert und ebenfalls iiber einen Zeitraum

von 80 Tagen parallel mit dem dotierten Honig mit den verschiedenen Analysetechniken

untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 58 grafisch dargestellt.
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Abbau OTC in Glucose/Fructose
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Abbildung 58 - Abbau von Oxytetracyclin in Glucose/Fructose

Wie in Abbildung 57 und Abbildung 58 zu erkennen, findet im Honig wie auch in einer
Glucose/Fructose-Losung ein Abbau in dhnlichem Umfang statt. Eine zum Vergleich
untersuchte wissrige Oxalsdure (¢ = 0,01 mol/L) gleicher Konzentration zeigte in dem
untersuchten Zeitraum keine Verringerung der Oxytetracyclinkonzentration. Somit kann
daraus geschlossen werden, dass am Abbau des Oxytetracyclins in Honigen nur die
Glucose bzw. die Fructose eine grofle Rolle spielen, wahrend alle anderen Inhaltsstoffe des
Honigs, speziell die Enzyme, vermutlich nicht zur beobachteten Verringerung des

Oxytetracyclins beitragen.

Die Resultate einer anderen Studie zur Stabilitdt von Oxytetracyclin in Futterteig zeigten
einen geringeren Abbau des Oxytetracyclins [KOCHANSKY, 2000]. Bei dieser Studie wurde
das Oxytetracyclin einem klassischen Futterteig aus Saccharose, pflanzlichen Fetten und
Wasser zugesetzt. Der Abbau des Oxytetracyclins liegt im Futterteig bei etwa 4% jéhr-
lichen Abbaus deutlich geringer als in der untersuchten Fructose- und Glucose-Mischung.
Ob allerdings das im Futterteig vorhanden pflanzliche Fett den Abbau des Oxytetracyclins
beeinflusst, bleibt ungeklirt. Eine andere Studie zeigt, dass Oxytetracyclin in wéssriger
Zuckerlosung bei Raumtemperatur oder Brutnesttemperatur (34 °C) deutlich weniger stabil
ist, als es in Futterteigen der Fall ist [GILLIAM und ARGAUER, 1975]. Im Bienenstock ist
Oxytetracyclin einer weiteren Studie zufolge nach einem Zeitraum von sechs bis neun
Wochen vollstindig abgebaut [SPORNS et al.,, 1986]. In Schleuderhonigen von
Bienenvolkern, die mit einer oxytetracyclinhaltigen Zuckerlosung gefiittert worden waren,

konnten keine Riickstinde im geernteten Honig festgestellt werden, wihrend bei
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Applikation des Oxytetracyclines auf trockenem Wege oder mittels Futterteig durchaus

Riickstinde im Honig auftreten kdnnen [LEHNERT und SHIMANUKI, 1981].

Die Ergebnisse der Untersuchungen des Abbaus stehen im Einklang mit den Ergebnissen
der Medikationsstudie. Der im Vergleich zum Chlortetracyclin deutlich hohere Verlust an
Oxytetracyclin konnte auf eine glykosidische Bindung mit den Zuckern des Honigs
hindeuten. Erste Versuche, das Oxytetracyclin nach hydrolytischer Spaltung mit Salzséure
wieder nachzuweisen waren nicht erfolgreich. Eine weitere Untersuchung zum Abbau des
Oxytetracyclins in zuckerreichen Lebensmitteln ist sinnvoll, um eine moglicherweise
unerlaubte Anwendung bei der Gewinnung von Lebensmitteln nachwiesen zu konnen.
Leider konnte diese Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr fortgefiihrt

werden.
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2.7 Marktstudie

Im Laufe des Jahres 2001 konnten 359 Honigproben einer Screening-Untersuchung unter-
zogen werden. Diese Honigproben stammten aus Handelslaboratorien, aus der amtlichen
Lebensmitteliiberwachung, von Honigabfiillern, Honigimporteuren, dem Einzelhandel,
oder von Imkern. Alle Honige wurden mit dem Rezeptortest (CHARM-II) untersucht und
alle auffélligen Honige sowie zufillig ausgewdhlte nicht aufféllige Honige einer weiteren
Untersuchung mittels ELISA unterzogen. Als Kontrollstandard des CHARM-II-Test-Kits
wurde ein Multi-Standard mit 200 ug/kg Chlortetracyclin verwendet. Mit den Zéhlraten fiir
diesen Kontrollstandard wird der sog. ,,positive control point“ unter Beriicksichtigung
einer 20%igen Toleranzgrenze festgelegt. Fiir alle Proben, deren Messergebnisse innerhalb
des Kalibrierbereiches (10-50 ug/kg) lagen, konnten Konzentrationen fiir die Riickstinde
angegeben werden. Alle Proben, deren Zihlraten unterhalb der Kalibrierung lagen, werden
mit dem Ergebnis ,,> 50 ug/kg“ angegeben. Eine Nachuntersuchung z.B. nach Verdiinnung
erfolgte zunéchst nicht.

Von diesen 359 untersuchten Honigen waren 34 Honige als Tetracyclin-positiv einzu-
stufen; von diesen Honigen fiihrten 27 im anschlieBend durchgefiihrten ELISA-Test ein
positives Ergebnis. Alle Honige, die sowohl mit dem CHARM II-Test als auch mit dem
ELISA-Test zu einem positiven Resultat fithrten, wurden als Tetracyclin-positive Honige
eingestuft. Von den 325 im Rezeptortest negativen Proben wurden 267 Honige mittels

ELISA nachuntersucht und es fanden sich 15 positive Honige darunter (Tabelle 14).

Probenbe- Gehalt [ug/kg] Probenbe- Gehalt [ug/kg]
zeichnung CHARM ELISA zeichnung CHARM ELISA
BIO8 <10 14 BI81 <10 19
BI20 15 16 BI9S <10 46
BI29 <10 13 BN10 13 13
BI36 23 42 BN16 11 11
BI5S 10 <10 FA04 37 50
BI60 35 34 FAO05 10 10
BI62 10 14 FA15 13 <10
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Probenbe- Gehalt [ug/kg]
zeichnung CHARM ELISA
FA23 10 <10
FA30 14 23
FA44 10 22
FR3153 39 16
FR3159 34 17
FR3282 48 59
FR3288 49 59
FR3519 15 22
FR3829 <10 14
FR3844 47 44
FR3860 18 <10
FR3933 <10 12
FR3938 10 14
FR3965 > 50 85
FR3967 24 13
HA4453 <10 12
L00/17 > 50 93
L00/51 51 57
L00/70 28 35
L00/97 13 11
L.99/129 30 36
L.99/130 28 60
1L99/131 53 73
1.99/132 51 93

Probenbe- Gehalt [ug/kg]
zeichnung CHARM ELISA
1.99/14 > 50 93
199/341 39 64
L99/351 26 40
1.99/352 22 35
L99/58 27 43
MEQ09 <10 11
ME14 <10 13
ME16 <10 25
ME18 <10 12
ME19 <10 16
ME20 <10 10
ME22 <10 13
ME23 <10 12
MSO07 23 24
MS22 10 <10
REO1 39 <10
RU316/2001 11 <10

Tabelle 14 - Ergebnisse der positiv getesteten

Honige
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In Abbildung 59 und Abbildung 60 sind die Testergebnisse grafisch dargestellt. Dabei sind
sieben Proben, bei denen nur der CHARM-Test ein positives Ergebnis hatte, wiahrend nur
der ELISA ein positives Signal bei 15 Proben anzeigte. Bei 33 positiv getesteten Proben
zeigten beide Tests ein positives Resultat und bei 305 der 359 getesteten Honige zeigten
beide Screeningtests keinen Hinweis auf Tetracyclinriickstinde. Bei 279 Proben ist eine
Ubereinstimmung der Ergebnisse beider Screening-Methoden zu sehen (92 %), withrend
bei 22 Proben (8 %) die Ergebnisse nicht iibereinstimmend waren.

Eine erweiterte Aufschliisselung der untersuchten Honige nach Herkunftsldndern ist in
Tabelle 15 dargestellt. Dabei sind alle Honige entweder nach ihrer bekannten Herkunft
oder aufgrund eindeutiger Merkmale (Pollenanalyse) nach Landern oder Regionen einge-
teilt worden. Honige, bei denen eine Herkunftsangabe nicht vorhanden war, oder deren
wahrscheinliche Herkunft nicht zu kldren waren, wurden als ,,unbekannt” in die Auf-

stellung mit aufgenommen.

Anzahl CHARMII+ CharmII+ CharmII- CHARMII- Auffillige

Herkunft Proben ELISA + ELISA - (*) ELISA + Proben
Deutschland 66 66

Osterreich 1 1

Norwegen 1 1

Schweden 1 1

Frankreich 2 2

Italien 2 2

Griechenland 2 1 1 1
Spanien 3 1 2 1
Tiirkei 6 6

Ruménien 1 1

Ungarn 3 3

Bulgarien 7 7

Moldawien 1 1 0 1
Osteuropa 9 1 8 1
Europa 2 2 1 1
Kanada 7 7 2 2
USA 2 1 1 1
Mexiko 6 6

Cuba 15 12 3 12
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Anzahl CHARMII+ CharmII+ CharmII- CHARMII- Auffillige

Herkunft Proben ELISA + ELISA - (*) ELISA + Proben
Guatemala 1 1

Uruguay 2 2

Nicaragua 1 1

Chile 4 4

Argentinien 17 1 16 2 3
Mexiko/Australien 2 2 1 1
El Salvador 1 1

Mittelamerika 5 1 4 1
Siidamerika 13 13 1 1
Lateinamerika 3 3

China 2 2 1 1
Australien 8 1 7 1
Neuseeland 8 8

unbekannte Herkunft 155 11 3 141 7 14
Summe 359 27 7 325 15 42
Auswertegrenze:

ELISA =15 ug/kg (Kalibrierung gegen Tetracyclin)

Charm 11 =10 ug/kg (Kalibrierung gegen Tetracyclin)

(*) Von diesen 325 im CHARM II-Test negativen Proben wurden 267 Proben

per ELISA iiberpriift. Davon waren 252 Proben negativ und 15 positiv.

Tabelle 15 - Herkunftsiibersicht der untersuchten Honige

Dabei ist insbesondere auffillig, das Honige aus Lindern, in denen der Einsatz von Tetra-
cyclinen, insbesondere Oxytetracyclin der dort iiblichen imkerlichen Praxis entspricht, zu
positiven Resultaten fiithrte. Der Einsatz von Oxytetracyclin ist in Lindern des amerikan-
ischen Kontinents weit verbreitet und wird dort nicht nur bei der Behandlung erkrankter
Bienenvolker, sondern auch zur vorbeugenden Behandlung der Volker eingesetzt.

Allerdings ist eine gesicherte allgemeine Aussage iiber die Belastung von Honigen mit
Tetracyclinen in Bezug zu ihrer Herkunft nicht moglich, da es sich bei dieser Unter-
suchung nicht um eine reprisentative Marktiibersicht handelt. Ein erheblicher Teil der hier
untersuchten Honige stammt aus dem Bereich der amtlichen Lebensmitteliiberwachung.
Dort sind Lebensmittelkontrolleure tétig, die aufgrund ihrer Ausbildung und Erfahrung
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gezielt auffillige Proben entnehmen. Ein weiterer Anteil der untersuchten Proben stammt
von Unternehmen, die Honige importieren, abfiillen und im europdischen Binnenmarkt
vermarkten. Diese Importeure beziehen ihre Ware hiufig von wenigen Zulieferern, so dass
die untersuchten Proben moglicherweise von nur wenigen Imkereien stammen. Zudem
waren wenige bereits durch das Eigenkontrollsystem als positiv getestete Roh- und
Mischhonige von Importeuren darunter.

Trotz der nicht reprisentativen Untersuchung sind einige Einzelaussagen moglich:
> Alle Honige aus Deutschland sind Tetracyclin-negativ.
> Von 107 europdischen Honigen waren 5 positiv getestet (5%).

> Von 79 Honigen vom gesamten amerikanischen Kontinent fiihrten 19 zu

einem positiven Befund (24%).

Die erste Aussage zur Riickstandsfreiheit der Honige aus Deutschland steht in Uberein-
stimmung mit den Ergebnissen des Nationalen Riickstandkontrollplans [BVL NRKP,
2007]. Dort wurden in dem Zeitraum von 1999 bis 2007 jihrlich zwischen fiinfzig und
mehr als einhundert Honigproben untersucht. Diese Proben wurden direkt beim Erzeuger
genommen und keine der untersuchten Proben konnte positiv auf Tetracycline getestet
werden. Uber die verwendeten Untersuchungsmethoden sind in dem Bericht leider keine
ausreichenden Angaben vorhanden. In den untersuchten Honigen konnten bei drei Proben

Riickstidnde aus der Gruppe der Sulfonamide gefunden werden.

In einer fritheren Publikation sind bei drei von 54 untersuchten auslindischen Honigen
(Ruménien, Spanien und Mexiko) Tetracyclin-Riickstinde gefunden worden [JURGENS,
1981]. Einer aktuelleren Studie zufolge sind im Jahre 2005 22% von 5000 untersuchten
Honigen auf dem europdischen Markt mit Tierarzneimitteln kontaminiert gewesen
[Michaud, 2005]. Die in einer weiteren Studie mit positiven Tetracyclinbefunden
aufgefallenen Honige stammen aus Argentinen, Bulgarien, China, Frankreich, Kanada,
Kuba, Ruminien, Spanien, Thailand, Tiirkei und Ungarn [Diserens, 2005]. Die dabei
gefundenen Riickstandsgehalte liegen zwischen 5 und 2076 ug/kg.
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2.8 Methodenfortentwicklung

2.8.1 Methode nach § 64 LFGB ohne Einengung

Die fiir die Untersuchung der Honige aus der Medikationsstudie verwendete Methode nach
§ 64 LFGB ist aufgrund zweistufiger Festphasenextraktion eine sehr spezifische, aber auch
sehr zeitaufwindige Methode. Im Rahmen der Medikationsstudie wurden die untersuchten
Honige auch durch die auf Honig-Analyse spezialisierte Firma »applica GmbH, Bremen«
zusitzlich mit untersucht. Die dabei angewandte Methode basiert auf einer Fliissig/Fliissig-
Verteilung der mit Wasser verdiinnten Honige und Acetonitril, gefolgt von einer
Festphasenextraktion an einer Carboxylphase. Diese Methodik wurde mit dem
vorhandenen System kopiert. Leider konnte diese adaptierte Methodik nicht erfolgreich
angewendet werden. Daher wurde auf die dieser Methode zugrunde liegender Methodik
von Oka [OKA et al., 1987a, 1987b], einer zweistufigen Festphasenextraktion mittels C18—
Phase, gefolgt von einer Carboxylphase, zuriickgegriffen. Diese Methodik konnte
apparativ als zweistufige online-Festphasenextraktion durchgefiihrt werden, jedoch blieben
die Ergebnisse weit hinter den Erwartungen zuriick. Insbesondere die Reproduzierbarkeit
war nicht zufrieden stellend. Daher wurde wieder auf die bewéhrte aber zeitaufwindige, in
der ,,§ 64—Methode* verwendete Extraktion mittels Kupfer zuriickgegriffen. Insbesondere
die einzelnen Konditionierungs—, Spiil-, Aufgabe— und Elutionsschritte wiederholen sich
immer in gleicher Weise und sind der zeitaufwiéndigste Teil der Probenvorbereitung. Es
bot sich daher an zu priifen, in welchem Umfang diese Schritte zu automatisieren sind und
ob die Aufarbeitung, insbesondere die zwei Festphasenextraktionen, automatisch durch-
zufithren ist. Dazu wurde zunichst schrittweise gepriift, welche Aufreinigungsschritte
automatisiert durchgefithrt werden konnen. Der erste Schritt zur Vereinfachung der
Aufarbeitung betrifft den letzten Schritt der Aufarbeitung der amtlichen § 35-Methode: die
Einengung des Eluats von der C,;—Festphase. Dieser Schritt besteht aus der Einengung des
Eluate mittels Rotationsverdampfer und anschlieBendes Aufnehmen mit HPLC—Eluent auf
ein definiertes Gewicht.

Wenn es moglich ist, durch direkte Aufgabe der Eluate der C,—Festphase auf die Polymer-

Festphase des automatisierten Systems die Einengung des Fluats mittels Rotationsver-
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dampfer einzusparen, wire damit bereits ein Schritt zu einer schonenden und weniger
fehlertrachtigen Aufarbeitung getan.

Es bot sich an, die Anreicherung an der C,—Festphase online durchzufiihren. Da es jedoch
nicht moglich war, von einem Hersteller genaue Angaben zur Hochdruckstabilitét der je-
weils angebotenen Festphasen zu erhalten, musste darauf verzichtet werden, denn die
Elution von der Anreicherungsséule erfolgt bei diesem System mit dem Eluenten fiir die
Trennung auf der analytischen Trennsdule und somit mit einem in der HPLC iiblichen
Druck, der bei der hier verwendeten Sdule bei isokratischer Elution ca. 130 bar betrug. So-
mit konnte die automatisierte Anreicherung nur mit dem Material durchgefiihrt werden,
dessen Stabilitidt unter hohen Driicken bekannt war. Daher wurde das bereits von Zurhelle
erprobte und bewihrte Polymermaterial PLRP-S des Herstellers Polymer Labs verwendet.
Dabei handelt es sich um ein hoch quervernetztes sphérisches Polystyrol-Divinylbenzol—
Copolymer (PS-DVB). Dieses besteht prinzipiell aus einer linearen Polystyrolkette, die
durch den zusitzlichen Einsatz von Divinylbenzol bei der Polymerisation quervernetzt
sind. Durch Verwendung von unterschiedlich substituiertem Divinylbenzol und dessen
Anteil bei der Polymerisation kdnnen die rdumliche Struktur des Polymers und damit die
physikalischen und physikochemischen Eigenschaften beeinflusst werden. In Abbildung
61 sind zwei Moglichkeiten der Polymerstruktur dargestellt. Auf der linken Seite der
Abbildung ist die Verwendung von para—Divinylbenzol und auf der rechten Seite die
Verwendung von meta—Divinylbenzol zu sehen. Das hier verwendete, hochdruckstabile

Material besitzt eine Korngrofe von 50-70 4m und eine Porenweite von 100 A.

Abbildung 61 - Strukturen eines Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymers mit p-DVB (links) bzw. m-DVB

(rechts; die gestrichelten Linien sind die gedachte Fortsetzung des Polymerstranges)
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Problematisch fiir die nachfolgende Anreicherung ist der hohe Methanolgehalt des Eluats
von der C,¢-Festphase, denn eine Anreicherung an der Polymer-Festphase aus Losungen
mit hohen Methanolgehalten ist nicht moglich, da die Analyten nicht von der Séule
retardiert werden. Das bei der Elution der C,i—Festphase erhaltene Volumen von einem
Milliliter besteht zum iiberwiegenden Teil aus Methanol. Da das automatisierte System
Vials mit einem Volumen von 4 mL verwendet, bestand die Moglichkeit, das Eluat mit
Wasser auf einen Methanolgehalt von 25 % zu verdiinnen. Somit war zunéichst zu priifen,
ob eine Anreicherung aus einer Losung mit einem Methanolgehalt von 25 % mdoglich ist.
Dazu wurden Losungen von je 500 ug/L OTC, TC und CTC mit unterschiedlich hohen
Methanolgehalten im Bereich von 0bis 25 % Methanol hergestellt. Diese Losungen
wurden mit dem bereits in 2.1.2 beschriebenen Anreicherungssystem analysiert.

Abbildung 62 zeigt, dass fiir alle untersuchten Analyten eine gleichermal3en hohe Wieder-
findung von ca. 100 % bis zu einem Methanolgehalt von 8 % moglich ist, wihrend die
Wiederfindungen bei weiter steigendem Methanolanteil deutlich abnehmen. Bei Methanol-
gehalten von iiber 15 % wurden aufler beim Chlortetracyclin bereits keine erkennbaren
Signale mehr erhalten; d.h. Oxytetracyclin und Tetracyclin werden aus methanolischen
Losungen mit einem Methanolgehalt von mehr als 14 % nicht mehr retardiert. Am
deutlichsten nimmt mit steigendem Methanolgehalt die Wiederfindung fiir das Oxy-
tetracyclin ab, wihrend die Abnahme fiir das Chlortetracyclin weniger stark ist. Das ent-
spricht auch den Erwartungen, da das Oxytetracyclin als polarster Analyt der drei unter-
suchten Verbindungen am leichtesten mit einem organischen Losungsmittel von der An-
reicherungsphase zu eluieren ist, wihrend das Chlortetracyclin als Verbindung mit der im
Vergleich geringsten Polaritdt hohere Methanolanteile zum vollstindigen Eluieren von der
Festphase bendtigt. Dieses Ergebnis zeigt, dass eine Anreicherung von Tetracyclinen an
der Polymer-Festphase mit dem beabsichtigten 25 %igen Methanolanteil nicht gelingen

kann.
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Abbildung 62 - Abhiingigkeit der Wiederfindungen von OTC, TC und CTC vom Methanolgehalt bei
Anreicherung an der PLRP-S-Festphase.

Um eine Anreicherung der Tetracycline an der vorhandenen Festphase zu ermdoglichen,
muss das Eluat der offline—Festphasenextraktion derart verdiinnt werden, dass der Me-
thanolgehalt in der Verdiinnung weniger als 8 % betrdgt. Bei der Durchfiihrung der Aufrei-
nigung entsprechend der Methode nach § 64 LFGB wird das in der C,s-Festphase nach
dem Spiilen verbliebene Wasser vor der Elution mit Methanol durch das Einsaugen von n-
Hexan weitgehend entfernt. Auf diesen Schritt konnte durch die anschlieBende online—
Festphasenextraktion verzichtet werden. Finerseits wird dadurch der Methanolanteil im
Eluat durch das noch vorhandene Wasser verringert, andererseits kann durch das nicht
enthaltene n-Hexan eine Beeinflussung der online—Festphasenextraktion nicht erfolgen.
Die dazu notige Verdiinnung mit Wasser im Verhéltnis 1 zu 12,5 fiihrt zu einem Proben-
gehalt von 1,6 g Probe in 4 mL Probenldsung. Diese Konzentration sollte fiir eine
Detektion mittels UV-Detektor auch im Bereich der Nachweisgrenze ausreichend sein. Bei
einem Gehalt von 10 ug/kg (zu erreichende Nachweisgrenze, LOD), einer Einwaage von
10 g Honig und Aliquotierung (20 mL Filtrat) sind bei verlustfreier Aufreinigung 20 ng
Analyt im Eluat der C -Festphase (1 mL) enthalten. Bei Verdiinnung auf 12,5 mL und

Aufgabe von 4 mL in das Anreicherungssystem ergibt sich eine absolute Analytmenge von
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6,4 ng, die im Vergleich mit der klassischen Methode nach § 64 LFGB (ca. 5 ng) in etwa
in der gleichen GroB3enordnung liegt.

Es wurde auch die Gradientenelution genutzt, die schon bei der Methode nach § 35 LMBG
Verwendung fand (siehe 2.1.3, Seite 62). Mit diesem Eluenten gelang die Elution der ange-
reicherten Tetracycline von der Anreicherungssiule und die anschlieBende Trennung auf
der analytischen Sédule. Das Chromatogramm eines dotierten Honigs zeigt Abbildung 63.
Die Signale fiir das epi-Tetracyclin und das epi-Chlortetracyclin sind darauf zuriick-
zufithren, dass ein Honig verwendet wurde, der bereits 10 Tage zuriickliegend dotiert

worden war.

TC
oTC

CTC

W

0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]

e-CTC

o Y

Abbildung 63 - Chromatogramm eines mit je 250 ug/kg OTC, TC und CTC dotierten Honigs.

Das Chromatogramm des undotierten Honigs ist in Abbildung 64 zu sehen. Dabei wird
deutlich, dass keine Storungen aus der Probenmatrix in dem Elutionsbereich der Tetra-

cycline (20 bis 28 Minuten) vorhanden sind.
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Abbildung 64 - Chromatogramm eines undotierten Honigs.

Abschlieend kann gesagt werden, dass der Verzicht auf die Einengung keine nachteiligen
Auswirkungen auf die Analytik der Tetracycline hat. Vielmehr ist, im Vergleich zur
klassischen ,,§ 64 LFGB—Methode®, hier ein schonendes und zeitsparendes Verfahren mit

gleicher Spezifitit vorhanden.
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2.8.2 Methode nach § 64 LFGB mit einer SPE

Nachdem sich gezeigt hatte, dass die bei der ,,§ 64-Methode* notwendige Einengung des
Eluats der C,—Extraktion mittels Rotationsverdampfer durch die online-Anreicherung mit
einer Polymerphase ersetzt werden konnte, war es nahe liegend, auf die Anreicherung an
der C,—Festphase komplett zu verzichten. Die Anreicherung der Tetracycline an der C
Festphase dient in erster Linie der Entfernung der EDTA und aller ionischer Bestandteile,
insbesondere der Kupferionen, der bei der Elution der Chelating-Sepharose erhaltenen
Extrakte. Dieser Aufreinigungseffekt sollte mit der beim online—System verwendeten
Polymerphase ebenso mdglich sein. Dazu wurde als nichstes gepriift, ob die im Zuge der
Aufreinigung erhaltenen Eluate von der Chelating-Sepharose direkt mit der Polymerphase
online aufgereinigt werden konnen. Zundchst musste gepriift werden, welches
Elutionsmittelvolumen zur vollstindigen Elution der Tetracycline von der Affinitéitssdule
notwendig ist. Dazu wurden 10 mL einer Losung von 5 mg Oxytetracyclin bzw.
Chlortetracyclin auf die entsprechend der ,,§ 64—Methode* mit 20 mL Kupfersulfatlosung
vorkonditionierte und mit 15 mL Succinatpuffer gespiilte Affinititssdule gegeben, mit
10 mL Wasser, 30 mL Methanol und zweimal 10 mL. Wasser nachgespiilt und schlieBlich
zwanzigmal mit je 1 mL EDTA-Puffer eluiert und einzeln aufgefangen. Die gewonnenen
Eluate wurden jeweils mit 3 mL Wasser verdiinnt, in Probenvials abgefiillt und mittels

HPLC untersucht. Die Ergebnisse zeigten folgendes Bild:
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Abbildung 65 - Elutionsprofil fiir Oxytetracyclin von der Chelating-Sepharose mit EDTA-haltigem
Puffer.
Wie in Abbildung 65 zu sehen, sind die ersten zwei Milliliter noch frei von Analyten. Es
werden folglich mindestens zwei Milliliter EDTA-Puffer bendtigt, um das noch in der
Séule befindliche Wasser mit der nachfolgenden Elutionslosung zu verdringen und die
mobilisierten Analyten iiber die Sédule zu transportieren. Mit dem dritten Milliliter wird
dann der grofite Teil (61%) des Oxytetracyclins eluiert, wihrend die beiden folgenden
Milliliter zusammen weniger als die Hélfte (33 und 5%) des Oxytetracyclins enthalten. Der
sechste Milliliter enthdlt nur noch 1% Substanz und alle folgenden Eluatfraktionen zeigten
keine Analytensignale mehr. Die Elution des Chlortetracyclins ist, wie Abbildung 66 zeigt,
noch schneller mit geringerem Volumen zu erreichen. Hier sind bereits 69% des
Chlortetracyclins in dem dritten Milliliter enthalten, wihrend die sechste Fraktion bereits

kein Chlortetracyclin mehr enthélt.
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Abbildung 66 - Elutionsprofil fiir Chlortetracyclin von der Chelating-Sepharose mit EDTA-haltigem
Puffer.

Dass die Elution des Chlortetracyclins von der Affinititssdule geringfiigig schneller von-
statten geht als die des Oxytetracyclins liegt vermutlich in erster Linie an der geringeren
unspezifischen Bindung des vergleichsweise unpolareren Chlortetracyclins an der
Festphase.

Es zeigte sich zwar ein fiir die Elution der Tetracycline von der Chelating-Sepharose
ausreichendes Gesamtvolumen von 4 mL, jedoch kénnen die zwei Milliliter Vorlauf aus
praktischen Griinden nicht verworfen werden. Da sich in dem dritten Milliliter der grofte
Teil der zu eluierenden Tetracycline befindet, ist die Gefahr, beim Verwerfen der ersten
zwel Milliliter einen Teil der Analyten nicht mit zu erfassen — auch bei prazisem Arbeiten
— nicht auszuschlieBen. Daher wurde bei dieser Methodik mit insgesamt 8 mL eluiert,
davon 4,25 mL in ein Probenflischchen gegeben und 4 mL mit dem in 2.1.2 beschriebenen
System analysiert. In Abbildung 67 ist ein Chromatogramm eines mit 250 ug/kg dotierten

Honigs wiedergegeben.

119



Experimenteller Teil und Diskussion

oTC Tc

e-TC

CTC

f e-CTC

0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]

Abbildung 67 - Chromatogramm eines mit je 250 ug/kg OTC, TC und CTC dotierten Honigs.

Bei einem angenommenen Gehalt von 10 ug/kg, einer Einwaage von 10 g Honig und Ali-
quotierung (20 mL Filtrat) sind bei verlustfreier Aufreinigung 20 ng Analyt im Eluat der
Sepharose-Festphase (8 mL) enthalten. Bei Aufgabe von 4 mL in das Anreicherungssystem
ergibt sich eine absolute Analytmenge von 10 ng auf der analytischen Trennsdule. Diese
Stoffmenge ist, verglichen mit der klassischen Methode nach § 35 LMBG, doppelt so
hoch. Eine Steigerung der Nachweisempfindlichkeit durch eine weitere Erhdhung der
Injektionsmenge sollte angesichts des speziellen Aufbaus des Analysensystems moglich
sein. Aufgrund des Aufbaus des automatisierten Anreicherungssystems und der Tatsache,
dass es sich um rein wissrige Losungen handelt, die sich auch in groeren Mengen ohne
Storungen der Anreicherung iiber die Anreicherungssidule geben lassen, ergab sich die
Moglichkeit, das Gesamteluat auf zwei Probenfldschchen mit je 4 mL aufzuteilen und
davon jeweils 3,75 mL aus den zwei Probenfldschchen nacheinander aufzugeben. Das
Analyseprogramm fiir die automatisierte Anreicherung wurde entsprechend angepasst.
Zunichst werden bei der Probenaufgabe die ersten 3,75 mL aus dem ersten
Probenflidschchen aufgezogen und in die Probenschleife des in 2.1.2 (siche Abbildung 18)
beschriebenen Systems gegeben. Dann wird das Schaltventil II umgeschaltet und die
Probenlosung zur Anreicherungssdule gefordert. Nach diesem ersten Probentransfer
schaltet das Ventil II wieder in die Aufgabeposition zuriick, der Dilutor O zieht die
nichsten 3,75 mL aus dem folgenden Probenfldschchen auf, gibt diese in die Proben-

schleife und spiilt mit 1 mL nach. AnschlieBend schaltet das Ventil II wieder um und der
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Inhalt des zweiten Probenflischchens wird zur Anreicherungssiule transferiert. Da
Pumpe 2 die Probenldsungen mit Wasser fordert, kann die Pumpe direkt mit Wasser nach-
spiilen und somit die Analyten auf der Anreicherungssidule von unerwiinschten Begleit-
stoffen befreien. Anschlieend schaltet das Schaltventil I um, und die HPLC-Pumpe 1
eluiert die Analyten mit dem Eluenten von der Anreicherungssidule und fordert diese zur
analytischen Trennsdule.

Diese Variante war technisch ohne Probleme umsetzbar. Jedoch zeigten einige Chromato-
gramme deutliche Doppelpeaks (siehe Abbildung 65), wihrend andere Chromatogramme

dieses Phinomen nicht aufwiesen.

\\_,/\J

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Zeit [min]

Abbildung 68 - Chromatogramm eines mit je 250 ug/kg OTC, TC und CTC dotierten Honigs bei
doppeltem Aufgabevolumen

Interessanterweise erschienen diese Doppelpeaks unabhiingig von der analysierten Probe in

jedem zweiten bis fiinften Chromatogramm. Aufgrund des Auftretens dieser Doppelpeaks

und der Tatsache, dass dieses Verhalten nicht reproduzierbar war, wurde die Technik mit

der Moglichkeit aus zwei Vials nacheinander auf die Polymeranreicherungssiule aufgeben

zu lassen, im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.
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2.8.3 Methode nach § 64 LFGB automatisiert

Basierend auf den Ergebnissen der teilweise automatisierten ,,§ 64—Methode® war es wiin-
schenswert, den Teil der Analytik, der weiterhin aufwéndig durch Handarbeit durchzu-
fiihren war, ebenfalls in das automatisierte Aufarbeitungssystem mit einzubeziehen. Dazu
war es erforderlich, die technischen Moglichkeiten des ASTED-Systems um eine weitere
Festphasenextraktion zu erweitern. Durch den Einbau eines zusitzlichen Sechswege—

Schaltventils sowie unter Nutzung des 1 zu 6-Schaltventils ist es technisch mdglich, die

bestehende Anlage zu einem zweistufigen Anreicherungssystem zu modifizieren. Das

genaue Schaltbild zeigt Abbildung 69:

5 mL PTFE Probenaufgabeschleife

™ 054
2.5

I Puffer

LT

Dilutor 0 Injektions-
port

Methanol

Puffer

Abfall

Abfall

Anreicherungs-
Saule

Dilutor 1

U

5 mL Probenschleife

HPLC-Pumpe 3

Derivatisierungs-
16sung

Analytische Saule Vorsaule

HPLC-Pumpe 2
Abfall=— Wasser

Fluoreszenz-Detektor UV-Detektor

Abbildung 69 - Das fiir die automatisierte, zweistufige Festphasenanreicherung modifizierte System

Anm.: Die Farben der einzelnen Losungen dienen ausschlielich der Illustration.

Die wesentliche Anderung gegeniiber der fiir die Online-Dialyse verwendeten Anlage ist
der Ersatz der Dialysekammern durch eine Festphasenextraktionskartusche mit der
Chelating-Sepharose. An das 1 zu 5-Ventil wurden die fiir die Konditionierung und

Spiilung der Sepharose-Séule notwendigen vier Losungen angeschlossen.
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Bei einem ersten Versuch, dieses Verfahren zu automatisieren wurde der Dilutor 1 derart
angeschlossen, dass die Losungen (Kupfersulfatlosung, Puffer, Methanol und EDTA-
Puffer) vom Dilutor 1 durch die Sdule gedriickt wurden. Dabei zeigte sich jedoch, dass die
Losungen vom Dilutor nicht vollstdndig wieder abgegeben werden konnten. Dies war am
eindruckvollsten bei der Kupfersulfatlosung zu erkennen. Nachdem der Dilutor diese iiber
die Sepharose-Sdule gegeben hatte, und mit der Pufferlosung nachspiilte, blieb bei den
folgenden zwei Kolbenhiiben ein deutlicher, blau gefirbter Ring in der Pufferlésung am
unteren Ende, direkt am Stempel, sichtbar. Daher war die Verwendung des Dilutors fiir die
Aufgabe der Probe und der einzelnen Spiilldsungen nicht moglich.

Zudem konnte die mit dem Dilutor 0 aufgezogene Probe nicht vollstindig iiber die
Sepharose-Siule gegeben werden, da aufgrund des von der Sepharose-Saule aufgebauten
Riickdruckes immer wieder Undichtigkeiten am Injektionsport auftraten.

Diese zwei Probleme konnten mit dem in Abbildung 69 dargestellten Aufbau geldst

werden. Der Ablauf einer Analyse ist folgendermalien:

1. Der Dilutor 1 zieht zunédchst die Kupferlosung durch die Sepharose-Séiule, um diese
mit den Kupferionen zu beladen. Das Durchziehen der Ldosung entspricht dem

gleichen Prinzip, wie es bei der Offline-Methodik auch praktiziert wird.

2. Anschlieend wird vom Dilutor das zur vollstindigen Entfernung der ungebun-
denen Kupferionen notwendige Volumen Pufferlosung durch die Sepharose-Saule

gesaugt.

3. Danach erfolgt die Probenaufgabe. Dazu zieht der Dilutor 0 3,75 mL der Probe aus
dem entsprechenden Probenglidschen und gibt diese in den Injektionsport ab,
wihrend der Dilutor 1 gleichzeitig das gleiche Volumen ansaugt. Durch das
spezielle Design der ASTED-Anlage und der dazugehorigen Steuerung der Schritt-
motoren der Dilutoren ist das gleichzeitige Abgeben des einen Dilutors und An-
ziehen des anderen Dilutors mit exakt der gleichen Flussrate moglich. Dadurch
wird gewihrleistet, dass keine Probenverluste durch mogliche Undichtigkeiten am

Injektionsport bei Aufgabe nur durch den Dilutor 0 auftreten.

4. AnschlieBend wird die Probenaufgabe, d.h. der Injektionsport und die Nadel, mit
Wasser aus dem Vorratsgefd3 des Dilutors 0, auch wieder mit gleichzeitiger An-

saugung durch Dilutor 1, nachgespiilt. Dadurch wird sichergestellt, dass die Probe
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vollstindig iiber die Sepharose-Sdule gegeben wird. Zudem ist das bereits der erste

Spiilschritt nach der Probenaufgabe.

5. Darauf folgend wird die Sepharose-Sidule mit den gebundenen Analyten vom

Dilutor 1 mit Methanol nachgespiilt.

6. Das Methanol wird vom Dilutor 0, wieder unter Mithilfe des Dilutors 1 durch

Spiilen mit Wasser aus der Sepharose-Séule entfernt.

7. Danach werden mittels EDTA-Puffer die Analyten von der Sepharose-Siule durch
Dilutor 1 eluiert. Das Eluat wird dabei durch die richtige Einstellung des Sechs-

wege-Ventils Il in der 5 mL-Probenschleife gesammelt.

8. Nach Abschluss der Elution wird das in der Probenschleife gesammelte Eluat durch

Pumpe 2 zur Polymer-Anreicherungssiule gefordert.

9. Zur Entfernung der EDTA-Kupferkomplexe und Pufferbestandteile, spiilt die Pum-

pe 2 die Polymer-Anreicherungssdule mit Wasser nach.

10. SchlieBlich schaltet das Ventil I um und die Analyten werden von der Polymer-An-
reicherungssdule zur analytischen Trennsédule gefordert, dort aufgetrennt und an-

schlieBend detektiert.

Falls erforderlich, kann durch Zupumpen einer Derivatisierungslosung durch HPLC-

Pumpe 3 eine Nachsdulenderivatisierungslosung vor der Fluoreszenzdetektion erfolgen.

Die den Ablauf der Analysen steuernden Programme werden in einer proprietdren, der be-
kannten Programmiersprache BASIC angelehnte, einfach zu erlernenden Programmier-
sprache an einem handelsiiblichen Personal Computer (PC) geschrieben, anschliefend
compiliert (iibersetzt) und iiber eine serielle Schnittstelle als ASCII-Code an den Proben-
geber transferiert. Der automatische Probengeber arbeitet als zentrale Steuerungseinheit
das Programm ab, eine Verbindung zu einem PC ist dabei nicht mehr erforderlich. Bedingt
durch den mit 8 KByte relativ geringen Arbeitsspeicher des Probengebers konnen nur
kleine Programme in den Speicher geladen werden. Durch effizientes Programmieren
konnten jedoch alle Programme in ihrer Gréfe so klein gehalten werden, dass eine
aufwindigere Programmierung mittels Unterprogrammstrukturen vermieden werden
konnte, da alle Programmteile gleichzeitig im Speicher des Probengebers Platz fanden.
Eine Besonderheit dieses Probengeber, ist die Moglichkeit, die Befehle an die

angeschlossenen Gerdte auszugeben und das Programm weiter abzuarbeiten, wihrend die
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Gerite die empfangenen Kommandos weiter ausfiihren. Diese Programmtechnik wird von
dem Hersteller des ASTED-Systems als ,.concurrent mode“ bezeichnet. Dabei kann
beispielsweise einem Dilutor ein Befehl erteilt werden und das Programm wird weiter
abgearbeitet werden. Wéhrend der Dilutor den erteilten Befehl ausfithrt, kann jetzt
beispielsweise einem zweiten Dilutor ein weiterer Befehl gegeben werden, ohne dass der
erste Dilutor seinen Befehl vollstindig abgearbeitet haben muss. Bei dem hier gezeigten
Programm ist das gleichzeitige Arbeiten der Dilutoren zur Anwendung gekommen.

Die Kommunikation mit dem Benutzer ist nur noch iiber das mit dem Probengeber verbun-
dene Eingabemodul mdoglich. Nach dem Start des Programms wird nur noch die Anzahl
der Proben abgefragt, weitere Eingaben seitens des Benutzers sind nicht erforderlich.
Nachfolgend eine kurze Aufstellung von Vor- und Nachteilen einer automatisierten

Analysenmethode auf der Basis einer HPLC-Methode mit SPE als Probenvorbereitung:

Vorteile
— Weniger menschliche Fehlerquellen als bei der manuellen Probenvorbereitung
— Unbeaufsichtigter 24 Stunden-Betrieb moglich
— Probendurchsatz groer, wenn reduzierte Probenvorbereitung moglich
— Reproduzierbarkeit gro3er
— Geringerer Losungsmittelverbrauch
— Reduzierter Umgang des Personals mit Losungsmitteln
— Weniger Reinigung von Gerétschaften notwendig

— Keine thermische Belastung durch Verzicht auf Einengung

Nachteile
— Investition in Gerite notwendig
— Storungssuche gestaltet sich aufwéndiger
— Bei Defekt einer Teilkomponente Ausfall der gesamten Analysenmethode
— Losungsmittelauswahl bei SPE eingeschrinkt
— Serviceaufwand
— Bedienungsaufwand
— Personaleinarbeitung und -einweisung notwendig

— Anreicherungsmaterial muss mehrfach verwendbar sein
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Der Ablauf der Analysen ist trotz der hohen technischen Komplexizitit des hier gezeigten
Systems auch iiber lingere Serien von bis zu 36 Proben vollautomatisch und unbeauf-
sichtigt moglich.

Allerdings ist dies nur dann zu erreichen, wenn die Honigproben mittels Spritzenvorsatz-
filter mit einer Porengré3e von 0,45 um filtriert worden sind. Bei unfiltrierten Honigproben
entsteht bereits nach wenigen aufgegebenen Proben ein hoher Riickdruck durch die
Sepharose-Séule, der eine verlustfreie Aufgabe mit den Dilutoren unmdglich macht. Mit
der kleineren Porengro3e von 0,2 um war eine Filtration der Honige nicht mdglich. Als
wichtigste Voraussetzung fiir einen storungsfreien Ablauf der Analytik zeigte sich
Filtration der Proben. Aufgrund der an vielen Stellen des Systems verwendeten sehr
diinnen Kapillaren und der Schaltventile ist einer Verstopfung des Systems unbedingt
vorzubeugen, denn eine Verwendung von Kapillaren mit groferem Innendurchmesser ist

aufgrund groBerer Totvolumina teilweise nicht angezeigt.

2.8.3.1 Optimierungen

Nachdem sich die Eignung des Materials welches zur Anreicherung der Tetracycline aus
wassriger Losung verwendet worden war, gezeigt hatte, war diese Eignung auch fiir die
Chelating-Sepharose nachzuweisen. Prinzipiell ist diese Eignung durch die Mehrfachver-
wendung im Rahmen der Probenvorbereitung der amtlichen Methode nach § 64 LFGB
nachgewiesen. Bei der online-Methodik sind jedoch geringere Siulendimensionen und
somit ein geringeres Volumen der Sepharose im Einsatz. Insbesondere die Aufgabege-
schwindigkeit stellt einen der zu optimierenden Parameter dar.

Zunichst wurden Standardldsungen von Tetracyclin mit diesem System analysiert und die
erhaltenen Flichenwerte mit denen von Direktinjektionen verglichen. Fiir den Vergleich
wurden jeweils Injektionsvolumina von 20 uL verwendet. Das Programm wurde derart
angepasst, dass zuerst 2000 uL. Wasser aus dem Vorrat von Dilutor 0, anschlieend 20 uL.
aus dem Probenfldschen und schlieBlich noch einmal 1730 ul. Wasser aufgezogen und in

das System gegeben wurden. Die ermittelten Flichenwerte sind in Tabelle 16 dargestellt.
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Konzentration Flicheneinheiten Fliacheneinheiten Wiederfindung

[ug/L] (Direktinjektion) (System)

500 776 368 47,4%
1000 1153 534 46,3%
2500 2344 1017 43,4%
5000 4123 1596 38,7%
10000 7388 2268 30,7%

Tabelle 16 - Flichenwertevergleich zwischen automatisierter Aufarbeitung und Direktinjektion

Die Abbildung 70 zeigt den Sachverhalt grafisch. Es ist deutlich zu sehen, dass die
Wiederfindungen der automatisiert aufgearbeiteten Losungen mit zunehmendem Analyt-

gehalt deutlich abnehmen.
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Abbildung 70 - Darstellung der Flichenwerte im Vergleich von automatisierter Aufarbeitung und

Direktinjektion

Wihrend die Flacheneinheiten fiir die Direktinjektion einen annihernd linearen Zusam-
menhang zeigen, flacht die Kurve fiir die mit dem automatisierten System aufgearbeiteten

Losungen mit zunehmender Analytkonzentration deutlich ab (Abbildung 71).
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Abbildung 71 - Linearer Zusammenhang zwischen automatisierter Aufarbeitung und Direktinjektion

Als Erklarungsmoglichkeiten fiir dieses Verhalten kdnnen
* eine nicht ausreichende Bindungskapazitit der Sepharose-Séule,
* eine unzureichende Gleichgewichtseinstellung bei der Retention der Tetracycline
an dem immobilisierten Kupfer,
* Verluste bei den einzelnen Waschschritten oder
* eine nicht erschopfende Mobilisierung der Analyten nach den Aufbrechen des

Komplexes mittels EDTA sein.

Optimierung der Probenaufgabe

Durch einige Verdnderungen an der Probenaufgabe, insbesondere einer langsameren
Probenaufgabegeschwindigkeit und der Verwendung einer grofleren Probenaufgabemenge
sowie durch Verwendung einer verdiinnten Standardlosung konnte die Wiederfindung
deutlich gesteigert werden. Tabelle 17 gibt iiber die Wiederfindungen bei Aufgabe von
3,75 mL Losung Auskunft.
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Konzentration  Flacheneinheiten = Fldcheneinheiten =~ Wiederfindung

[ug/L] (Direktinjektion) (System)

500 789 496 62,9%
1000 1235 839 67,9%
2500 2348 1637 69,7%
5000 4048 2781 68,7%

10000 7435 5279 71,0%

Tabelle 17 - Flichenwertevergleich zwischen automatisierter Aufarbeitung und Direktinjektion nach

Optimierung der Probenaufgabe

Diese Daten (siehe Abbildung 72) zeigen eine bessere Linearitit fiir die mit dem auto-

matisierten System ermittelten Signale.
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Abbildung 72 - Flichenwertevergleich zwischen automatisierter Aufarbeitung und Direktinjektion

nach Optimerung der Probenaufgabe

Optimierung des pH-Wertes

Um den FEinfluss des pH-Wertes auf die Anreicherung zu iiberpriifen wurden Standard-
l6sungen mit unterschiedlichen pH-Werten hergestellt und mit dem beschriebenen System

untersucht. Dazu wurden Pufferlosungen mit pH-Werten von 4,0 bis 7,6 hergestellt und
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mit je 1 mg/L Oxytetracyclin, Tetracyclin und Chlortetracyclin dotiert. Die Puffergemische
wurden wie in Anhang 5.3 angegeben angesetzt.
Diese Losungen wurden mit dem beschriebenen System automatisch aufgearbeitet und er-

gaben die in Tabelle 18 aufgefiihrten Wiederfindungen.

pH OTC TC CTC
3,4 72,5 77,6 77,1
3,7 77,6 76,4 76,4
4,0 79,8 78,8 78,4
4,3 81,3 80,5 81,3
4,6 83,5 82,3 80,6
4,9 82,6 81,4 81,1
5,2 80,1 79,8 80,0
5,5 81,2 79,7 78,2
5,8 78,4 78,4 78,8
6,1 76,6 77,5 74,5
6,4 72,1 74,6 75,4
6,7 70,5 73,0 74,8
7,0 68,6 69,8 71,2
7,3 52,9 57,1 62,6
7,6 45,6 52,6 55,6

Tabelle 18 - Darstellung der Wiederfindungsdaten bei der Optimierung der Wiederfindung

In Abbildung 73 sind die pH-abhingigen Wiederfindungsdaten grafisch dargestellt. Dabei
wird deutlich, dass die Wiederfindungen in einem Bereich zwischen pH 4 und pH 5 ein

Maximum haben und dass pH-Werte > 7 fiir diese Aufarbeitung ungeeignet sind.
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Abbildung 73 - Grafische Darstellung der Wiederfindungsdaten bei der Optimierung der
Wiederfindung

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Wiederfindungen am hochsten sind, wenn die Proben mit
einem Puffer im pH-Bereich um 4,6 aufgearbeitet werden. Die Anwendung eines Puffers
mit dem pH-Wert 4,5 wird bei diversen beschriebenen Methoden vorgeschlagen und die
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Finstellung des pH-Wertes fiir eine bessere
Anreicherung auch bei der hier praktizierten Methodik sinnvoll ist. Insbesondere ist darauf
zu achten, dass die verdiinnten Honiglosungen einen pH-Wert im Bereich von 4,3 bis 4,9

aufweisen.

Optimierung der Chromatographie

Da bei dem gewéhlten pH-Wert von 4,5 die Epimerisierung der Tetracycline bereits merk-
lich voranschreitet, muss die Methode in der Lage sein, die Epimere mit zu erfassen. Durch
die gewdhlte Chromatographie ist die Trennung von epi-Oxytetracylin und epi-Tetracyclin
gewihrleistet, wihrend das Epi-Oxytetracyclin mit dem Oxytetracyclin coeluiert. Leider
zeigte sich wihrend einer Reihe von Untersuchungen, dass die Chromatographie bei den
gewihlten Bedingungen nicht reproduzierbar ablduft. Die Retentionszeiten verschoben
sich hin zu kiirzeren Zeiten, wodurch eine Trennung der Tetracycline von den jeweiligen
Epimeren nicht mehr gewéhrleistet war. Insbesondere das Oxytetracyclin, welches als erste

Substanz von der Sdule eluiert, wurde zeitlich so weit nach vorn geschoben, dass eine
131



Experimenteller Teil und Diskussion

Trennung von den durch Storsubstanzen erzeugten Peaks aus den Honigen nicht mehr
gelang. Auch bei direkt auf die Siule gegebenen Testmischungen wurden die ungiinstig
verdnderten Retentionszeiten bestitigt, so dass darauf geschlossen werden konnte, dass die
automatisierte Aufarbeitung zu einer zunehmenden Verschlechterung der Trennleistung
der Chromatographiesdule fiihrt. Leider lieBen sich derart in ihrer Beschaffenheit
veridnderte analytische Trennsdulen nicht mehr durch lingere Spiilungen oder komplette
Reinigungen, wie sie fiir Umkehrphasen {iiblicherweise durchgefithrt werden, wieder in
ihrer Trennleistung verbessern. Dieses Phinomen zeigte sich unabhingig von der
vorherigen Nutzung einer Trennsdule immer in gleicher Weise. Dieser ungewiinschten
Entwicklung konnte durch Einsatz eines etwas weniger konzentrierten EDTA-
Elutionspuffers etwas entgegengewirkt werden. Allerdings verlangsamte sich der
beobachtete Prozess dadurch lediglich etwas, aufhalten lie er sich damit nicht, denn
schlieBlich wurde eine Konzentration an EDTA im Puffer benétigt, die geeignet war, die
Analyten von der Chelating-Sepharose zu eluieren. Bei einem versuchsweise eingesetzten
sehr verdiinnten EDTA-Puffer (0,01 mol/L statt 0,1 mol/L. EDTA) zeigte sich eine deutlich
geringere Wiederfindung. Die Ursache konnte leider nicht ermittelt werden.

Moglicherweise verdndert eventuell auf die Trennsdule gelangte EDTA die Trenneigen-
schaften der Sdulenpackung. Die Trennung auf der Sdule wird zu einem kleinen Anteil
auch durch moglicherweise in dem verwendeten modifizierten Trédgermaterial enthaltenen
Metallkationen beeinflusst. Werden diese Metallkationen durch EDTA aus der Séule
entfernt oder maskiert, konnen diese mit den Tetracyclinen keine Wechselwirkung mehr
eingehen und die Trennung verindert sich. Bislang wurde davon ausgegangen, dass die
vorhandenen Metallionen aus dem Packungsmaterial und der Sdulenwandung zu dem bei
nahezu allen fliissigchromatographisch durchgefiihrten Trennungen von Tetracyclinen
beobachteten Tailing der Peaks fiihrt. Durch den Einsatz von lonenpaarreagenzien konnte
die Trennung der Tetracycline auf der Umkehrphase wieder verbessert werden; der
beobachtete Effekt der Retentionszeitverschiebung tritt aber trotzdem auf. Erst durch
Verwendung einer Polymerphase konnte dieser Effekt stirker zuriickgedridngt werden.
Aufgrund der chemischen Struktur des Packungsmaterials der Polymerphase tritt ein
anderer Effekt fiir die Trennung in den Vordergrund. Die Polymerphase besteht aus einem
dhnlichen Material wie die Anreicherungsphase (siehe 2.8.1). Diese Struktur fiihrt zu einer

Wechselwirkung der TeElektronen zwischen den Benzolringen des Packungsmaterials und
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den Tetracyclinen. Diese fiir die Trennung der Tetracycline verantwortliche
Wechselwirkung wird offensichtlich von der EDTA nicht beeinflusst.

In Abbildung 74 ist ein mit dieser Methodik erhaltenes Chromatogramm einer oxalsauren
wassrigen, sieben Tage alten Losung von je 200 ug/L OTC, TC und CTC zu sehen.
Analysiert wurde die Losung mit einer Phenomenex PolymerX Trennsidule mit einem
Eluenten aus 0,01 mol/L Oxalsidure und Acetonitril 3:7 (v/v) und einer UV-Detektions-
wellenlidnge von []=360 nm. Es sind die Peaks fiir die Ursprungssubstanzen, und, da die
Epimerisierung nach einigen Tagen bereits merklich eingesetzt hat, die kleineren Peaks fiir
die entstandenen Epimere zu sehen. Das epi—Oxytetracyclin war bei den gewiahlten Trenn-

bedingungen nicht vom Oxytetracyclin zu trennen, so dass beide Substanzen coeluierten.

oTC
TC

CTC

e- CTC

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Zeit [min]

Abbildung 74 - Chromatogramm einer Standardléosung mit je 200 ug/L. OTC, TC und CTC

Das in Abbildung 75 gezeigte Chromatogramm resultiert aus einer Aufarbeitung eines mit
je 200 ug/kg Oxytetracyclin, Tetracyclin und Chlortetracyclin sowie den jeweiligen Epi-
meren dotierten Honigs. Wéhrend die einzelnen Peaks fiir das Tetracyclin und das Chlor-
tetracyclin einschlieBlich ihrer Epimere basisliniengetrennt zu sehen sind, ist im Bereich

des Oxytetracyclins ein deutlicher, aus dem Honig stammender Storpeak zu beobachten.
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2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Zeit [min]

Abbildung 75 - Chromatogramm eines mit je 200 ug/kg OTC, TC, epi-TC, CTC und epi-CTC
dotierten Honigs

Dass dieser Storpeak vom Honig verursacht wird, zeigt das Chromatogramm in Abbildung
76, welches den schon in Abbildung 75 gezeigten grolen Peak bei der Retentionszeit von
acht Minuten zeigt. Es handelt sich dabei um denselben Honig, welcher fiir die

Chromatographie des dotierten Honigs in Abbildung 75 verwendet worden war.

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Zeit [min]

Abbildung 76 - Chromatogramm eines undotierten Honigs
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Es wurden eine ganze Reihe unterschiedlicher Honige nach der hier beschriebenen
Methode aufgearbeitet. Dabei wurden, um das Spektrum von moéglichen Storungen zu
untersuchen, Honige verschiedenster Art untersucht. Verwendet wurden helle Honige wie
Rapshonig oder Kleehonig, Mischhonige, bis hin zu sehr dunklen Honigen wie beispiels-
weise der nahezu schwarze Weiltannenhonig. Dabei zeigte sich, dass die Storungen, die
im Bereich der Retentionszeiten der Analyten auftraten, bei den Blatt- oder Waldhonigen
deutlich stirker ausgeprigt waren als bei den Nektarhonigen. Das liegt vermutlich
vordergriindig daran, dass die Bienen den von Lachniden (Pflanzenlduse) ausgeschiedenen
Honigtau aufnehmen und zu Honig reifen lassen. Bei dem Honigtau handelt es sich um
verdauten Siebrohrensaft diverser Pflanzen, meistens Fichten, Weilltannen und Edeltannen.
Bei den Nektarhonigen nehmen die Bienen den von der Pflanze angebotenen Bliitennektar
auf, um diesen zum Honig reifen zu lassen. In erster Linie sind es die im Nektar enthalt-
enen Zucker, die von den Bienen bendtigt werden. Dieser von den Pflanzen iiber die
Bliiten abgegebene Saft enthdlt im Gegensatz zu den von den Lachniden gesaugten Sieb-
rohrenséiften kaum andere Inhaltsstoffe. Die im Siebrohrensaft der Pflanze enthaltenen In-
haltsstoffe werden aber zum Teil von den Lachniden mit dem Honigtau ausgeschieden,
von den Bienen mit aufgenommen und durch den Reifungsprozess des Honigs, der
praktisch einer Eindickung des Honigtaus gleichkommt, noch aufkonzentriert. Das diirfte
die hauptsichliche Ursache fiir die Schwierigkeiten bei der Analyse von Riickstinden in
Honigtauhonigen sein. Somit stellt die Analyse von Honigtauhonigen die groften

Herausforderungen an die Analyseverfahren.
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2.8.3.2 Qualititskenndaten der Chromatographie

Linearitat

Die Linearitit eines Messverfahrens beschreibt den Konzentrationsbereich, in dem ein li-
nearer Zusammenhang zwischen der Konzentration der untersuchten Analyten und dem
Messsignal des Detektors besteht. Bei fliisssigchromatographischen Systemen mit Mes-
sungen im UV-Bereich besteht hidufig ein linearer Zusammenhang iiber einige Zehner-
potenzen des Konzentrationsbereiches. Bei dem hier vorgestellten System ist die Linearitit
iiber einen Konzentrationsbereich von 20 bis 600 ug der jeweiligen Tetracycline pro kg
Probe untersucht worden. Eine Priifung der unter 20 ug/kg war aufgrund der
unzureichenden Empfindlichkeit der Methode nicht moglich; iiber 600 ug/kg wurde nicht
gepriift, da der MRL mit dem hochsten Wert bei 600 ug/kg fiir Leber festgesetzt wurde
[Verordnung (EWG) 2377/90] und somit keine Erfordernis besteht, hohere Werte zu
messen. Zudem konnten Proben mit hoheren Gehalten entsprechend verdiinnt werden, um
Messergebnisse im kalibrierten Bereich zu erhalten.

Zunichst war, da es sich bei der chromatographischen Trennung um ein neues Trenn-
system handelt, die Linearitit der Chromatographie zu priifen. Dazu wurden Standard-
l6sungen mit Konzentrationen von je 15, 35, 60 und 100 ng aller drei relevanten Tetra-
cycline iiber eine Probenschleife mit einem Volumen von 20 uLL manuell eingespritzt und
analysiert. Die Konzentration der Losung mit 35 ng pro 20 uL entspricht in etwa einer
Probelosung von 3,75 mL eines eins zu eins mit Probenverdiinnungslésung verdiinnten

Honigs mit einem Analytgehalt von 20 ug/kg.
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Abbildung 77 - Kalibrierfunktion zur Ermittlung des linearen Bereichs fiir Oxytetracyclin
nach Direktinjektion
Zur Veranschaulichung des linearen Zusammenhangs zwischen Konzentration der Ana-
lyten und dem Messsignal im gewihlten Bereich bietet sich die Auftragung des Quotienten
aus der Peakfliche des Signals und der dazugehorigen Konzentration. In der Literatur
hiufig als Response-Wert bezeichnet, ermoglicht er, die Streuung um die jeweilige

Konzentration besser zu erkennen, als es die Kalibrierfunktion ermoglicht.
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Abbildung 78 - Response-Werte fiir Oxytetracyclin nach Direktinjektion

In Abbildung 79 bis Abbildung 82 sind die entsprechenden Kalibrierfunktionen und

Response-Werte fiir Tetracyclin und Chlortetracyclin dargestellt.
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Abbildung 79 - Kalibrierfunktion zur Ermittlung des linearen Bereichs fiir Tetracyclin nach

Direktinjektion
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Abbildung 80 - Response-Werte fiir Tetracyclin nach Direktinjektion

Die den Grafiken in Abbildung 77 und Abbildung 81 zugrunde liegenden Peakflichen fiir
Tetracyclin und Chlortetracyclin entsprechen jeweils nur denen der Muttersubstanz. Die
fiir die Ermittlung dieser Parameter verwendeten Standardlosungen waren frisch angesetzt
worden und zeigten keine Peakflidchen fiir die Epimere. Sehr kleine, vom Grundrauschen
kaum unterscheidbare Peaks fiir die Epimere bei den zeitlich spiter gemessenen Standard-

l6sungen wurden vernachléssigt.
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Abbildung 81 - Kalibrierfunktion zur Ermittlung des linearen Bereichs fiir Chlor-

tetracyclin nach Direktinjektion
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Abbildung 82 - Response-Werte fiir Chlortetracyclin nach Direktinjektion

Wie die Geraden in Abbildung 78, Abbildung 80 und Abbildung 82 durch ihren parallelen
Verlauf zur x-Achse zeigen, ist die Linearitit in dem untersuchten Konzentrationsbereich
gegeben.

Die Uberpriifung der Linearitit fiir das gesamte online-Messverfahren erfolgte mit

Standardlésungen der drei untersuchten Tetracycline in oxalsaurer Losungen und ergab das

in Abbildung 83 bis Abbildung 88 gezeigte Bild:
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Abbildung 83 - Kalibrierfunktion zur Ermittlung des linearen Bereichs fiir Oxytetracyclin nach

zweistufiger online-Anreicherung (n = 5)
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Abbildung 84 - Response-Werte fiir Chlortetracyclin nach zweistufiger online-Anreicherung (n = 5)
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Abbildung 85 - Kalibrierfunktion zur Ermittlung des linearen Bereichs fiir Oxytetracyclin nach

zweistufiger online-Anreicherung (n = 5)
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Abbildung 86 - Response-Werte fiir Chlortetracyclin nach zweistufiger online-Anreicherung (n = 5)
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Abbildung 87 - Kalibrierfunktion zur Ermittlung des linearen

zweistufiger online-Anreicherung (n = 5)
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Abbildung 88 - Response-Werte fiir Chlortetracyclin nach zweistufiger online-Anreicherung (n = 5)

143



Experimenteller Teil und Diskussion

Wie in Abbildung 84 bis Abbildung 88 zu sehen, die die Methodik in dem Bereich von 10
bis 80 ug/kg hinreichend linear.

Zuverlissigkeit des Verfahrens

Richtigkeit

Die Richtigkeit eines Messverfahrens beschreibt, wie genau das mit dem Verfahren er-
mittelte Analysenergebnis mit dem «wahren Wert» iibereinstimmt. Dieser «wahre Wert»
lasst sich aufwindig mit einem Referenzmessverfahren bestimmen oder durch ein Refe-

renzmaterial mit festgelegtem oder ermittelten Gehalt messen.

Prézision

Ein Analysenverfahren ist prizise, wenn bei wiederholten Messungen unter gleichen Be-
dingungen die Streuung der gefundenen Einzelwerte um ihren Mittelwert X moglichst
gering ist. Die Messunsicherheit als Breite der Streuung der Messergebnisse um ihren
Mittelwert wird durch die Standardabweichung [] ausgedriickt. Als MaB fiir die Prézision
wird meist der Variationskoeffizient VK angegeben. Bestimmt wurde die Prizision durch
fiinffache Ermittlung von Wiederfindungsraten dotierter Honige. Die Tabelle 19 zeigt die

ermittelten Wiederfindungen.

Wiederfindungen * Variationskoeffizient [ %]
oTC TC CTC
10 ug/kg 53+19 48 + 17 42 + 21
25 ug/kg 57+8 55+6 52+12
50 ug/kg 62+3 57%8 566
100 ug/kg 64 +2 62+5 59+7

Tabelle 19 - Ergebnisse zur Uberpriifung der Priizision (n = 5)

Der Variationskoeffizient ist im unteren Messbereich deutlich grofer, da der Anteil des

Signalrauschens bei den kleineren Messsignalen im Verhiltnis zur Signalstirke stark zu-

nimmt.

Verfahrensvariationskoeffizient
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Der Variationskoeffizient des Verfahrens, auch als relative Standardabweichung des Ver-
fahrens bezeichnet, ist ein relatives MaB fiir die Prizision des Verfahrens. Er wird aus der
Standardabweichung des Verfahrens geteilt durch das arithmetische Mittel der x-Werte er-
rechnet und in Prozent angegeben. Fiir Oxytetracyclin und Tetracyclin ergibt sich ein Ver-

fahrensvariationskoeffizient von 9%, fiir das Chlortetracyclin liegt dieser bei 11%.

Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze eines Messverfahrens wird definiert als die Analytkonzentration die
mit einer statistischen Sicherheit von 95% vom Grundrauschen des Verfahrens zu unter-
scheiden ist. Es handelt sich damit praktisch um die kleinste qualitativ nachweisbare
Menge des gesuchten Analyten und stellt somit die Entscheidungsgrenze fiir den qualitati-

ven Nachweis dar.

Bestimmungsgrenze

Die Erfassungsgrenze gibt die Analytkonzentration an, bei der mit einer hinreichenden

statistischen Sicherheit der Analyt in seiner Konzentration nachgewiesen werden kann.

Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
Analyt
[ug/kg] [ug/kg]
Oxytetracyclin 18 59
Tetracyclin 12 42
Chlortetracyclin 23 65

Tabelle 20 - Ermittelte Nachweis- und Bestimmungsgrenzen des Gesamtverfahrens

(Berechnung angelehnt an DIN 32645)
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2.8.3.3 Schlussbetrachtung

Wie in Tabelle 20 zu erkennen, ist die Leistungsfihigkeit des entwickelten Verfahrens fiir
eine Analyse von Tetracyclinriickstdnden in Honigen nicht ausreichend. Aufgrund des An-
wendungsverbotes von Tetracyclin-Antibiotika bei der Bienenhaltung wére eine Nach-
weisgrenze von 10 ug/kg wiinschenswert. Diese kann mit diesem Verfahren nicht erreicht
werden.

Eine Modifikation des Analysesystems in Richtung groerer Probenaufgabemengen durch
die sequentielle Injektion aus zwei oder sogar drei Probenglidschen nacheinander mit direkt
aufeinander folgender Anreicherung an der Sepharose-Festphase brachte keinen Erfolg.
Moglicherweise ist die Anreicherungskapazitit der Sepharose-Séule fiir diese hoheren Pro-
benldsungsvolumina nicht ausreichend. Alternativ konnte auch die mehrfach aufeinander
folgende Anreicherung an der Polymer-Festphase nicht problemlos durchgefiihrt werden.
Die dabei erhaltenen Peaks zeigten Peakaufspaltungen bzw. Mehrfachpeaks, wiesen ein
starkes Tailing auf und waren nicht auswertbar.

Zudem zeigte das System eine gute Langzeitstabilitdt mit wéssrigen Losungen, konnte je-
doch mit Honiglosungen nicht iiberzeugen. Insbesondere die hdufig auftretenden Ver-
stopfungen des Systems und die damit zusammenhédngenden Druckschwankungen fiihrten
beim Aufgeben der einzelnen Losungen mit Hilfe der Dilutoren zum Offnen des Uber-
druckventils am Dilutor und damit eine in den Volumina nicht reproduzierbare Losungsab-
gabe. Inwieweit die im Honig enthaltenen Bestandteile, wie beispielsweise Pollen, zu
diesen Erscheinungen gefiihrt hat, kann nur vermutet werden. Eine Verdnderung der
Filtration der Probenextrakte von 0,45 um auf die kleinere Porengrofle von 0,2 um fiihrte
hier zu keiner erkennbaren Verbesserung. Ob mdglicherweise die Sepharose Ursache fiir
die aufgetretenen Verstopfungen ist, liel sich nicht ermitteln. Allerdings ist der Wechsel
zwischen wissrigen Losungen und Methanol auf der Sepharose-Sdule nicht unproble-
matisch. Schon bei der manuellen Methode zeigte sich eine Verdnderung in der Flussrate
beim Wechsel auf Methanol, zudem kam es bei der manuellen Methodik zu kleinen Luft-
blaschen innerhalb der Sdule. Die Verwendung von entgasten Losungen und entgasten
Methanols zeigte keine Verbesserung. Allerdings war diese Bildung von Luftbldschen in
der Séule, die bei der automatisierten Methode verwendet worden war, nicht erkennbar.
Insgesamt konnten mit diesem System zwar zwischen 5 bis 15 Proben als Serie untersucht
werden, jedoch ist diese fiir ein automatisiertes System, welches unbeaufsichtigt Proben

analysieren soll, viel zu wenig. Die im Anschluss auf einen immer wieder auftretenden
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Druckanstieg notwendige Suche nach dem Druck verursachenden Systemteil und die
Reinigung und Spiilung des gesamten Systems erfordern so viel Zeit und Systemkenntnis,
das alle moglichen Vorteile dieser automatisierten Methode gegeniiber der manuell
durchzufithrenden Methode aufgewogen werden.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass es rein technisch moglich ist, eine auto-
matisierte zweifache sequentielle Festphasenextraktion zu realisieren. Jedoch ist die Ver-
wendung einer Sepharose als Material fiir ein automatisiertes Verfahren nicht optimal, da
die Sepharose selbst keine hoheren Driicke vertrigt. Zudem sollten richtige Kolbenpumpen
anstelle von Spritzenpumpen fiir die Forderung der Losungen verwendet werden, damit
diese bei moglicherweise auftretenden Druckschwankungen entweder einfach weiter
arbeiten oder das gesamte System stoppen konnen. Methoden mit mehreren verschiedenen
Losungen oder Losungsmitteln sollten fiir die Automatisierung ebenfalls gemieden
werden, da die mischungsfreie Forderung dieser Losungen an die jeweils geforderte Stelle

im System hohe Anforderungen an das System stellt.
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3 Zusammenfassung

In der Tiermedizin gehoren die Antibiotika der Gruppe der Tetracycline zu den am
hédufigsten eingesetzten Tierarzneimitteln. Allerdings ist ihre Anwendung im Bereich der
Imkerei zur Honiggewinnung in Deutschland nicht erlaubt. In anderen Léndern, ins-
besondere in Nord- und Mittelamerika, werden Tetracycline hdufig, mitunter sogar zur
vorbeugenden Behandlung eingesetzt. Zum Nachweis von Riickstinden an Tetracyclinen
in Honig sind einerseits leistungsfahige Nachweismethoden erforderlich, andererseits eine
moglichst genaue Kenntnis der zu erwartenden Riickstandsgehalte und moglicherweise

auftretende Metaboliten oder Abbauprodukte.

In einer Medikationsstudie wurden mehrere Bienenvdlker mit Oxytetracyclin und Chlor-
tetracyclin behandelt. Dabei wurde den Volkern jeweils dreimal 200 mg Wirkstoff in ei-
nem Zeitraum von 15 Tagen appliziert. Vergleichsvolker erhielten einen wirkstofffreien
Puderzucker.

Die von diesen Bienenvolkern geernteten Honige wurden mittels der Untersuchungsver-
fahren ELISA, CHARM II und HPLC mit Chelat-Festphasenextraktion und zusétzlich per
HPLC in einem auf Honiganalytik spezialisierten Handelslabor auf die Riickstandsgehalte
von Tetracyclinen untersucht. Die urspriinglich fiir die Analyse der Honige vorgesehene
Methode mittels online-Dialyse, die bereits erfolgreich fiir die Analytik von Tetracyclin-
riickstdnden in Hiithnereiern angewandt worden war, zeigte sich als fiir die Matrix Honig
nicht geeignet. Daher wurde auf die Methode aus der amtlichen Sammlung von Unter-
suchungsverfahren nach § 64 LFGB zuriickgegriffen.

Die Vergleichsvolker, die keinen Wirkstoff appliziert bekamen, zeigten in der Analytik,
unabhingig von der verwendeten Methode, durchgingig keine Riickstandsgehalte. Daraus
kann geschlossen werden, dass in diesem Fall keine Kontamination benachbarter Volker
mit Tetracyclinen durch Verflug oder Rauberei aufgetreten sind.

Die per HPLC ermittelten Gehalte fiir die mit Chlortetracyclin behandelten Volker stim-
men groBenméfBig mit den mittels ELISA und Charm II gemessenen Gehalten iiberein. Der
Umfang des gebildeten epi-Chlortetracyclins lag bei diesem authentischen Material bei

etwa 40% und damit in einer GroBenordnung, wie er auch bei gelagerten, mit Chlor-
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tetracyclin dotieren Honigen auftritt. Somit ist eine Metabolisierung des Chlortetracyclins

seitens der Biene unwahrscheinlich.

Bei den Honigen von Bienenvolkern, die mit Oxytetracyclin behandelt worden waren,
waren mit den HPLC-Methoden keine Riickstinde mehr nachweisbar, wihrend die im-
munchemischen Methoden noch messbare Gehalte, teilweise im Bereich der Nachweis-
grenze, anzeigten.

Dieses Verhalten der immunchemischen Methoden liegt vermutlich darin begriindet, dass
diese aufgrund ihres Schliissel-Schloss—Verhaltens mit einem immer noch unverinderten
Strukturelement des Oxytetracyclins auch nach der Verinderung weiter eine Bindung
eingehen konnen, wihrend diese strukturell verdnderten Oxytetracyclinmolekiile bei der
chromatogaphischen Methode nicht erfasst werden.

Der Vergleich eines mit Oxytetracyclin dotierten Honigs mit einer ebenfalls dotierten
Glucose/Fructose-Mischung zeigt fiir beide Matrices einen gleichermaflen auftretenden
Abbau des Oxytetracyclins fiir die HPLC wie auch fiir ELISA und Charm II. Daraus lésst
sich ableiten, dass der Abbau des Oxytetracyclins nicht von den Begleitstoffen des Honigs,
sondern in erster Linie von der Glucose bzw. Fructose beeinflusst wird. Das Oxytetracyclin
ist dagegen in wissriger Losung stabil. Das Chlortetracyclin zeigt dieses Verhalten in
Honig und einer Glucose-Fructose-Mischung, mit Ausnahme der einsetzenden Epi-
merisierung nicht.

Dies hat zur Folge, dass eine Bestitigung von Proben mit positivem Befund in den immun-
chemischen Methoden nur dann moglich ist, wenn tatsdchlich unverindertes Oxytetracylin
vorliegt. Als Ergebnis bleibt festzuhalten, dass fiir Proben, die im Charm II-Test oder
ELISA zu einem positiven Befund fithren, und in der Bestitigungsanalyse mittels HPLC
im Falle des Oxytetracyclins keinen Riickstandsgehalt aufweisen, nicht zwingend ,,falsch
positive“ Screeningtestergebnisse vorliegen. Ist das Ergebnis der Bestitigung durch die
HPLC negativ, kann dies nur als Hinweis auf eine mogliche unerlaubte Anwendung von

Oxytetraxcyclin in der Bienenhaltung gedeutet werden.

Im Rahmen einer Marktiibersicht wurden 359 Honige unterschiedlicher Herkunft auf ihre
Riickstinde von Tetracyclinen mit ELISA und Charm II untersucht. Alle im Rahmen
dieser Ubersicht untersuchten Honige deutscher Herkunft waren Tetracylin-negativ,

wihrend 5% der Honige aus dem restlichen Europa zu positiven Testergebnissen fiihrten.
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Der Anteil positiver Proben bei Honigen vom amerikanischen Kontinent, wo die Anwen-

dung von Tetracyclinen teilweise zuldssig ist, betrug 24%.

Aufgrund der Erfahrungen mit der Methode aus der amtlichen Sammlung von Unter-
suchungsverfahren nach § 64 LFGB wurde eine weitgehende Automatisierung dieser
Methodik angestrebt. Dazu wurde, ausgehend von der Methode mittels online-Dialyse, ein
zweistufiges Festphasenextraktionssystem entwickelt, welches alle wesentlichen Schritte
der offiziellen Methode in kleinerem MaBstab in gleicher Weise durchfiihrt. Aufgrund der
direkten Koppelung mit dem nachfolgenden HPLC-System, arbeitet das System
weitgehend automatisch, so dass sich die manuell durchzufiithrenden Schritte auf das Losen
und Filtrieren der Honige beschrinkt. Dieses Analysesystem funktioniert zuverldssig,

jedoch befriedigt die technische Langzeitzuverlissigkeit nicht.
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4.2 Abkiirzungsverzeichnis

AbKk. / abbr. | english deutsch

% percent Prozent

§ article Paragraph

°C degree Centigrade Grad Celsius

ug microgram Mikrogramm

2 sum Summe

A Angstrém (10"° m) Angstrém (10"° m)

ABI Official Journal Amtsblatt
american standard code for | Amerikanischer Standard-Code fiir den

AsCl information interchange Informationsaustausch

ASTED automated sequential trace | automatisierte sequentielle Spuren-
enrichment of dialysates anreicherung von Dialysaten
Official collection of Amtliche Sammlung von

AsY determination methods Untersuchungsverfahren

BASIC beginner's all-purpose ,vielseitige, symbolische
symbolic instruction code Programmiersprache fiir Anfanger*
Federal Institute

BfR Bundesinstitut fiir Risikobewertung
for Risk Assessment
Federal Institute for

BgVV Consumer Health Bundesinstitut fiir gesundheitlichen
Protection and Veterinary Verbraucherschutz und Veterinirmedizin
Medicine

BRT brilliant black reductase test | Brilliantschwarzreduktionstest
Federal Office of Consumer | Bundesamt fiir Verbraucherschutz und

BVL Protection and Food Safety | Lebensmittelsicherheit

bzw. respectively (resp.) beziehungsweise

ca. approximately (approx.) circa
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CCD charge-coupled device ladungsgekoppelter Baustein

cpm counts per minute Zihlungen pro Minute

CTC chlortetracycline Chlortetracyclin

DAD diode-array detector Dioden-Array-Detektor

DC doxycycline Doxycyclin

DDD defined daily dose definierte Tagesdosis (WHO)

d.h. that is (i. e.), id est dass heif3t

e-CTC epi—chlortetracycline epi—Chlortetracyclin

e-OTC epi—oxytetracycline epi—Oxytetracyclin

e-TC epi—tetracycline epi—Tetracyclin
ethylene diamine tetra

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure
acetic acid
enzyme linked immuno-

ELISA Enzymgekoppelter Immunsorbens-Test
sorbent assay
European Medicines

EMEA Europiische Arzneimittelagentur
Agency

et al. and others, et alii und andere

etc. et cetera et cetera

EU European Union Europdische Union
European Federation of

FEDESA Européischer Verband fiir Tiergesundheit
Animal Health

g gram Gramm
hydrophilic-lipophilic

HLB YO pop HLB-Wert
balanced

HMF hydroxymethyl furfural Hydroxymethylfurfural
high performance ion

HPIC Hochleistungsfliissigionenchromatographie
chromatography
high performance liquid

HPLC Hochleistungsfliissigchromatographie

chromatography
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high performance liquid
HPLC- Hochleistungsfliissigchromatographie
chromatography coupled in
MS/MS gekoppelt mit Tandem-MS
line with tandem MS

high performance thin layer

HPTLC Hochleistungsdiinnschichtchromatographie
chromatography

Hrsg. editor Herausgeber

L.D. inner diameter Innendurchmesser

kByte =10’ Byte =10’ Byte

kg kilogramme Kilogramm

L litre Liter

LFGB food and commodities law | Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch

LMBG food and commodities law | Lebensmittel- und Bedarfsgegenstindegesetz

LOD limit of detection Nachweisgrenze

m metre Meter

mg milligram Milligramm

Mio Million Million(en), 10°

mL millilitre Milliliter

MS mass spectrometry Massenspektrometrie

matrix solid phase
MSPD Matrix-Festphasendispersion
dispersion

national monitoring
NRKP Nationaler Riickstandskontrollplan
programme of residues

OTC oxytetracycline Oxytetracyclin

PC personal computer Arbeitsplatzrechner

PGC porous graphitic carbon pordser Graphit-Kohlenstoff

PRP polymeric reversed phase polymere Umkehrphase
polystyrene divinyl benzene

PS-DVB Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymer
polymere

PTFE poly-tetra-fluoro-ethylene Polytetrafluorethylen (Teflon®)
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SPE solid phase extraction Festphasenextraktion

TC tetracycline Tetracyclin

TEC trace enrichment column (Spuren-) Anreicherungssiule
Uuv ultraviolet Ultraviolett

VK coefficient of variation Variationskoeffizient

WHO World Health Organization | Weltgesundheitsorganisation
z.B. for example (e. g.) zum Beispiel
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5 Anhang

5.1 Arbeitsvorschrift

Standardarbeitsanweisung zur Bestimmung von GU'ﬁg/ abi_14-263-2002
g a B ersion: 1.
S AA Oxytetracyclin, Tetracyclin und Chlortetracyclin ersett Version: 1.2

nach SPE mit HPLC und UV-Detektion. Programmversion: 2.5
Th. Munstedt FB C — Lebensmittelchemie Bergische Universitat Wuppertal Seite: 1/9

Standardarbeitsanweisung

Bestimmung von Oxytetracyclin, Tetracyclin und Chlortetracyclin in Honig mittels
HPLC und UV-Detektion nach Metallchelat-Affinitdtschromatographie und automa-

tisierter Festphasenextraktion.

1 Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Tetra-

cyclinrickstanden sowie deren Epimeren in Honig.

2 Begriffserklarungen

Oxytetracyclin (OTC), Tetracyclin (TC) und Chlortetracyclin (CTC) gehdren zur
Gruppe der Tetracyclinantibiotika und werden in der Veterindrmedizin zur Behand-
lung von bakteriellen Infektionen eingesetzt. Ein EU-MRL existiert in Gegensatz zu
Muskulatur und Milch (je 100 ug/kg), Eiern (200 ug/kg), Leber (300 ug/kg) und Nieren
(600 pg/kg) fur Honig nicht. Die vorgenannten MRL beziehen sich auf die Summe

von Muttersubstanz und das jeweilige 4-Epimer.

3 Kurzbeschreibung

Mit dem hier beschriebenen automatisierten Analysensystem kénnen Honige nach
einer Metallchelat-Affinitatschromatographie und einer folgenden on-line Festphasen-
extraktion mittels eines HPLC-Systems mit UV-Detektion quantitativ bestimmt wer-
den.

Die zu untersuchenden Honige werden mit einem Puffer verdinnt, filtriert und direkt
dem automatisierten System zugefiihrt. Das Analysensystem gibt diese Extrakte auf
eine mit Kupferionen beladenene Metallchelat-Affinitdtsanreicherungsséule, an der
die Tetracycline gebunden werden. Nach mehreren Waschschritten werden die
Tetracycline mit einem EDTA-haltigen Puffer eluiert und an einer RP-Phase ange-
reichert und gewaschen. Die Tetracycline werden durch den sauren Eluenten eluiert
und chromatographisch an einer RP-Phase per HPLC getrennt und mit einem UV-
Detektor detektiert.

Mit diesem System kénnen 36 Probenlésungen in 20 Stunden analysiert werden.
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S Standardarbeitsanweisung zur Bestimmung von GU'“% ab3_14-253-2002
‘ s t s ersion: 1.

Oxytetracyclin, Tetracyclin und Chlortetracyclin ersetzt Version: 1.2
nach SPE mit HPLC und UV-Detektion. Programmversion: 2.5

Th. Munstedt FB C — Lebensmittelchemie Bergische Universitdt Wuppertal Seite: 2/9

4 Gerate und Hilfsmittel

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

Allgemeine Laborgerate
Messkolben 25 mL, 100 mL, 1000 mL

Messpipetten 1 mL, 10 mL,

Verbrauchsmaterial

Polypropylen-Réhrchen 15 mL, konisch, mit Schraubverschlu®
Einmal-Spritzen aus Polyethylen (10 mL)

Braunglasflaschen 4 mL, 11 x 30 mm mit Schraubverschluf? und PTFE-
Dichtung (Probenvials)

Membran-Spritzenfilter fur wassrige Lésungen (CME), 0,45 um Porengréfie
Ultraschallgerit
Schiittelmaschine
Analysenwaage

Laborzentrifuge

1.

(einsteiibar auf mind. 4000 g')

5 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben,

5.1

sind analysenreine Chemikalien zu verwenden
muss Wasser destilliert oder von entsprechender Reinheit sein

ist unter Losung eine wassrige Lésung zu verstehen

Allgemeine Chemikalien

tridest. Wasser = vollentsalztes Wasser (HPLC-geeignet)
Acetonitril (HPLC-geeignet)

Methanol

Oxalséaure Dihydrat

Kupfersulfat Pentahydrat

Bernsteins&ureanhydrid

Heptansulfonsaure, Na-Salz

"g=981ms?
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Standardarbeitsanweisung zur Bestimmung von Stand: 14.06.2002
S AA Oxytetracyclin, Tetracyclin und Chlortetracyclin | VLB "
nach SPE mit HPLC und UV-Detektion. rogrammyersion: £

Th. Munstedt FB 9 — Lebensmittelchemie BU Wuppertal Seite: 3/7

5.2.1.2 Einzelstandard

Sollen die Tetracycline als einzelne Standards gemessen werden, wird aus der je-
weiligen Stammlésung eine Einzelstandardidsung mit c=0,1 ™/, hergestellt, in dem
diese mit Probenverdinnungsldsung (5.3.11) verdinnt wird.

5.2.1.3 Mischstandard

en jeweils 10 mL in einen 100 mL Messkolben vorgelegt und mit
Probenverdiinnungslésung (5.3.11) aufgefulit.

5.2.1.4 Dotierungslésung

Zur Herstellung der Dotierungslésung (c=1 "9/,1) werden in einem 100 mL Mess-
kolben 1 mL Mischstandard (5.2.1.3) vorgelegt und mit Probenverdinnungslésung
(5.3.11) aufgefullt.

5.3 Lésungen

5.3.1 Spullésung PEC
Wasser (HPLC-Qualitat, entgast).

5.3.2 Spullésung 1
identisch mit 5.3.1.

5.3.3 Spulldsung 2
Methanol (HPLC-Qualitét).

8
w
EN

QritllAcime~ 2

UHUIIUDUI IH J
identisch mit 5.3.11.

5.3.5 Konditionierungslésung
5 g Kupfersulfat-Pentahydrat gelést in 1000 mL Wasser.

5.3.6 Elutionslésung
37,2 g Ethylendiamin-tetraessigsaure Natriumsalz-Dihydrat gelést in
1000 mL Probenverdinnungslésung (5.3.11).

5.3.7 Nachsaulenderivatisierungslésung

3,1 g Borsaure und 4,5 g Magnesiumacetat-Tetrahydrat in 500 mL
Wasser Iésen. 10 mL 2 ™!/, NaOH zugeben und mischen. Die Tribung

varechwindet nach 5 miniitia aim Llltracchallhad zum
Versenwinget nacn o minutg 1anGiung iIm viirascnantad zum

Entgasen.

5.3.8 Stammldsungspuffer
1,26 g Oxalséure-Dihydrat in 1000 mL Wasser lésen.

5.3.9 ElieBmittel HPLC-Eluent A

1,26 g Oxalséure-Dihydrat und 2,20 g Heptansulfons&ure-Na-Salz in
1000 mL Wasser 16sen. Taglich mit Helium entgasen.
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5.3.4 Dotierungslésung

Zur Herstellung der Dotierungslésung (c=1 "9/i,.) werden in einem 100 mL Mess-

kolben 1 mL Mischstandard (5.3.3) vorgelegt und mit Probenverdinnungslésung
(5.4.11) aufgefullt.

5.4 Loésungen

5.4.1

54.2

5.4.3

5.4.4

5.4.5

546

547

5.4.8

Splllésung PEC
Wasser (HPLC-Qualitat, entgast).

Spullésung 1
identisch mit 5.4.1.

Splllésung 2

Spullésung 3
identisch mit 5.4.11.

Konditionierungslésung

5 g Kupfersulfat-Pentahydrat gelést in 1000 mL Wasser.

Elutionslésung
37,2 g Ethylendiamin-tetraessigsaure Natriumsalz-Dihydrat gel&st in
1000 mL Probenverdinnungsiésung (5.4.11).
Nachséulenderivatisierungslésung

3,1 g Borsaure und 4,5 g Magnesiumacetat-Tetrahydrat in 500 mL
Wasser I6sen. 10 mL 2 mol/L NaOH zugeben und mischen. Die Tribung
verschwindet nach 5 mindtiger Behandiung im Uitraschaiibad zum
Entgasen.

Stammlésungspuffer

1,26 g Oxalsdure-Dihydrat in 1000 mL Wasser lésen.
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Th. Munstedt FB C — Lebensmittelchemie Bergische Universitdt Wuppertal Seite: 5/9

5.4.9 FlieBmittel HPLC-Eluent A
1,26 g Oxalséure-Dihydrat und 2,20 g Heptansulfonséure-Na-Salz in

1000 mL Wasser l6sen. Taglich mit Helium entgasen.

5.4.10 FlieBmittel HPL C-Eluent B
Acetonitril HPLC-Qualitat. Taglich mit Helium entgasen.

5.4.11 Probenverdinnungslésung

5,0 g Bernsteinsaureanhydrid werden in 1000 mL Wasser gelést und mit
it.

~ N LN A Aimmactal
pri4,U T U | clnygesiel

5.4.12 Natriumhydroxidlésung
39,97 g Natriumhydroxid werden in 1000 mL Wasser gel6st (c=1,0 ™//,).

VT IR Gl ST

6.1 Probenvorbereitung
Es werden 3 g Honig in ein 15 mL PE-Gefa eingewogen und mit 3 mL Proben-
verdunnungslésung (5.4.11) versetzt. Das Gefal wird verschlossen und so
lange geschuttelt, bis der gesamte Honig in L&sung gegangen ist. AnschlieRend
wird 15 Minuten bei ca. 4000 g zentrifugiert und von dem Uberstand ca. 4 mL
Uber einen 0,45 um CME-Spritzenfilter (4.2) in ein 4 mL Autosamplerglas Uber-
fuhrt.

6.2 Probendotierung

6.2.1 Dotierung zur Aufstellung einer Kalibrierfunktion
Zur Herstellung dotierter Honige werden die nach 6.1 behandelten Honige (6 g
Honig-Puffer-Mischung) vor oder nach dem Zentrifugationsschritt entsprechend

untenstehender Tabeiie dotiert:
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SAA

Standardarbeitsanweisung zur Bestimmung von
Oxytetracyclin, Tetracyclin und Chlortetracyclin
nach SPE mit HPLC und UV-Detektion.

Gilltig ab: 14.06.2002
Version: 1.3
ersetzt Version: 1.2
Programmversion: 2.5

Seite: 6/9

Th. Minstedt FB C — Lebensmittelchemie Bergische Universitat Wuppertal
Zielkonzentration | Dotierungslésung (5.3.4) | Probenverdiinnungsldsung (5.4.11)
[uglkg] [uL] [uL]

5 15 2985
10 30 2970
15 45 2955
20 60 2940
25 75 2925
30 90 2910
50 150 2850
100 300 2700
200 600 2400
300 900 2100
400 1200 1800

7 Durchfiihrung der Analyse

7.1 Vorbereitung des Systems

Nach dem Wechsel oder dem Auffullen der einzelnen Lésungen ist eine grindliche

Spulung des Analysensystems durchzufuhren. Dazu dient das Spulprogramm 51.

Das Spulprogramm wird durch die am Autosampler befindliche kleine Steuerungs-

tastatur gestartet. Dazu wird nach dem Dricken der Taste [Edit File] und der Eingabe

[51] das Programm mit der [Enter]-Taste aktiviert.

Der Autosampler muss folgende Einstellungen anzeigen:

Anzeige

RACK CODE 34
DIL. SYR 0=5000 pL [Enter]

DIL. SYR 1

Taste
[Enter]

Bedeutung

5 mL Spritze.

=5000 UL [Enter]

5 mL Spritze.

PRESS START

Fur das Spulprogramm bedeutungslos.

Das Programm verlangt am Dilutor O eine

Das Programm verlangt am Dilutor 1 eine

Der Autosampler ist jetzt bereit, die Spulung durchzufuhren. Gestartet wird das

Programm mit der Taste [Start]. Dieses Spulprogramm entfernt Lésungsmittelreste
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und Luftblasen aus den einzelnen Zuleitungen der Probenaufarbeitungseinheit.
Dieses Spulprogramm fUhrt nur einen einzelnen Durchlauf aus, wobei jede der
Zuleitungen einmal mit je 5 mL gespult wird. Dazu empfiehlt es sich, die MCAEC fur

die Dauer der Spulung aus dem System zu entfernen.

7.2 Ausgangsbedingungen

Ausgangsbedingungen fur die Tetracyclin-Analyse mit Programm 54:

Gerit Status Bemerkung

Ventil | <undefiniert> wird vom Programm eingestellt
Ventil 11 INJECT WICHTIG! BEACHTEN!
Ventil 11l <undefiniert> wird vom Programm eingestellt
Pumpe | FIuR: 0,5™/min

Pumpe Il FluR: 0,15 in nur fur Fluoreszensdetektion
Detektor 360 nm

APEX-System Methode geladen

7.3 Benétigte L6sungsmengen

Lésung Vorlage (n=1) [mL] max. Vorlage (n=36) [mL]
Puffer 21 756

Methanol 2 72

Wasser (Dil. 0) 53 190,8
EDTA-Puffer 1 36
Kupferlésung 1 36

Eluent 21 756

Wasser (Dil. 1) 6 216

7.4 Programmstart

Das automatisierte Verfahren wird durch die am Autosampler befindliche kleine
Steuerungstastatur gestartet. Dazu wird nach dem Drlicken der Taste [Edit File]
und der Eingabe [54] das Programm mit der [Enter]-Taste aktiviert.

Der Autosampler muss folgende Einstellungen anzeigen:
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Standardarbeitsanweisung zur Bestimmung von Gu'tig/ ab3_14-253-2002
B . B ersion: 1.
S AA Oxytetracyclin, Tetracyclin und Chlortetracyclin ersetat Version: 1.2

nach SPE mit HPLC und UV-Detektion. Programmversion: 2.5
Th. Munstedt FB C — Lebensmittelchemie Bergische Universitdt Wuppertal Seite: 8/9
Anzeige Taste Bedeutung

RACK CODE 34 [Enter]  Das Programm verlangt ein Probenrack

mit 36 Glasern a 4 mL.

DIL. SYR 1=5000 uL [Enter] Das Programm verlangt am Dilutor 1 eine
5 mL Spritze.
PRESS START
Der Autosampler ist jetzt bereit, die Analysen durchzufiihren. Gestartet wird das
Programm mit der Taste [Start].
Einzugeben ist jetzt noch die Anzahl der zu analysierenden Proben und mit der

Taste [Enter] zu bestatigen.

8 Wartung und Pflege

Wird das Analysensystem langere Zeit (> 2 Tage) nicht benutzt, ist eine Durch-
spulung des Probenvorbereitungssystems mit einem Methanol / Wassergemisch
(1:1, vlv) durchzufilhren. Dazu werden alle Zuleitungen mit Ausnahme der Zuleitung
fur die HPLC-Pumpe | in ein Gefal mit einem Methanol / Wassergemisch (1:1, v/v)
gehangt und das Spulprogramm 51(siehe 7.1) mit einem Spulvolumen von 5000 L
und drei Durchlaufen gestartet.

Die HPLC-Pumpe, die analytische S&ule und der Detektor sollten mit einem
Acetonitril / Wassergemisch (1:1, v/v) 30 Minuten mit einem Fluf von 0,35 ™/,

gespult werden.

MCAEC Diese Anreicherungsséaule wird nach ca. 50 Anreicherungen
durch eine neue Saule ersetzt.

PEC Diese Anreicherungsséule wird nach ca. 1000 Anreicherungen
durch eine neue Saule ersetzt.

HPLC-Saule Diese analytische Saule wird nach ca. 5000 Analysenlaufen
ausgewechselt. Die Notwendigkeit eines vorzeitigen Aus-
tausches wird durch eine Peakverbreiterung und geringe
Signalhéhen angezeigt.

Durch einen intensiven Spulgang mit 200 mL tridest. Wasser,
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200 mL Methanol, 200 mL Dichlormethan, 200 mL Isopropanol
und 200 mL tridest. Wasser in umgekehrter FlieRrichtung ohne
Vorsaule kann die Saule gereinigt werden.

Gelagert wird die Saule nach Spulung mit einem Acetonitril /

Vorséaule Bei erhéhten Ruckdricken, Peakverformungen und bei starken
Kontaminationen des Systems mit Matrixbestandteilen ist die
Vorsaule durch eine neue auszutauschen.

UV-Lampe Der Detektor arbeitet mit einer Longlife UV-Lampe, deren

Lebensdauer It. Hersteller 1000 Betriebsstunden betragt.

9 Auswertung

Die Auswertung erfolgt Uber die Methode des externen Standards durch Integration
der Peakflachen oder durch Ermittlung der Peakhdhen. Die Identitat der detektierten
Analyten ist Uber die Retentionszeit zu ermitteln. Da eine Trennung von Oxytetra-
cyclin und epi-Oxytetracyclin mit dem vorliegenden Trennsystem nicht erreicht wer-
den kann, ist die der Gehalt in diesem Fall als Summe von Oxytetracyclin und epi-

Oxytetracyclin anzugeben.

10 Abkiirzungen

MCAEC Metal chelate affinity enrichment column

PEC polymeric enrichment column
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5.2 Programme

5.2.1 Programm 011

; MODEL ASTED V1.11
* Dilutor Nr. 0 mit Spritze 5000 pL

kkkkkkkkkkkkkkkkkk

' Programmname  : FILEO11.SST  Version: 0. 91
' Erstellt am :18.01.2002 um 07:05 Uhr
' Letzte Anderung am: 18.01.2002 um 11:10 Uhr

' Filenummer :011 Teil von Programm : ---
' Beschreibung Honig-Analyse C18/COOH
' Autor : Thorsten Munstedt

' Externe Gerate sind konfiguriert:

' Externes Hochdruckventil beim Start auf Position 'LOAD'

' Kommunikationsanschliisse:

' AUXIL 0 : Niederdruckventil Position 6 (unbele ot)
' AUXIL 1 : Niederdruckventil Position 1 (unbele ot)
AUXIL 2 : Niederdruckventil Position 2 (unbele ot)
' AUXIL 3 : Niederdruckventil Position 3 (unbele gt)
AUXIL 4 : Niederdruckventil Position 4 (unbele ot)
AUXIL 5 : Niederdruckventil Position 5 (Pumpe Il START/STOP)

' AUXIL 6 : APEX-Datenaufnahme (Start-Signal)
Auto-Zero-Signal fur den Detektor
' HPLC-Pumpe (Start-Signal uber D-Line )
' AUXIL 7 : Externes Hochdruckventil (Ventil 1) - Umschalter

' WAIT 3: APEX-Datenaufnahme (Ready-Signal)
' WAIT 4:

WAIT 5:
' WAIT 6:

WAIT 7:

' Ventilkonfiguration:
Internes Hochdruckventil (Ventil 1):

1: IEC-Anreicherungsséaule (Uber 100 pL Pro benschleife)
' 2 : HPLC-Pumpe |

3 : Analytische Séaule (iber manuelles Venti )
' 4 : IEC-Anreicherungssaule
' 5 : Externes Hochdruckventil (Ventil 1)

6 : Abfall
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Schaltung:

LOAD :6---1 2--3 4---5
INJECT:6 1--2 3---4 5--

Externes Hochdruckventil (Ventil 11):

1:
. Internes Hochdruckventil

: HPLC-Pumpe II

: Probenschleife 5 mL

: Abfall

: Niederdruckventil (Ventil 111)

o U~ WDN

Probenschleife 5 mL

Schaltung:

LOAD :6--1 2---3 4---5
INJECT:6 1---2 3---4 5--

HPLC-Pumpe I-Programm:

Anschlu3 A: Oxalsaure 0,1 mol/L
' Anschluf B: Acetonitril
' Anschluf3 C: Wasser

Anschlu3 D: Oxalsaure 0,1 mol/L : Acetonitril

0,0 0%A, 0%B, 0% C, 100% D (Ini

' FluR: 0,35 mL/min

' Saulenvolumen:

IEC: ca. 250 pL

=50:50

tialeinstellung)

' Verwendete Variablen:

* A Aktuelles Vial y-Richtung

B
*B1
*B16
*CO0
*C1

Aktuelles Vial x-Richtung

Probenvolumen
Aktuelle Probennummer
Vialanzahl

Aktuelle Vialnummer

RACK CODE 34 'Rackdefinition
B1=1000 'Probenaufgabev
INJECT 0

' Parameterabfrage und Plausibilitatskontrolle

Eingabe:
INPUT CO0/51 'Eingabe 'NB OF
IF  C0>36 ‘Mehr als 36 Va

*kkkkkkkkkkkkkkkkk

olumen (1 mL).

VIALS'.
ils geht nicht!
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GOTO Eingabe

‘Nochmal fragen

' Programmvariablen in den Grundzustand

' Beginn der Programmschleife

C1=0
B16=0

'Aktuelle Vialn
'Aktuelle Probe

' Probenaufgabesystem spulen

' PRINT B16/81

'‘Ausgabe 'DEGAS

RINSE 'Nadel in die S
' DISP 0/10000/7 ‘Nadel spulen.
WAIT 200 '2 Minuten wart
' Schleifenkopf
A=1 'Anfangswert f
LoopA:
B=1 'Anfangswert fii
LoopB:
Cl=Ci+1 'Vialnummer wei
B16=B16+1 'Probennummer w

' Néchste Probe berechnen und Programm evtl. fortse

IF  C1>Co0
GOTO Finito

'Ist das letzte

‘Wenn ja, dann

' IEC konditionieren

PRINT B16/75
TUBE A/B
ASPIR 0/3000/4
TUBE 0/0
DISP  0/3000/4
DISP  0/500/4
AUXIL 7/1
WAIT 2

AUXIL 7/0
AUXIL 5/1
WAIT 500
AUXIL 5/0

' Priifen, ob APEX bereit ist, Daten aufzunehmen

PRINT B16/74

Warten2:
IF  /3/=0
GOTO Start

PRINT B16/149

'Ausgabe 'PREPA
‘Aktuelles Vial
'Dielutor 0 zie
'Injektionsport
'Dilutor 0 gibt
‘Dilutor 0 spdl
'IEC-Anreicheru
'Kurze Bedenkze
'Signal I6schen
'Pumpe Il start
‘warten.
'Pumpe Il anhal

'Ausgabe 'ANALY

'Ist APEX ready
'Dann kann's lo
'‘Ausgabe 'WAIT

ummer léschen.

nnummer léschen.

SING' und Probennummer.

pulstation bewegen.

en.

r dulere Schleife (y).

r innere Schleife (x).

terzahlen.
eiterzahlen.

tzen

Vial schon bearbeitet?
ist jetzt Schluf3!

RATION' und Probennr.
wahlen.

ht 3 mL Probe auf.
wahlen.

3 mL Probe ab.

t mit 0,5 mL Wasser nach.
ngssaule umschalten.

it.

en.

ten.

SIS' und Probennr.

?
sgehen.
CTRL."' und Probennummer
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GOTO Warten2 ' dann noch w arten.

Start:
WAIT 10 'APEX eine klei ne Pause einrdumen.

' Gradientenprogramm der HPLC-Pumpe | und Datenaufn ahme starten
PRINT B16/17 'Ausgabe 'INJEC TION' und Probennnummer.
INJECT 1
AUXIL 6/2 'Pumpe | und AP EX bekommen Startsignal.
WAIT 1000 'Warten, bis An alyten eluiert sind.

' Ende der Programmschleife

Finito:

B=B+1 'Schleifenzéhle

IF B<4 '‘Noch innerhalb
GOTO LoopB 'Innere Schleif
A=A+1 'Schleifenzéhle

IF  A<13 ‘Noch innerhalb
GOTO LoopA 'Nachster Schle
WAIT 100 'Pause machen.
HOME 'Programm beend

5.2.2 Programm 012

; Model ASTED V1.11
* Dilutor Nr. 0 mit Spritze 5000 pL
* Dilutor Nr. 1 mit Spritze 5000 pL

'Programmname  : FILEOQ12.SST  Version: 2.

' Erstellt am

' Letzte Anderung am: 14.06.2002

:21.01.2002 um 10:00 Uhr

' Filenummer :012 Teil von Programm : ---
' Beschreibung Analyse nur TEC
' Autor : Thorsten Minstedt

um 14:10 Uhr

r weiterzéhlen.
der Schleife?
e durchfihren.
r weiterzéhlen.
des Racks?

ifendurchlauf.

en.

kkkkkkkkkkkkkkkkkk

7

(aus 3 Vials)

' Externe Gerate sind konfiguriert:

' Externes Hochdruckventil (Ventil 11) beim Start a

' Kommunikationsanschliisse:

AUXIL O :
AUXIL 1:
AUXIL 2:
AUXIL 3:
AUXIL 4 :
AUXIL 5 :
AUXIL 6 :

Niederdruckventil Position 6 (unbele
Niederdruckventil Position 1 (unbele
Niederdruckventil Position 2 (unbele
Niederdruckventil Position 3 (unbele
Niederdruckventil Position 4 (unbele
HPLC-Pumpe Il - Start: 1 Stop : 0

APEX-Datenaufnahme (Start-Signal)

uf Position 'LOAD".

at)
at)
at)
at)
at)
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Auto-Zero-Signal fur den Detektor
' Start des Programms von HPLC-Pumpe |
AUXIL 7 : Externes Hochdruckventil Il - Umscha

' WAIT 3: APEX-Datenaufnahme (Ready-Signal)
WAIT 4:
WAIT 5:
" WAIT 6:
WAIT 7:
' Ventilkonfiguration:
Internes Hochdruckventil:
' 1: PEC-Anreicherungssaule
: HPLC-Pumpe |
: Analytische Séule (Uber manuelles Venti
: PEC-Anreicherungssaule
: Externes Hochdruckventil |1
: Abfall

o 0o~ WN

Schaltung:
' LOAD :6--1 2---3 4---5
' INJECT:6 1---2 3--4 5--

' Externes Hochdruckventil:
1 : Probenschleife
. Internes Hochdruckventil 11
: HPLC-Pumpe II
: Probenschleife
: Abfall

. Injektionsport

o U b WDN

' Schaltung:
LOAD :6---1 2---3 4---5
' INJECT:6 1--2 3---4 5--
' Saulenvolumina:
' PEC: ca. 250 pL
' Probenschleifenvolumen:
7000 pL

Iter

-6

' Verwendete Variablen:

* A Aktuelles Vial y-Richtung

*B  Aktuelles Vial x-Richtung

“*B1l Probenvolumen

*B16 Aktuelle Probennummer

* A15 Dilutor-Rate(n)

"* Al7 Dilutor-Rate (fur die Probenanreicherung
"*CO Vialanzahl

an der MCAEC).
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" Cl Aktuelle Vialnummer

*kkkkkkkkkkkkkkkkk

RACK CODE 34 'Rackdefinition.

Al15=4 'Dilutor-Rate Spulen (3,0 mL/min).
A16=5 'Dilutor-Rate Ansaugen (6 ,0 mL/min).
A17=3 'Dilutor-Rate Aufgeben (1 ,5 mL/min).
B1=3750 'Probenaufgabevolumen (3, 75 mL).

' Parameterabfrage und Plausibilitatskontrolle

Eingabe:
INJECT O ‘Ventil | auf 'LOAD'.
AUXIL 5/1 'Pumpe Il sta rten.
INPUT CO0/51 ‘Eingabe '‘NB OF VIALS'.
IF  C0>12 'Mehr als 12 Proben geht nicht!
GOTO Eingabe ‘Nochmal frag en.

' Programmvariablen in den Grundzustand

' Beginn der Programmschleife

C1=0 'Aktuelle Via Inummer I6schen.
B16=0 '‘Aktuelle Pro bennummer lI6schen.
' Schleifenkopf
A=1 'Anfangswert fur aulRere Schleife (y).
LoopA:
B=1 '‘Anfangswert f Ur innere Schleife (x).
LoopB:
C1=C1+1 ‘Vialnummer wei terzéhlen.
B16=B16+1 'Probennummer w eiterzahlen.
' Nachste Probe berechnen und Programm evtl. fortse tzen
IF B16>CO 'Ist das letzte Vial schon bearbeitet?
GOTO FINITO ‘Wenn ja, dann ist jetzt Schluf3!

' Probe aufziehen

PRINT B16/132 '‘Ausgabe 'RINSI NG' und Probennummer.
RINSE '‘Nadel in die S pulstation.
DISP 0/5000/7 ‘Nadel innen un d auBen abspulen.

' Probe aufgeben

PRINT B16/72 '‘Ausgabe 'COLLE CTION' und Probennummer.
TUBE A/B ‘Nadel in das a ktuelle Vial tauchen.

ASPIR 0/B1/A16 'Dil. 0 zieht < B1> pL Probe auf.

TUBE 0/0 '‘Nadel in den | njektionsport bewegen.
DISP 0/B1/A17/ ‘Dilutor O gibt <B1> pL Probe ab,

ASPIR 1/-B1/A17 " wéhrend Dil. 1 die Probe anzieht.
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WAIT 10

DISP 1/B1/A16/
B=B+1
C1=C1+1

TUBE A/B
ASPIR 0/B1/A16
TUBE 0/0

DISP 0/B1/A17/
ASPIR 1/-B1/A17
WAIT 10

DISP 1/B1/A16/
B=B+1
C1=C1+1

TUBE A/B
ASPIR 0/B1/A16
TUBE 0/0

DISP 0/B1/A17/
ASPIR 1/-B1/A17
WAIT 10

DISP 1/B1/A16

' Probe zur PEC fordern und mit Wasser nachspulen

PRINT B16/69
AUXIL 7/1

WAIT 2

AUXIL 7/0
ASPIR 0/-5000/7

DISP 0/5000/A17/
ASPIR 1/-5000/A17

WAIT 20

DISP 1/5000/A16

WAIT 2000

' Priifen, ob APEX bereit ist, Daten aufzunehmen

PRINT B16/74
Warten2:

IF /3/=0

GOTO Start

PRINT B16/149

GOTO Warten2
Start:

WAIT 100

' Analyten von der PEC auf die analytische Saule el

PRINT B16/17
AUXIL 6/2
INJECT 1

'Kurz warten.
‘Dilutor 1 gibt

'Zweites Vial d

‘Vialnummer wei
‘Nadel eintauch
‘Dilutor 0 zieh
‘Nadel in den |
‘Dilutor O gibt
‘Dilutor 1 zieh
'Kurze Pause.
‘Dilutor 1 gibt

'Drittes Vial d

‘Vialnummer hoc
‘Nadel ins drit
‘Dil. 0 zieht <
'‘Nadel in den |
'‘Aufgezogene Pr
" wahrend Dil.
'Kleine Auszeit
‘Dilutor 1 verw

'‘Ausgabe 'ENRIC

‘Ventil Il auf

'Dilutor O zieh
‘Dilutor 0 spul
‘Dilutor 1 saug
'Kleine Pause.
‘Dilutor 1 verw

'20 Minuten war

'‘Ausgabe 'ANALY

'Ist APEX ready

'Dann kann's lo

'‘Ausgabe 'WAIT

' dann noch w

'APEX eine klei

'Ausgabe 'INJEC

'APEX bekommt g
‘Ventil | auf '

'‘Analyttransfer von d
‘auf die analytische

Ldsung wieder ab.

ieser Probe nehmen.
tersetzen.

en.

t <B1> puL Probe auf.
njektionsport tauchen.
<B1> pL Probe wieder ab.
t gleichzeitig.

Angesaugtes in den Abfall.
ieser Probe berechnen.
hzahlen.

te Vial eintauchen.

B1> uL Probe auf.
njektionport.

obe wieder abgeben,

1 diese entgegennimmt.

irft das Angesaugte.

HMENT' und Probennummer.
Position 'INJECT".

t 5 mL Wasser auf.
t Zuleitungen mit Wasser.
t Spullésung an.

irft Spulldsung.
ten.

SIS' und Probennr.

?

sgehen.

CTRL." und Probennummer
arten.

ne Pause einrdumen.

uieren

TION' und Probennnummer.
epulstes Startsignal.
INJECT'

er Anreicherungssaule
Saule beginnt.
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WAIT 1000 'Kurze Pause.

INJECT O ‘Ventil | auf '

AUXIL 7/1 ‘Ventil Il auf

WAIT 2

AUXIL 7/0 '

WAIT 1000 ‘Warten, bis An

A=A+1 'Schleifenzéhle

IF A<13 '‘Noch innerhalb

GOTO LoopA '‘Néchster Schle
Finito:

WAIT 2000 'Pause machen.

AUXIL 5/0 'Pumpe Il anhal

HOME 'Programm beend

5.2.3 Programm 052

; Modell ASTED V1.11
* Dilutor Nr. 0 mit Spritze 5000 pL
* Dilutor Nr. 1 mit Spritze 5000 pL

'Programmname  : FILE052.SST  Version: 1.
' Erstellt am :22.11.2001 um 11:35 Uhr
' Letzte Anderung am: 27.01.2003 um 06:55 Uhr

' Filenummer : 052 Teil von Programm : ---
' Beschreibung Vollautomatische Analyse (nur SPE)
' Autor : Thorsten Munstedt

LOAD'.
'LOAD".

alysenlauf beendet.
r weiterzahlen.
des Racks?

ifendurchlauf.

ten.
en.

*hkkkkkkkkkkhkhkhk

6

' Externe Geréate sind konfiguriert:

' Externes Hochdruckventil (Ventil 11) beim Start a

' Ventil | vor dem Start des Programms manuell auf

' Sepharose-Saule aus dem Gerét entfernen, Leitunge

' Kommunikationsanschlisse:
AUXIL 0 : Startsignal HPLC-Pumpe und DAD-Daten
AUXIL 1 : Niederdruckventil Position 1 (Injekt

' AUXIL 2 : 1:6-Ventilschaltung (Schaltsignal)
AUXIL 3 : Schaltung fur 1:6-Ventil (Low-Bit)
AUXIL 4 : Schaltung fur 1:6-Ventil (High-Bit)

' AUXIL 5: HPLC-Pumpe Il - Start: 1 Stop: 0
AUXIL 6 : APEX-Datenaufnahme (Start-Signal)

' Auto-Zero-Signal fir den Detektor

' AUXIL 7 : Externes Hochdruckventil Il - Umscha

' WAIT 3: APEX-Datenaufnahme (Ready-Signal)
' WAIT 4:

WAIT 5:
' WAIT 6:

uf Position 'INJECT".

Position 1 schalten.
n verbinden.

aufnahme

ionsport / Wasser)

Iter
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WAIT 7:

' Ventilkonfiguration:

Ventil 11l (Internes Hochdruckventil):

1:

o o~ W N

PEC-Anreicherungssaule

: HPLC-Pumpe Il

: Analytische Séule (Uber manuelles Venti
: PEC-Anreicherungssaule

: Externes Hochdruckventil Il

: Abfall

Schaltung:

LOAD :6---1 2--3 4---5
INJECT:6 1--2 3--4 5--

Ventil Il (Externes Hochdruckventil):

1

o U~ WDN

: Probenschleife (10 mL)

. Internes Hochdruckventil 11
: HPLC-Pumpe |

: Probenschleife

: Abfall

: Injektionsport

Schaltung:

LOAD :6--1 2---3 4---5
INJECT:6 1---2 3--4 5--

Anmerkung: Der apparative Aufbau braucht ge

Programm 53 nicht verandert zu w
Sepharose-Saule muf? ausgebaut un

entsprechend angeschlossen werde

' Saulenvolumina:

PEC: ca. 250 pL

' Probenschleifenvolumen:

5000 pL

6
-6

genuber dem Aufbau fir
erden. Lediglich die
d die Leitungen

n.

' Verwendete Variablen:

" A Aktuelles Vial y-Richtung

B

' Bl

B10
B16

' Al15

Al7
Cco

' C1

c8

Aktuelles Vial x-Richtung
Probenvolumen

Gesamtvolumen (Probevolumen + 2 * Luftvol

Aktuelle Probennummer

Dilutor-Rate(n)

Dilutor-Rate (fiir die Probenanreicherung
Vialanzahl

Aktuelle Vialnummer

Dauer der Aufgabe der Kupferlésung [1/100

umen)

an der MCAEC).

min]
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' C9 Spildauer nach Aufgabe der Probe [1/100 m
' C10 Aufgabezeit fiir den Analyten auf der MCAE
' C11 Spuldauer MCAEC (Wasser) [1/100 min]

' C12 Spuldauer MCAEC (Acetonitril) [1/100 min]

' C13 Konditionierungsdauer PEC (Wasser) [1/100
' C14 Spildauer MCAEC (EDTA) [1/100 min]

RACK CODE 34 'Rackdefinition
Al15=6 'Dilutor-Rate E
A16=5 ‘Dilutor-Rate A
A17=3 'Dilutor-Rate A
B1=3750 'Probenaufgabev

' Parameterabfrage und Plausibilitatskontrolle

Eingabe:
AUXIL 5/1 'Pumpe | starte
INPUT CO0/51 'Eingabe 'NB OF
IF  C0>36 ‘Mehr als 36 Pr
GOTO Eingabe ‘Nochmal fragen

' Programmvariablen in den Grundzustand
' Beginn der Programmschleife

C1=0 'Aktuelle Vialn

B16=0 'Aktuelle Probe

INJECT O ‘Ventil Ill auf
' Schleifenkopf

A=1 'Anfangswert fii
LoopA:

B=1 'Anfangswert fii
LoopB:

C1=C1+1 ‘Vialnummer wei

B16=B16+1 '‘Probennummer w

' Néchste Probe berechnen und Programm evtl. fortse

IF B16>CO 'Ist das letzte
GOTO FINITO ‘Wenn ja, dann

' Nadel vorspiilen

PRINT B16/132 ‘Ausgabe ‘RINSI
RINSE 'Nadel in die S
DISP 0/5000/A15 ‘Nadel innen un

' Probe aufgeben

in]
C [1/200 min]

min]

kkkkkkkkkkkkkkkkkk

ntsorgen (12ml/min)
nsaugen (6,0 mL/min).
ufgeben (1,5 mL/min).
olumen (3,75 mL).

n.
VIALS'.
oben geht nicht!

ummer l6schen.
nnummer léschen.
Position 'LOAD'.

r auRere Schleife (y).

r innere Schleife (x).

terzahlen.
eiterzahlen.

tzen

Vial schon bearbeitet?
ist jetzt Schluf3!

NG' und Probennummer.
pulstation.
d aul3en abspulen (5 mL).
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PRINT B16/69 '‘Ausgabe 'ENRIC
TUBE A/B '‘Nadel in das a
ASPIR 0/B1/A17 'Dil. 0 zieht <
WAIT 33 ‘Ca. 20 Sekunde
TUBE 0/0 '‘Nadel in den |
AUXIL 7/2 ‘Ventil Il auf

DISP 0/B1/A17/ ‘Dilutor O gibt
ASPIR 1/-B1/A17 " wahrend Dil.
WAIT 10 'Kurz warten.

DISP 1/B1/A15/ ‘Dilutor 1 gibt

ASPIR 0/-1000/A17 ‘Dilutor 0 zieh
DISP 0/1000/A17/ ‘Dilutor O gibt
ASPIR 1/-1000/A17 "und Dilutor 1
DISP 1/1000/A17 ‘Dilutor 1 gibt

' Analyten zur Anreicherungssaule transferieren

AUXIL 7/2 ‘Ventil Il auf
A3=6 'Wartevariable
Zeigel:
PRINT B16*100+A3/72  'Ausgabe 'COLLE
WAIT 100 'Eine Minute wa
A3=A3-1 'A3 dekrementie
IF A3>0 'Schon das Ende
GOTO Zeigel 'Wenn nicht, da

' Anreicherungssaule mit Wasser nachspllen

A3=10 ‘Wartenzeit in

Zeige2:
PRINT B16*100+A3/130 'Ausgabe 'WASHI
WAIT 100 ‘Eine Minute wa
A3=A3-1 '‘Wartevariable
IF A3>0 'Zeit abgelaufe
GOTO Zeige2 'Wenn nicht, da

' Priifen, ob Datenaufnahmeeinheit bereit ist

PRINT B16/149 '‘Ausgabe 'WAIT
Warten2:

IF /3/=0 '‘Aufnahmegerat

Goto Start2 '‘Dann geht's lo

Goto Warten2 'Sonst noch war

' Analyten von der Anreicherungssaule zur analytisc

Start2:
PRINT B16/17 '‘Ausgabe 'INJEC
AUXIL 6/2 'Startsignal fi
AUXIL 0/2 'Startsignal fu
INJECT 1 ‘Ventil Il auf

HMENT' und Probennummer.

ktuelle Vial tauchen.
B1> uL Probe auf.

n warten.

njektionsport bewegen.
'LOAD'.

<B1> pL Probe ab,

1 die Probe anzieht.

Ldsung wieder ab.

t 1 mL Wasser auf.
Wasser ab,

nimmt es entgegen.
Wasser in den Abfall.

'INJECT' schalten.

setzen.

CTION', Probennummer, Zeit.

rten.
ren.
erreicht?

nn weiter warten.

Minuten festlegen.

NG', Probennummer, Zeit.
rten.

runterzahlen.

n?

nn oben weiter.

CTRL' und Probennummer.

bereit?

s!

ten!

hen Saule eluieren.

TION' und Probennummer.

r Datenaufnahme geben.

r HPLC-Pumpe geben.
'INJECT".
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WAIT 1000
INJECT O
WAIT 1000
B=B+1

IF B<4
GOTO LoopB
A=A+1

IF A<13
GOTO LoopA

Finito:
WAIT 30
HOME

' * Variablenbelegung *

'10 Minuten war
‘Ventil Il wie
‘Noch 10 Minute
'Schleifenzéhle
'Noch innerhalb
'‘Dann geht's ob
'Schleifenzéhle
'‘Noch innerhalb
'‘Nachster Schle

' A 117 138 193 193 194

' A3 155 157 159 159 160 165 167 169 169 170

"Al15 95133 146
'Al6 96

"Al7 97 139 143 144 147 148 149 150
' B 119138190 190 191
' B1 98139 143 144 146

'B16 112122122 126 131 137 157 167 175 185

' CO 104105 126
' Cl 111121121

5.2.4 Programm 053

; Modell ASTED V1.11

* Dilutor Nr. 0 mit Spritze 5000 pL
* Dilutor Nr. 1 mit Spritze 5000 pL

' Programmname  : FILE053.SST  Version : 3.
' Erstellt am : 20.09.2001

' Letzte Anderung am: 12.03.2002

' Filenummer : 053 Teil von Programm : ---

' Beschreibung

ten.

der auf 'LOAD' schalten.

n warten.

r weiterzéhlen.
einer Spalte?
en weiter....

r weiterzéhlen.
des Racks?

ifendurchlauf.

*hkkkkkkkkkkhkhkhk

10

Vollautomatische Analyse nach 835 LMBG
' Autor : Thorsten Minstedt

' Externe Geréate sind konfiguriert:

' Externes Hochdruckventil (Ventil 11) beim Start a

' Kommunikationsanschlisse:
AUXIL 0 : Startsignal HPLC-Pumpe

Startsignal fur Dioden-Array-Detekto

' AUXIL 1 : Niederdruckventil Position 1 (Injekt

uf Position 'INJECT".

r
ionsport / Wasser)
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AUXIL 2 : 1:6-Ventilschaltung (Schaltsignal)
AUXIL 3 : Schaltung fur 1:6-Ventil (Low-Bit)
AUXIL 4 : Schaltung fur 1:6-Ventil (High-Bit)
AUXIL 5 : HPLC-Pumpe Il - Start: 1 Stop : 0
AUXIL 6 : APEX-Datenaufnahme (Start-Signal)

Auto-Zero-Signal fur den Detektor

AUXIL 7 : Externes Hochdruckventil Il - Umscha

WAIT 3: APEX-Datenaufnahme (Ready-Signal)
WAIT 4:
WAIT 5:
WAIT 6:
WAIT 7:

' Ventilkonfiguration:

Ventil lll (Internes Hochdruckventil):

1

o 0o A~ W N

: PEC-Anreicherungssaule

: HPLC-Pumpe Il

: Analytische Saule (iber manuelles Venti
: PEC-Anreicherungssaule

: Externes Hochdruckventil Il

: Abfall

Schaltung:

LOAD :6---1 2--3 4---5
INJECT:6 1--2 3--4 5--

Ventil Il (Externes Hochdruckventil):

1:
. Internes Hochdruckventil 11

: HPLC-Pumpe |

: Probenschleife

: Abfall

: Ventil | (Uber Sepharose-Séaule)

o o~ WN

Probenschleife (10 mL)

Schaltung:

LOAD :6---1 2---3 4---5
INJECT:6 1---2 3---4 5--

Ventil | (ABC 1:6-Ventil):

1
2

6

. Injektionsport / Wasser
: Kupfersulfatiésung

4:
5:

Methanol
EDTA-Puffer pH 4,0

: Succinatpuffer pH 4,0

Schalttabelle Ventil I:

AUXIL 2 34 Position

000 1
100 2
010 3

Iter

-6
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110 4
001 5
101 6

' Saulenvolumina:

PEC: ca. 250 puL

' Probenschleifenvolumen:

7000 pL

' Verwendete Variablen:

A
B
*B1
*B16
* A15
* Al6
*AL7
* Al8
*CO
*C1

Aktuelles Vial y-Richtung

Aktuelles Vial x-Richtung

Probenvolumen
Aktuelle Probennummer
Dilutor-Rate (Abfall abgeben)
Dilutor-Rate (Ansaugen)
Dilutor-Rate (fiir die Probenanreicherung
Dilutor-Rate (Aufgeben)

Vialanzahl

Aktuelle Vialnummer

RACK CODE 34 'Rackdefinition.

A15=7 'Dilutor-Rate Entsorgen (
A16=5 'Dilutor-Rate Ansaugen (6
A17=3 'Dilutor-Rate Aufgeben (1
A18=2 'Dilutorrate Aufgeben (0

B1=3750 'Probenaufgabevolumen (3,

' Parameterabfrage und Plausibilitatskontrolle

Eingabe:
AUXIL 5/0 'Schalter fur
AUXIL 5/1 'Pumpe | star
INPUT CO/51 ‘Eingabe 'NB
IF C0>36 '‘Mehr als 36

GOTO Eingabe ‘Nochmal frag

' Programmvariablen in den Grundzustand

' Beginn der Programmschleife

C1=0 ‘Aktuelle Via
B16=0 'Aktuelle Pro
INJECT O ‘Ventil lll a
AUXIL 4/0 ‘Ventil | auf
AUXIL 3/0 '

an der MCAEC)

kkkkkkkkkkkkkkkkkk

24 ml/min).
,0 mL/min).
,5 mL/min).
,75 ml/min).
75 mL).

Pumpe | in Grundzustand setzen.
ten.

OF VIALS'.

Proben geht nicht!

en.

Inummer l6schen.
bennummer I6schen.
uf Position 'LOAD".
Position 1.
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AUXIL 2/0

' Schleifenkopf

A=1
LoopA:
B=1
LoopB:
Cl=Ci+1
B16=B16+1

' Néchste Probe berechnen und Programm evtl. fortse

IF B16>CO
GOTO FINITO

'Anfangswert

'‘Anfangswert f

'Vialnummer wei
'Probennummer w

'Ist das letzte

‘Wenn ja, dann

' Nadel und Sepharose vorspilen

' Parallel erfolgt der Probentransfer von der Probe

PRINT B16/132
RINSE

DISP 0/5000/A15
AUXIL 4/0

AUXIL 3/0

AUXIL 2/0

WAIT 5

‘Ausgabe 'RINSI
'‘Nadel in die S

‘Nadel innen un
‘Ventil | auf P

'Kurz warten.

ASPIR 0/-5000/A15 ‘Dilutor 0 zieh

TUBE 0/0

'Nadel in den |

ASPIR 1/-5000/A17/ ‘Dilutor 1 nimm

DISP 0/5000/A17
DISP 1/5000/A15

' Sepharose beladen

PRINT B16/126
AUXIL 2/1
WAIT 2

"... wahrend Di
‘Dilutor 1 gibt

'‘Ausgabe 'LOADI
‘Ventil | schal
'Kurz warten.

ASPIR 1/-5000/A18 ‘Dilutor 1 saug

DISP 1/5000/A15

‘Dilutor 1 gibt

' Sepharose mit Puffer spllen

' Parallel wird die PEC mit Wasser gespult

PRINT B16/75
AUXIL 4/1
WAIT 2

'‘Ausgabe 'PREPA
'Ventil | schal

'Kurz warten.

ASPIR 1/-5000/A18 ‘Dilutor 1 saug

DISP 1/5000/A15

' Probe aufgeben

PRINT B16/69

‘Dilutor 1 gibt

'‘Ausgabe 'ENRIC

fur aulRere Schleife (y).

Ur innere Schleife (x).

terzahlen.
eiterzahlen.

tzen

Vial schon bearbeitet?
ist jetzt Schluf3!

nschleife zur PEC

NG' und Probennummer.
pulstation.

d aul3en abspulen (5 mL).
osition 1.

t5 mL Wasser an.
njektionsport bewegen.

t Wasser entgegen...
lutor 0 Wasser abgibt.
Spullésung in den Abfall.

NG' und Probennummer.
ten (Pos. 2, Kupferlsg.).

t 5 mL Lésung an.
Ldsung in den Abfall.

RATION' und Probennummer.
ten (Pos. 6, Puffer).

t 5 mL Lésung an.
Ldsung in den Abfall.

HMENT' und Probennummer.
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TUBE A/B ‘Nadel in das a
ASPIR 0/B1/A17 'Dil. 0 zieht <
WAIT 5 'kurz warten.
TUBE 0/0 '‘Nadel in den |
AUXIL 2/0 ‘Ventil | auf P
AUXIL 4/0

WAIT 10 'Kurz warten.
ASPIR 1/-B1/A17/ ‘Dilutor 1 nimm
DISP 0/B1/A17 ... die Diluto
WAIT 5 'Kurz warten.
DISP 1/B1/A15/ ‘Dilutor 1 gibt

' Priifen, ob Datenaufnahmeeinheit bereit ist

PRINT B16/149 '‘Ausgabe 'WAIT
Warten:

IF /3/=0 '‘Aufnahmegerét

Goto Start ‘Dann geht's lo

Goto Warten 'Sonst noch war

' Analyten von der Anreicherungssaule zur analytisc

Start:
AUXIL 6/2 'Startsignal fu
AUXIL 0/2 'Startsignal fu
INJECT 1 ‘Ventil Il auf

' Aufgabesystem und Sepharose nachspilen

PRINT B16/68 '‘Ausgabe 'CLEAN
ASPIR 0/-5000/A15 ‘Dilutor O zieh
DISP 0/5000/A17/ 'Dilutor O gibt
ASPIR 1/-5000/A17 ' ...wahrend Di
DISP 1/5000/A15 'Dilutor 1 gibt

' Sepharose mit Methanol spilen

PRINT B16/78 '‘Ausgabe 'EXTRA
AUXIL 3/1 ‘Ventil | schal
AUXIL 2/1 '

WAIT 10 ‘Warten.

ASPIR 1/-5000/A18 'Dilutor 1 saug
DISP 1/5000/A15 'Dilutor 1 gibt

' Sepharose mit Wasser spulen

PRINT B16/130 '‘Ausgabe "WASHI
AUXIL 3/0 ‘Ventil | auf P

AUXIL 2/0 '

WAIT 20 'Kurz warten.

ASPIR 0/-5000/A15 ‘Dilutor 0 zieh

ktuelle Vial tauchen.
B1> pL Probe auf.

njektionsport bewegen.
osition 1 schalten
t <B1> pL Probe entgegen..

r 0 abgibt.

Ldsung wieder ab.

CTRL' und Probennummer.

bereit?

s!

ten!

hen Saule transferieren

r Datenaufnahme; AutoZero UV Detektor
r HPLC-Pumpe, DAD
'INJECT".

UP' und Probennummer.
t5 mL Wasser an.

5 mL Wasser ab....

lutor 1 5 mL ansaugt
Spullésung in den Abfall

CTION' und Probennummer.
ten (Pos. 4).

t 5 mL Methanol an.
Ldsung in den Abfall.

NG' und Probennummer.

osition 1.

t 5 mL Wasser an.
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INJECT O ‘Ventil Ill auf
DISP 0/5000/A17/ 'Dilutor O gibt
ASPIR 1/-5000/A17 ' ...wahrend Di

DISP 1/5000/A15 ‘Dilutor 1 gibt

' Analyten mit EDTA zur Probenschleife eluieren

PRINT B16/131 '‘Ausgabe 'ELUTI
AUXIL 4/1 ‘Ventil | schal
WAIT 10 ‘Warten.

AUXIL 7/2 ‘Ventil Il auf

ASPIR 1/-5000/A18 ‘Dilutor 1 zieh
DISP 1/5000/A15/ ‘Dilutor gibt L

AUXIL 7/2 ‘Ventil Il auf
' Analyttransf

B=B+1 'Schleifenzéhle
IF B<4 ‘Noch innerhalb
GOTO LoopB

‘Dann geht's oben weiter.
A=A+1 'Schleifenzéhle
IF A<13 '‘Noch innerhalb
GOTO LoopA '‘Nachster Schle

' Programm beenden und letzten Analysenlauf abschli

Finito:

' Analyten zur Anreicherungsséaule transferieren

PRINT B16/72 '‘Ausgabe 'COLLE
WAIT 600 '6 Minuten wart

' Anreicherungssaule mit Wasser nachspllen

PRINT B16/130 'Ausgabe 'WASHI
WAIT 1000 '10 Minuten war

' Priifen, ob Datenaufnahmeeinheit bereit ist

PRINT B16/149 '‘Ausgabe 'WAIT
Warten2:

IF /3/=0 '‘Aufnahmegeréat

Goto Start2 '‘Dann geht's lo

Goto Warten2 'Sonst noch war

' Analyten von der Anreicherungssaule zur analytisc

Start2:
AUXIL 6/2 'Startsignal fu
AUXIL 0/2 'Startsignal fu
INJECT 1 ‘Ventil Il auf

Position 'LOAD'.
5 mL Wasser ab....
lutor 1 5 mL ansaugt.

Spullésung in den Abfall.

NG' und Probennummer.
ten (Pos. 5).

'LOAD' schalten.

t 5 mL EDTA-Puffer an.
Osung in den Abfall.
'INJECT' schalten, damit
er beginnt.

r weiterzéhlen.

einer Spalte?

r weiterzahlen.
des Racks?

ifendurchlauf.

ellen

CTION' und Probennummer.

en.

NG' und Probennummer.
ten.

CTRL' und Probennummer.

bereit?

s!

ten!

hen Saule eluieren.

r Datenaufnahme geben.

r HPLC-Pumpe geben.
'INJECT".
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' Aufgabesystem und Sepharose nachspulen

PRINT B16/68

AUXIL 4/0
AUXIL 3/0
AUXIL 2/0

'Ausgabe 'CLEAN
'Ventil | in Po

ASPIR 0/-5000/A15 ‘Dilutor 0 zieh
DISP 0/5000/A17/ ‘Dilutor O gibt
ASPIR 1/-5000/A17 " ... und Dilut
DISP 1/5000/A15 ‘Dilutor 1 gibt

' Analysen beendet, Pumpen abschalten

AUXIL 3/1 ‘Ventil | auf P

WAIT 500 'Pause machen.
AUXIL 5/0 'Pumpe Il anhal
PRINT B16/86 '‘Ausgabe 'DELAY
WAIT 9999

HOME 'Programm beend

5.2.5 Programm 060

; Model ASTED V1.11
* Diluter Nr. 1 mit Spritze 5000 pL
* Diluter Nr. 0 mit Spritze 5000 pL

' Programmname

: FILEO60.SST  Version : 1.

' Erstellt am :21.03.2000 um 15:30 Uhr

' Letzte Anderung
' Filenummer

' Beschreibung

:07.03.2001 um 10:50 Uhr
: 060 Teil von Programm : ---
: Spllprogramm: Vorbereitung Di

' Autor : Thorsten Minstedt
" AUXIL 2 : LMV870 auf Position 2 (Spullésung)
" AUXIL 4 : LMV870 auf Position 3 (Luft)

" AUXIL 5 : LMV870 auf Position 1 (Akzeptorkammerld

' Externes Hochdruckventil beim Start auf Position

' Erst wird mit Akzeptorkammerldsung gespdlt, um di

" AnschlieRend wird mit Spulldsung gesplilt

RACK CODE 34
PRINT /75
WAIT 5

INPUT B13/144
AUXIL 5/1
WAIT 2

AUXIL 5/0
TUBE 0/0

‘Rackdefinitio

'Ausgabe "PREP

'Kurze Warteze
'Eingabe "WASH

‘Niederdruckve
'Kurz warten

'Signal 16sche

'‘Nadel in den

UP' und Probennummer.
sition 1 schalten.

t 5 mL Wasser an.

5 mL Wasser ab,

or 1 nimmt 5 mL entgegen.

Spullésung in den Abfall

osition 3 (Leerpositon)

ten.

'und lange warten.

en.

kkkkkkkkkkkkkkkkkk

1

alyse

sung)

"INJECT"
e Zuleitungen zu saubern

*hkkkkkkkkkkhkhkhk

n
ARATION"

it

VOL."

ntil auf Pos. 1

n
Injektionsport
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DISP 0/B13/5/
DISP 1/B13/3
AUXIL 2/1
WAIT 2
AUXIL 2/0
DISP 0/B13/5/
DISP 1/B13/3
HOME

‘Donorkammer m
'‘Akzeptorkamme
‘Niederdruckve
'‘Bedenkzeit la
'Signal l6sche
‘Donorkammer m
‘Akzeptorkamme
'Programm been

' * Variablenbelegung *

'B13 23 28 29 33

34

5.2.6 Programm 070

; Model ASTED V1.11
* Dilutor Nr. 0 mit Spritze 5000 pL
* Dilutor Nr. 1 mit Spritze 5000 pL

' Programmname

: FILEO70.SST  Version : 1.

' Erstellt am :28.07.2000 um 11:04 Uhr

' Letzte Anderung am: 15.11.2000
' Filenummer : 070 Teil von Programm : ---

' Beschreibung

Dialyse-Programm fur Rack 34

' Autor : Thorsten Minstedt

' Dynamisches Warten!

' Gepulstes Startsignal fur APEX-Aufnahme

' Gepulstes Startsignal fir DAD-Aufnahme
' Schleifen ohne FOR / NEXT - Konstruktionen

' DAD muf3 nicht angeschossen sein, Startsignal wird
' APEX-Datenaufnahem muf3 bereit sein, sonst erfolgt

' ACHTUNG! Dieses Programm erfordert immer Spdlvial
' Spil- und Probenvails wechslen sich ab, erstes Vi

' Spuldauer der Anreicherungskartusche kann eingege
' (in 1/100 Minuten): Standard = 650 --> 6,5 Minute

' Spulvolumen fur Aufgabesystem kann eingegeben wer
' (in pL): Standard = 25000 --> 25 mL Dilutor-0 Los

um 18:05 Uhr

it <B13> pL spilen

r mit <B13> pL spllen
ntil auf Pos. 2

ssen

n

it <B13> pL spilen

r mit <B13> pL spilen
den.

*hkkkkkkkkkkhkhkhk

7

immer ausgegeben.
keine Injektion!

s!

al ist Spulvial.

ben werden
n.

den

ung.

' Externe Geréate sind konfiguriert:

' Externes Niederdruckventil:

' Position 1: Akzeptorkammerldsung

Position 2: Akzeptorkammerspulldsung

' Position 3: Luft
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' Externes Hochdruckventil beim Start auf Position

' Kommunikationsanschliisse:

' AUXIL 0 : Externes Hochdruckventil (Umschalter
AUXIL 1 : Diodenarray-Detektor (Start-Signal)
AUXIL 2 : Niederdruckventil Position 2

' AUXIL 3 : APEX-Datenaufnahme (Ready-Signal)
AUXIL 4 : Niederdruckventil Position 3

' AUXIL 5 : Niederdruckventil Position 1

' AUXIL 6 : APEX-Datenaufnahme (Start-Signal)

' Ventilkonfiguration:

Internes Hochdruckventil:

1:
: HPLC-Pumpe |
: Analytische Séule (Uber manuelles Venti

o b WN

Anreicherungssaule

: Anreicherungssaule
: Externes Hochdruckeventil
. Abfall

' Schaltung:

LOAD :6--1 2---3 4---5
INJECT:6 1---2 3---4 5--

' Externes Hochdruckventil:

1

o 0o~ W N

: Dialysatsammelschleife
: HPLC-Punmpe II

. Internes Hochdruckventil
: Dialysatsammelschleife
: Dilutor 1

: Abfall

' Schaltung:

LOAD :6---1 2---3 4---5
INJECT:6 1--2 3---4 5--

“LOAD"

' Verwendete Variablen:

" A Aktuelles Vial y-Richtung

'B

' B16
' Al6
' ALY
' COo
'C1
' C11

Aktuelles Vial x-Richtung

Aktuelle Probennummer

Volumen, mit dem das Aufgabesystem gespl
Luftvolumen in der Dosiernadel-Schleife (
Vialanzahl

Aktuelle Vialnummer

Spuldauer der TEC in 1/100 Minuten

t werden soll
vor und hinter der Probe)

*hkkkkkkkkkkhkhkhk
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RACK CODE 34 'Rackdefinitio
A17=50 'Luftvolumen =

' Parameterabfrage und Plausibilitatskontrolle

Eingabe:
INPUT CO0/51 'Eingabe "NB O
IF C0>36 ‘Mehr als 36 V
GOTO Eingabe ‘Nochmal frage
INPUT A16/138 ‘Eingabe "DON.
INPUT C11/90 ‘Eingabe "CLEA

' System vorspulen und luftfrei machen (neu 01.08.2

PRINT 1/81 '‘Ausgabe "DEGA
TUBE 0/0 '‘Nadel in den

DISP 0/7000/2/4/ 'Probenaufgabe
AUXIL 5/1 ‘Externes Nied
WAIT 2 ‘Warten

AUXIL 5/0 'Signal l6sche
DISP 1/2000/3/1 '‘Akzeptorkamme
PRINT 2/81 '‘Ausgabe "DEGA
AUXIL 2/1 ‘Externes Nied
WAIT 2 'Kurz warten

AUXIL 2/0 'Signal wegneh
DISP 1/2000/3/1/ ‘Akzeptorkamme

' Programmvariablen in den Grundzustand

' Beginn der Programmschleife

C1=0 ‘Aktuelle Vial
B16=0 'Aktuelle Prob
A=1 '‘Anfangswert f
LoopA:
B=1 '‘Anfangswert f

LoopB:

' Nadel auf3en und Probenaufgabesystem spiilen

PRINT B16/132 '‘Ausgabe "RINS
RINSE ‘Nadel in Spul

DISP 0/1500/5 ‘Nadel mit 1,5
TUBE 0/0 ‘Nadel zum Inj
INJECT 1 'Int. Hochdruc
DISP 0/4000/5 '‘Aufgabesystem

' Nachste Probe berechnen und Programm evitl. fortse

C1=C1l+1 ‘Vialnummer we
IF C1>CO0 ‘Ist das letzt
GOTO Finito 'Wenn ja, dann

50 pL

F VIALS"

ails geht nicht!
n.

PG. VOL."
NUP TIME"

000)

SSING 1"
Injektionsport
system und DK spulen

erdruckventil auf Pos. 1

n
r wird mit 5 mL gesplilt
SSING 2"

erdruckventil auf Pos. 2

men

r wird mit 5 mL gespult

nummer ldschen
ennummer ldschen
Ur auBere Schleife (y)

Ur innere Schleife (x)

ING" und letzte Probennr.
position

mL spllen

ektionsport bewegen

kventil umschalten (INJECT)
spulen

tzen
iterzahlen

e Vial schon bearbeitet?
ist jetzt Schluf3!
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' Akzeptorkammer mit Spullésung aus dem Spilvial sp
' Donorkammer, Injektionsport und Nadel spiilen

PRINT /94
AUXIL 2/1
WAIT 2

AUXIL 2/0

DISP 1/4000/3/1/
TUBE A/B
HEIGHT

ASPIR 0/A17/1
TUBE A/B
ASPIR 0/3500/2
WAIT 2
HEIGHT

ASPIR 0/A17/1
TUBE 0/0
PRINT /130
DISP 0/3500/2/3
RINSE

DISP 0/4000/4/5
WAIT 200
TUBE 0/0

DISP 0/A16/3/5/

' Akzeptorkammer mit Akzeptorkammerlésung spilen
' Akzeptorkammer und Probenschleife mit Akzeptorkam

PRINT B16/128
AUXIL 5/1
WAIT 5

AUXIL 5/0

DISP 1/4000/4/2
WAIT 2

DISP 1/2000/4/2
AUXIL 0/1
WAIT 2

AUXIL 0/0

DISP 1/4000/4/1

' Akzeptorkammer spiilen

' Akzeptorkammer und Probenschleife vorbereiten

PRINT B16/75
AUXIL 4/1
WAIT 3

AUXIL 4/0
DISP 1/600/3/1
WAIT 2

AUXIL 5/1
WAIT 5

AUXIL 5/0

'‘Ausgabe "PURG
‘Externes Nied

'Warten

'Signal l6sche
‘Dilutor 1 spu
‘Nadel zum akt
'‘Nadel ganz ho
'Dilutor 0 sau
‘Nadel ins Via
'Dilutor 0 sau

'Kurz warten

'Nadel ganz ho
‘Dilutor saugt
‘Nadel zum Inj
'‘Ausgabe "WASH
‘Dilutor gibt
‘Nadel in die
‘Dilutor O spu
‘Warten ??7?
‘Nadel zum Inj
'Dilutor spiilt

'‘Ausgabe "REGE

'Externes Nied
'‘Bedenkzeit la
'Schaltsignal
‘Dilutor 1 spu
'Kurz warten
‘Dilutor 1 spu
'Ext. Hochdruc
'Signal stehen
'Signal wegneh
‘Dilutor 1 spu

'‘Ausgabe "PREP
‘Externes Nied
'Kurz abwarten
'Signal l6sche
‘Dilutor 1 sau
‘Warten
'Externes Nied
'Kurz warten
'Signal l6sche

tlen

ING"
erdruckventil auf Pos. 2

n

It AK mit 4 mL

uellen Vial bewegen

ch

gt <A17> mL Luft an

| eintauchen

gt 3,5 mL Spullésung an

ch

<A17>mL Luft an
ektionsport bewegen

ING"

3,5 mL Spiillésung ab
Reinigungstation bewegen
It mit 4 mL Dil-0-Lésung

ektionsport bewegen
mit 25 ml Dil-0-Lésung

merlésung spilen

NERATING" und Probennr.

erdruckventil auf Pos. 1
ssen

I6schen

It AK mit 4 mL AK-LOsung

It AK mit 2 ml AK-L&sung

kventil umschalten (INJECT)

lassen, warten
men
It AK mit 4 mL AK-L6sung

ARATION" und Probennr.
erdruckventil auf Pos. 3

n
gt 600 pL Luft durch

erdruckventil auf Pos. 1
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DISP 1/810/4/1 ‘Dilutor 1 sau

'Probenschleife an Dil
AUXIL 0/1 ‘Ext. Hochdruc
WAIT 2 'Kurz warten
AUXIL 0/2 'Signal wegneh
DISP 1/950/4/1 ‘Dilutor 1 sau
WAIT 2 'Warten

' Nachste Probe und dazugehdriges Vial berechnen un

B=B+1 'Schleifenzéhl
IF B<4 ‘Noch innerhal
GOTO Probe ' dann mit P
B=1 'Neue Spalte b
A=A+1 'Schleifenzéhl
IF A>13 '‘Auferhalb des
HOME "NOTAUS!

' Diese Stelle

" erreicht wer

' Probe in die Donorkammer einfillen

Probe:
C1=Ci+1 ‘Vialnummer we
B16=B16+1 'Probennummer
IF C1>CO0 ‘Wenn alle Via
GOTO Finito ' dannist]
PRINT B16/1 '‘Ausgabe "SAMP
TUBE A/B 'Probenpositio
HEIGHT ‘Nadel ganz na
ASPIR 0/A17/1 '<A17> mL Luft
TUBE A/B ‘Nadel eintauc
ASPIR 0/2000/2 ‘Dilutor 0 sau
WAIT 2 'Kurz warten
HEIGHT '‘Nadel ganz ho
ASPIR 0/A17/1 ‘Dilutor 0 sau
TUBE 0/0 ‘Nadel zum Inj

' Dialyse beginnen

PRINT B16/127 '‘Ausgabe "DIAL
INJECT O 'Int. Hochdruc
‘Externes Ventil wird
'séule verbunden

DISP 0/1300/2/3 ‘Dilutor 0 gib
WAIT 300 ‘Warten
DISP 1/1350/3/1 ‘Dilutor 1 sau
WAIT 60 'Warten
DISP 1/1350/3/1 ‘Dilutor 1 sau
WAIT 60 ‘Warten
DISP 1/1350/3/1 ‘Dilutor 1 sau
WAIT 60 ‘Warten

gt 810 pL AK-Ldsung durch
utor 1 anschlieBen
kventil umschalten (LOAD)

men
gt 950 pL AK-Ldsung durch

d Programm fortsetzen

er weiterzéhlen

b einer Spalte?
robenvial weitermachen
eginnen

er weiterzéhlen

Racks?

darf vom Programm nie
den (FATALER FEHLER)

iterzahlen
weiterzahlen

Is abgearbeitet sind
etzt Schluf

LE NB." und Probennr.
n anfahren

ch oben

ansaugen

hen

gt 2,0 mL Probe an

ch

gt <A17> pL Luft an
ektionsport

YSING" und Probennumer
kventil schalten (LOAD)
mit der Anreicherungs-

t 1,3 mL Probe+Luft in DK
gt 1350 pL Dialysat an

gt 1350 pL Dialysat an

gt 1350 pL Dialysat an
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DISP 1/1450/3/1
WAIT 12 'Kurz warten

'Dilutor 1 sau

' Analyttransfer auf die Anreicherungsséaule beginne
' Die Pumpe Il pumpt das Dialysat auf die Anreicher
' und spult mit der TEC-Spulldsung nach

gt 1450 pL Dialysat an

n

ungssaule

PRINT B16/17

‘Ausgabe "INJE

'Probenschleife ins Sy

AUXIL 0/1 'Ext. Hochdruc
WAIT 2 'Kurze Bedenkz
AUXIL 0/0 'Signal l6sche

' Dilutor 0 kann wahrend der Anreicherung die Nadel

' und die Donorkammer spulen

PRINT B16/69

'‘Ausgabe "ENRI

RINSE ‘Nadel in die
DISP 0/1500/4/5 ‘Dilutor 0 spli
DISP 0/3500/4/5 ‘Dilutor O spl
TUBE A/B ‘Nadel zum akt
HEIGHT 'Nadel ganz ho
ASPIR 0/A17/1 ‘Dilutor O sau
TUBE 0/0 '‘Nadel zum Inj
DISP 0/1200/2/5 ‘Dilutor 0 spli
DISP 0/2000/2/5/ ‘Dilutor O spl
WAIT 2 'Kurz warten
WAIT C11 ‘Warten, bis T

' Priifen, ob APEX bereit ist, Daten aufzunehmen

PRINT B16/74

'‘Ausgabe "ANAL

Warten2:
IF /3/=0 'Ist APEX read
GOTO Start '‘Dann kann's |
PRINT B16/149 '‘Ausgabe "WAIT
GOTO Warten2 dann noch
Start:
WAIT 30 'APEX eine kle

' Analysenlauf starten

PRINT B16/17

'‘Ausgabe "INJE

AUXIL 6/2 'APEX bekommt
AUXIL 1/2 'DAD bekommt g
INJECT 1 'Int. Hochdruc

'‘Analyttransfer von de

‘auf die analytische S
AUXIL 0/1 'Ext. Hochdruc

‘Dilutor 1 kann Proben
WAIT 2 'Reaktionszeit
AUXIL 0/0 'Signal l6sche

CTION" und Probennr.

stem bringen

kventil umschalten (INJECT)
eit

n

CHMENT" und Probennummer
Reinigungsstation

It mit 1,5 mL Dil-0-Lésung

It mit 3,5 mL Dil-0-Lésung
uellen Vial bewegen

ch

gt <A17> pL Luft an
ektionsport

It mit 1,2 mL Dil-0-Lésung

It mit 2,0 mL Dil-0-Lésung

EC genug gesplt wurde

YSIS" und Probennr.

y?

osgehen

CTRL." und Probennummer
warten

ine Pause einraumen

CTION" und Probennnummer
gepulstes Startsignal
epulstes Startsignal

kventil umschalten (INJECT)
r Anreicherungssaule

aule beginnt

kventil umschalten (LOAD)
schleife reinigen

abwarten

n
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B=B+1 'Schleifenzéhl er weiterzéhlen
IF B<4 '‘Noch innerhal b der Schleife?
GOTO LoopB 'Innere Schlei fe durchfuhren
A=A+1 'Schleifenzéhl er weiterzéhlen
IF A<13 ‘Noch innerhal b des Racks?
GOTO LoopA 'Néchster Schl eifendurchlauf
Finito: '
HOME 'Programm been den.

' * Variablenbelegung *

' A 115 143 146 201 201 202 215 218 259 294 294 295
"Al7 85 145150 217 222 261

' B 117 143 146 197 197 198 200 215 218 259 291 291 292
'B16 114 122 163 178 211 211 214 227 246 255 270 274 281

' CO 90 91132212
' C1 113131131132 210210 212
'C11 93 266
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5.3 Pufferlosungen

Citronensiaure-Phosphat-Puffer nach Mcllvaine

Chemikalien
1. Wasser (HPLC-Qualitit)
2. Citronensiure-Monohydrat (C,HO, - H,0)
3. Dinatriumhydrogenphosphat-Dedecahydrat (Na,HPO, - 12 HO)

Stammldsungen
A. 21,38 gCitronensdure-Monohydrat in 1000 mL Wasser 16sen.
B. 71,62 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dedecahydrat in 1000 mL Wasser 19sen.

Zum Ansetzen eines Puffers mit dem pH-Wert x,y wde am Schnittpunkt dédfabelle
21 abgelesene Volumen der Stammldésung B in mL einehmlL Kolben vorgelegt und

mit Stammlésung A aufgefillt.

pH x,0 X,1 X,2 X,3 X,4 X,5 X,6 X, 7 X,8 X,9
2,y 10,8 | 13,2 15,6 18,1
3y 20,6 | 22,6| 24,71 26,68 28% 308 322 339 355 371
4y 38,6 | 40,0| 41,4, 42,7 44, 454  46]7 480 493 504
5y 515 | 52,6| 53,6/ 54,7 558 569 580 592 605 61,8
6,y 63,2 | 64,6| 66,1 67,7 69,3 710 72{]8 748 77,2 79,8
7y 82,4 | 856| 869 888 90, 92,1 93]6 94,6 95,7

Tabelle 21 - Ansatzschema Pufferlosungen
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