Analytik I

HPLC-Spurenanalytik von Tierarzneimitteln

Tetracyclinrickstande in Lebensmitteln schnell quantifizieren

Ein seit Jahrzenten bekanntes Problem
ist der exzessive Einsatz von Antibioti-
ka in der Tierhaltung und die daraus fir
die Umwelt resultierenden Folgen. Trotz
starker Bestrebungen der letzten Jahre in
Richtung einer sorgfaltigeren und verant-
wortungsvolleren Anwendung, sind die
Verordnungsmengen immer noch sehr
hoch [1,2]. Um die behordlichen Rick-
standshdchstmengen sicher nachweisen
konnen, sind immer wieder neue innova-
tive Analytik-Methoden erforderlich.

Im Jahr 2020 wurden allein in Deutschland 701 t
Antibiotika von pharmazeutischen Unternehmen
an Tierarzte abgegeben. Wie auch in den voran-
gegangenen Jahren waren die beiden Wirkstoff-
klassen Penicilline (278 t) und Tetracycline (148 1)
die Spitzenreiter [1]. Trotz der Vermeidungsstra-
tegien der EMA [2] mit dem Ziel des sorgfaltigen
und verantwortungsvollen Einsatzes von Antibi-
otika bei Tieren in Europa ist deren Verbrauch
in Deutschland im Jahr 2020 erstmals seit 2011
wieder gestiegen. Die breite Anwendung von
Antibiotika in der Tiermast hat nicht nur das Ziel
der Pravention und Heilung von Krankheiten.
Gerade Tetracycline werden bevorzugt als

Zusatzstoffe in Tierfutter verwendet, da sie ein
schnelles Wachstum und eine schnelle Gewichts-
zunahme férdern [3]. Bei der Verwendung in der
Veterinarmedizin werden Tetracycline haupt-
sachlich Uber den Urin ausgeschieden. Dariiber
hinaus erfolgt eine Exkretion in Milch und Eier
sowie eine Anreicherung im Gewebe [4]. Diese
verbreitete Anwendung von Tetracyclinen und
deren Eintrag in die Umwelt fiihrt zu spezifischen
Problemen fiir den Menschen. Durch die tiberma-
Bige Freisetzung von Antibiotika in subtherapeu-
tischen Mengen kdnnen Resistenzen gegeniiber
Krankheitserregern ~ entstehen [5]. 2019 gab
es weltweit knapp 5 Millionen Todesfélle im
Zusammenhang mit Erregerresistenzen. Damit
ist dies eine der haufigsten Todesursachen welt-
weit [6]. Antibiotika-Riickstande in der Umwelt
stellen auch dariiber hinaus schwerwiegende
Risiken fiir den Menschen dar, wie beispielswei-
se allergische Reaktionen, Leberschaden oder
Magen-Darm-Stérungen [7].

Milch, Milchprodukte und Eier sind eine tra-
gende Saule fiir eine gesunde und ausgewogene
Erndhrung. Aus diesem Grund befassen sich tiber
50% der publizierten Methoden zur Lebensmit-
telanalytik von Tetracyclinen mit dieser Gruppe
von Nahrungsmitteln [7]. Aber auch Fleischer-
zeugnisse, Honig und Fisch zahlen fiir einen
GroBteil der Menschen zur taglichen Ernahrung
und kénnen ebenfalls mit Tetracyclinen verun-
reinigt sein. Aufgrund der Gefahren, die eine
iibermaBige und unkontrollierte Aufnahme von
Antibiotika aus diesen Lebensmitteln birgt,
wurde die erlaubte Menge an Tetracyclinen in

Lebensmitteln begrenzt. Die Européische Union
hat beispielsweise eine Riickstandshochstgren-
ze von 0.1 mg-kg™ und die FDA von 0.3 mg-kg!
fir Tetracyclin (TC), Oxytetracyclin (OTC) und
Chlortetracyclin (CT) in Milch festgelegt [8,
9]. Trotz dieser Hdchstmengenbegrenzung ist
eine schadliche Wirkung auf den menschlichen
Organismus nicht auszuschlieBen, daher ist eine
routinemaBige Kontrolle der Grenzwerte sowie
eine Bestimmung der absoluten Tetracyclinver-
unreinigung auch in Bereichen unterhalb der
Riickstandshdchstgrenze sehr wichtig. Um diese
Untersuchungen schnell und sicher durchfiihren
zu konnen, sind immer wieder neue und verbes-
serte Probenvorbereitungs- und Analysemetho-
den notwendig.

Herausforderungen und Ziele
der Lebensmittelanalytik

Das Hauptziel des Analyseverfahrens ist eine
robuste Methode, welche zeitsparend und
kostengiinstig eine Vielzahl verschiedener
Tetracycline mit nur einer Messung quantifizie-
ren kann. Eine Mdglichkeit, dies zu erreichen,
ist der Einsatz von immer empfindlicheren und
spezifischeren Detektoren. So brachte der Ein-
satz der LC-MS/MS in den 2000er Jahren einen
Durchbruch in der Messung immer niedrigerer
Konzentrationsniveaus. Einige Einschrankungen
der LC-MS kdnnen durch die hochaufldsende
Quadrupol-Time-of-flight-Massenspektrometrie
(Q-TOF) umgangen werden [10]. Der Einsatz
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Lit. Lebensmittel | Probenvorberei- Analy- Anzahl stationare Saulenbezeichnung Apparatur
tungszeit [min] senzeit untersuchter Phase
[min] Tetracycline
[14]* | Milch, Quark, 8 9 6 C18 mit polaren | phenomenex HPLC-UV
Joghurt, Skyr, eingebetteten | Synergi Fusion-RP
Kefir, Frischkase, Gruppen (150 x 4.6 mm, 4 ym)
Buttermilch
[16] Milch, Garnelen | 25 12 3 C8 mit polarem | MacMod Hydro- HPLC-UV
Endcapping bond PS C8
(150 mm x 4.6
mm, 5 pm)
[17] Wasser 75 27 4 C18 Kromasil 100 C18 HPLC—(ESI)
(250 mm x 4.6 MS
mm, 5 pm)
[18] Milch, Wasser 45 15 3 C18 Baseline Co. Ltd., C18, HPLC-UV
(250 mm x 4.6 mm)
[19] Milch 35 15 3 18 Supelcosil C18 HPLC-UV
(150 mm x 4.6
mm, 3 ym

Tab. 1: Exemplarische Ubersicht ausgewahlter Methoden zur Bestimmung von Tetracyclinen in Lebensmitteln. *Derzeit mit Abstand die schnellste Untersu-
chungsmethode, mit vergleichsweise geringem apparativem Aufwand und gleichzeitig der gréBten Zahl von Analyten [14].

hochentwickelter Detektoren mit dem Ziel, eine
immer geringere Nachweis- und Bestimmungs-
grenze zu erreichen, hat den Nachteil der hohen
Anschaffungs-, Betriebs- und Energiekosten die-
ser hochtechnologisierten Gerate. Im Bereich
der chromatografischen Effizienz besitzt die
fortschrittlichere UHPLC Vorteile gegentiber der
HPLC, was maximale Trennleistung in kiirzester
Zeit betrifft. Allerdings liegen die Anschaffungs-
kosten fiir eine HPLC-Anlage deutlich unter

denen fiir eine UHPLC-Anlage. Dariiber hinaus
konnen die Kosten fiir den Betrieb einer UHPLC-
Anlage im direkten Vergleich das Doppelte
betragen [11].

Eine nachhaltige Lebensweise gewinnt in
der Gesellschaft immer mehr an Bedeutung.
Ziel sollte es deshalb sein, die Vorteile hochent-
wickelter instrumentell-analytischer Geréte fiir
komplexe Fragestellungen und Spezialanalytik
zu nutzen. Bei einer Hochdurchsatz- Routine-

Name R Rz Rs R4 Rs
Chlortetracyclin | -H -CH;s -OH -Cl -H
Demeclocyclin | -H -H -OH -Cl -H
Doxyeyclin -OH -CHs -H -H -H
Minocyclin -H -H -H -N(CH3z): | -H
Oxytetracyclin | -OH -CHa -OH -H -H
Tetracyclin -H -CH; -OH -H -H
H
Tigecyclin H H H N(CHs) :‘{“Y\Wk
o
R
Eravacyclin -H -H -H -F =1 Y\D
o]
Omadacyclin | -H H H N(CH3), }(\H/\’<

Abb. 1: Chemische Strukturen der Tetracycline. Tigecyclin, Eravacyclin, Omadacyclin und Minocyclin
gelten laut WHO als Reserveantibiotika und haben daher eine untergeordnete Rolle in der Routineana-

lytik von Lebensmitteln [15].
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analytik sollte, wenn mit validen Ergebnissen
moglich, die ressourcensparende und damit
umweltschonendere Standardanalytik bevorzugt
werden. Diese hat dariiber hinaus den Vorteil der
breiten Anwendbarkeit, da nur Standard-Labore-
quipment benétigt wird.

Die Untersuchung von Lebensmittelproben
erfordert nicht nur eine prézise Analytik, sondern
auch eine entsprechend validierte Probenvorbe-
reitung zur Abtrennung der Matrixkomponenten.
Ziel ist es hierbei, eine Methode zu entwickeln,
die fiir viele verschiedene Matrices anwendbar
und gleichzeitig einfach, schnell und umwelt-
freundlich ist.

Probenvorbereitungsmethoden

Die Extraktion von Tetracyclinen aus Lebens- und
Futtermitteln ist nach wie vor eine Herausforde-
rung, da die verschiedenen Matrixeffekte dabei
ein groBes Problem darstellen. Die am haufigsten
verwendeten Probenvorbereitungsarten sind die
Fliissigextraktion (liquid extraction, LE) und die
Festphasenextraktion (solid-phase extraction,
SPE). Der Vorteil der SPE liegt in der Maoglich-
keit, sehr verdiinnte Proben aufzukonzentrieren.
Nachteilig bei dieser Methode ist der relativ hohe
Kosten-, Lésungsmittel- und Zeitaufwand, sowie
die im Vergleich geringere Reproduzierbarkeit
aufgrund der chargenbedingten Schwankungen
der Saulenfiillmaterialien [7]. Die LE ist selektiver
und robuster als die SPE, bei etwas niedrigerem
Losungsmittelverbrauch. Jedoch ist hierbei ein
zeit- und energieaufwendiges Evaporieren der
Probe erforderlich [7]. Eine Weiterentwicklung
der LE ist mit der QUEChERS-Methode (quick,
easy, cheap, effective, rugged, and safe) gelun-
gen. Sie ist urspriinglich basierend auf einer
Flissig-Flissig-Verteilung in Acetonitril/Wasser,
bei der Salze zur Verbesserung der Phasentren-



nung zugegeben werden [12]. Die
Extraktionsbedingungen  miissen
auf die jeweilige Matrix und nach-
zuweisende Stoffklasse angepasst
werden.

Quantifizierung
mittels HPLC

HPLC-Analytik ist die am haufigsten
verwendete Technik zum Nachweis
von Tetracyclinen in Lebensmit-
teln [7]. Eine chromatographische
Trennung  dieser Substanzklasse
in kurzer Zeit ist komplex, da sich
die einzelnen Derivate strukturell
sehr dhneln. Die Grundstruktur der
Tetracycline ist ein Octahydronaph-
thacen-Ringsystem, welches sich je
nach Derivat nur durch Substituen-
ten in vier verschiedenen Positionen
unterscheidet (Abb. 1). Die vielen
polaren Gruppen bedingen die
gute Wasserloslichkeit, weshalb ein
hoher wassriger Anteil der mobilen
Phase Voraussetzung fiir ein RP-
Trennung ist. Der pH-Wert der mobi-
len Phase ist ein entscheidender
Faktor fiir die Giite der Trennung,
da die Substanzen eine saure viny-
loge Carbonséure, eine enolisches
Hydroxylfunktion ~ sowie  eine,
respektive zwei, basische Dimethyl-
aminogruppen enthalten. Dariiber
hinaus ist die Stabilitat der Tetracy-
cline in wassriger Losung ebenfalls
stark pH-abhangig. Das Stabili-
tatsoptimum liegt bei pH 2,5. Bei
hdheren pH-Werten tritt eine ziigige
Zersetzung ein [13]. Tetracycline
sind starke Komplexbildner, welche
mit zwei- und dreiwertigen Metall-
kationen Chelatkomplexe bilden.
Die Intensitdt der Komplexbildung
nimmt ebenfalls mit steigendem
pH-Wert zu. Die Komplexierung
iber das Phenol-Diketon-System
(Position C10-C12) erfolgt im pH-
Bereich 3-7,5. Bei dariiber hinaus
steigendem pH-Wert kann durch
die Deprotonierung der Dimethyl-
aminogruppe gemeinsam mit der
benachbarten cis-standigen Hydro-
xygruppe (Position C12a) eine wei-
tere Komplexierung erfolgen [13].
Diese Komplexierungstendenz hat
in der Vergangenheit zu Schwierig-
keiten bei der chromatografischen
Trennung (starkes Tailing, Adsorpti-
on auf der Saule) gefiihrt und den
Zusatz von stérkeren Chelatbild-
nern, wie Ethylendiamintetraes-
sigsdure (EDTA) oder Oxalsdure,
zur mobilen Phase ndtig gemacht.
Moderne Kieselgelséulen weisen

nur noch eine sehr geringe Metal-
lionenkontamination auf, weshalb
bei entsprechender Auswahl der
Séule, keine komplexbildenden
Zusatze zum  FlieBmittel mehr
ndtig sind. Zur Quantifizierung
eines Tetracyclins ist eine Standard
RP-18 oder RP-8 Saule gut nutzbar.
Sollte jedoch die Trennung mehrerer
Tetracycline in kurzer Analysezeit
angestrebt werden, sind modifi-
zierte Fillmaterialen zu bevorzu-
gen, beispielsweise die Verwendung
von polar-endcapped Saulen. Diese
bieten durch die eingebetteten
polaren Gruppen eine polare und
gleichzeitig hydrophobe Selektivi-
tat, wodurch eine bessere Retention
polarer organischer Verbindungen
erreicht wird. Es gibt eine groBe
Vielzahl von Publikationen, welche
sich mit Riickstandsbestimmung
von Tetracyclinen in verschiedenen
Lebensmitteln  befassen. Tab. 1
zeigt exemplarisch eine Ubersicht
ausgewahlter Saulen, die Anzahl
der getrennten Tetracyline und
deren resultierende Analysenzeiten.
AuBerdem ist angegeben, zur
Untersuchung welcher Lebensmit-
tel die Methode entwickelt wurde
und welche Extraktionszeit beno-
tigt wird, um eine injektionsfertige
HPLC-Probe zu erhalten.

Fazit

Trotz intensiver Forschung auf die-
sem Gebiet sind Multiriickstands-
methoden, die gleichzeitig mehr als
ein Tetracyclin in Milch und ande-
ren Matrices innerhalb einer extrem
kurzen  Probenvorbereitungszeit
bestimmen, noch selten. Die in Tab.
1 vorgestellte Extraktionsmetho-
de [14] kombiniert erstmals eine
ultraschnelle, ressourcensparende
Microextraktion, die auf verschie-
dene Milchprodukte anwendbar
ist, mit einer schnellen und repro-
duzierbaren Quantifizierung von
sechs Tetracyclinen mittels HPLC-
UV. Die hohen Wiederfindungsra-
ten in unterschiedlichen Matrices
zeigen, dass die Methode auch
fiir weitere Lebensmittel adaptiert
werden kann.
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