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Zusammenfassung

Im Rahmen des gesundheitlichen Verbraucherschutzes finden jahrlich Untersuchungen
auf Tierarzneimittelriickstdnde in tierischen Lebensmitteln statt, die nach Vorgaben der
EU-Kommission (Riickstandskontrollpldnen) durchzufiithren sind. Innerhalb dieser Vor-
gaben sind Untersuchungen auf Riicksténde an Colistin in Milch gefordert.

Die Analysemethode muss den Anforderungen der Entscheidung 2002/657/EG ge-
niigen. Mit den bisher in der Literatur beschriebenen LC-Fluoreszenz-Methoden sind die
erforderlichen drei Identifizierungspunkte fiir den Stoff der Gruppe B (96/23/EG) nicht
zu erreichen. Auch die bislang publizierten LC-MS/MS-Methoden berichten nicht von
entsprechend ermittelten Entscheidungsgrenzen (CCa) und Nachweisvermogen (CCJ).

In der vorliegenden Arbeit wird eine LC-MS/MS-Methode entwickelt, die es ermoglicht
die entsprechenden Kriterien CCa und CCfS bei der Validierung zu bestimmen.

Die Milch wurde im ersten Schritt mit Oxalsdure und anschlieSend mit Trichloressig-
sdure/Salzsdue-Losung deproteiniert, danach in dem jeweils auf die Extraktion folgenden
Zentrifugierschritt, das Milchfett mit abgetrennt. Die weitere Reinigung des Extraktes
erfolgte mittels Festphasenextraktion an einer C18-Phase (reversed phase) unter Auf-
konzentrierung. Das auf ein definiertes Volumen aufgefiillte Eluat konnte direkt der
LC-MS/MS-Messung zugefiihrt werden.

Als Standard diente der derzeit einzig vorhandenene zertifizierte HPLC-Referenzstan-
dard vom Council of Europe. Die Quantifizierung erfolgte iiber die Summe der beiden
Hauptkomponenten Colistin A und Colistin B.

Beim angewandten alternativen Validierungsverfahren unter Verwendung der Soft-
ware InterVal beschriankte sich die Anzahl der durchzufithrenden Untersuchungen auf
insgesamt 32. Durch die Erstellung von statistisch gilinstigeren Versuchsplénen mittels
simultanen Variierens mehrer Faktoren konnten so die erforderlichen Leistungsmerkmale
ermittelt werden. Die Entscheidungsgrenze CCa dieser Untersuchungsmethode liegt bei
43,4 ug/kg Colistin in Milch und das Nachweisvermogen CCg bei 51,3 ug/kg.

Die Stabilitatsuntersuchungen von Colistin erfolgten mittels LC-Fluoreszenzdetektion
mit automatisierter Nachsaulenderivatisierung mit o-Phthaldialdehyd. Die Untersuchun-
gen ergaben, dass Colistin bei 6 °C im Dunkeln mindestens 52 Wochen stabil ist.

Die entwickelte und validierte LC-MS/MS-Methode erfiillt somit die Anforderungen
der Kommissionsentscheidung fiir Bestatigungsmethoden und kann folglich in der Ana-
lytik von Colistin in Milch routineméflig eingesetzt werden.

Schlagwérter: Colistin, Polymyxin E, LC-MS/MS, Entscheidung 2002 /657 /EG, Va-

lidierung
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Summary

Under health consumer protection laws regular analysis of antibiotic residues in ani-
mals feed is mandatory. In this graduation, bovine milk will be examined for residues
of colistin. Colistin is included in group B of the Council Directive 96/23 /EC and the
maximum residue limit in milk is set to 50 ug/kg (sum of colistin A and colistin B is
39 g/kg).

Finally, the developed method should be validated in accordance to Commission De-
cision 2002/657/EC. Therefore it is necessary to determine important performance
criteria such as the decision limit (CCa) and the detection capability (CCp).

Last years publications about methods based on LC-FLD or LC-MS to determine
colistin in bovine milk did not report any data regarding the decision limit and the
detection capability. This assay reports the validation of an LC-MS method for the
determination of colistin in bovine milk and its performance criteria CCa and CCpS.

The method is based on an extraction with oxalic acid followed by another extrac-
tion with hydrochloric acid/trichloroacetic acid. After each extraction step the fat and
denatured proteins were removed by centrifuge. The further cleaning of the analyte was
achieved using solid-phase-extraction (reversed phase) and concentration of the extract.
The eluate was filled up to a certain volume and became separated by LC and detected
with MS/MS. The employed standard from the Council of Europe is the only certified
reference standard for HPLC. This was quantified by adding the contents of colistin A
and colistin B. The method has been validated in accordance to the standards of De-
cision 2002/657/EC by using the alternative approach and the commercial software
InterVal. Due to factorial sampling experiments in order to quantify the effects of factors
separately the number of measurements could be decreased to 32. The necessary criteria
CCa and CCf were determined: The decision limit (CCa) of the method was determi-
ned to be 43,4 ug/kg colistin and the detection capability (CCp) is 51,3 ug/kg colistin
in milk. As part of the validation, the stability of the analyte was assessed in several
different ways. The determination is carried out by HPLC using an online postcolumn
derivatization with o-Phthaldialdehyd. As a result it can be concluded that a dilution
of colistin is stable for at least 52 weeks at 6 °C in darkness.

The developed and validated confirmation method is in accordance to the Council
Decision and can be used as such in the routine analysis.

Keywords: colistin, polymyxin E, LC-MS/MS, Commission Decision 2002/657/EC,

validation
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Akronyme, Abkiirzungen und Symbole

[M + nH]™* positiv geladenes Molekiilion

(M —nHIJ™ negativ geladenes Molekiilion

< kleiner als

> grofler als

< kleiner gleich

> grofer gleich

~ ungefihr

Abk. Abkiirzung

ACN Acetonitril

BG Bestimmungsgrenze

BVL Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
C12 Dodecyl-derivatisierte stationére Phase

C18 Octadecyl-derivatisierte stationare Phase

C18ec Octadecyl-derivatisierte endcapped stationare Phase

C30 Triacontyl-derivatisierte stationére Phase

C8 Octyl-derivatisierte stationdre Phase

CCa critical concentration (kritische Konzentration [einschlieflich des a-

Fehlers|] = Entscheidungsgrenze)
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Akronyme, Abkiirzungen und Symbole

CcCp

CE
CID

CITAC

CRS
CR-Standard
Dab

DA

DIMDI

EG

ELISA/EIA

EMEA
EN
ESI
ESI-MS/MS
EU

EURACHEM

EWG

FL

xXvi

critical concentration (kritische Konzentration [einschlieflich des (-

Fehlers] = Nachweisvermogen )
collision energy (Kollisionsenergie)
collision induced decomposition (kollisionsinduzierte Spaltung/Zerfall)

Cooperation on International Traceability in Analytical Chemistry
(Kooperation iiber die internationale Riickverfolgbarkeit in der ana-

lytischen Chemie)

certified reference standard (zertifizierter Referenzstandard)
certified reference standard (zertifizierter Referenzstandard)
L-2,4-Diaminobuttersaure

Dioden-Array

Deutsches Institut fir medizinische Dokumentation und Informati-

on
Européische Gemeinschaft

enzyme linked immunosorbent assay (enzymgekoppelter Immunad-

sorptinstest)

European Medicines Agency (Européische Arzneimittelagentur)
Européische Norm

FElectrospray Ionisation (Elektrospray-lonisierung)
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1 Einleitung

Colistin ist eine seit den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts bekannte antimikrobiell
wirkende Substanz bei der Therapie von durch gramnegativen Bakterien wie E. coli,
Enterobacter, Klebsiella ssp. und P. aeruginosa verursachten Infektionen wie beispiels-
weise Darminfektionen und Mastitis bei lebensmittelliefernden Tieren im Veterindrbe-
reich. Im Humanbereich wird dieses Antibiotikum zur Behandlung von Mukoviszidose-
Patienten (cystischer Fibrose) eingesetzt (AKTORIES U.A. (2005); LOSCHER U. A.
(2006); EMEA (2002); KoyaMA U. A. (1950)). Colistin ist ein verschreibungspflich-
tiges Arzneimittel und als Sulfat oder Methansulfonat erhaltlich. Wéhrend fiir den Vete-
rindrbereich ausschliellich Colistinsulfat angeboten wird, kommt in der Humanmedizin
auch das Colistinmethansulfonat zum Einsatz (DIMDI (2004, 2006)).

Lange Zeit wurde Colistin aufgrund der ihm zugeschriebenen Nephro- und Neurotoxi-
zitét, die in neueren Studien nicht belegt werden konnte, selten verwendet. Im Zuge von
vermehrt auftretenden Multiresistenzen bei gramnegativen Erregern gewinnt Colistin
seit den 1990er Jahren an Bedeutung und kommt vermehrt zum Einsatz, da Resisten-
zentwicklung selten stattfindet (LITTLEWOOD U.A. (2000); L1 u.A. (2005); FALA-
GAS U. KASIAKOU (2006A); MUTSCHLER U. A. (2008)). Durch die fast ausschlieliche
lokale Anwendung bezeichnet man Colistin auch als Lokalantibiotikum. Nach oraler
Aufnahme findet eine Resorption nur geringfiigig statt, so dass es sich auch bei die-
ser Applikation um eine lokale Anwendung handelt (LOSCHER U. A. (2006); EMEA
(2002); KIETZMANN (2004); DIMDI (2004, 2006)).

Im Gegensatz zur Humanmedizin werden Antibiotika in der Veterindrmedizin fiir le-
bensmittelliefernde Tiere nicht nur zur Therapie, sondern auch zur Prophylaxe und zur
Metaphylaxe eingesetzt. Die Verwendung als leistungsfordernder Zusatzstoff in Futter-
mitteln ist seit dem 01.01.2006 nicht mehr zulédssig. Neben der Anwendung von Antibio-
tika beim Menschen wird deren Einsatz im Veterinarbereich auch als eine Ursache fiir die
Zunahme der Resistenzen bei Problemkeimen in der Mikrobiologie diskutiert. Allerdings
wird Colistin in dem Sinne kein verbrauchergefahrdendes Potential zugesprochen, da es

praktisch nicht resorbiert wird und kaum Resistenzen bildet (SCHWARZ U. KEHREN-
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BERG (2000); EMEA (1999); KiETZMANN (2004)). Grundsétzlich sind Riickstdande
an Colistin in Milch dennoch nicht auszuschlieffen, da die Applikation zur Behandlung
der Mastitis iber direkte Injektion in den Euterzitzenkanal erfolgt.

Im Rahmen des vorbeugenden Verbraucherschutzes werden Kontrollmafinahmen hin-
sichtlich bestimmter Stoffe und ihrer Riickstande in lebenden Tieren und tierischen Er-
zeugnissen durchgefithrt (Richtlinie 96/23/EG; Entscheidung 97 /747 /EQG). Ziel des Na-
tionalen Riickstandskontrollplans ist die Aufdeckung illegaler Anwendungen verbotener
oder nicht zugelassener Stoffe sowie die Kontrolle des vorschriftsmafligen Einsatzes von
zugelassenen Tierarzneimitteln. Bei den zugelassenen Tierarzneimitteln wird die Einhal-
tung der in der Verordnung (EWG) 2377/90 festgelegten Hochstmengen iiberpriift. Der
jahrlich vom BVL aufgestellte Riickstandskontrollplan enthélt fiir jedes Bundesland kon-
krete Vorgaben iiber die Anzahl der zu untersuchenden Tiere oder tierischen Erzeugnis-
se, die zu untersuchenden Stoffe, die anzuwendende Methodik und die Probenahme. Die
Probenahme erfolgt iberwiegend zielorientiert, dabei werden Kenntnisse iiber saisona-
le, 6rtliche oder regionale Gegebenheiten mitberiicksichtigt. Der Riickstandskontrollplan
umfasst alle der Lebensmittelgewinnung dienenden Tiere sowie Primérerzeugnisse vom
Tier wie Milch, Eier und Honig.

Der jahrliche Untersuchungsumfang wird von jedem Bundesland als eigenstandige ge-
setzliche Aufgabe im Rahmen der amtlichen Kontrollen durchgefithrt. Nordrhein-West-
falen soll entsprechend dem Nationalen Riickstandskontrollplan u. a. Untersuchungen
auf das Polypeptid-Antibiotikum Colistin durchfiihren.

Néhere Informationen sind dem nicht verdffentlichten Nationalen Riickstandskontroll-
plan (SVUA-Krefeld) zu entnehmen. Danach wird zwischen den Polypeptid-Antibiotika
Bacitracin und Virginiamycin M1 und den Polymyxinen Colistin und Polymyxin B un-
terschieden. Untersuchungen im Rahmen des Nationalen Riickstandskontrollplans auf
Polymyxine wurden bisher weder in Nordrhein-Westfalen noch bundesweit durchgefiihrt
(Tabelle 1.1; BVL).



1.1 Rechtliche Beurteilung und Anforderungen

Tabelle 1.1: Jahresberichte zum Nationalen Riickstandskontrollplan  beziiglich
Polypeptid-Antibiotika (BVL)

Jahr Angaben iiber durchgefiihrte Untersuchungen auf Matrix
Polypeptid-Antibiotika

1999 nicht aufgefiihrt

2000 31 Milch
2001 7 Milch
2002 14 Milch
2003" 23 (Bacitracin) Milch
2003 28 (Virginiamycin M1) Eier
2004 3 Eier
2005 nicht aufgefiihrt

2006 nicht aufgefiihrt

2007 nicht aufgefiihrt

1.1 Rechtliche Beurteilung und Anforderungen

Verbraucherschutz ist eine européische und damit auch eine nationale Aufgabe, die
umfassend in vielen Rechtsvorschriften geregelt ist (KomMmissioN (2000)). Der hohe
Stellenwert des Verbraucherschutzes in der Européaischen Union spiegelt sich in der Ge-
setzgebung wieder. Auch im Bereich der Tierarzneimittel hat die Européische Union
schon sehr friih einheitliche Hochstmengen fiir Riickstinde festgelegt, beispielsweise mit
der Verordnung (EWG) 2377/90, die Grundsétze der Unbedenklichkeitspriifungen und
der Verfahren fiir Hochstmengen an Riickstdnden regelt. Arzneimittel, die neue phar-
makologische Stoffe enthalten, werden zur Anwendung bei lebensmittelliefernden Tieren
nur dann zugelassen, wenn sie gesundheitlich unbedenklich sind und fiir die verwendeten

Wirkstoffe Riickstandshdchstwerte in essbaren Geweben und anderen tierischen Produk-

Lim Jahr 2003 wurden Einzelergebnisse aufgefiihrt
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ten festgelegt sind, dabei werden neue wissenschaftliche Kenntnisse in laufenden Ande-
rungsverordnungen beriicksichtigt. Die Riickstandshochstmengen sind Beurteilungsgren-
zen und als legale Konzentrationsobergrenzen von Marker-Riickstdnden in den essbaren
Geweben (Zielgeweben) definiert. Marker-Riickstande sind Leitriickstande und bezeich-
nen jene Komponenten eines Tierarzneimittels, die fiir die Riickstandsiiberwachung rele-
vant sind. Zielgewebe sind jene essbaren Gewebe, in denen Marker-Riicksténde bestimmt
werden. Fett oder Muskel werden immer als Zielgewebe untersucht. Eier, Milch oder Ho-
nig sind immer dann Zielgewebe, wenn der Wirkstoff fiir Legegefliigel, milchliefernde
Tiere oder Honigbienen vorgesehen ist. Grundsatzlich kann es durch die Behandlung le-
bensmittelliefernder Tiere mit Arzneimitteln zu Riickstdnden in Produkten dieser Tiere
kommen. Zum Schutz der Verbraucher diirfen die aus diesen Produkten gewonnenen Le-
bensmittel gewerbsméfig nicht in den Verkehr gebracht werden, wenn in oder auf ihnen
Stoffe mit pharmakologischer Wirkung oder deren Umwandlungsprodukte vorhanden
sind, die die nach der Verordnung (EWG) 2377/90 festgesetzten Hochstmengen tiber-
schreiten (§10(1) LEGB (2005)). Verstoe wie Hochstmengeniiberschreitungen, Ver-
wendung nicht fir die Tierart zugelassener Stoffe oder Verwendung nicht zugelassener
oder registrierter Stoffe werden strafrechtlich verfolgt.

Colistin wurde mit der Verordnung (EG) 1181/2002 in den Anhang I der Verordnung
(EWG) 2377/90 aufgenommen, nachdem es zuvor im Anhang IIT gelistet war (Tabelle
1.2). In der Verordnung (EWG) 2377/90 werden die in Tierarzneimitteln verwendeten

pharmakologisch wirksamen Substanzen in vier Kategorien eingeteilt:

o Anhang I enthélt Stoffe mit endgiiltig festgelegten Riickstandshdchstmengen;

o Anhang II enthélt Stoffe, bei denen im Interesse der 6ffentlichen Gesundheit eine

Festsetzung von Riickstandshochstmengen nicht erforderlich ist;

o Anhang IIT ist ein Verzeichnis der Stoffe, fiir die vorldufige Hochstmengen festgelegt

sind;

o Anhang IV fiithrt die Stoffe auf, fiir die keine unbedenklichen Riickstandshochst-
mengen festgelegt werden konnen, da das Vorhandensein dieser Stoffe in Nahrungs-
mitteln tierischen Ursprungs in jedem Falle eine Gefdhrdung der Gesundheit des
Verbrauchers darstellt.
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Tabelle 1.2: MRL-Werte von Colistin gem. Anhang I VO (EWG) 2377/90

Pharmakologisch Marker- Tierart Riickstands- Zielgewebe
wirksamer Stoff  Riickstand hochstmenge
Colistin Colistin Alle zur Lebensmittel- 150 pg/kg Fett

erzeugung genutzten

Arten
150 pug/kg Muskel
150 pug/kg Leber
200 ug/kg Niere
50 pg/kg Milch
300 ug/kg Eier

Stoffe, die nicht im Anhang I-III der Verordnung (EWG) 2377/90 aufgefiihrt sind,
diirfen in der Europaischen Union nicht an zur Nahrungsmittelerzeugung genutzte Tiere
verabreicht werden.

Polymyxin B gehort zu den Polymyxinen und ist weder im Anhang I noch III der
Verordnung (EWG) 2377 /90 aufgefiihrt. Nationale Ausnahmen wurden zum April 2002
(FLHV (2002)) aufgehoben und damit dem européischen Recht angeglichen.

1.1.1 Rechtliche Anforderungen an die Analytik von

pharmakologisch wirksamen Substanzen

Messwerte weisen mehr oder weniger grofle Messunsicherheiten auf, die sich aus der
Summe systematischer und zufélliger Fehler ergeben.

Systematische Fehler fithren unter identischen Messbedingungen immer zu gleich grofien
positiven oder negativen Abweichungen eines Messwertes vom ,wahren“ Wert, d.h. der
gemessene Wert ist entweder immer grofler oder kleiner als der ,;wahre“ Wert. Ursachen
systematischer Fehler konnen z.B. Umwelteinfliisse oder Storungen der Messgerate sein.

Demgegentiber fithren zuféllige (oder statistische) Fehler unter identischen Messbedin-

gungen sowohl zu positiven als auch zu negativen aber nicht gleich groflien Abweichungen.

2MRL=Maximum Residue Limit
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Zufallige Fehler sind unvermeidlich und nicht exakt bestimmbar, sie lassen sich jedoch
mit statistischen Methoden berechnen (z.B. Standardabweichungen), und die ermittelten
Messwerte konnen entsprechend korrigiert werden (z.B. ausreiflerfreie Messwerte).

Um sowohl systematische als auch zufallige Fehler zu erfassen, legte die Kommission
mit ihrer Entscheidung 2002/657/EG neue Anforderungen an die Durchfithrung von
Analysemethoden und die Auswertung von Ergebnissen hinsichtlich der Untersuchung
auf pharmakologisch wirksame Riickstdnde im Rahmen der amtlichen Kontrolle fest. Das
Konzept der standardisierten Methoden wird - unter Beriicksichtigung der Fortschritte
in der chemischen Analytik - durch einen Kriterienansatz ersetzt, bei dem Leistungs-
kriterien und Verfahren fiir die Validierung von Screening- und Bestatigungsmethoden
festgelegt werden. Die in der Entscheidung der Kommission 2002/657 /EG verbindlich
vorgegebenen Kriterien fiir die Auswertung der Ergebnisse dienen einer harmonisierten
Umsetzung der Richtlinie 96 /23 /EG und gelten fir akkreditierte, amtliche Kontrollla-

boratorien. Der Kriterienansatz beinhaltet grundsitzliche inhaltliche Anderungen:

1. Neu eingefiithrt werden die Entscheidungsgrenze und das Nachweisvermogen. ,,Die
Entscheidungsgrenze (CCa) ist der Grenzwert, bei und tiber dem mit einer Fehler-
wahrscheinlichkeit von a bestimmt werden kann, dass eine Probe positiv ist.“ Der
a-Fehler muss bei Stoffen der Gruppe B, in diesem Fall auch fiir Colistin, kleiner
oder gleich 5% sein. ,Das Nachweisvermégen (CCp) ist der kleinste Gehalt des
Stoffs, der mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 3 in einer Probe nachgewiesen,
identifiziert und/oder quantifiziert werden kann. Im Fall von Stoffen mit einem
festgelegten zulassigen Grenzwert bedeutet dies, dass das Nachweisvermogen die
Konzentration ist, bei der die Methode zulassige Grenzkonzentrationen mit einer
statistischen Sicherheit von 1 - $ nachzuweisen vermag®. Die Entscheidungsgren-
ze und das Nachweisvermogen fiir MRL-Substanzen entsprechen nicht den bisher
gebrauchlichen Nachweis- oder Bestimmungsgrenzen. Diese sind nach den Anfor-
derungen der Kommissionsentscheidung nicht mehr erforderlich, da sie fir die Kon-
trolle und die rechtliche Beurteilung von Grenzwerten keine Relevanz haben. Fiir
die Beurteilung von Bedeutung ist allein der CCa-Wert. Eine Probe ist ab einer
Konzentration, die gleich oder oberhalb des CCa liegt, nicht mehr rechtskonform.
In der Entscheidungsgrenze CCua ist bereits die in der EN ISO/IEC 17025:2005
(2005) geforderte Messunsicherheit in Form der laborinternen Reproduzierbar-
keit berticksichtigt. Der CCa liegt definitionsgeméaf stets oberhalb des festgelegten
MRL-Wertes. Das Nachweisvermogen CCf hat fiir die rechtliche Beurteilung keine

Funktion. CCp ist ein Parameter, der zur Einschitzung der Leistungsfahigkeit der
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Methode hinsichtlich der falsch-negativ Rate der Methode (S-Fehler) herangezo-
gen werden kann. Er steht im Zusammenhang mit der Streuung der ermittelten
Messwerte und dem ermittelten CCa. Das Risiko, ein falsch-negatives Ergebnis zu

erhalten, entspricht dem (S-Fehler 5 und ist in der Entscheidung der Kommission
2002/657/EG auf maximal 0,05 festgelegt worden (GOWIK (2003)).

. Ein weiteres, neues Element der Kommissionsentscheidung ist bei Bestédtigungsme-
thoden die Etablierung des Systems der Identifizierungspunkte. Identifizierungs-
punkte werden bestimmten Detektionsverfahren zugeordnet, wobei die Vergabe
der Punkte in Abhangigkeit der jeweiligen Selektivitat erfolgt. Mogliche Metho-
den zur Bestédtigung von Colistin sind LC mit Fluoreszenzdetektion und LC mit
massenspektrometrischer Detektion. Mit den Methoden sind drei Punkte zu errei-
chen. Zur Erhaltung der Mindestzahl an Identifikationspunkten diirfen maximal

drei separate Verfahren kombiniert werden.

. Die chromatographische Trennung mittels LC-Verfahren muss mit geeigneten LC-
Saulen durchgefiihrt werden, wobei als Leistungskriterium fiir den Analyten min-
destens das Zweifache der Retentionszeit des Totvolumens dient. Weiterhin muss
die Retentionszeit des Analyten in Matrix mit einer Toleranz von + 2,5 % der des
Kalibrierstandards entsprechen.

Bei der massenspektrometrischen Detektion unter Verwendung von Triple-Quadru-
pol-Systemen (MRM Modus) wird fiir jede im ersten Quadrupol fixierte Vorlaufer-
masse ein und fir jedes im dritten Quadrupol gemessene diagnostische Fragmention
jeweils 1,5 Punkte angerechnet. Zusatzlich ist dabei mindestens ein Ionenverhalt-
nis zu messen. Die Ionenintensitaten der einzelnen Fragmentionen sind relativ zur
Intensitét des Basisions (100 %) auszudriicken und fiir das Fragmentionenintensi-
tatsverhaltnis gelten konzentrations- und technikabhangige Toleranzen.

Die LC-Fluoreszenzdetektion darf nur fir Stoffe der Gruppe B (Tierarzneimittel)
angewendet werden und eignet sich fiir Molekiile, die eine natiirliche Fluoreszenz
oder eine Fluoreszenz nach Derivatisierung zeigen. Anregungs- und Emissionswel-
lenldngen sind so zu wahlen, dass storende Bestandteile in Leerwertprobenextrak-
ten auf ein Mindestmaf} reduziert sind. Fiir die LC-Fluoreszenzdetektion kann ein

Identifizierungspunkt angerechnet werden.
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4. Validierung ist entsprechend der EN ISO /IEC 17025:2005 (2005) ,,die Bestéti-
gung durch Untersuchung und Bereitstellung eines Nachweises, dass die besonde-
ren Anforderungen fiir einen speziellen beabsichtigten Gebrauch erfiillt werden®.
Mit der Validierung miissen die in der Entscheidung 2002/657/EG geforderten
Kriterien fiir die Leistungsmerkmale erfiillt sein. Die Kommissionsentscheidung
ermoglicht ein herkdmmliches und ein alternatives Verfahren zur Validierung. In
dieser Arbeit fiel die Wahl auf die alternative Vorgehensweise, da mit ihr erheblich
weniger Untersuchungen erforderlich sind und mittlerweile kommerziell erhéltliche
Auswertprogramme zur Verfiigung stehen, um die Vorgaben der Entscheidung zu
erfiillen.

Unabhéngig vom Validierungsverfahren miissen allgemeine Leistungsmerkmale wie
Spezifitdt, Richtigkeit, Robustheit und Stabilitdt bestimmt werden. In Abhéngig-
keit der Analytkonzentration gibt es fiir die Richtigkeit vorgeschriebene Toleranz-
bereiche. Dariiber hinaus sind bei der quantitativen Bestatigungsmethode - neben
der Entscheidungsgrenze und dem Nachweisvermogen - Wiederfindung, Wieder-
holpréazision pro Konzentrationsstufe, laborinterne Reproduzierbarkeit pro Kon-

zentrationsstufe, Robustheit und Kalibrierkurven zu bestimmen.

1.2 Eigenschaften von Polypeptid-Antibiotika

Peptide (von griech.: peptos = verdaulich) und Proteine (von griech.: proteuein = der
Erste sein), spielen in Lebensprozessen eine grofie und bedeutende Rolle. Thre enor-
me Bedeutung wird in ihren vielfaltigen Funktionen deutlich: Enzymatische Katalyse,
Transport und Speicherung, Koordination der Bewegung, Stitzfunktion, Erzeugung und
Ubertragung von Signalen sowie Kontrolle von Wachstum und Immunabwehr. Die be-
merkenswerte Bandbreite der Aktivitdt wird ermdoglicht durch die charakteristischen
Strukturen der Peptide und Proteine. Die Strukturvielfalt der ribosomal synthetisierten
Peptide und Proteine basiert auf den elementaren Untereinheiten, den 20 proteinogenen
L-a-Aminoséuren.

Peptide und Proteine kénnen nicht nur ribosomal, sondern auch nicht-ribosomal syn-
thetisiert werden. Wahrend alle Spezies einschliefflich Bakterien Peptide und Proteine
ribosomal bilden, konnen Bakterien diese zusatzlich in einer groflen strukturellen Vielfalt
nicht-ribosomal synthetisieren.

Im Gegensatz zur ribosomalen Peptidsynthese ist die nicht-ribosomale Peptidsynthese

an nicht-ribosomale Peptidsynthetasen (groBe modular aufgebaute Multienzymkomple-
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xe) nicht auf den Einbau von 20 Aminoséuren limitiert. Monomere Bausteine der nicht-
ribosomal synthetisierten Peptide sind somit nicht nur die proteinogenen L-a-Aminoséu-
ren, sondern auch (L)- und (D)-a-Aminoséuren, a-Hydroxy- und Carbonsduren sowie
B-, v- und d-Aminosauren. Eine grofle Anzahl an Peptiden mit antimikrobieller Wirkung
wird nicht-ribosomal synthetisiert (DURFAHRT U. MARAHIEL (2005)). Polypeptid-An-
tibiotika, deren Aminosaure-Sequenzen zum Ring geschlossen sind, bezeichnet man als
homodet zyklische Peptid-Antibiotika. Weiterhin kénnen die Polypeptid- Antibiotika ent-
sprechend ihrer weiteren Bausteine in homomere, die nur aus Aminosauren aufgebaut
sind, und in heteromere, die aufler Aminosduren auch andere Bausteine (z.B. Fettséduren)
enthalten, klassifiziert werden. Durch den zyklischen Aufbau und dem hohen Anteil an
nicht-proteinogenen Aminosduren sind diese Polypeptid-Antibiotika resistent gegeniiber
Proteolyse (SEWALD U. JAKUBKE (2002); HANCOCK U. CHAPPLE (1999)).

1.2.1 Colistin

Colistin, ein nicht-ribosomal synthetisiertes Polypeptid-Antibiotikum, war das erste in
Japan entdeckte Antibiotikum (KovAaMA U.A. (1950)). Es ist identisch mit Polymy-
xin E (Suzuk! u. FuJikawA (1965)), wird von Paenibacillus polymyza var. colistinus
(synonym: Bacillus polymyza) produziert und setzt sich aus einer komplexen Mischung
ahnlich strukturierter Polymyxine zusammen. Colistin besteht insgesamt aus zehn Ami-
nosauren: sechs L-2,4-Diaminobuttersidure, zwei L-Threonin, eine L-Leucin und eine D-
Leucin bzw. D-Isoleucin. Die Verbindung ist ein zyklisch verzweigtes Heptapeptid mit ei-
nem L-2,4-Diaminobuttersdure-Rest in der Verzweigungsposition, der iiber die 4-Amino-
funktion mit der Carboxygruppe einer weiteren Aminosiure die Ringstruktur ausbildet
und an dessen 2-Aminogruppe eine Tripeptidsequenz gekniipft ist. Die terminale Amino-
gruppe der Tripeptidseitenkette tragt einen verzweigten Fettsaurerest. Bemerkenswert
ist der hohe Anteil an nicht-proteinogenen L-2,4-Diaminobuttersduren und das Vorkom-
men einer D-Aminoséure (SEWALD U. JAKUBKE (2002)). Bisher konnten mindestens 30
Colistin-Komponenten isoliert werden, von denen 13 identifiziert wurden (ORWA U. A.
(2000, 2001); GOVAERTS U.A. (2003)). Sie unterscheiden sich in ihrer Zusammen-
setzung beziiglich einer Aminosaure und des Fettsaurerestes (ORWA U. A. (2001); Go-
VAERTS U. A. (2003); ELVERDAM U. A. (1981)). Die beiden Hauptkomponenten sind
Colistin A (Polymyxin E 1) und Colistin B (Polymyxin E 2), Nebenkomponenten sind
beispielsweise die in der Monographie genannten Polymyxin E3, Polymyxin E3-Ile und
Polymyxin E1-7 MOA (Tabelle 1.3, Abbildung 1.1) (PHARMACOPOEIA (2004)). Poly-
myxin E3-Ile wird in alterer Literatur auch als Circulin bezeichnet (ELVERDAM U. A.
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(1981); KIMURA U.A. (1981)) und zeichnet sich dadurch aus, dass die Aminosiure

Leucin durch deren Isomer Isoleucin ersetzt ist.

Die Verhéltnisse von Colistin A und Colistin B in kommerziell erhéltlichen Produkten
unterscheiden sich von Anbieter zu Anbieter und von Charge zu Charge. Dies kénnte
der Grund fiir das allgemein bekannte Problem der unterschiedlichen mikrobiologischen
Wirksamkeit sein (THOMAS U. A. (1980); ELVERDAM U. A. (1981); KRISTENSEN U.
HANSEN (1993); DECOLIN U. A. (1997)), zumal Colistin A einen wesentlichen Anteil
an der antimikrobiellen Aktivitat besitzt (KLINE U. A. (2001)).

CHg

HO
o
o
o)
NH N
el H NH NH
2
© NH R
NH
o o] ©
MO Nen OMR3
HN 3 !
HoN NH
H
H N \ NH,
o) N
o}

NH,

0
CHs
HaC CH3 %
X2
(a) Strukturformel von Colistin
2

L-DAB <—L-DAB =—L-Thr «—L-DAB =«—L-DAB =—L-Thr <—L-DAB

N o | S
L-Leu—» X—= L-DA e} 1

(b) Formel (im internationalen 3-Buchstabencode) nach Pharmacopeia 2004

Abbildung 1.1: Colistin
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1.2 Eigenschaften von Polypeptid-Antibiotika

Abbildung 1.2: Strukturformel von Colistinmethansulfonat

Tabelle 1.3: Colistin-Komponenten

Polymyxin X X4 X, R! R? R3 Mgr  Summenformel %3

Polymyxin E1l D-Leu H CH3 CH3 CH3 H 1170 C53H100N16013 44,2
(Colistin A)

PO]yHlyXin El-Ile D-Ile CH3 H CH3 CH3 H 1170 C53H100N15013 3,3

POlymyXiH D-Leu H CH3 H CH3 CH3 1170 C53H100N16013 3, 1
E1-7 MOA
Polymyxin E2 D-Leu H CH; CH; H H 1155  Cs2HggN16013 33,7

(Colistin B)

Polymyxin E3 D-Leu H CH; H CH; H 1155  CsoHggN16013 2,6

Zwei verschiedene Formen von Colistin sind handelstiblich: Colistinsulfat fiir orale
und topikale Anwendungen und Colistinmethansulfonat zur parenteralen und aerosolen
Therapie (Tabelle 1.3, Abbildungen 1.1 und 1.2). Letzteres hydrolysiert in wéssrigem Me-
dium und bildet eine komplexe Mischung von teilsulfomethylierten Derivaten (L1 U. A.
(2003B)). In der Veterindrmedizin kommt ausschlieflich Colistinsulfat zur Anwendung,
so dass im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter auf Colistinmethansulfonat eingegangen

wird.

3 Anteil im CR-Standard nach European Pharmacopoeia
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Colistinsulfat ist eine weif3 bis fast weifle, hygroskopische Verbindung mit amphiphilem
Charakter und enthélt pro Mol Colistin 1,8-2,1mol SO/ (PHARMACOPOEIA (2004)).
Die Bezeichnung Colistin wird synonym fiir Colistin und Colistinsulfat verwendet.

Dem Fettséurerest ist die hydrophobe und den fiinf unmaskierten L-2,4-Diaminobut-
tersauren die basische Eigenschaft zuzuschreiben. Als solches kann sich die amphiphile
Verbindung in polarer und unpolarer Umgebung als basisches kationisches Detergenz
zwischen den Phospholipiden der bakteriellen Cytoplasmamembran einlagern und so
deren Funktion als Permeabilitdtsbarriere storen (AKTORIES U. A. (2005); LOSCHER
U.A. (2006); PETERSON U. A. (1985)).

Eine 1 %ige wéssrige Losung von Colistinsulfat liegt im pH-Bereich von 4,0 bis 6,0
(PHARMACOPOEIA (2004)). Colistin ist in wéssrigen Losungen von pH 2 bis 6 stabil,
iiber pH 6 nimmt die Stabilitdt kontinuierlich ab. Bei Temperaturen von 4 °C ist Colistin
in wassriger Losung 60 Tage stabil. Eine Abnahme der Konzentration wurde bei 37 °C
nach 120 Stunden beobachtet. Bei 60 °C und einem pH von 1,4 kann nach 60 Stunden ein
Abbau festgestellt werden, der bei hoherem pH von 7,4 schon nach 6 Stunden messbar
ist. Fiir die Instabilitat sind chemische Reaktionen wie Deaminierung, Hydrolyse und
Racemisierung verantwortlich. Die im sauren pH-Bereich gebildeten Abbauprodukte un-
terscheiden sich von denen im neutralen Medium (pH 5,4 und 7,4) (ORWA U. A. (2002);
L1 U. A. (2003A)).

Colistin ist 16slich in Wasser und sauren wéssrigen Losungen, schwer 16slich in Metha-
nol (MeOH) und praktisch unléslich in Aceton und Ether. Colistin selbst besitzt keine
spezifischen Fluorophore oder UV-Chromophore, so dass eine Detektion bei der Fliis-
sigchromatographie im gewtinschten Konzentrationsbereich nicht ohne einen geeigneten
Derivatisierungsschritt moglich ist (IKAI (1995); PHARMACOPOEIA (2004)).

Colistin wird aufgrund seines hohen Anteils an nicht-ribosomalen Aminosduren von
Peptidasen oder Proteasen nicht hydrolysiert oder metabolisiert (L1 U. A. (2005); RO-
EMPP (2005); SEWALD U. JAKUBKE (2002); HANCOCK U. CHAPPLE (1999)), so
dass es bei Riickstandsuntersuchungen in tierischer Matrix selbst als Marker-Riickstand
dient (VO (EWG) 2377/90).

Die analytische Trennung und quantitative Bestimmung von dem aus homologen Ver-
bindungen, die nicht im konstanten Verhéltnis zueinander vorliegen, bestehenden Colis-
tin in Milch ist aufgrund seiner amphiphilen Eigenschaft eine grofie Herausforderung.

Polymyxin B (Abbildung 1.3) ist ein mit Colistin chemisch sehr nah verwandtes, un-
verzweigtes, zyklisches Decapeptid mit gleichem Wirkungsspektrum (AKTORIES U. A.
(2005); LOSCHER U.A. (2006); PHARMACOPOEIA (2004)). Polymyxin B wird in

12



1.2 Eigenschaften von Polypeptid-Antibiotika

Deutschland weder fir den Human- noch fir den Veterinirbereich angeboten (DIMDI
(2004, 2006)).

CH3
o NH,

/

sﬁ
7 m@“)“

) Strukturformel von Polymyxin B

HO

L-DAB <«—|-DAB <—|-Thr <«—|-DAB =<—|_-DAB <—L-Thr <—L-DAB
. . S
X—» D-Phe—> L-DA o 4

R

(b) Formel (im internationalen 3-Buchstabencode) nach Pharmacopeia 2004

Abbildung 1.3: Polymyxin B

Tabelle 1.4: Polymixin B-Komponenten

Polymyxin4 X X1 Xy R! R? Mg Summenformel
Polymyxin B1 L-Leu H CHj CHj CHj 1204  Cs6H9sN16013
Polymyxin B2 L-Leu H CHj CHj H 1190  Cs5HgN16013
Polymyxin B3 L-Leu H CHj H CHj 1190  Cs5HggN16013
Polymyxin B1-Ile L-Ile CH; H CHs CHs 1204  Cs5H9eN16013

4Anteil im CR-Standard nach European Pharmacopoeia: Summe von B1, B2, B3, Bl-Ile = 85,1 %
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1.3 Analytik von Colistin in tierischer Matrix

Chemische Untersuchungsverfahren setzen sich aus Probennahme (einschliefllich Trans-
port und Lagerung), Probenvorbereitung, Probenaufarbeitung (Extraktion, Reinigung,
Anreicherung), Messung (chromatographische Trennung und Detektion) und Auswer-

tung zusammen (Tabelle 1.5).

Tabelle 1.5: Arbeitsschritte bei chemisch-physikalischen Untersuchungen

Schritt

rechtskréftige Regelung

Probenahme, Transport,

Lagerung

Entscheidung der Kommission

98/179/EG

praanalytischer Teil

Probenvorbereitung (Teilen,

Homogenisieren)

Entscheidung der Kommission

98/179/EG

praanalytischer

Teil /analytischer Teil

Probenaufarbeitung, -reinigung

Entscheidung der Kommission

2002/657/EG

analytischer Teil

Messung, chromatographische

Trennung

Entscheidung der Kommission

2002/657 /EG

analytischer Teil

Auswertung

Entscheidung der Kommission

analytischer Teil

2002/657/EG

Die Ergebnisse der Riickstandsanalytik kénnen Grundlage fiir juristische Entschei-
dungen sein, verbunden mit zum Teil erheblichen wirtschaftlichen und strafrechtlichen
Konsequenzen fiir die Betroffenen. Umso bedeutender ist die Justiziabilitat analytischer
Ergebnisse. Dies ist im Bereich amtlicher Riickstandskontrollen der Fall, wenn Ergebnisse
den Anforderungen der Entscheidung 2002/657/EG gentigen. Unberticksichtigt bleibt
bei Untersuchungen der préaanalytische Teil, der aulerhalb des Einflusses des Analytikers
liegt. Die Entscheidungsgrenze CCa beriicksichtigt die in der EN ISO /TEC 17025:2005
(2005) geforderte Messunsicherheit und ist damit das justiziable Ergebnis.

In der Riickstandsanalytik werden Spurenstoffe u.a. in tierischer Matrix wie Milch,
Eier und Muskulatur untersucht. Die einzelnen Arbeitsschritte richten sich dabei nach
den chemisch-physikalischen Eigenschaften der zu untersuchenden Substanz und der

jeweiligen Matrix, in der die Substanz analysiert wird. Zur Bestimmung von Riickstédnden
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1.3 Analytik von Colistin in tierischer Matrix

an Colistin in Milch oder anderer tierischer Matrix gibt es bisher nur wenige in der
Literatur beschriebene Analysenmethoden (Tabelle 1.6).

1.3.1 Probenaufarbeitung

Zur Bestimmung des Colistingehaltes in Arzneifuttermitteln wird in der Literatur eine
einfache Extraktion mit 0,1 M Salzsdure beschrieben (MOROVJAN U.A. (1998)), die
fiir diese Problemstellung - aufgrund der hohen Colistin-Konzentrationen - ausreichend
erscheint. Ebenso ist eine Aufreinigung des salzsauren Extraktes durch Festphasenex-
traktion (solid phase extraction, SPE) zur Abtrennung der aus dem Futtermittel mitex-
trahierten Proteine (CANCHO GRANDE U. A. (2001)) erwéhnt.

Die Untersuchung tierischer Matrix auf Riickstdnde an Polypeptid-Antibiotika erfor-
dert vor der Aufreinigung eine vorherige Proteinfillung mit meist gleichzeitiger Extrakti-
on. Verwendete Losungsmittel sind Salzsaure und Trichloressigsaure in Kombination mit
Oxalséure oder Acetontril (DECOLIN U. A. (1997); SUHREN U. KNAPPSTEIN (2005);
SIN U. A. (2005)). AnschlieBend erfolgt in den meisten Féllen die Festphasenextraktion.
Hauptziele der SPE sind Entfernung stérender Matrixbestandteile sowie selektive An-
reicherung und Isolierung der Analyten. An Sorbentien bieten sich hier modifizierte Kie-
selgele (C18, C8) zur Adsorption unpolarer Strukturen und starke Kationenaustauscher-
harze (aromatische Sulfonsdure) zur Extraktion ionischer Verbindungen an (DECOLIN
U.A. (1997); GMUR U.A. (2003); SUHREN U. KNAPPSTEIN (2005)). Beschrieben
wird auch eine Filtration iber PTFE-Membranfilter (SIN U. A. (2005)).

1.3.2 Standardlosungen und Standardsubstanzen

Zum Nachweis der Leistungsfahigkeit eines Messverfahrens ist die Verwendung von
entsprechenden Referenzstandards und Arbeitsstandards (Bezugsstandards) Vorausset-
zung. Colistin, als natiirlich vorkommendes von Bacillus-Arten produziertes Antibioti-
kum, wird biosynthetisch gewonnen und ist fiir den Bereich der Veterindrmedizin kom-

merziell als Colistinsulfat erhaltlich.
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1.3 Analytik von Colistin in tierischer Matrix

Bislang waren ausschliefSlich mikrobiologische Standards auf dem Markt, deren Wirk-
samkeit in Internationalen Einheiten/mg (IU/mg) angegeben wird. Die Internationale
Einheit (engl. international unit bzw. 1U) ist eine MaBeinheit fiir in der Medizin ver-
wendete Wirkstoffe. Es ist keine SI-Einheit im Sinne des Internationalen Einheiten-
Systems. Die IU werden von der WHO durch Referenzpraparate oder international ver-
einbarte Standards definiert. Dies dient der reproduzierbaren Dosierung von Praparaten
anhand ihrer Wirkung und nicht ihrer Stoffmenge oder Masse. Fiir jeden Wirkstoff wird
das Verhéltnis zwischen IU und Masse oder IU und Stoffmenge im FEinzelfall festge-
legt. Die reine Colistinbase hat eine Wirksamkeit von 1000 ug Basen-Aktivitat pro mg
Substanz, was einer Wirksamkeit von 30.000IU/mg entspricht. Die theoretische Wirk-
samkeit von Colistinsulfat betragt 24.0001U/mg (EMEA (2002), Summary-Report 2).
Chromatographische Bestimmungen solcher mikrobiologischen Standards zeigen, unab-
héngig von Lieferant und/oder Charge, zum einen ein nicht konstantes Verhéltnis der
beiden Komponenten Colistin A und Colistin B und zum anderen eine unterschiedli-
che Zusammensetzung der Komponenten. Dies erschwert die quantitative Bestimmung
in tierischer Matrix enorm (DECOLIN U. A. (1997) und eigene Untersuchungen). Allen
Standards gemein ist jedoch, dass Colistin A und Colistin B die Hauptkomponenten
sind. Bei den in Tabelle 1.6 aufgefiihrten fliissigchromatographischen Analysemethoden
wurde in allen Féallen ein mikrobiologischer Standard verwendet.

Als Marker-Riickstand bei Untersuchungen auf Colistinriickstdnde in tierischer Ma-
trix dient Colistin ohne weitere Differenzierung (VO (EWG) 2377/90). Dies ist bei
der chromatographischen Bestimmung ohne Weiteres nicht moglich, da durch die Chro-
matographie eine Trennung der Komponenten erfolgt. Legitimiert durch den Summary-
Report 2 (EMEA (2002)) wird zur quantitativen Bestimmung von Colistin die Summe
aus Colistin A und Colistin B gebildet. Im seit 2004 vom Europarat (Council of Furo-
pe) in Strafburg angebotenen zertifizierten Referenzstandard zur HPLC-Analyse sind
Gehalte an Colistin A und Colistin B sowie drei weiterer Komponenten angegeben. Die
Summe von Colistin A und Colistin B liegt demnach bei 77,9 % und das Verhéaltnis von
Colistin A zu Colistin B bei 1,31. Fiir die Analytik im Spuren- bzw. Riickstandsbereich

sind die nicht quantifizierbaren Minorkomponenten zu vernachléssigen.

1.3.3 Chromatographische Trennung

Die Chromatographie ist eine physikalisch-chemische Methode zur Trennung von Stof-
fen durch Adsorptions- und Verteilungsvorgange zwischen einer stationdren und einer

mobilen Phase. Die in der Literatur am H&éufigsten erwdhnten Verfahren in der Riick-
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standsanalytik sind Gas- und Flissigchromatographie. Fir thermolabile, schwer oder
nicht fliichtige, polare und mittel- bis hochmolekulare Verbindungen ist die Fliissigchro-
matographie geeignet. Der chromatographische Trennvorgang erfolgt in Sdulen mit In-
nendurchmessern von 2-4,6 mm, Langen von 50 - 250 mm und Korngréfien von 2-10 gm.
Neben der Saulenldnge und dem -durchmesser haben Saulentemperatur, Flussrate und
Material Einfluss auf die Kapazitat und die Trennleistung. Je nach analytischer Fra-
gestellung steht eine grofle Auswahl an Trennmaterialien zur Verfiigung. Das gangigste
Material sind sogenannte Umkehrphasen (reversed phase (RP)) mit Kettenldngen von
C8 - C30.

1.3.4 Detektion

Im Bereich amtlicher Kontrollen kénnen - entsprechend der Entscheidung 2002/657/EG
- mit der Flussigchromatographie UV-, UV /VIS-, DA-, FL- und MS-Detektoren kombi-
niert werden. Colistin kann mittels massenspektrometrischer und - nach Derivatisierung

- mittels Fluoreszenzdetektion erfasst werden.

1.3.4.1 Fluoreszenzdetektion

Colistin weist keine natiirliche Fluoreszenz auf, die Fluoreszenzdetektion ist deshalb erst
nach Derivatisierung moglich. In der Literatur werden bei der Fluoreszenz-Derivatisie-
rungsmethode sowohl Vorsaulen- als auch Nachséulenderivatisierung mit o-Phthaldialde-
hyd (OPA) oder Dansylchlorid beschrieben (DECOLIN U. A. (1997); MOROVJAN U. A.
(1998); CANCHO GRANDE U. A. (2001); GMUR U. A. (2003); SUHREN U. KNAPP-
STEIN (2005)).

Beim Nachsédulen-Modus findet die Derivatisierung nach der chromatographischen
Trennung und vor der Detektion statt. Die chromatographischen Bedingungen unter-
scheiden sich erheblich fiir derivatisierte und nicht-derivatisierte Analyten. Das Deriva-
tisierungsverfahren mit OPA beruht auf der Reaktion von OPA, 2-Mercaptoethanol und
einem primédren Amin im alkalischen Medium, wobei sich das fluoreszierende Isoindol-
derivat 1-Mercaptoethanol-2-alkylisoindol bildet.

Das Isoindolderivat ist bei Raumtemperatur instabil. Wahrend die Instabilitiat bei
der Nachsédulenderivatisierung keine Bedeutung hat, muss bei der Vorsaulenderivatisie-
rung bei einem pH-Wert von sieben chromatographiert werden, um die Derivate bei der
Trennung zu stabilisieren (ROTH (1971); ENDO U. A. (1997); DECOLIN U. A. (1997);
SUHREN U. KNAPPSTEIN (2005)). Dadurch ist der pH-Wert fir den Eluenten festgelegt
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S
H 10

H oH 2 =
+ HN—R+ — N—R

H -2H,0 \

o]
1-Mercaptoethanol-
OPA prim. Amin  2-Mercaptoethanol

2-(alkyl)-substituiertes Isoindol

Abbildung 1.4: Derivatisierungsreaktion

und die Moglichkeit der Trennung von komplexen Substanzgemischen durch Variation

des pH-Wertes eingeschrankt.

1.3.4.2 Massenspektrometrische Detektion

Colistin besitzt aufgrund der zahlreichen 2,4-Diaminobuttersduren basische Eigenschaf-
ten, so dass sich, analog der bisher beschriebenen Literatur, das Elektrospray-lonisati-
onsverfahren (ESI) empfiehlt (DECOLIN U. A. (1997); SIN U. A. (2005)).

Beim ESI-Verfahren werden die in Losung vorliegenden Ionen und Molekiile in die
Gasphase tiberfithrt und damit einer massenspektrometrischen Detektion zugéanglich ge-
macht. Ublicherweise erhélt man Molekiilionen ([M + nH|*" oder [M — nH]|™), wobei
Molekiile mit einem Molekulargewicht unter 500 g/mol meist einfach geladen (n=1) und
hohermolekulare Verbindungen vielfach geladen vorliegen (n>1). Die mehrfach gelade-
nen hohermolekularen Verbindungen [M+nH|** konnen aufgrund ihres Masse-Ladungs-
Verhiltnisses (m/z-Werte) mit dem iiblichen Messbereich erfasst werden. Die Uberfiih-
rung von solvatisierten lonen in die Gasphase ist ein endergonischer Prozess, der bei der
ESI sehr schonend verlauft, da es bei der Gasphasenionen-Bildung in der Regel nicht
zur Fragmentierung kommt (KEBARLE U. TANG (1993)).

Im Detail setzt sich die ESI aus der Dispersion der Probelésung in elektrisch geladene
Tropfchen, der Verkleinerung der geladenen Tropfchen und der Bildung von desolvati-
sierten Gasphasenionen zusammen. Auf die Ionenausbeute beim ESI-Verfahren nehmen
Analytstruktur, FlieBmittelzusammensetzung sowie Konzentration von Analyt und ko-

eluierenden Matrixbestandteilen Einfluss (KEBARLE U. TANG (1993)).
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Der Einsatz von Antibiotika im Veterinarbereich ist in der Européischen Gemeinschaft
umfassend reglementiert. Durch die Arzneimittelbehandlung von lebensmittelliefernden
Tieren kann es zu Riickstdnden in Lebensmitteln von diesen Tieren kommen. Die Verord-
nung (EWG) 2377/90 legt fir Colistin fiir alle zur Lebensmittelerzeugung genutzten
Arten Riickstandshochstmengen fest. Zur Gewahrleistung der amtlichen Kontrollen miis-
sen entsprechende Analysemethoden zur Verfiigung stehen, die den Anforderungen der
Entscheidung 2002 /657 /EG gentigen.

Zur Bestimmung und Quantifizierung des Polypeptid-Antibiotikums Colistin in tieri-
scher Matrix existieren bislang keine Analysemethoden, die diesen EG-Anforderungen
entsprechen und die mittels HPLC zertifiziertem Referenzstandard durchgefiihrt wur-
den. Mit dieser Arbeit soll die analytische Liicke im Nationalen Riickstandskontrollplan
geschlossen werden. Dazu wird neben der Entwicklung, Einfiihrung und Optimierung
einer Analysemethode zur Bestimmung von Colistin in Milch, die Methodenvalidierung
entsprechend der Entscheidung 2002/657/EG nach dem alternativen Modell durch-
gefithrt. In diesem Rahmen sind fiir die Bestédtigungsmethode u.a. die obligatorischen
Leistungskriterien wie Entscheidungsgrenze (CCa) und Nachweisvermégen (CCJ3) sowie
Stabilitat des Analyten zu bestimmen.

Eine besondere Herausforderung stellt die Quantifizierung mit dem zertifizierten Re-
ferenzstandard fiir die HPLC dar. Bisher erhéltliche mikrobiologische Standards enthal-
ten keine Angaben iiber die quantitative Zusammensetzung und weisen unterschiedliche
Verhéltnisse und Anteile der beiden Hauptkomponenten Colistin A und Colistin B auf.
Zudem finden sich in der Verordnung (EWG) 2377/90 keine weiteren Angaben iiber
einen moglichen Marker, so dass zur Quantifizierung die Summe der Anteile von Colis-
tin A und Colistin B sowie deren Verhéltnis zueinander im CR-Standard als Grundlage
herangezogen wird.

In der vorliegenden Arbeit soll Colistin zunédchst mittels der LC getrennt und anschlie-
Bender Nachsédulenderivatisierung mit OPA detektiert werden. Zur optimalen Trennung

und damit zur Erhéhung der Selektivitdt und Auflésung wird neueres Saulenmaterial

21



2 Problemstellung

unterschiedlicher Phasen eingesetzt, FlieBmittelgeschwindigkeiten und verschiedene De-
rivatisierungsbedingungen wie Reaktionstemperatur, Reagenzien-Flussrate, unterschied-
liche Thiole, ebenso Konzentrationen der Derivatisierungsedukte werden gepriift. Zur
Absicherung schlieit sich die Untersuchung des Extraktes mittels Massenspektrometrie
unter gleichen LC-Bedingungen an.

Mit der Einfiihrung einer LC-Methode mit Fluoreszenzdetektion kann vor allem der
Stabilitatstest durchgefiihrt werden. Da die chromatographischen Bedingungen fiir die
LC-MS/MS-Bestimmung tibertragen werden sollen, kommt die Nachsdulenderivatisie-
rung in Betracht. Die Detektion mittels Fluoreszenz soll in Matrix den ersten Nachweis
auf dieses Peptid-Antibiotikum liefern und im zweiten Schritt dann mittels MS/MS-
Detektion bestétigt werden. Diese Vorgehensweise ist moglich, weil mit der Fluoreszenz-
detektion ein Identifizierungspunkt geméfl der Entscheidung 2002/657/EG erbracht
wird. Aulerdem sollte aus Griinden der Wirtschaftlichkeit nur eine Probenaufarbeitung
durchgefiithrt und der Extrakt beiden chromatographischen Bestimmungen zugefiihrt
werden.

Bislang wurde Milch vereinzelt auf Colistin hin untersucht. Alle in der Literatur be-
schriebenen Methoden arbeiten mit einem mikrobiologischen Standard, der die Quan-
tifizierung bei chromatographischen Methoden enorm erschwert, wenn nicht sogar un-
moglich gestaltet. DECOLIN ET AL. entwickelten eine LC-Methode mittels Fluoreszenz-
detektion mit Vorsaulenderivatisierung, HAMMER untersuchte Rohmilch mittels ELISA
als Screening-Methode, NOUWS ET AL. erarbeiteten eine mikrobiologische Methode,
SUHREN U. KNAPPSTEIN untersuchten Milch mittels LC-Fluoreszenzdetektion mit Vor-
sdulenderivatisierung sowie ELISA und SIN U. A. verdffentlichten 2005 erstmals eine
LC-MS/MS Methode zur Bestimmung von Colistin in Milch basierend auf einem mi-
krobiologischen Standard (DECOLIN U.A. (1997); HAMMER (1998); NOUWS U. A.
(1999); SIN U. A. (2005); SUHREN U. KNAPPSTEIN (2005)).

Die Analytik von Proteinen und Peptiden ist mit vielfaltigen Problemen verbunden,
weil sie unterschiedliche und vielfaltige Wechselwirkungen eingehen koénnen. Beim Poly-
peptid Colistin kommt ergénzend die mehrkomponentige Zusammensetzung mit nahezu
gleicher Struktur hinzu. Weiterhin ist zu bedenken, dass mit der hochselektiven MS/MS-
Detektion Verbindungen selbst in Anwesenheit von Matrixkoextrakten gemessen wer-
den konnen, aber storende Interferenzen, die die Ionisation der Verbindungen und damit
die Quantifizierung stark beeinflussen konnen, nicht auszuschlielen sind. Infolge dessen
kommt der chromatographischen Trennung der Komponenten in eiweifireicher Matrix,

gerade im Hinblick auf eine Quantifizierung, eine hohe Bedeutung zu.
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3 Ergebnisse

3.1 Colistin-Standards

Als Basis dieser Arbeit dienten zur Entwicklung und Optimierung der Untersuchungsme-
thode einerseits ein mikrobiologischer Standard von Sigma-Aldrich als Arbeitsstandard
mit Angaben in [U-Eineiten, andererseits der HPLC zertifizierte Referenzstandard (CR-
Standard, CRS) mit Angaben tiber die prozentualen Anteile von fiinf Komponenten. Die
Dotierung der Milchproben zur Validierung erfolgte mit dem CR-Standard, da zertifi-
ziertes Referenzmaterial nicht erhaltlich war.

Im Veterinarbereich ist ausschliefllich Colistinsulfat als Wirkstoff zugelassen. Colis-
tinsulfat enthélt pro Mol im Mittel 1,95 Mol Sulfat-Ionen (= 187,4¢g SO */Mol) (Ab-
schnitt 1.2.1). Daraus ergibt sich fiir den CR-Standard ein rechnerischer Korrekturfaktor
von 0,86. Die Faktoren 0,5823 und 0,4177 leiten sich aus den jeweiligen Anteilen der
Colistin-Komponenten mit M, = 1170 g/mol und M, = 1155g/mol im CR-Standard ab.

(1170 % 0, 5823) + (1155  0,4177)

/= (1170 * 0, 5823) + (1155 0, 4177) + 187, 4

= 0,86

Abbildung 3.1: Korrekturfaktor fiir die quantitative Bestimmung von Colistin aus Co-
listinsulfat

Das Verfahren fiir die Festsetzung der Riickstandshochstmengen basiert auf der Grund-
lage von Colistinsulfat-Standards. Eine Korrektur unter Beriicksichtigung des Sulfatge-
haltes wurde dabei nicht durchgefiihrt, so dass in der vorliegenden Arbeit ebenfalls kein
Korrekturfaktor angewandt wurde. Fiir die Quantifizierung mussten die prozentualen
Anteile von Colistin A und Colistin B im CR-Standard beriicksichtigt werden. Deren
Anteil betragt 77,9% im Gesamt-Colistin, woraus sich ein MRL-Wert fiir Milch von
39 pug/kg (0,779 * 50 ug/kg) fiir die Summe aus Colistin A und Colistin B ableiten 1a8t.
Dieser Wert entspricht dem MRL-Wert von 50 ug/kg Gesamt-Colistin in Milch.
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3 Ergebnisse

3.2 Entwicklung einer Methode zur LC-Trennung und

Fluoreszenzdetektion von Colistin

DECOLIN U. A. (1997) beschrieben ein LC-Verfahren an einer RP-18-Phase mittels Vor-
sdulenderivatisierung mit OPA und Fluoreszenzdetektion bei 35 °C zur Bestimmung von
Colistin in bovinem Gewebe. Durch die Anteile an dem Ionenpaarreagenz Triethylamin
(TEA) und der Phosphorsaure im Fliefmittel am Sdulenausgang bzw. Detektoreingang
war eine direkte Kopplung der LC an ein Massenspektrometer nicht moglich. Ein Aus-
kristallisieren insbesondere der Phosphorsaure an der Kapillare wiirde diese verstopfen
und der erhohte ITonenanteil den Ionisierungsprozess von Colistin negativ beeinflussen.
Das basische Ionenpaarreagenz TEA mit Zusatz von Phosphorsidure war durch ein saures
Reagenz wie z.B. Trifluoressigsdure (TFA) zur Reduzierung der lonenanteile im FlieBmit-
tel zu ersetzen. Zur Etablierung einer LC-Methode, bei der die Probenaufarbeitung und
LC-Trennung unabhingig von dem verwendeten Detektionsverfahren angewandt wer-
den konnten, wurde fiir die Fluoreszenzdetektion die online Nachsdulenderivatisierung

gewdahlt.

Zunéchst wurde das von DECOLIN U. A. (1997) verwendete isokratische FlieBmittel
und eine RP-C18 Phase eingesetzt, um festzustellen, ob eine Ubertragung auf die LC-
Anlage moglich war. Als Derivatisierungsreagenz diente OPA, das zur Analyse von pri-
méaren Aminen (ROTH (1971)) verwendet und im SVUA-Krefeld zur Bestimmung von
Histamin eingesetzt wird. Eine Trennung der Colistin-Hauptkomponenten konnte unter
den Bedingungen erreicht werden (Abbildung 3.2). Allerdings war sie zum einen nicht
sensitiv und selektiv genug, um Riickstande von Colistin nachzuweisen, zum anderen
sollte ein ionendrmeres FlieSmittel gefunden werden. In der Peptid- und Proteinanalytik
werden verstarkt - in Verbindung mit der Elektrospray-lonisierung - Acetonitril (ACN)
und TFA, Ammoniumformiat (NH,FO) oder Ammoniumacetat (NH,Ac) als FlieBmittel
eingesetzt. Die Ammoniumsalze scheiden bei der Nachsdulenderivatisierung mit OPA
aus. Der Versuch das Ionenpaarreagenz TEA und die Phosphorsaure durch das - auch
fiir die Massenspektrometrie geeignete - TFA zu ersetzen, war viel versprechend. Nach
Optimierung und Anpassung der Extinktions- und Emissionswellenldnge an das neue
Fliemittel konnten, unter nahezu gleichen Bedingungen, TEA und Phosphorséure durch
TFA ersetzt werden (Abbildung 3.3). Es zeigte sich, dass die Sensitivitéit gesteigert wer-
den konnte, die Trennung (Selektivitat) der einzelnen Hauptkomponenten aber noch
nicht zufrieden stellend war. Zur Erhéhung der Selektivitat zeigten erste Ergebnisse mit

der Gradientenelution einen entwicklungsfahigen Ansatz (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.2: LC-Fluoreszenz-Chromatogramm eines Colistin-Standards (500ng on

column)

Trennsdule Merck "LichroCART Superspher 1007, Sdulentemperatur 35 °C, Flussrate von 0,2 mL/min,
isokratisch, FlieBmittel 1 (ACN und 0,035 M TEA-Llésung (18,5/81,5; v/v) mit Phosphorsidure auf
pH =25 eingestellt), Aoxcit = 305 nm und Aemiss = 375 nm
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Abbildung 3.3: LC-Fluoreszenz-Chromatogramm eines Colistin-Standards (100ng on

column)

Trennsédule Merck ,,LichroCART Superspher 100“, Siaulentemperatur 35 °C, Flussrate von 0,3 mL/min,
isokratisch, FlieBmittel 2 (ACN und 0,01 M wéssrige TFA-Lésung (2/8;v/v) pH=2,1), Aexcit = 330nm
und Aemiss = 465 nm
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Abbildung 3.4: L.C-Fluoreszenz-Chromatogramm eines Colistin-Standards (100ng on
column)

Trennsdule Merck ,LichroCART Superspher 100“, Sdulentemperatur 35 °C, Flussrate von 0,3 mL/min,

FlieBmittel 3 (FlieBmittel A: ACN/FlieBmittel B: TFA/H,O (1,0/1000; v/v) (pH=2,1)), Gradient 1

(Tabelle 5.7), Aoxcit = 330nm und Aemiss = 465 nm

Die Colistin-Komponenten unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung in einer Ami-
nosaure und einem Fettsdurerest. Bei den Aminosauren handelt es sich um die beiden
natiirlich vorkommenden Isomere Leucin und Isoleucin. Infolge dessen kam der chroma-
tographischen Trennung der Komponenten, gerade im Hinblick auf eine Quantifizierung,
eine hohe Bedeutung zu. Zur optimalen Trennung und damit zur Erhohung der Selekti-
vitdt und Auflésung wurde neueres Saulenmaterial unterschiedlicher Phasen eingesetzt.
Die Trennsdulen wurden mit verschiedenen Gradienten und isokratischen Bedingungen
und mittels Fluoreszenzdetektion getestet (Tabelle 5.8, Abschnitt 5.2.1.3).

Von den getesteten Phasenmaterialien kristallisierte sich die C12-Phase als die fiir die
Fragestellung geeignete heraus; die chromatographische Trennung erfolgt im Idealfall
mittels Gradientenelution bei einer Flussrate von 0,15 mL/min. Ein weiterer Grund, die
Gradiententrennung anzuwenden, ergab sich aus der Problematik, die Colistin-Kompo-
nenten in einer eiweiffireichen Matrix zu bestimmen. Neben der Festlegung der mobilen
und stationdren Phase war festzustellen, dass das Derivatisierungsreagenz keine lan-
ge Aquilibrierzeit benétigte, wenn fiir kurze Zeit Argon durch das frisch hergestellte
Reagenz geleitet wurde. Der Einfluss der Konzentrationen der an der Derivatisierungs-
reaktion beteiligten Edukte und der Reaktionstemperatur wurde ermittelt. Ergebnis

der Untersuchungen war, dass durch Erhohung der 2-Mercaptoethanol-Konzentraion um
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3.2 Entwicklung einer Methode zur LC-Trennung und FL-Detektion

75 % eine Empfindlichkeitserhohung um 13 % erzielt werden konnte. Ein Ersatz von 2-
Mercaptoethanol durch Ethanthiol fiithrte zu einer Abnahme der Empfindlichkeit. Steige-
rungen der OPA-Konzentration und die schrittweise Erhohung der Reaktionstemperatur
oder Anderungen der Flussrate des Derivatisierungsreagenzes fithrten zu keiner weiteren
Empfindlichkeitssteigerung. Mit der Erhohung der Reaktions- bzw. Sdulentemperatur
war eine Verschlechterung der Auflésung verbunden, die wiederum eine Gradientenopti-
mierung zur Folge gehabt hétte.

Die optimalen Bedingungen zur Bestimmung von Colistin mittels LC-Fluoreszenzde-
tektion mit Nachsdulenderivatisierung sind in der Tabelle 5.6 zusammengefasst.

Verschiedene Colistinsulfat-Standards unterschiedlicher Anbieter wurden unter diesen
Bedingungen chromatographisch getrennt (Abbildung 3.5). Die Verhaltnisse der Haupt-
komponenten Colistin A und Colistin B zueinander bewegten sich zwischen 0,8 bis 5,1
(Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Colistinsulfat-Standards unterschiedlicher Lieferanten

Colistinsulfat Verhéltnis [Area]
Colistin A/Colistin B

CR-Standard 1,311

Sigma-Standard 47 + 6 %2
Dr. Ehrensdorfer 5,1 + 4 %2
Alpharma 47 £ 6 %2
Anonym 1 1,4 + 2 %?
Anonym 2 0,84+2%?2

Eine Kalibrationsgerade wurde mit dem CR-Standard in Konzentrationen vom 0,5-,
1-, 1,5-, 2- und 5-fachen des zuldssigen Grenzwertes aufgenommen. Der Arbeitsbereich
lag damit zwischen 1,25 ng bis 12,5 ng Colistin und wurde mit dreimaliger Serienmessung
gepriift, ein linearer Zusammenhang unter Beriicksichtigung des Wertes Null zwischen
Analytkonzentration und Signalfidche wird durch das Bestimmtheitsmafl von > 0,99 be-

statigt.

Irechnerisch ermittelt nach European Pharmacopoeia; andere Verhéltnisse wurden experimentell be-
stimmt

28igma: n=10; Dr. Ehrensdorfer: n=3; Alpharma: n=8; Anonym 1&2: n=7

27



Ergebnisse

1200 : - 1z00
E il ] E
5 3
n 5
= s
1000 2 o 1000 o
g
w «
E % I E
J 5
b 3
=} 5
it a00 it
g Z E «
P
? E‘ 600 - i
] W s
g g | 3
i il 2
K ¥ 8
E] E] .
2 w 400 - @ o
o -
=
i
g @
8
S e SO -
40 o B ]
38 g
e ,‘LE-HA-‘
L A R L R L L R A R R R A B L LR M M A LA M R R R M M R R M M A R A M M R M M M U M U M L R
o 5 10 15 20 25 30 35 40 ] o 5 10 15 20 25 30 35 40 ]
Retention Time {(min) Retention Time (min)
(a) CR-Standard (b) Sigma
1zoo 1zoo0
1000 — 1000 —
500 800 o
- - i
i E i 3
= : = 2
800 |
g il g =28 g
w n 0 - o
g E ] g 3@ a
K] 2 2 o 2
& . B S
400 — E.i 400 — gi-
= E o
200 ©
w 8
o I
E 3 ]
o kS
]
o ! ww_,r&%&
L R R R A R R L R R A M R M L I R R A L AR L LA M R
o S 10 15 20 25 30 35 40 ) o 5 10 15 20 25 30 35 40 ]
Retention Time {(min) Retention Time (min)
(c¢) Alpharma (d) Dr. Ehrensdorfer
1
3 N . 700 3 "
P 3 o
A g ]
400 i 3 600 2
3 ki E e
3 A 3
E 38 3 8
500 — -
-~ f~d L3
g 300 3 3 83
= b 400 - 4
B - kol 3 S
a bt
3 200 4 a 300 3
§ 2 k] E
2 4
g 5 ] 200 4 3
. -
R B | A EREY I . g 2
@ & 100 4§ <&y 2o 3 & B
3 . N BN 3
J\ 3 c M /A,\
= .
o 1 (= : /
l\lI‘I?l‘l'[}?Ii[ITI}’Il\I'['W\I[‘I\I}‘I\I[\I}\\| “VIV}|K\‘I‘!1II?!;\I\I|\l?\[?71"]‘|f|’\I\IV|H'|V‘
o 5 10 15 20 25 30 35 40 4! o 5 10 15 20 25 30 35 40 4!

Retention Time (min)

(e) Anonym 1

Retention Time (min)

(f) Anonym 2

Abbildung 3.5: LC-Fluoreszenz-Chromatogramme von Colistin-Standards (20 ng on co-
lumn)

Trennséiule phenomenez ,Jupiter Proteo C12“ (150 x 2,0 mm, 4 pm), Sdulentemperatur 35 °C, Flussrate

von 0,15 mL/min, FlieBmittel 8 (FlieBmittel A: TFA/ACN (1,0/1000;v/v) (pH=1,6)/FlieBmittel B:

TFA/H,0 (1,0/1000; v/v) (pH=2,1)), Gradient 4 (Tabelle5.7), Aexcit = 330nm und Aemiss = 430 nm
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3.2 Entwicklung einer Methode zur LC-Trennung und FL-Detektion

Tabelle 3.2: Kalibrierung von Colistin iiber den Arbeitsbereich von 1,25 — 12,5 ng nach
Bestimmung mittes LC-Fluoreszenzdetektion

Analyt a’ [Area] b3 sy[Area]  r? 3 $x0° Vio? enf (a)3

[Area/pug /L] hg/Ll (%] [Area]

Colistin A -579192,38 116579,14  406466,08 0,9916 3,49 9,46 4290920,73

Colistin B -328472,08  117352,15  255139,50  0,9944 2,17 7,74  +182551,24

Methode: C-12 Saule mit entsprechender Vorséule als stationdre Phase
FlieBmittel A: TFA/ACN (1,0/1000; v/v)

FlieBmittel B: TFA/H,0 (1,0/1000; v/v)

Gradient 4 (Tabelle5.7) und Derivatisierungsreagenz Nr. 4 (Tabelle 5.4)
Fluss von 0,5 mL/min (Tabelle 5.6)

Gesamtzahl der Kalibriermessungen: n = 15

Die Préazision unter Wiederholbedingungen charakterisiert die Eignung des Analyse-
verfahrens. Zur Ermittlung der Wiederholpréazision wurden nach der oben beschriebenen
Methode zehn Einzelmessungen einer CR-Standardlosung in 0,01M Salzsdure (HCI) mit
einer Konzentration von 2,5ng Colistin pro 50 ul. durchgefiithrt. Der Variationskoeffi-
zient ist die relative Standardabweichung einer Serie und entspricht dem Quotient aus
der Standardabweichung und dem Mittelwert. Der Variationskoeffizient bei dieser LC-
Fluoreszenzmethode lag fiir Colistin A und Colistin B auf nahezu gleichem Niveau von

6 bzw. 7% (Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Wiederholprazision bei der Bestimmung von Colistin mit LC-Fluoreszenz-

detektion
Analyt Injektion abs. Mittelwert Standardab- RSD* [%]
[xL) Konzentration [Area] weichung
[ng] [Area]
Colistin A 50 1,05 1779302 123325 6,9
Colistin B 50 0,84 1422084 84772 9,9

3Abk.: a, Achsenabschnitt; b, Steigung der Geraden; sy, Reststandardabweichung; r?, Bestimmtheits-
maf}; sy, Verfahrensstandardabweichung; Vo, Verfahrensvariationskoeffizient; cnf (a), Ver-
trauensbereich des Achsenabschnittes; Signifikanzniveau P = 95 % und Freiheitsgrad { = n-2

4RSD: relative Standardabweichung bzw. Variationskoeffizient
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3 Ergebnisse

Obwohl nach der EU-Entscheidung 2002/657/EG die Angabe von Nachweis- und
Bestimmungsgrenze (NG, BG) nicht mehr erforderlich ist, wurden sie fir die Methode
der LC-Fluoreszenzdetektion noch ermittelt, da sie Aussagen tiber das Verfahren und
somit wertvolle Hinweise fiir die Leistung der Methode lieferten, insbesondere fiir die
Probenaufarbeitung.

Als Nachweisgrenze diente in der vorliegenden Arbeit ein Signal-Rausch-Verhéltnis
von 3:1 und als Bestimmungsgrenze ein Signal-Rausch-Verhéltnis von 6:1 (NG: S/N
= 3/1; BG: S/N = 6/1). Ergebnisse waren eine NG von 12 pg/L und eine BG von
20 pg/L fir Colistin A. Fiir Colistin B ergaben sich eine NG von 7 ug/L und eine BG
von 12 pg/L (Tabelle 3.4). Die Riickstandshochstmenge fiir Colistin in Milch liegt bei
50 pg/kg (= 50 pg/L), was einem Wert von 39 pg/L Summe Colistin A + Colistin B
entspricht. Damit lag der Wert fiir die Colistin A-Riickstandshéchstmenge bei 22,1 ug/L
und der fiir Colistin B bei 16,9 ug/L. Der Vergleich dieser beiden Werte zeigte, dass das
Verfahren zwar fiir eine Standardlosung geeignet ist, aber bereits an seine Leistungs-

grenzen stofit.

Tabelle 3.4: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir Colistin A und Colistin B im Ver-
gleich zum MRL-Wert

Colistin
A B
NG [ug/L] 12 7
BG [pg/L] 20 12
MRL [ug/L) 22 17

Mit der erarbeiteten Methode konnen die Hauptkomponenten der beiden Polypep-
tid-Antibiotika Colistin und Polymyxin B chromatographisch getrennt werden. Es war
zu beobachten, dass Colistin A bei hoherer Konzentration von einer Komponente des
Polymyxin B (B2 oder B3) iiberlagert wird. Im Konzentrationsbereich der Riickstands-

hochstmenge ist eine zweifelsfreie Zuordnung bei Standardlésungen moglich.
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Abbildung 3.6: LC-Fluoreszenz-Chromatogramme von Colistin- und Polymyxin B-

Standards unterschiedlicher Konzentration
Injektionsvolumen 20 uL, Trennsiule ,Jupiter Proteo C12“ (150 x 2,0mm, 4 pm), Sdulentempe-
ratur 35°C, Flussrate von 0,15 mL/min, FlieBmittel 8 (FlieBmittel A: TFA/ACN (1,0/1000;v/v)
(pH=1,6)/Fliefmittel B: TFA/H;0 (1,0/1000; v/v) (pH=2,1)), Gradient 4 (Tabelle5.7), Aexcit =
330nm und Aemiss = 430 nm

a: Polymyxin B CR-Standard (¢=0,05mg/L)
b: Polymyxin B CR-Standard (c=0,5mg/L)
c:  Colistin und Polymyxin B CR-Mischstandard (¢=0,05mg/L)

d: Colistin und Polymyxin B CR-Mischstandard (c= 0,5mg/L)

3.2.1 Anwendbarkeit der Methode

Die entwickelte und hier dargelegte Methode ermdglicht die parallele Bestimmung von
Colistin A und Colistin B sowie Polymyxin B und wurde im Rahmen des Stabilitétstests
eingesetzt (Abschnitte 3.5.1 und 5.4.1). Die erzielten Bestimmungsgrenzen von Colistin A

und Colistin B lagen im Konzentrationsbereich der MRL-Werte.
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3 Ergebnisse

3.3 Entwicklung einer Methode zur LC-Trennung und

massenspektrometrischer Detektion von Colistin

Im ersten Schritt erfolgte bei der Entwicklung der massenspektrometrischen Detek-
tionsmethode die Bestimmung der m/z-Verhaltnisse der Colistin-Hauptkomponenten.
Anschliefend wurden die selektierten Gasphasenionen durch eine Kollisionszelle - dem
zweiten Quadrupol - geleitet. Hier wurden nach Kollision mit einem Gas (Argon) Massen-
fragmentionen erzeugt, die als substanzcharakteristische Fragmente zur Diagnose dienen

sollten und im dritten Quadrupol analysiert wurden.

3.3.1 Massenspektrometrische Detektion (Varian)

Die Bestimmung der Molekiilmassen-Ionen erfolgte iiber die Direktinjektion von Colis-
tin-Losungen mit der Spritzenpumpe in die Ionenquelle. Die Colistin-Standardlésungen
(¢ = 10ng/uL) wurden dabei aus einer Stammlésung (1g/L in 0,01M HCI) in fiir die
Massenspektrometrie iiblichen Losungsmittel ACN/HyO (2/8; v/v) bzw. MeOH/H,0
(2/8; v/v) hergestellt. Unter den in Tabelle 5.9 aufgefiihrten Bedingungen waren im Lo-
sungsmittel ACN/H,O (2/8; v/v) kontinuierlich die [M + 3H]*" Molekiilionen (m/z 391
bzw. m/z 386) die intensivsten Ionen und im Losungsmittel MeOH/H,O (2/8; v/v)
sowohl [M + 3H|*Tals auch [M + 2H]** Molekiilionen die intensivsten.

Tabelle 3.5: m/z-Ionen von Colistin

Colistin- [M + H)Y  [M+2H)** [M+3H]?*
Komponente

Colistin A 1170 586 391

Colistin B 1156 579 386

Im néchsten Schritt sollten die Ergebnisse der Direktinjektion durch Injektionen iiber
eine Probenschleife und mit einem Fliefmittel (Einleitung iiber Spritzenpumpe) tiber-
priift und durch Variation der Flie- und Verdiinnungs-Losungsmittel bestatigt bzw. die
Ionenausbeute und die Kontinuitdt der Ionenbildung verbessert werden (Tabelle 5.10,
Abbildung 3.7). Die lonisationsparameter fir ESI-Quelle und Quadrupole wurden mit-
tels automatischer Parametereinstellung (AutoTune) auf maximale Empfindlichkeit ein-

gestellt. Eine manuelle Optimierung der Systemparameter (Spannungen der Quadrupole,
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3.3 Entwicklung einer Methode zur LC-Trennung und MS-Detektion

der Needle und des Multipliers) und auch die Variation der spray-needle brachten keine

Verbesserung hinsichtlich Tonenausbeute oder Kontinuitat der lonenbildung, so dass mit

den automatischen Einstellungen des AutoTune weiter gearbeitet wurde.

Spectrum 1A
BP: 585, (6,834e+7=100%), colistin_fullscan2 xms 0267 min, Sean: 20, 200.0-1300.0 > lon: WA, RIC: 5,023:+8, BC
5855[M + ZH[™
100%4 6‘93[494 ]
5% -
0% 4
57880 + 2H]™
228147
3509 [M + 3HP* Fd
250 1,69{0[&7 1801et7 4
111
1,284e+7
g 51
ARSe+6
ari 138.2
Xifg+s 50060+ BE
' e+h
M+ HT
0% I L l l
2:%0 S(IJU T:I’JU 1 UIUU 1 2|50
mez

Abbildung 3.7: Massenspektrum eines Colistin-Standards in ACN/H,0 (2/8; v/v); ma-

nuelle Injektion

Varian-Massenspektrometer

Scan-Bereich: m/z 200,0 — m/z 1300,0;
Manuelle Injektion {iber Spritzenpumpe
Fliefmittel: 0,5 mM NH4Ac in 0,25 % HFO/ACN (8/2; v/v)

Flussrate: 50 yL/min

Konzentration der Colistin-Standardlésung: ¢ = 10ng/uL

Die drying-gas-Temperatur wurde bei weiteren Experimenten mittels Direktinjektio-
nen von 200 °C in 50 °C-Schritten bis 350 °C erhoht. Die grofite Ionenausbeute war bei
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3 Ergebnisse

einer drying-gas-Temperatur von 300 °C zu messen.

Tabelle 3.6: Ergebnisse der unterschiedlichen drying-gas Temperaturen

drying-gas-Temperatur [°C]5 Peak-Intensitat

200 m/z 586: 1,0e +7
250 m/z 586: 1,3e +7
300 m/z 586: 3,2e +7
350 m/z 586: 2,4e +7

Die unterschiedlichen Sauren und Losungsmittel haben Einfluss auf die Ionisation und
auch das Fragmentierungsverhalten. Wahrend zunéchst die Molekiilionen m/z 391 und
m/z 386 als intensivste Ionen bestétigt wurden, konnten Wiederholungen dieses Ergeb-
nis aber nicht festigen. Unter gleichen Bedingungen waren nunmehr die Molekiilionen
mit m/z 579 und m/z 586 die intensivsten Ionen. AuBerdem traten durch das bei der
Elektrospray-lonisation anliegende Potential bereits Fragmentierungen bei der Molektil-
massen-Bestimmung auf, so dass neben den einfach und mehrfach geladenen Molekiilio-
nen bereits Fragmentionen im MS-Spektrum detektiert wurden. Diese Fragmentierung
in der Quelle trat bei Colistin unregelméaflig und unter nicht standardisierbaren Be-
dingungen auf. Es wurden beispielsweise lonen wie m/z 227; m/z 241; m/z 438 und
auch m/z 101; m/z 202; m/z 221; m/z 441 beobachtet, deren Auftreten nicht reprodu-
zierbar war. Letztlich resultierte aus den Losungsmittel-Versuchen, dass fiir die Ionen-
bildung Ammoniumacetat-Zusétze konstante und intensive Molekiilionen von m/z 586
bzw. m/z 579 lieferten.

Die Erhohung der drying-gas-Temperatur auf 300 °C trug ebenfalls zur Kontinuitit
der Molekiilionen bei. Die Massenspektren im Positiv-lonen-Modus dienten anschlie-
Bend dazu, geeignete Bedingungen fiir die empfindliche und selektive MS/MS-Detektion
zu ermitteln. Bei Triple-Quadrupol-Massenspektrometern gewinnt man durch die Mul-
tiple Reaction Monitoring (MRM)-Methode an Empfindlichkeit. Dabei wird im ersten
Quadrupol ein festgelegtes Vorldufer-lon herausgefiltert und in der Kollisionszelle frag-
mentiert. Im dritten Quadrupol werden dann nur einzelne diagnostische Fragmentionen
durchgelassen. Fir die MS/MS-Experimente wurde zur Ermittlung des Fragmentierungs-

verhaltens eine in unterschiedlichen Losungsmitteln verdiinnte Colistin-Standardlésung

Sweitere Bedingungen: Colistin-Standard in ACN/H,0 (2/8; v/v) 100 ppm, Scan-Bereich 90,0 — 1200,0
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direkt tiber die Spritzenpumpe injiziert (Tabelle 5.11). Mit Unterstiitzung der automati-
schen Funktion (breakdown tool) wurden aus einem vorgegebenen Vorlaufer-Ion die opti-
mierten Kollisionsenergien fiir die generierten Fragmentionen ermittelt und in einer Frag-
mentierungskurve (breakdown-Kurve) angezeigt (Abbildung 3.9). Die Fragmentierungs-
kurven zeigten stets ein schlechtes Fragmentierungsverhalten von Colistin, was sich in der
nicht konstanten Bildung von Fragmentionen schwacher Intensitdt auflerte. Die manuelle
Einstellung der Kollisionsenergien fiihrte zu identischen Ergebnissen. Auch die Erhéhung
des Druckes in der Stofzelle ergab kein konstantes Fragmentierungsverhalten oder keine
intensiveren Fragmentionen. Vielmehr war zu beobachten, dass durch die Stofle mit dem
Kollisionsgas Argon weiterhin die Vorlaufer-Ionen m/z 586 bzw. m/z 579 die intensivs-
ten Ionen bildeten. Im Grunde handelte es sich dabei um ,pseudo-Fragmentionen®. Bei
Kollisionsenergien von = 10 eV bildeten die Vorlaufer-Ionen (m/z 586 bzw. m/z 579) die
intensivsten ,,pseudo-Fragmentionen®.

Polymyxin B zeigte ein analog schlechtes Fragmentierungsverhalten wie Colistin. Als
spseudo-Fragmention* war das Molekiilion m/z 603 zu messen (Abbildung 3.9).

Die EU-Anforderungen an das Konzept der Identifizierungspunkte sind erreicht, wenn
zwei diagnostische Fragmentionen im MRM-Modus gemessen werden (Abschnitt 1.1.1).
Dabei darf sich das relative Intensitdtsverhéltnis der beiden diagnostischen Fragmen-
te nur in vorgegebenen Grenzen bewegen. Mit einem im SVUA-Krefeld vorhandenen
Massenspektrometer eines anderen Herstellers sollte das massenspektrometrische Ver-
halten von Colistin erneut gemessen werden, mit dem Ziel, die Anforderungen der EU-

Entscheidung erfiillen zu koénnen.

3.3.2 Massenspektrometrische Detektion (Micromass)

Ausgangsbedingung fiir die erneuten MS-Experimente war zunéchst eine Desolvation-
stemperatur von 250 °C. Bei diesen Versuchen zeigten sich - unabhéingig vom Losungs-
mittel - die Molekiilionen mit m/z 579 und m/z 586 als die weitaus dominantesten
Molekiilionen (Abbildung 3.8).

Die unzureichende Fragmentierung bestatigte sich an diesem Massenspektrometer in
gleichem Mafle. Bei hoherer Kollisionsenergie entstanden Fragmentionen von schwacher
Intensitédt, mit denen die erforderliche Bestimmungsgrenze nicht erreicht werden konnte.
Die Molekiilionen m/z 586 bzw. m/z 579 bildeten stets die intensivsten Fragmentionen.
Variationen des Druckes in der Kollisionszelle als auch der Kollisionsenergien fiithrten
zu keinen Anderungen im Fragmentierungsverhalten. Als idealer Druck in der Kollisi-

onszelle und Kollisionsenergie erwiesen sich 1,3e® bar und 10eV. Bei Kollisionsenergien
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von bis zu 20eV wurden die Molekiilionen m/z 586 bzw. m/z 579 als die intensivsten

Ionen gemessen. Ublicherweise treten bei Kollisionsenergien unter 10eV keine verwert-

baren diagnostischen Fragmentionen auf. Bei dem cyclischen Polypeptid-Antibiotikum
Colistin wurde dies bis zu 20eV beobachtet (Abbildung 3.10). Die fiir Colistin erziel-

ten Ergebnisse beziiglich des Fragmentierungsverhaltens bestéatigten sich ebenfalls fiir

Polymyxin B (Abbildung 3.11).

2+
[M +2H] Scan ES+
100+ 5855 2.16e8
%_
M +2H]2+
5785
456.7 4653
4152 448.0
576.5 634.3
439.1 5356
4252 "k 4983 5268 > | se4

ORI AN e N M Vg  irataaat J& T e L
400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Abbildung 3.8: Massenspektrum eines Colistin-Standards verdiinnt in
NH4Ac /0,5% HFO

Micromass-Spektrometer

Scan-Bereich: m/z 250,0 — m/z 1500,0
Direktinjektion {iber eine Spritzenpumpe
Flussrate: 50 yL/min

Konzentration der Colistin-Standardlésung: ¢ = 10ng/uL
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Abbildung 3.10: MS/MS-Spektren von Colistin-Standards verdiinnt in 1 mM NH,Ac /0,5% HFO

a: Kollisionsenergie 20 eV

b: Kollisionsenergie 23 eV
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Abbildung 3.11: Massenspektrum und MS/MS-Spektrum eines Polymyxin B-Standards
verdiinnt in 1 mM NHyAc /0,5% HFO

a:  MS-Spektrum von Polymyxin B

b:  Fragmentierungsspektrum von Polymyxin B, Kollisionsenergie 20 eV
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Die massenspektrometrischen Experimente fithrten zu folgenden Ergebnissen:

o Ein Zusatz von Ammoniumsalz zum Eluenten erhéhte die Kontinuitat und Stabili-
tét der Ionenbildung und in geringem Mafle auch die Intensitit der Ionenausbeute.

Trifluoressigsaure hatte einen negativen Einfluss auf die Ionisation.
« Fragmentierungen traten bereits in der Quelle auf (In-source Fragmentierung)

 Aussagekraftige MS/MS-Spektren waren nicht messbar; die Molekiilionen m/z 586

bzw. m/z 579 bildeten gleichzeitig die intensivsten ,pseudo-Fragmentionen®.

Zusatzlich musste in Betracht gezogen werden, dass neben den Losungsmitteln und
den variablen Gerédteparametern auch die Geometrie des Massenspektrometers (Elek-
trospray-lonisationsquelle und Kollisionszelle) Einfluss auf die Massenspektren und das
Fragmentierverhalten von Colistin zu haben scheint.

Diese Beobachtung fiihrte zu der Entscheidung, die Vorgaben des EU-Identifizierungs-
punktekonzeptes anders anzuwenden, weil relative Intensitatsverhéltnisse diagnostischer
Ionen einer Komponente nicht ermittelt werden konnten. Deshalb wurde das Verhéltnis
der beiden , pseudo-Fragmentionen* m/z 586 bzw. m/z 579 zu Grunde gelegt. Zur Besté-
tigung von Colistin erschien diese Vorgehensweise sinnvoll, da Colistin A und Colistin B
als pharmakologisch wirksame Komponenten im HPLC-CR-Standard stets im gleichen

Verhaltnis zu einander auftreten.

3.3.3 Anwendbarkeit der Methode

Geplant war, die entwickelte und optimierte fliissigchromatographische Methode mit
Fluoreszenzdetektion auf die LC mit massenspektrometrischem Detektor zu tibertra-
gen, zumal Trifluroessigsidure-Zusétze standardmafig in der MS-Protein- und Peptid-
analytik eingesetzt werden. Die ermittelten Ergebnisse lielen dies jedoch nicht Erfolg
versprechend erscheinen. Letztlich konnten die von der European Pharmacopoeia ange-
gebenen Komponenten (Abschnitt 1.2) mit den Eluenten 1 M NH,FO/HFO/H,O/ACN
(1/15/984/50; v/v/v/v) und 0,1 % Ameisensédure (HFO) in ACN an einer Jupiter-Proteo-
Saule ausreichend chromatographisch getrennt werden. Die Schwierigkeit bestand in ei-
ner akzeptablen Trennung der Komponenten Colistin A (Polymyxin E 1) und Colis-
tin A-Ile (Polymyxin E 1-Ile).
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Polyrmyxin B CRS-Std 50 ppb
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Abbildung 3.12: TIC- und MS/MS-Chromatogramme von Colistin und Polymyxin B

a: TIC-Chromatogramme einer Colistin und Polymyxin B CR-Standardlosung (je 50 ug/L; 5ng on
column)

b:  MS/MS-Chromatogramm einer 50 ug/L Colistin-CR-Standardlésung (5ng on column)

¢:  MS/MS-Chromatogramm einer 50 pg/L Polymyxin B CR-Standardlésung (5ng on column)

e Trennsdule: Jupiter-Proteo (100 x 2,0, 4 um);

e FlieBmittel A: 1M NH,FO/HFO/H,0/ACN (1/15/984/50; v/v/v/v);
o FlieBmittel B: 0,1 % HFO in ACN;

e Fluss: 0,25 mL/min;

e Gradient: Abschnitt 5.2.3.4;

e Massenspektrometer: Tabelle 5.14

Bei der Detektion im MRM-Modus beruht die Methode auf der Registrierung von
vordefinierten stoflaktivierten Zerfdllen. Im vorliegenden Fall wurden ,,pseudo*-Zerfille
von m/z 586 > 586, m/z 579 > 579 und m/z 603 > 603 aufgezeichnet (Abbildung 3.12).

Zur Kalibrierung der Methode kamen CR-Standards in 0,01 M HCI in Konzentrationen
vom 0,5-, 1-, 1,5- und 2-fachen des zulassigen Grenzwertes in dreimaliger Serienmessung

zur Anwendung. Der Arbeitsbereich lag hierbei zwischen 1,25 ng bis 5 ng.
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6
Tabelle 3.7: Kalibrierung von Colistin von fiinf Konzentrationsstufen (einschlielich
Null) iiber den Arbeitsbereich von 1,25 — 5 ng nach Bestimmung LC-ESI-

MS/MS
Analyt a’ [Area) b? sy [Area]  r? 7 Sx0 " Vyo” enf (a)”
[Area/ug/L] [ng/L] %] [Area]
Colistin A -374,50 97,42 34491 09575 354 16,01  + 33324
Colistin B -311,77 107,20 310,36 0,9514 2,90 17,17 + 299,67

Die Ermittlung der Daten fiir die Wiederholprazision erfolgte anhand von sechs Ein-
zelmessungen eines CR-Polymyxin B Standards in 0,01 M HCI (mit ¢ = 25 ug/L). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 3.8 dargestellt. Im CR-Standard wurde kein praziser Gehalt
an Polymyxin B1, der Hauptkomponente, erwahnt, folglich ist hier als absolute Konzen-
tration die Gesamtkonzentration vorausgesetzt. Dieses war in diesem Fall unerheblich,
da Polymyxin B nicht quantifiziert wurde. Die Bestimmung der Richtigkeit im Rah-
men der Entscheidung 2002/657/EG mit dem CR-Colistin-Standard befindet sich an
anderer Stelle (Abschnitt 3.5).

8
Tabelle 3.8: Wiederholprazision bei der Bestimmung von Polymyxin B mit LC-ESI-

MS/MS
Analyt Injektion abs. Konzen-  Mittelwert Standardab- RSD? [%]
[L] tration [ng] [Areal weichung
[Area)
Polymyxin B1 25 1,25 2810,00 162,90 5.8

6Methode: Abschnitt 5.2.3.4
Gesamtzahl der Kalibriermessungen: n = 12

TAbk.: a, Achsenabschnitt; b, Steigung der Geraden; sy, Reststandardabweichung; r?, Bestimmtheits-
maf; sy, Verfahrensstandardabweichung; Vi, Verfahrensvariationskoeffizient; cnf (a), Ver-
trauensbereich des Achsenabschnittes; Signifikanzniveau P = 95 % und Freiheitsgrad f = n-2

8Methode: Abschnitt 5.2.3.4

9RSD: relative Standardabweichung bzw. Variationskoeffizient
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3.4 Probenaufarbeitung

Die Untersuchung zur Entwicklung der Probenaufarbeitung erfolgte zunéchst mit der
LC-Fluoreszenzdetektion, da die massenspektrometrischen Bedingungen zu dem Zeit-
punkt noch nicht vollstandig entwickelt und optimiert waren.

In dieser Arbeit wurde der Einsatz von Separationstechniken wie Gelfiltration, Ul-
trafiltration und Festphasenextraktion (Ionenaustausch und reversed phase) untersucht,
mit dem Ziel, einen moglichst Matrix freien Extrakt und eine hohe Wiederfindungs-
rate zu erhalten. Die Forderung nach einer hohen Wiederfindungsrate ergab sich aus
den ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Standardlosungen bei der LC-
Fluoreszenzdetektion, die im Bereich des MRL-Wertes lagen (Abschnitt 3.2).

3.4.1 Aufarbeitung von Milch - Extraktion mit TCA

Die Aufarbeitung wurde zunéchst nach einer in der Literatur beschriebenen Vorgehens-
weise durchgefiihrt (DECOLIN U. A. (1997)) (Abschnitt 5.3.1). Wahrend DECOLIN U. A.
(1997) Colistin mittels Vorsaulenderivatisierung analysierten, kam hier die Nachsaulen-
derivatisierung zur Anwendung. Im Chromatogramm der Leerwertprobe wurden zur
gleichen Zeit zu der Colistin A und Colistin B retenierten (Abbildung 3.13) Matrixbe-
standteile gemessen, was Aufstockungsversuche in hoheren Konzentrationen belegten.
Aufgrund der Uberlagerung der Analyten Colistin A und Colistin B von Matrixbegleit-
substanzen und der mangelnden Empfindlichkeit, war eine Auswertung im erforderlichen
Konzentrationsbereich nicht moglich. Bei der verwendeten Rohmilch handelte es sich um
eine garantiert riickstandsfreie Bio-Milch bekannter Herkunft, so dass von einem Co-
listin-Riickstand nicht auszugehen war. Weitere Reinigungsschritte und Aufkonzentrie-
rungsschritte waren erforderlich. Besonders zu beachten waren hier die Milchinhaltsstoffe
wie beispielsweise den als Emulgator wirkenden Phospholipiden oder anderen Proteinen,

die dhnliche chemische Eigenschaften wie Colistin besitzen.

3.4.1.1 Gelfiltrationschromatographie

In einem néchsten Ansatz wurden 10 mL Milch (Leerwertprobe) mit 2mL 10 %iger TCA
deproteiniert. Nach Zentrifugieren und Auffiillen auf ein definiertes Volumen wurden
10 mL mittels Festphasenextraktion gereinigt (Abschnitt 5.3.2) und abweichend zur vor-
herigen SPE-Reinigung, die Kartuschen in einem Arbeitsschritt mit MeOH /0,01 M HC1
(1/1; v/v) konditioniert und dquilibriert. Dies waren erste Ergebnisse aus den Festpha-

senextraktions-Versuchen (Abschnitt 5.3.3).
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Abbildung 3.13: Chromatogramm einer Rohmilch-Leerwertprobe
Die chromatographischen Bedingungen sind in Abschnitt 5.3.1 beschrieben

Mit der Erhéhung des aufgegebenen Probevolumens nahm konsequenterweise der An-
teil der koeluierten Matrixbestandteile zu, so dass eine zweifelsfreie Qualifizierung von
Colistin nicht moéglich war. In einem weiteren Schritt erfolgte eine Reinigung des auf-
konzentrierten Eluats der SPE-Aufarbeitung mittels Gelfiltrationschromatographie tiber
eine Superdea® Peptide-Saule (Abschnitt 5.3.2.1). Bei der verwendeten stationdren Pha-
se - Superdea® Peptide - handelt es sich um ein Dextranmaterial, das zusatzlich kovalent
mit Agarose verbunden ist und somit ein definiertes dreidimensionales Netzwerk mit
Poren bildet und zur Trennung von Peptiden und Proteinen zwischen M, 100 und 7000
bestimmt ist. Die Phase ist chemisch sehr stabil und kann in einem pH-Bereich zwischen
1 und 14 eingesetzt werden. In Vorversuchen sollte getestet werden, ob zum einen die
erforderliche Empfindlichkeit erreicht werden kann und zum anderen, ob eine Entfernung

von Matrixbegleitsubstanzen moglich ist.

Die Trennung beruht nicht auf Wechselwirkungen zwischen Molekiilen und stationarer
Phase, sondern auf den Groflen-Ausschluss. Dennoch sind Wechselwirkungen zwischen
der stationaren Phase und den Molekiilen nicht auszuschlielen. Bei kleineren Molekiilen
insbesondere Peptiden treten haufiger Wechselwirkungen auf als bei grofieren Protei-
nen (Datenblatt zur Saule von Amersham Biosciences; Amersham Biosciences Euro-
pe GmbH (2002)). Die Zusammensetzung des Eluenten kann diese Einfliisse verringern.
Ionische Wechselwirkungen kénnen bei der Superdea® Peptide Phase durch einen nied-
rigen pH-Wert oder durch Zugabe von Salz wie NaCl unterdriickt werden, hydrophobe
Wechselwirkungen hingegen durch den Anteil an organischem Loésungsmittel wie ACN.
Eluenten wie 0,1 % TFA in ACN unterdriicken beide Wechselwirkungen effektiv. In den
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3 Ergebnisse

durchgefiihrten Versuchen konnte durch Zusatz von 0,25 M NaCl zum Eluenten eine Wie-
derfindung fiir einen 1 mg/L Colistin-Standard von 100 % erreicht werden. Ebenso waren
deutliche Reinigungseffekte durch die Gelfiltration zu beobachten (Abbildung 3.14). Ei-
ne ausreichende Empfindlichkeit fiir den erforderlichen Konzentrationsbereich zwischen
25 pg/L - 100 pg/L war allerdings aufgrund der mehrfachen Verdinnungen innerhalb des

Analysengangs, trotz eines eingefithrten Aufkonzentrierungsschrittes, nicht zu erzielen.
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Abbildung 3.14: Chromatogramme zweier Leerwertproben
Injektionsvolumen: 20 L, chromatographische Bedingungen: Abschnitt 5.3.2

a: Aufarbeitung ohne GFC-Reinigung

b: Aufarbeitung mit GFC-Reinigung

3.4.2 Festphasenextraktion

Zur Reinigung und Aufkonzentration wird héufig die Festphasenextraktion (solid phase
extraction, SPE) eingesetzt. Die Wahl des zu verwendenden Sorbensmaterials richtet sich
nach den Eigenschaften des Zielanalyten. In der Literatur wird zur Reinigung und Auf-
konzentration von Colistin die Verwendung von C18- oder Kationenaustauscher-Phasen
beschrieben (DECOLIN U. A. (1997); SUHREN U. KNAPPSTEIN (2005)). In Versuchen
mit verschiedenen SPE-Kartuschen und Losungsmitteln sollte die fiir diese Aufgabenstel-
lung geeigneteste SPE-Kartusche sowie die optimalsten Losungsmittel gefunden werden
(Tabellen 3.9 und 5.17).

Der Test efolgte mit C18-SPE-Kartuschen von zwei Anbietern (IST Separtis und

Chromabond). Bei der bisher durchgefithrten Festphasenextraktion (Konditionieren mit
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3.4 Probenaufarbeitung

MeOH, Aquilibrieren mit einem MeOH /HCI-Gemisch und Elution mit einem MeOH /HCI-
Gemisch, (Abschnitt 5.3.1) wurden bei beiden Anbietern Wiederfindungsraten von ca. 40 %
fiir Colistin A und ca. 50 % fur Colistin B ermittelt. Die niedrigen Wiederfindungsra-
ten fithrten dazu, dass zusatzliche Experimente hinsichtlich der Festphasenextraktion,
durchgefiithrt mit den Chromabond C18ec-Kartuschen, erforderlich waren.

Das Konditionieren und Aquilibrieren in einem Schritt mit MeOH /0,01 M HCI im Vo-
lumenverhéltnis von 1/1 ergab die bestmégliche Wiederfindung. Ein Waschschritt mit
ACN/0,1% TFA (2/8; v/v) war moglich, da Colistin mit dieser Losungsmittelzusam-
mensetzung nicht eluierte. Zusatzlich waren mehrere Elutionsschritte erforderlich, wobei
in den ersten beiden Eluaten > 90 % Colistin eluierten. Voraussetzung fiir die ausrei-
chende Wiederfindung war eine entsprechende Sorbens-Kapazitat der SPE-Kartuschen.
Waiéhrend sich 100 mg Sorbens-Bettmasse bereits fiir den Standard als unzureichend er-
wiesen, war mit 500 mg Sorbens-Bettmasse die erforderliche Wiederfindung zu erzielen.

Weiterhin ergab die vorherige Aquilibrierung der C18ec-Kartusche (Chromabond) mit
Ammoniak eine hervorragende Wiederfindung. Dieser Reinigungsschritt wurde bei einer
néachsten Probenaufarbeitungen eingesetzt.

Im Versuch mit Bond Elut SCX-Kartuschen wurden zunéchst die Bedingungen, wie
von SUHREN U. KNAPPSTEIN (2005) beschrieben, iibernommen. AnschlieBend wurden
Triethylamin und Boratpuffer durch TFA bzw. Kaliumacetat ersetzt, da sich letztere
fir die LC-MS/MS Bestimmung besser eignen. TEA /Boratpuffer sind die stérkeren Ge-
genionen als TFA /Kaliumacetat, denn chromatographisch konnte Colistin bei letzterer
Aufarbeitung nicht nachgewiesen werden, so dass dieser Aufreinigungsschritt nicht weiter

in Betracht gezogen wurde.
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3 Ergebnisse

3.4.3 Aufarbeitung von Milch - Extraktion mit TCA/ACN

Zwei Rohmilchproben (Leerwertprobe und dotierte Leerwertprobe) wurden jeweils mit
einer 10 %ige TCA/ACN-Losung entfettet und deproteiniert. Die Reinigung erfolgte an
einer mit Ammoniak dquilibrierten Cl8ec-Kartusche (Chromabond) (Abschnitt 5.3.4).
Der Vergleich der beiden Chromatogramme (Abbildung 3.15) zeigte, dass in der Leer-
wertprobe ein Peak bei 26,5 Minuten retenierte, der durch die Software Colistin A zu-
geordnet wurde. Nach 13,9 Minuten retenierte Colistin B. Eine sichere Aussage tiber
das Nichtvorhandensein von Colistin war anhand des Chromatogramms nicht moglich.
Im Vergleich zu den ersten Aufarbeitungen war dennoch ein deutlicher, wenn aber noch
nicht ausreichender Reinigungseffekt festzustellen. In Wiederholungsversuchen traten
bei der SPE Probleme auf. Ein Grofiteil der Kartuschen verstopfte regelméfig nach der
Probenaufgabe, so dass eine Serienaufarbeitung nicht moglich und damit fiir Routineun-
tersuchungen ungeeignet war. Eine Reduzierung des Probevolumen entfiel, weil die fiir

die Fluoreszenzdetektion notwendige Aufkonzentration nicht erzielt worden ware.
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Abbildung 3.15: Chromatogramme einer Leerwertprobe (a) und einer 1000 pg/L dotier-
ten Probe (b)
Injektionsvolumen 20 pyL, Chromatographische Bedingungen: Abschnitt 5.3.4

3.4.4 Ultrafiltration

Die Ultrafiltration ist eine Membranfiltration bei der eine semipermeable Membran ei-
ne groflenselektive Barriere fiir Molekiile bildet. Die Ultrafiltration ist ein schonendes
Verfahren zur Reinigung und Aufkonzentrierung von niedermolekularen gelésten Stof-
fen und Makromolekiilen. Sie trennt im Bereich von 1kDa bis 500 kDa. Fiir Colistin
bot sich die Ultrafiltration mit 5kDa oder 10kDa NMWL cut-off Membranen an. Dies
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3.4 Probenaufarbeitung

ist die minimale Molekiilmasse eines Molekiils, die durch die Membran zuriickgehalten
wird. Dieser Aufarbeitungsschritt sollte die Extraktion mit TCA bzw. TCA/ACN er-
setzen und durch die gleichzeitige Konzentrierung wére ein geringeres Volumen fiir die

Festphasenextraktion erforderlich.

In einem neuen Experiment wurden jeweils 2 mL Milch (eine Leerwertprobe, eine mit
100 ug/L dotierte Leerwertprobe) direkt in mit Wasser vorbehandelte 5 kDa und 10 kDa
Millipore-Filter gegeben und zentrifugiert. Das Permeat wurde wie in Abschnitt 5.3.5
beschrieben, behandelt und chromatographiert. Ein positiver verwertbarer Reinigungs-
effekt war nicht erzielt worden. Erkennbar war die hohere Durchléssigkeit des 10kDa

Filters fir Colistin.

3.4.5 Anwendbarkeit auf Milchproben

Die bisher durchgefithrten Aufarbeitungsschritte waren nicht zufrieden stellend. Auf-
gegriffen wurde nun die Festphasenextraktion bei der die Konditionierung und Aqui-
librierung in einem Schritt mit MeOH/0,01 M HCI (1/1; v/v), ein Waschschritt mit
ACN/0,1 % TFA (2/8; v/v) und die anschlieBende Elution mit MeOH /0,01 M HCI (55/45;
v/v) erfolgte. Die vorherige Extraktion zur Abtrennung von Milchproteinen erfolgte in
zwei Schritten mit Oxalsdure und HCI/TCA. Die zwischengeschalteten Zentrifugier-
schritte trennten nicht nur denaturierte Milchproteine, sondern auch das Milchfett ab
(Abschnitt 5.3.6).

Die mit der LC-Fluoreszenzdetektion gemessenen Chromatogramme ermoglichten kei-
ne Auswertung. Weiterhin iiberlagerten Matrixbestandteile die Zielanalyten Colistin A
und Colistin B, so dass im néchsten Schritt die LC-MS/MS-Messung durchgefithrt wur-
de.

Um eine ausreichende Empfindlichkeit zu sichern, wurde bei der SPE der komplette
Uberstand auf die Kartuschen aufgegeben und das Eluat letztlich auf 7mL aufgefiillt,
so dass insgesamt aufkonzentriert wurde. Die Massenspektren zeigten, dass Colistin A
mit m/z 586 und Colistin B mit m/z 579 nun qualitativ und quantitativ bestimmt
werden konnten und dass storende Matrixbestandteile weitestgehend ausgeblendet waren
(Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.16: TIC- und MS/MS-Chromatogramme (MRM 579 > 579 und MRM 586

>586) einer Leerwertprobe und einer 50 pg/L dotierten Probe
Injektionsvolumen: 50 uL, chromatographische und massenspektrometrische Bedingungen: Abschnitt
5.2.34

3.5 Validierung

Mit der Validierung eines Untersuchungsverfahrens wird im Falle der Tierarzneimittel-
Riickstandsanalytik nachgewiesen, dass das Verfahren die Leistungskriterien der Ent-
scheidung 2002/657/EG erfiillt.

In der vorliegeden Arbeit wurde nach dem alternativen Verfahren validiert. Dabei
handelt es sich um eine Inhouse-Validierung, bei der die Reproduzierbarkeit (Metho-
denvergleichsstudie mit mehreren Laboratorien) nicht bestimmt wird (Tabelle 3.10). Sie
ist beispielsweise durch die Teilnahme an Laborvergleichsuntersuchungen zu ermitteln.
Zusétzlich waren Stabilitdt der Analyten und Spezifitidt des Untersuchungsverfahren ge-

trennt zu bestimmen.
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Tabelle 3.10: Analysemethode zur Bestimmung von Colistin in Milch

Extraktion, Entfettung

Die Milch wird homogenisiert (geschiittelt).

Es werden genau 10 mL Milch'’ in ein Zentrifugenglas
gegeben. Dann werden 2mL 0,6 mol/L Oxalsdure hinzu
gegeben, 15 Minuten geschiittelt und zentrifugiert

(2500 U /min, 20 °C, 20 Minuten). Der Uberstand wird mit
15mL einer 0,5mol/L HC1/0,3 mol/L (= 5 %ig) TCA
(1:1)-Losung versetzt, 15 Minuten geschiittelt und bei
2500 U/min und 20 °C 30 Minuten zentrifugiert.

Aufreinigung an Cl8ec -

Kartuschen

Die wissrige Phase wird anschlielend an einer
C18ec-Kartusche wie folgt gereinigt:

. Konditionieren und Aquilibrieren: 3 mL

MeOH/0,01 M HCI (1/1; v/v)

. ganzen Probenextrakt aufgeben

. Waschen: 1 x 2mL ACN/0,1% TFA in H,O

(2/8; v/v)

. Eluieren: 3 x 2mL MeOH/0,01 M HCI (55/45; v/v)

Das Eluat wird in ein graduiertes Reagenzglas aufgefangen
und mit Wasser anschliefend auf 7mL aufgefiillt. Die

Losung ist 3 Wochen im Kiihlschrank haltbar.

Chromatographische
Auftrennung und
massenspektrometrische

Detektion

Stationdre Phase: Jupiter Proteo C12, 100 x 2,0 mm,
4 pm, 90 A mit entsprechender Vorsiule

Mobile Phase:

FlieBmittel A: 1M NH,FO/HFO /H,O /ACN
(1/15/984/50;v/v/v/v) (pPH= 2,3)

FlieBmittel B: 0,1 % HFO in ACN (pH= 1,6)

Gradient: Tabelle 5.15

10Dichte von Rohmilch: p=1,026-1,033 (TOEPEL (2004))
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Tabelle 3.10: Analysemethode zur Bestimmung von Colistin in Milch

Chromatographische ¢ Massenspektrometer:

Auftrennung und Kapillarspannung: 2,0 kV

massenspektrometrische Cone-Spannung: 30V

Detektion Kollisionsenergie: 10 eV
Desolvatationstemperatur: 350 °C
Masseniibergénge: m/z 578,56 > 578,5; m/z 585,5 >
585,5; m/z 602,5 > 602,5

Auswertung Externe Standardmethode (Abschnitt 5.4.5)

3.5.1 Stabilitatstest

Analyseergebnisse konnen durch Matrixbestandteile, aber auch durch nicht ausreichend
stabile Analyten, erheblich beeinflusst werden. Es galt, die durch diese Einfliisse mog-
licherweise auftretenden Abweichungen, sofern noch nicht bekannt, festzustellen, indem
die Stabilitat des Kalibrierstandards in Losung unter verschiedenen Lagerungsbedingun-
gen und in der Matrix tiberpriift wurde. In der Literatur wurden bisher entsprechende
Ergebnisse nicht beschrieben, so dass diese Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit
durchzufithren waren. Die Entscheidung 2002/657/EG schreibt fiir die Kalibrierstan-
dards in Losung Lagerungsbedingungen vor: Im Dunkeln bei -20 °C, 4 °C und 20 °C sowie
im Hellen bei 20 °C. Die mit dem Analyten dotierte Matrix konnte bei -20 °C drei Wochen
gelagert werden.

Die Aus- und Bewertung der Stabilitdtsuntersuchungen erfolgte tiber die Signalin-
tegration und den Flachenvergleich der verschiedenen Lagerungsbedingungen mit ei-
nem jeweils frisch hergestellten Standard. Vorteil dieser Art der Auswertung war, dass
Fehler, die bei quantitativer Auswertung tiber eine Kalibrierkurve entstehen konnten,
entfielen und Unterschiede zwischen den verschiedenen Lagerungsbedingungen zum je-
weiligen Zeitpunkt gut erkannt werden konnten (Tabellen 5.21 und 5.22; Abbildun-
gen 3.17 und 3.18).
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Abbildung 3.17: Grafische Darstellung der Stabilitdtsuntersuchungen (a & b)
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Abbildung 3.19: Chromatogramme von Colistin nach 52-wéchiger Lagerung (Stabili-

tatstest)
Lagerbedingungen: a) dunkel -20 °C; b) dunkel 6 °C; ¢) dunkel 20°C; d) hell 20°C
Chromatographische Bedingungen fiir LC-FLD-Bestimmung: Tabelle 5.6

Beim Colistinsulfat - gelost in 0,01 M HCI - war bei 20°C im Hellen bereits in der
zweiten Woche ein Zerfall zu beobachten. Die Intensitét der beiden Hauptkomponenten
verringerte sich nach zwolf Monaten auf 61 % Colistin A bzw. 51 % Colistin B (Abbil-
dung 3.19: d). Eine Farbinderung der Losung war nicht zu beobachten. Bei der Lagerung
bei 20 °C im Dunkeln konnten 97 % Colistin A und 94 % Colistin B gemessen werden.
Allerdings war bei diesen Bedingungen die minimale Erhohung eines Signals bei 28,9 Mi-
nuten zu sehen (Abbildung 3.19: ¢). Keine nennenswerte Abnahme konnte bei 6 °C im
Dunkeln nach zwolf Monaten gemessen werden (Abbildung 3.19: b). Im Dunkeln bei
-20 °C reduzierten sich die Analyten Colistin A auf 67 % und Colistin B auf 79 %. Hinzu
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3.5 Validierung

kam, dass bei diesen Bedingungen in der LC-Fluoreszenzdetektion die Zunahme von drei
Minorkomponenten zu erkennen war (Abbildung 3.19: a).

Die massenspektrometrische Detektion sollte Aufschluss tiber die gebildeten Kompo-
nenten unter Lagerungsbedingungen A und C geben. Die bei 22,8 Minuten retenierende
Komponente im Chromatogramm A (Abbildung 3.19: a) wurde bei der LC-MS-Messung
nicht getrennt (Abbildung 3.20). Weiterhin wurden m/z-Verhéltnisse von m/z 586 und
m/z 595 (Tabelle 3.11) gemessen.

Tabelle 3.11: Komponenten des Colistinstandards nach 12-monatiger Lagerung im
Dunkeln bei -20°C

Retentionszeit — m/z Komponente
13,8 579 Polymyxin E 2
14,0 586  nicht eindeutig identifizierbar
14,5 595  nicht eindeutig identifizierbar
14,9 586 Polymyxin E 1-Ile
15,5 586 Polymyxin E 1

Bei der Retentionszeit von 14,0 Minuten wurde der m/z Wert von 586 detektiert.
Moglicherweise konnte es sich um methyliertes Polymyxin E 2 oder Polymyxin E 3 han-
deln. Dabei miisste die Methylierung dann an den Fettsaure-Positionen 2, 3, 4 oder 5
stattgefunden haben, da die Verbindung frither reternierte als Polymyxin E 1 oder Po-
lymyxin E 1-Ile. Letztere tragen an der Fettsaure-Position 6 eine Methylgruppe. Welche
Komponente als Methlygruppen-Donor fungiert haben kénnte, konnte an dieser Stelle
nicht geklart werden.

Die Verbindung mit m/z 595 bei 14,5 Minuten konnte auf eine Hydroxylierung der
Fettsaurekette zuriickzufiihren sein. In der Literatur wird beim Colistin eine Kompo-
nente mit einer 3-Hydroxy-6-Methyloctansaure-Struktur beschrieben (GOVAERTS U. A.
(2002)). Moglicherweise handelte es sich hier um die Hydroxylierung von Colistin A,
was die Abnahme dieser Verbindung und die Erhéhung der Komponente mit m/z 595
erklaren konnte. Fir die beschriebenen Verbindungen fehlt die Bestatigung der Theorie
mit Hilfe eines Referenzstandards.

Die mit der LC-Fluoreszenzmessung detektierte Verbindung bei 28,9 Minuten unter
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3 Ergebnisse

den Lagerungsbedingungen C, konnte in der massenspektrometrischen Detektion nicht
registriert werden, so dass auf diese Beobachtung nicht weiter eingegangen wurde.

Temperaturen von 46 °C oder +20°C hatten keinen nennenswerten Einfluss auf die
Stabilitat von Colistinsulfat. Colistinsulfat, gelost in 0,01 M salzsaurer Loésung, war
52 Wochen bei 6°C im Kiihlschrank stabil. Wichtige Voraussetzung schien dabei die
Dunkelheit zu sein. Tageslicht fithrte zur Abnahme der Konzentration aller Kompo-
nenten. Bei niedrigen Temperaturen von —20°C war eine Erhohung des Anteils einiger
Minorkomponenten und der Zerfall der Hauptkomponenten zu beobachten.

Fir die Stabilitdat von Colistin in Milch wurde eine garantiert riickstandsfreie Bio-
Milch mit dem CR-Colistin-Standard dotiert (Konzentration von Colistin in der Milch:
1 ug/mL). Ein Aliquot der Probe wurde bei -20°C gelagert. Die frisch dotierte Probe
wurde aufgearbeitet (Abschnitt 5.3.6) und mittels LC-ESI-MS/MS vermessen. Das bei
-20°C gelagerte Aliquot wurde nach 24 Tagen analysiert. Eine Verdnderung des Colistin-
gehaltes konnte in dieser Zeit nicht beobachtet werden. Colistin war somit in der Matrix
Milch bei -20 °C mindestens drei Wochen stabil.

3.5.2 Spezifitat

Die Spezifitit ist die Fahigkeit einer Methode, den Zielanalyten ohne Verfalschung durch
strukturell dhnliche Stoffe (endogene Stoffe, Matrixbestandteile usw.) zu erfassen und
ihn eindeutig zu identifizieren. Zur Ermittlung der Spezifitdt mussten Leerwertproben
analysiert werden, um das Vorhandensein moglicher Stérungen nachzuweisen und die
Auswirkung dieser Storungen abzuschétzen. Dazu wurden 20 Leerwertproben entspre-
chend der Vorschrift (Abschnitt 5.4.2) aufgearbeitet und vermessen.

Zusatzlich wurden sechs Leerwertproben mit dem strukturell eng verwandten CR-
Polymxin B-Standard auf dem Konzentrationsniveau von 50 ug/L dotiert.

Das mit Colistin eng verwandte Polymyxin B beeintrachtigte oder beeinflusste die
Identifizierung und auch die Quantifizierung von Colistin nicht. Die chromatographische
Trennung der beiden Polypeptid-Antibiotika war moglich und mit massenspektrometri-

scher Detektion waren beide Substanzen eindeutig identifizierbar (Abbildung 3.21 c).
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Abbildung 3.20: Chromatogramme der vier Colistinstandards nach 52-wochiger Lage-

rung (Stabilititstest) und eines frisch hergestellten Colistinstandards
Lagerbedingungen: a) dunkel -20 °C; b) dunkel 6 °C; ¢) dunkel 20 °C; d) hell 20 °C; e) frisch
Chromatographische Bedingungen fiir die LC-MS/MS-Bestimmung: Tabellen 5.12 und 5.15
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Abbildung 3.21: Chromatogramme von Leerwertproben und dem Colistin- bzw. Poly-
myxin B-CR-Standard

a:  MS/MS-Chromatogramme von vier unterschiedlichen Leerwertproben und einem Colistin-CR-
Standard, m/z 579

b: MS/MS-Chromatogramme von vier unterschiedlichen Leerwertproben und einem Colistin-CR-
Standard, m/z 586

c¢:  MS/MS-Chromatogramme von vier unterschiedlichen Leerwertproben und einem Polymyxin B-CR-
Standard, m/z 603

Chromatographische Bedingungen: Tabellen 5.12 und 5.15

Bei den analysierten Leerwertproben konnte eine Verbindung bei 15,7 Minuten mit
m/z 586 gemessen werden, die unter den in Abschnitt 5.2.3 beschriebenen Bedingun-
gen die Identifizierung und die Quantifizierung von Colistin A beeinflussen konnte (Ab-
bildung 3.21 b). Zur Klarung wurden Leerwertproben mit dem CR-Colistin-Standard
auf dem 0,5-, 1-, 1,5- und 2-fachen Niveau des zuldssigen Grenzwertes dotiert (Abbil-
dung 3.22). Diese konnten belegen, dass es sich bei der gemessenen Verbindung nicht um
Colistin A handelte. Eine chromatographische Trennung mit entsprechender Auflésung
war trotz mehrer Gradientenverinderungen nicht moglich. Die Quantifizierung wurde
schlieflich unter den gegebenen Bedingungen manuell durchgefithrt, ohne dass die re-
gistrierten Milchbestandteile einen nennenswerten Einfluss auf die Bestimmung hatten,

was die Verhaltnisse von Colistin A zu Colistin B belegten.
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Abbildung 3.22: MS/MS-Chromatogramme von mit dem CR-Standard auf das 0-, 0,5-,
1-, 1,5- und 2-fache Niveau des zulassigen Grenzwertes dotierten Leer-
wertproben (a,b: m/z 579 und c¢,d: m/z 586)

Chromatographische Bedingungen: Tabellen 5.12 und 5.15
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3.5.3 Richtigkeit

Die Richtigkeit ist ein Maf fiir systematische Abweichungen eines Messwertes von einem
als richtig angesehenen Wert. Zur Bestimmung der Richtigkeit soll, sofern es zur Verfii-
gung steht, zertifiziertes Referenzmaterial verwendet werden. Ist dies nicht der Fall, kann
anstelle der Richtigkeit die Wiederfindung bestimmt werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Wiederfindung ermittelt (Abschnitt 3.5.5.2), da zertifiziertes Referenzmaterial

nicht erhaltlich war.

3.5.4 Versuchsplan

Bei dem angewandten alternativen Validierungsverfahren musste ein Versuchsplan er-
stellt werden, der die verschiedenen Untersuchungsfaktoren gleichzeitig berticksichtigte
und den Konzentrationsbereich zweckentsprechend festlegte. Die verschiedenen Fakto-
ren dienten der Robustheits-Bestimmung. Robustheit ist das Vermogen einer Methode,
gleichbleibende Resultate unter variierenden Bedingungen zu erzielen. In der vorliegen-
den Arbeit wurden fiir die Validierung Faktoren gewahlt und variiert, die iiblicherweise
auch in einem Routinelabor auftreten. Ziel des Validierungsverfahrens war die Ermitt-

lung der Auswirkungen der einzelnen Faktoren:

o Bearbeiter;

» Extraktionszeiten;

Zentrifugierdauer;

Unterbrechung vor SPE;

« unterschiedliche Chargen an Kartuschen.

Unterschiedliche Griinde kénnen dazu fithren, eine Aufarbeitung zu unterbrechen oder
Extraktions- oder Zentrifugierzeiten nicht wie vorgeschrieben einzuhalten.

Ebenfalls ist es iiblich, dass nicht nur ein Mitarbeiter im Routine-Labor die Analyse der
Proben durchfiihrt. Zwangslaufig ist im Laufe der Zeit auch der Einsatz unterschiedlicher
Chargen an SPE-Kartuschen. Diese geringfiigigen Anderungen sollten bei der Durch-
fiithrung beriicksichtigt werden. Groflere Anderungen beziiglich Temperatur, verwendete
Losungsmittel, pH-Werte oder Sdulenmaterial wurden bei der Methodenentwicklung ge-

priift. Die optimalen Bedingungen wurden in der Analysenvorschrift niedergelegt und
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3.5 Validierung

boten deshalb keinen Spielraum. Wéahrend der Methodenentwicklung ergab die Verwen-
dung unterschiedlicher Chargen der stationdren Phase (Sdule) keinen nennenswerten
negativen Einfluss, so dass dieser als geringfligiger Faktor keine Beriicksichtigung fand.
Insgesamt sollten sieben Faktoren mit jeweils zwei Variationen (Level, Merkmals-
auspriagung) getestet werden, so dass 2°=128 Kombinationen zu untersuchen gewesen
waren. Durch die faktorielle Kombination wurde der Umfang der zu untersuchenden
Proben auf 32 reduziert (Tabelle 3.12). Die 32 aufzuarbeitenden Proben setzten sich
aus acht Probenserien mit jeweils vier Konzentrationen (0,5-, 1-, 1,5- und 2-faches des
zuldssigen Grenzwertes) zusammen. Insgesamt wurden dabei sieben Faktoren variiert.
Die Ergebnisse dieser Messungen dienten der Berechnung folgender Leistungsmerk-

male:

o Entscheidungsgrenze CCq;

o Nachweisvermogen CCf;

o Wiederfindung;

o Wiederholprézision bzw. Wiederholstandardabweichung pro Konzentrationsstufe;
 laborinterne Reproduzierbarkeitsstandardabweichung pro Konzentrationsstufe;
« Robustheit kleinerer Anderungen;

o Auswirkungen der einzelnen Faktoren auf die Messergebnisse;

o acht probenbezogene Kalibrierkurven und eine Gesamtkalibrierkurve;

o Vorhersageintervall der Gesamtkalibrierkurve;

o matrixinduzierte Abweichungen;

 laufinduzierte Abweichungen;

o Giitekurve.
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Tabelle 3.12: Faktor-Level-Kombinationen

Lauf  Mitarbeiter E1'' 712 E2!! 7212 Unterbrechung vor Charge
[min]  [min] [min] [min] SPE
S01 Lab 15 20 10 20 Nein 2
S02 Lab 15 30 10 30 Ja 1
S03 Lab 20 20 15 20 Ja 1
S04 Lab 20 30 15 30 Nein 2
S05 Aut 15 20 15 30 Nein 2
S06 Aut 15 30 15 20 Ja 1
S07 Aut 20 20 10 30 Ja 1
S08 Aut 20 30 10 20 Nein 2

3.5.5 Ergebnisse

Die errechneten Konzentrationen an Colistin (Abschnitt 5.4.5) wurden in die Software
InterVal transferiert und dort mittels der gewichteten Konzentration ausgewertet. Fir
die weitere statistische Auswertung wurde zunéchst auf Ausreifler getestet. Der Aus-
reiffertest nach GRUBBS ermittelte aus allen Daten diejenigen Werte mit der grofiten
Differenz zum Mittelwert. Erganzend dazu wies der Ausreiertest nach COCHRAN Aus-
reifler innerhalb einer Serie aus (Priifung der Varianzen auf Homogenitét). Bei den ge-
messenen Daten wurden keine Ausreifler ermittelt, so dass in die weitere Auswertung alle
gemessenen Daten einflossen, um die nach der Entscheidung 2002/657/EG geforderten
Leistungsmerkmale zu ermitteln.

Zu den allgemeinen Leistungskriterien zéhlten vorgegebene Toleranzen fiir Retenti-
onszeiten bei der Fliissigchromatgraphie und fiir Ionenintensitéaten bei der Massenspek-
trometrie. Die Retentionszeit des Analyten in der Analysenprobe muss mit einer To-
leranz von +2,5% derjenigen des Kalibrierstandards entsprechen. Zusatzlich miissen

die Ionenintensititen der einzelnen Fragmentionen im Vergleich zu denjenigen im Kali-

HUE1 = Extraktionszeit 1, E2 = Extraktionszeit 2

1271 = Zentrifugierdauer 1, Z2 = Zentrifugierdauer 2
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brierstandard innerhalb der vorgegebenen Intensitéten von 420 % (bei Intensitdten des
Basispeaks von > 50 %) liegen.

Die Retentionszeiten der Analyten bewegten sich bei den CR-Standards in Losung
zwischen 13,5 - 14,0 Minuten fiir Colistin B und zwischen 15,3 - 15,7 Minuten fiir Co-
listin A. Die Retentionszeiten fiir die beiden Analyten in den Analysenproben befanden
sich alle im geforderten Bereich von + 2,5 % (Tabelle 5.30).

Wie bereits im Abschnitt 3.3 erldutert, dienten aufgrund der massenspektrometrischen
Méglichkeiten die Vorlaufer-lonen (m/z 579 und m/z 586) gleichzeitig als diagnostische
Molekiilionen. Aus diesem Grund konnte im vorliegenden Fall nur das Verhéltnis der
Molekiilionen Colistin A und Colistin B als modifiziertes Leistungskriterium zu Grunde
gelegt werden (Tabelle 5.29). Das berechnete Verhéltnis von Colistin A zu Colistin B
im CR-Standard lag bei 1,31. Die gemessenen Verhéaltnisse bewegten sich zwischen 1,09
und 1,41 und lagen damit im vorgegebenen Toleranzbereich von +20 % (1,05 - 1,57).

3.5.5.1 Entscheidungsgrenze und Nachweisvermogen

Die Entscheidungsgrenze CCa fir Colistin in Milch liegt bei 43,4 ug/kg. Dies ist der
Wert, bei dem die gesetzlich festgelegte Hochstmenge mit eine statistischen Wahrschein-
lichkeit von 95 % tiberschritten ist. Definitionsgeméafl liegt der Wert fiir das Nachweis-
vermoOgen CCp mit 51,3 pug/kg héher als die Entscheidungsgrenze CCa (Tabelle 3.13).
Tabelle 3.14 enthélt die Ergebnisse der Messungen einschliefSlich der Achsenabschnitte

und der Steigungen.

Tabelle 3.13: Informationen zur Validierung

CCa: 43,4 pg/kg
CCg: 51,3 pg/kg
MRL-Wert: 39 pg/kg
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Tabelle 3.14: Ergebnisse der Bestimmung von Colistin in Milch

Lauf CL' 1 CL2 CL3 CL4 Achsenabschnitt Steigung
Gesamtkalibrier- 19,5 39,0 58,4 77,9 -0,22 1
kurve

S01 18,3 39,5 59,9 79,7 -1,06 1,07
S02 19,1 39,8 58,9 75,9 0,50 0,98
S03 19,3 40,1 62,6 81,2 -1,49 1,07
S04 19,2 40,5 61,5 74,1 1,26 0,98
S05 22,7 40,5 58,3 72,5 6,23 0,87
S06 17,6 35,1 54,5 82,9 -4,79 1,08
S07 18,1 35,3 54,9 72,3 -0,34 0,93
S08 18,9 421 62,6 80,4 -0,27 1,05

3.5.5.2 Wiederfindung

In der Analytik sollen die Fehler, die durch das Miterfassen von in der Probenmatrix ent-
haltenden Substanzen oder die durch die Beeinflussungen der Signalintensitiaten durch
die Matrixbestandteile entstehen, so gering wie méoglich sein. Die Uberpriifung des Ver-
fahrens auf Matrixeinfliisse erfolgte iiber die Bestimmung der Wiederfindung. In die-
sem Fall ersetzte diese auch die Bestimmung der Richtigkeit und damit die Ermittlung
systematischer Fehler. Die Wiederfindungsrate wurde tiber eine Matrixkalibriergerade
ermittelt und liegt zwischen 99,3 % und 100,2 % (Tabelle 3.15).

Unabhéangig davon zeigte ein Vergleich der Matrixkalibriergeraden mit einer Kalibrier-
geraden in Losungsmittel signifikante Signalerhohungen, die auf Matrixeffekte zurtickzu-
fithren waren. Mit steigender Colistin-Konzentration in Milch nahm die Signalerh6hung
insgesamt ab. Auf dem Konzentrationsniveau von 19,5 ug/L lag die Erhéhung um den
Faktor 4,5 und bei 77,9 pg/L um den Faktor 2.

13CL = Konzentrationslevel [ug/kg]
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Tabelle 3.15: Wiederholprézision, “In-house”-Reproduzierbarkeit und Wiederfindung

Konzentration S, “[ug/kg] RSD [%] Swr ’[ug/kg] RSD [%] WDF [%]

g /ke]
19,5 1,5 7.9 2,1 10,9 99,3
29,2 1,8 6,0 2,1 73 99,7
39,0 1,9 49 2.3 5,9 99,9
48,7 2,1 4,2 2,6 5,3 100,0
58,4 2.2 3,7 2.9 5,0 100,1
68,2 2.3 3,3 34 4,9 100,1
77,9 2.4 3,1 3.8 49 100,2

3.5.5.3 Wiederholstandardabweichung und laborinterne

Reproduzierbarkeitsstandardabweichung

Unter Prizision versteht man den Grad an Ubereinstimmung zwischen unabhingigen
Testergebnissen, die unter festgesetzten (vorgegebenen) Bedingungen erzielt werden.
Dabei wird das Prazisionsmafl normalerweise als Unprazision ausgedriickt und als Stan-
dardabweichung des Ergebnisses berechnet. Eine geringere Prézision ist durch eine gro-
Bere Standardabweichung gekennzeichnet. Die Wiederholprézision ist die Préazision un-
ter Wiederholbedingungen. Dabei sind Wiederholbedingungen die Anforderungen, un-
ter denen voneinander unabhéngige Messergebnisse mit derselben Methode, identischem
Probenmaterial, demselben Gerat und demselben Analytiker erzielt werden. Die labo-
rinterne Reproduzierbarkeit (laborinterne Vergleichsprézision) ist die Prézision unter
laborinternen Reproduzierbarkeitsbedingungen. Die Messergebnisse werden in ein und
demselben Labor mit der selben Methode unter vorgegebenen variierenden Bedingungen
(Probenmatrix, Untersucher, Umgebung) erzielt.

InterVal berechnet in Abhéngigkeit von der Konzentration die Wiederholstandardab-
weichung und die laborinterne Reproduzierbarkeitsstandardabweichung sowie die jewei-

ligen relative Standardabweichungen (Variationskoeffizienten) (Tabelle 3.15). Mit zuneh-

145, =Wiederhol-Standardabweichung

158, r=laborinterne Reproduzierbarkeitsstandardabweichung
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mender Colistin-Konzentration stiegen die Wiederhol- bzw. die laborinterne Reprodu-
zierbarkeitsstandardabweichungen systematisch an, die jeweiligen Variationskoeffizien-
ten nahmen entsprechend ab. Die laborinterne Reproduzierbarkeitsstandardabweichung
war hoher als die Wiederholstandardabweichung, da sie zusétzlich die Streuung der Ka-
libriergeraden und die Schwankungen von Lauf zu Lauf beinhalteten. Die zugrunde lie-
genden Berechnungen basierten auf algorithmischen Anpassungen, die in der Literatur
(JULICHER U. A. (1998, 1999)) beschrieben sind.

3.5.5.4 Messunsicherheiten innerhalb des validierten Kalibrierbereiches

Die relativen Wiederhol- und die relative laborinternen Reproduzierbarkeitsstandard-
abweichungen nahmen mit zunehmender Colistin-Konzentration ab (Abbildung 3.23).
Analog zur Standardabweichung (Wiederhol- und laborinterner Reproduzierbarkeit) lag
die relative Messunsicherheit der Kalibrierung iiber derjenigen der Wiederholbarkeit. Die
Unsicherheit der systematischen Fehler wird in InterVal bereits in der Messunsicherheit

der Kalibrierung beriicksichtigt.
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Abbildung 3.23: Messungenauigkeiten innerhalb des validierten Kalibrationsbereiches

3.5.5.5 Probenbezogene Kalibrierkurven, Gesamtkalibrierkurve und
Vorhersageintervall der Gesamtkalibrierkurve

Abbildung 3.24 zeigt die acht probenbezogenen Kalibrierkurven, die Gesamtkalibrierkur-
ve und das Vorhersageintervall der Gesamtkalibrierkurve. Das Vorhersageintervall gab
den Bereich an, in dem der tatsdchliche Wert mit einer statistischen Wahrscheinlichkeit

von 95 % liegt. Diese Abbildung zeigt auch, dass keine Ausreifler vorhanden waren.
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Abbildung 3.24: Gesamtkalibrierkurve, acht probenbezogene Kalibrierkurven und Vor-
hersageintervall der Gesamtkalibrierkurve

3.5.5.6 Robustheit und Auswirkung der einzelnen Faktoren auf die
Messergebnisse

Die Robustheit einer Methode beschreibt deren Féahigkeit gleich bleibende Messergeb-
nisse unter variierenden Bedingungen - wie verschiedene Matrices oder Spezies - zu
erzielen. Variiert wurden in der vorliegenden Arbeit Faktoren, die tiblicherweise auch
in einem Routinelabor auftreten (siehe auch Abschnitt 3.5.4). Die zufélligen und syste-
matischen Effekte der jeweiligen Faktoren auf die Messergebnisse sind in Tabelle 3.16
zusammengefasst. Die Wiederfindung beim zweiten Zentrifugierschritt wich 12,76 % von
der mittleren Standardabweichung (proportional deviation) und 4,06 % vom Mittelwert
(constant deviation) ab. Damit hatte dieser Aufarbeitungsschritt den grofiten Einfluss

auf die Messergebnisse. Werte unter 5% sind iiblicherweise nicht relevant und bis zu
15 % akzeptabel.

Tabelle 3.16: Effekte der einzelnen Faktoren

Faktor Level + Level - Proportional Constant
deviation deviation
Bearbeiter Lab Aut 3,53 2,60
Extraktionsdauer 1 15 Minuten 20 Minuten -1,72 -0,94
Zentrifugierdauer 1 20 Minuten 30 Minuten -4,31 -1,02
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Tabelle 3.16: Effekte der einzelnen Faktoren

Faktor Level + Level - Proportional Constant
deviation deviation
Extraktionsdauer 2 10 Minuten 15 Minuten 1,21 -0,93
Zentrifugierdauer 2 20 Minuten 30 Minuten 12,76 4,06
Unterbrechung vor ~ Unterbrechung:  Unterbrechung;: -2,45 2,94
SPE ohne mit
Charge der Charge 1 Charge 2 1,18 -4,00
Kartuschen

3.5.5.7 Giitekurve

Die Giitekurve beschreibt den Zusammenhang zwischen der Analytkonzentration und
der Wahrscheinlichkeit, die Entscheidungsgrenze CCa zu tiberschreiten (Abbildung 3.25).
Fiir die erarbeitete Untersuchungsmethode besteht bei einer Konzentration von 51,3 ug/kg

(Nachweisvermogen) eine Restwahrscheinlichkeit von 5 %, dass eine falsche Entscheidung

getroffen wiirde. Die Giitekurve zeigt einen optimalen Verlauf, da der Konzentrations-

bereich zwischen Entscheidungsgrenze und Nachweisvermogen relativ eng beieinander

liegt.
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4 Diskussion

4.1 Colistin-Standard

In der Analytik bilden Standards die Basis zur qualitativen und quantitativen Bestim-
mung von Substanzen. Eine wichtige Voraussetzung fiir Vergleiche in der Analytik sind
daher einheitliche Standards. Colistin ist ein zyklisches Polypeptid-Antibiotikum, wird
von Paenibacillus polymyza var. colistinus (synonym: Bacillus polymyza) produziert und
setzt sich aus einer komplexen Mischung ahnlich strukturierter Komponenten zusammen.

Die Herausforderung bei der quantitativen Bestimmung des Gehaltes an Colistin be-
stand in der Trennung dieser komplexen Mehrkomponentenmischung. Zur Quantifizie-
rung von Colistin wird entgegen der Vorgaben der VO (EWG) 2377/90 die Summe der
beiden Hauptkomponenten Colistin A und Colistin B zu Grunde gelegt (EMEA (2002)).
Voraussetzung fiir die quantitative Bestimmung mittels Chromatographie ist das Vor-
liegen eines entsprechenden Standards mit definierter Zusammensetzung. Der bis zum
jetzigen Zeitpunkt einzige vorliegende kommerziell erhaltliche HPLC-Referenzstandard
stammt von der Européischen Arzneibuch-Kommission in Straburg. In diesem zerti-
fizierten Referenzstandard sind fiinf Komponenten mit ihrem Anteil angegeben, wo-
bei die Summe dieser Komponenten 86,9 % betriagt. Die beiden Hauptkomponenten
Colistin A (44,2%) und Colistin B (33,7%) sind in der Summe anteilig mit 77,9 %
(PHARMACOPOEIA (2004)) vorhanden.

Zusatzlich war zu berticksichtigen, dass es sich bei diesem zertifizierten Standard nicht
um die reine Colistinbase handelte, sondern um das Sulfatsalz. Ein genau definierter
Sulfat-Anteil war nicht angegeben. Die Monographie enthélt die Information, dass der
Sulfat-Anteil pro Mol im Mittel 1,95 Mol Sulfat-Ionen betrégt. Unter Beachtung dieser
MafBgaben galt es, die Quantifizierung von Colistin durchzufiihren.

Zur Bearbeitung dieses Problems wurden die Bedingungen, unter denen das Verfah-
ren zur Hochstmengenfestsetzung im Rahmen der Européischen Gemeinschaft zugelassen
wurde, betrachtet. Einerseits wurde hierbei der Gehalt an Sulfat nicht mit einbezogen,

andererseits basierte die Quantifizierung bei der LC-Bestimmung auf einem mikrobiolo-
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gischen Standard.
Ausgehend von diesen Tatsachen und unter Beriicksichtigung der zuvor genannten
Vorgaben, beruht die Berechnung des Gesamt-Colistingehaltes in dieser Arbeit auf fol-

gende Annahmen:

o der Sulfatgehalt flieit in die Berechnung nicht mit ein, da in den Monographien fiir
den mikrobiologischen und fiir den HPLC-Standards ein nahezu gleicher mittlerer

Gehalt an Sulfat angeben wird;

o der Gehalt an Colistin wird tiber die Summe von Colistin A und Colistin B kal-
kuliert unter der Beriicksichtigung, dass deren Anteil 77,9 % betragt. Die weiteren
Komponenten des Colistins flieen in die Berechnung nicht mit ein. Daraus lasst
sich aus der Riickstandshochstmenge von 50 pug/kg Colistin in Milch der Wert von
39 ug/kg Colistin (Summe aus Col A und Col B) in Milch ableiten.

In der Literatur erwiahnen WAN U. A. (2006), GMUR U. A. (2003) und DECOLIN U. A.
(1997) die Problematik bei der Berechnung der Colistin-Konzentration. Der Sulfatgehalt
wird in keiner der genannten Veréffentlichungen beriicksichtigt. Alle aufgefiihrten Au-
toren, die mittels Fliissigchromatographie arbeiten (Tabelle 1.6), wihlen den Weg, den
Gehalt an Gesamt-Colistin iiber die Summe von Colistin A und Colistin B zu berechnen.
Dabei wird die Summe von Colistin A und Colistin B dem Gesamt-Colistingehalt gleich
gesetzt, was auf der Basis des mikrobiologischen Standards nachvollziehbar erscheint,
da keine weiteren Angaben vorliegen. Eine Ausnahme machten GMUR U. A. (2003).
Hier war die Referenzsubstanz ein kommerziell erhéltlicher Polymyxin E 1-Standard
(Colistin A), dessen Quelle nicht ausfindig gemacht werden konnte.

In der Humanmedizin konnen sowohl Colistinsulfat- als auch Colistinmethansulfonat-
Praparate zur Behandlung cystischer Fibrose eingesetzt werden. Zur Vergleichbarkeit
der eingesetzten Dosis wird diese in Internationalen Einheiten (IU) angegeben. Ver-
schiedene Autoren stellen in der neueren Literatur fest, dass diese Angaben nicht bei
allen Praparaten zutreffend sind und fordern deshalb eine einheitliche Regelung zur Ver-
gleichbarkeit der Wirkung (FALAGAS U. KAsiAkou (2006B); L1 u.A. (2006)). Die
Forderung nach definierten Colistin-Standards betrifft nicht nur den Human- sondern
auch den Veterinarbereich.

Im Hinblick auf eine Optimierung bei der Quantifizierung wéren nicht nur reine Ein-
Komponenten-Standards erforderlich, sondern auch eine Konkretisierung des Marker-
Rickstands in der EU-Verordnung (VO (EWG) 2377/90). Solange diese Angaben

nicht préziser erfolgen, ist eine Quantifizierung in der beschriebenen Weise durchfiihrbar.
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4.2 Analytische Methode zur LC-Trennung mittels Fluoreszenzdetektion

4.2 Analytische Methode zur LC-Trennung mittels

Fluoreszenzdetektion von Colistin

In der Literatur erldutern DECOLIN U.A. (1997), MOROVJAN U.A. (1998), CAN-
CHO GRANDE U.A. (2001), GMUR U. A. (2003), SUHREN U. KNAPPSTEIN (2005),
Sin u.a. (2005) und WAN U. A. (2006) LC-Verfahren mit Fluoreszenz- (Nach- oder Vor-
sdulenderivatisierung) oder MS-Detektoren zur Bestimmung von Colistin in tierischer
Matrix oder in Futtermitteln. Es gelang im Rahmen dieser Arbeit - unter Modifizierung
des Fliefmittels - ein LC-Verfahren mit Nachsédulenderivatisierung und Fluoreszenzde-
tektion zu etablieren, das fiir die Bestimmung der Stabilitdtsversuche eingesetzt wurde.
Die Probenmatrix Milch konnte allerdings mit der eingefiihrten Methode (Nachsaulende-
rivatisierung und Fluoreszenzdetektion) chromatographisch nicht optimal vom Analyten
Colistin abgetrennt werden, so dass dadurch die erforderliche Empfindlichkeit und Spe-

zifitat nicht erreicht wurde.

4.2.1 Einfluss der Trennsaule und der FlieBmittel

Eine Trennung der Colistin-Komponenten war - unabhangig von der anschliefenden
Detektionsart - Grundlage fiir die Quantifizierung von Colistin iiber Colistin A und
Colistin B, zumal einige Minorkomponenten die gleiche molare Masse besitzen (Ab-
schnitt 1.2). Von den getesteten Phasenmaterialien erwiesen sich die verwendeten Saulen
yZorbax SB C8“, ,LiChroCART Superspher 100 RP18“,  Inertsil ODS 3 C18%, , Pron-
tosil 300 C30“ und ,Jupiter Proteo C12“ prinzipiell als geeignet. Die Selektivitdt der
Trennung der Colistin-Komponenten ist bei den Sdulen verschiedener Hersteller und
unterschiedlicher Materialien wie C8, C12, C18, C30 mit oder ohne endcapping, unter-
schiedlicher Porengrofie oder Oberflache meist sehr &hnlich. Die Chromatographie findet
wegen der Stabilitdt von Colistin bei einem pH-Wert ~ 2 statt, so dass Voraussetzung
fiir alle Sdulen die Stabilitat im sauren pH-Bereich war. Informationen hiertiber wurden
fir die ,LiChroCART Superspher 100¢ C18-Séule nicht angegeben, weshalb diese nicht
weiter verwendet wurde. Die ,,Jupiter Proteo C12“-Phase ist speziell fiir die Bestimmung
von Peptiden entwickelt und hat das Vermogen, Mischungen mit einer Differenz von nur
einer oder zwei Aminosauren trennen zu kénnen. Die mit der , Jupiter Proteo C12“-Saule
erzielten Ergebnisse konnten ohne groflen Aufwand optimiert werden, so dass diese Saule
letztlich standardméafig verwendet wurde.

Geeignete Fliefimittel fiir die Peptid- und Proteinanalytik in Verbindung mit der Elek-
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trospray-lonisierung sind Acetonitril und Trifluoressigsaure, Ammoniumformiat oder
Ammoniumacetat. Die beiden zuletzt genannten Ionenpaarreagenzien sind fir die Fluo-
reszenzdetektion in Kombination mit dem Derivatisierungsreagenz OPA nicht geeignet,
deshalb wurde letztlich Trifluoressigsdure als Ionenpaarreagenz verwendet. Zu dem Zeit-
punkt lagen Ergebnisse beziiglich der MS-Experimente noch nicht vor, so konnte das Ziel
- eine Aufarbeitung und chromatographische Trennung - weiter verfolgt werden. Unter
isokratischen Bedingungen war eine ausreichende Trennung der wesentlichen Kompo-
nenten nicht erreichbar. Die Gradientenelution brachte somit nicht nur Vorteile fiir eine
bessere Selektivitat, sondern auch fiir eine Trennung von matrixreichen Extrakten. Die
optimale Elution erfolgte letztendlich mittels eines ACN/H,O-Gradienten unter Verwen-
dung von TFA als Additiv zu beiden Phasen sowie dem Derivatisierungsreagenz OPA /2-
Mercaptoethanol. Es gelang eine Optimierung der Konzentration des an der Derivati-
sierungsreaktion beteiligten 2-Mercaptoethanols. Experimente hinsichtlich der Variation
des Thiols wurden nur ansatzweise durchgefiihrt, dabei 2-Mercatpoethanol durch Ethan-
thiol ersetzt. In der Literatur wird iiberwiegend die Stabilitiat der Isoindolderivate, die
sich mit zunehmender Verzweigung der Thiole erhoht, beschrieben (SIMONS U. JOHNSON
(1977, 1978); LINDROTH U. MOPPER (1979); STOBAUGH U. A. (1983)). Aufgrund
der geringen Aussichten, den notwendigen Konzentrationsbereich zu erreichen, und die
schon allein wegen der Erreichung der Identifizierungspunkte erforderliche massenspek-
trometrische Detektion, ist dieser Ansatz nicht weiter optimiert und verfolgt worden.
Insgesamt konnte die Sensitivitdt im Vergleich zu dem herkémmlich verwendeten ba-
sischen Ionenpaarreagenz Triethanolamin in Verbindung mit Phosphatpuffern und den

verwendeten Derivatisierungsreagenzien OPA und 2-Mercaptoethanol gesteigert werden.

4.2.2 Anwendbarkeit der Methode

Die eingefithrte Methode mittels Nachsédulenderivatisierung und Fluoreszenzdetektion
trennt die fiir die Quantifizierung wesentlichen Hauptkomponenten von den Nebenkom-
ponenten. Die erreichte Nachweisgrenze war allerdings nicht ausreichend, um in der
proteinreichen Matrix Milch Colistin A und Colistin B detektieren zu kénnen. Im Hin-
blick auf die Erreichung der erforderlichen Identifizierungspunkte war der Einsatz des
Massenspektrometers unumgénglich. Die beschriebene Fluoreszenz-Methode ermoglich-
te allerdings die erfolgreichen Untersuchungen fiir den Stabilitatstest (Abschnitte 3.5.1
und 5.4.1).
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4.3 Analytische Methode zur LC-Trennung und

massenspektrometrischer Detektion von Colistin

4.3.1 ESI-MS/MS

Bei der Kopplung von Fliissigchromatograph und Massenspektrometer mit einem Elek-
trospray-Interface wird die Ionisation und Fragmentierung eines Analyten in der Quelle
u. a. durch das dort anliegende Ionisations-Potential, die Zusammensetzung des Flief3-

mittels sowie die Struktur und die funktionellen Gruppen des Analyten beeinflusst.

Der Zusatz organischer Losungsmittel zum Eluenten verbessert die Ionisation, indem
es die Oberflichenspannung senkt. Somit entstehen kleinere Tropfchen, die auf Grund
des gednderten Oberflichen-Volumen-Verhéltnisses zu einer erhohten Verdunstung des
Losemittels fithren. Mit Acetonitril als organischer Komponente wurde im Vergleich zu
Methanol die beste Spraystabilitéit erreicht.

Zur Steigerung der Ionisationseffizienz hat die Verwendung von Ammoniumsalzen bei-
getragen, die im Vergleich zur Trifluoressigsédure einen hoheren Siedepunkt aufweisen. Die
Ionisierung erfolgt durch die anglegte Spannung von 2kV und die Anlagerung von Pro-
tonen aus dem protonenhaltigen Losungsmittel, die bevorzugt an den basischen L-2.4-

Diaminobuttersauren von Colistin stattfindet.

Die Signalintensitéit wird zusétzlich auch vom strukturellen Aufbau des Analyten be-
einflusst. Dabei wird die Bildung der Gasphasenionen durch den hydrophoben Charakter
von Peptiden betrachtlich gepragt. Im Vergleich zu hydrophilen sind hydrophobe Pep-
tide oberflichenaktiv. Die Ursache unterschiedlicher Oberflichenaktivitaten liegt in der
molekularen Struktur der Stoffe begriindet. Amphiphile Substanzen bestehen sowohl
aus hydrophilen als auch aus hydrophoben Gruppen und reichern sich aufgrund dieser
Eigenschaft an der flissig/gasféormigen Phasengrenzfliche an. Der Ladungsiiberschuss
auf der Tropfchenoberfliche ist nach Ubergang des oberflichenaktiveren Molekiils in die
Gasphase nun geringer. Es kommt zu keiner weiteren Desorption oder Coulomb Fission,
so dass im Tropfen zurtickgebliebene Molekiile nicht in die Gasphase tibergehen kénnen
und im Massenspektrum nicht erscheinen (CECH U. ENKE (2000)). Kleinere Peptide
zeigen bei Substitution mit einer hydrophoberen Gruppe eine Verstiarkung des Signals.
Umgekehrt wurde bei Substitution mit einer hydrophilen Gruppe eine Abschwéichung
beobachtet (KEBARLE (2000)). Die amphiphilen Eigenschaften von Colistin tragen so-
mit zur Stabilitdt und Intensitat des Signals bei und zeigen demzufolge in der Matrix

Milch eine erhohte Signalintensitéit als im Losungsmittel.
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Die Elektrospray-lonisation ist ein weiches lonisationsverfahren, bei dem die Fragmen-
tierung in der Quelle iiberwiegend vermieden wird (KEBARLE U. TANG (1993)). Beim
Colistin waren allerdings mit beiden verwendeten Massenspektrometern Fragmentionen
in der Quelle zu messen (Abschnitte 3.3.1 und 3.3.2). Offensichtlich hat neben dem Lo-
semittel auch die Geometrie des Massenspektrometers Einfluss auf die Ionisation und
Fragmentierung von Colistin. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den in der Literatur
beschriebenen Erfahrungen (WAN U. A. (2006)). Die Geometrie kann die Elektrospray-
Tonisationsquelle sowie die Kollisionszelle betreffen und ist tiblicherweise nicht variabel
(Tabelle 4.1). Ausnahmen bietet hier der Hersteller Varian, bei dem in geringem Mafle
die spray-needle in ihrer Hohe (y-adjustment) und ihrem Abstand zur Einlasskapillare
(x-adjustment) verstellt werden kann. Im Rahmen des moéglichen Variationsbereiches
war jedoch keine Verbesserung zu messen. Dieser Fragestellung konnte innerhalb dieser
Arbeit nicht weiter nachgegangen werden, da ein API-Gerat - mit dem besseres Frag-
mentierungsverhalten gemessen wurde - nicht zur Verfiigung stand (SIN U. A. (2005),
WAN U. A. (2006) und MA U. A. (2008)).

Tabelle 4.1: Geometrie von Kollisionszelle und Elektrospray-Ilonisation-Interface

Varian 1200 L Micromass LC 9011 API 3000/4000

Kollisionszelle 180° Winkelanordnung lineare Anordnung lineare Anordnung

zwischen Eintritt und

Austritt
ESI- off-axis from capillary Z-Spray Geometrie: off-axis:
Interface azis: Die Probe wird zwischen ~ Der Nadelaustritt
Die Probe wird zwischen  qem Nadelaustritt und befindet sich geringfiugig
dem Nadelaustritt und dem MS-Eingang auBerhalb der MS-
dem MS-Eingang um ca.  ;weifach orthogonal Eingangsachse
70° abgelenkt. abgelenkt

Im Grunde findet in der Quelle ( Varian und Micromass) schon eine ,,pseudo“-MS/MS-
Messung statt. Die detektierten Ionen bestehen neben den einfach und mehrfach gela-
denen Molekiilionen auch aus einfach geladenen Aminoséuren wie (m/z 101, m/z 202,
m/z 227, m/z241). Letztere resultieren aus der bevorzugten Fragmentierung der Pepti-
de entlang der Hauptkette, wobei die Fragmentionen m/z 101 [L — Dab—~ — N Hy]" und
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m/z202 [L—Dab—~— N Hy—Thr]" sowie m/z227 [6—MHA—L—Dab—~y—NHy+H|"
und m/z2241 [6 — MOA — L — Dab — v — N H, + H|*darstellen.

Die intensivsten Molekiilionen waren die zweifach geladenen Molekiilionen (m/z 586,
m/z 579 und m/z603). Sie dienten deshalb als Vorlduferion fiir die anschlieSende MS/MS-
Messung. Diese zweifach geladenen Molekiilionen von Colistin A, Colistin B und Poly-
myxin B bilden auch die intensivsten Hauptfragmente. Hohere Kollisions-Energien fiihr-
ten zur intensiven Fragmentierung, bei der die gebildeten Fragmentionen von geringer
Intensitit waren und nicht in dem benotigten Empfindlichkeitsbereich lagen. Als diagno-
stische Fragmentionen fungierten aus diesem Grunde die Molekiilionen selbst. Prinzipiell

handelt es sich auch hier wiederum um eine ,,pseudo“-MS/MS-Messung.

4.3.2 Identifizierungspunkte

Beim Identifizierungspunktekonzept wurden mangels weiterer diagnostischer Fragmen-
tionen die ,pseudo-Fragmentionen® (m/z586, m/z579) als diagnostische Ionen ange-
rechnet. Da jedes Ion nur einmal gezahlt werden kann, ergeben sich pro Vorlduferion
keine Identifizierungspunkte und fir die im dritten Quadrupol gemessenen ,pseudo-
Fragmentionen® (m/z 586, m/z579) jeweils 1,5 Punkte. Daraus resultieren drei Identifi-
zierungspunkte, womit die nach der Entscheidung 2002/657/EG erforderliche Anzahl
von drei Identifizierungspunkten fiir Stoffe der Gruppe B (96/23/EG) erreicht wird.

4.4 Probenaufarbeitung

Mit der Probenaufarbeitung ist die weitestgehende Abtrennung der Probenmatrix vom
Zielanalyten verbunden. Aufgrund des amphiphilen Charakters von Colistin stellte dies
in einer proteinreichen Matrix wie der Milch eine grofle Herausforderung dar.

Zur Deproteinierung wurde die Milch zunéchst, wie bei DECOLIN U. A. (1997) be-
schrieben, mit Trichloressigsaure behandelt. Mit dem Zentrifugierschritt wurde u. a. auch
das Milchfett abgetrennt. Bei der anschlieBenden Reinigung tiber eine C18-Kartusche
wurden lipophile Begleitstoffe der Milch zuriickgehalten und das Colistin ohne vorheri-
gen Waschschritt eluiert. Durch die Behandlung mit Trichloressigsaure denaturieren die
sdureempfindlichen Proteine, nicht aber solche, die aufgrund ihrer chemischen und phy-
sikalischen Eigenschaften saurestabil sind. Die beschriebene Probenaufarbeitung konnte
nicht ohne Weiteres tibertragen werden, da zur gleichen Zeit wie Colistin Begleitstoffe re-

tenierten und die erforderliche Empfindlichkeit mit der Nachsaulenderivatisierung nicht
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erreicht wurde.

4.4.1 Extraktionsverfahren

Wiéhrend die Entfernung von Milchfett einfach durch Zentrifugieren und die der Ca-
seine durch Saurezugabe (Denaturierung) erfolgt, liegt die Hauptschwierigkeit in der
[solierung des Colistins von den als Emulgator wirkenden Phospholipiden oder anderen
Proteinen, die dhnliche chemische Eigenschaften wie Colistin besitzen. Hierzu wurden
weitere Separationstechniken wie Festphasenextraktion, Gelfiltrationschromatographie
oder Ultrafiltration getestet. Der erste Extraktionsschritt zur Entfettung und weitest-

gehenden Deproteinierung erfolgte mit Oxalsaure, ein zweiter folgte nach Zentrifugieren

mit TCA/HCL.

4.4.2 Gelfiltrationschromatographie

Als zusétzlichen Reinigungsschritt zur Festphasenextraktion wurde die Gelfiltrations-
chromatographie durchgefiihrt. Grundsétzlich sind Wechselwirkungen zwischen Molekii-
len und stationarer Phase moglich, wobei kleinere Molekiile - wie Peptide - anfalliger fiir
diese Wechselwirkungen sind als grofere Proteine (Datenblatt zur Saule von Amersham
Biosciences; Amersham Biosciences Europe GmbH (2002)). Bei der verwendeten sta-
tiondre Phase Superdea® Peptide konnten die ionischen Wechselwirkungen durch einen
niedrigen pH-Wert (pH = 1,9) und durch Zugabe von 0,25 M NaCl, die hydrophobe Wech-
selwirkungen hingegen durch den Anteil an Acetonitril unterdriickt werden. In den durch-
gefiihrten Versuchen wurde eine Wiederfindung fiir einen 1 mg/L Colistin-Standard von

100 % erreicht. Die Experimente mit Milch zeigten deutliche Reinigungseffekte.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass aufgrund der apparativen Moglichkeit
ein hoheres Injektionsvolumen nicht moglich war. Mit einem gréfleren Injektionsvolu-
men wére eine erfolgreiche Anwendung der Gelfiltrationschromatographie vorstellbar.
Prinzipiell miisste dann noch die Wiederfindung im entsprechend niedrigen Konzen-
trationsbereich ermittelt werden. Grundsatzlich stellt die Gelfiltrationschromatographie
eine effektive aber zeitaufwandige Methode zur Aufreinigung bei der Bestimmung von
Colistin in Milch dar.
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4.4.3 Festphasenextraktion

Das Prinzip der Festphasenextraktion beruht auf der Wechselwirkung des Analyten mit
dem Sorbens, der stationdren Phase. Als Sorbentien kamen RP-Phasen und Kationen-
austauscher zum Einsatz. Die aufgegebene Extrakt-Losung wird durch die zuvor kon-
ditionierten und aquilibrierten SPE-Kartuschen hindurchgesaugt. Die Analyten gehen
dabei mehr oder weniger starke Wechselwirkungen mit dem Sorbens ein und werden
entsprechend stark zurtickgehalten. Trennprinzipien sind die aus der Chromatographie
bekannten Mechanismen der Verteilung, der Adsorption und des lonenaustausches. Der
Anreicherung auf der Kartusche kénnen dann noch Waschschritte folgen, bevor der Ana-
lyt mit einem geeigneten Losemittel eluiert wird.

Bei dem Verfahren nach DECOLIN U. A. (1997) mit der Chromabond Cl18ec-Kartu-
sche betrug die Wiederfindung 40 % fir Colistin A und 57 % fir Colistin B. Vermutlich
wird bei der Probenaufgabe nicht das gesamte Colistin zurtickgehalten, denn weitere
Elutionsschritte fithrten nicht zur héherer Wiederfindung. Weitere Experimente zielten
darauf ab, die Konditionierung, die Aquilibrierung, mégliche Waschschritte und den Elu-
enten zu optimieren. Die von zwei verschiedenen Anbietern getesteten C18-Kartuschen
wiesen keine Unterschiede hinsichtlich der Wiederfindung auf.

Das Sorbens muss vor der Probenaufgabe konditioniert und équilibriert werden, da-
mit es mit dem Analyten eine reproduzierbare Wechselwirkung eingehen kann. Die Kon-
ditionierung und Aquilibrierung ist eine Benetzung der stationiren Phase und schafft
eine geeignete Umgebung zur Adsorption des Analyten. Die Solvatisierung in nur einem
Schritt mit MeOH/0,01 M HCI (1/1;v/v) hatte im Fall von Colistin einen positiven Ef-
fekt auf die Wiederfindung. Ein vorheriger Konditionierungsschritt mit reinem Methanol
fithrt zur erheblichen Analytverlusten. Das praparierte Sorbens darf nicht trockengezo-
gen werden, da sonst die Benetzung zunichte gemacht wird. Zur Beladung wurde der
ganze Probenextrakt aufgegeben. Das anschlieBende Waschen des Sorbens dient iiblicher-
weise zur Entfernung von schwécher gebundenen Matrixbestandteilen. Als Waschlosung
erwies sich eine Losung von ACN/0,1% TFA (2/8;v/v) als geeignet.

Bei allen gepriiften Eluenten erwies sich fiir C18-Phasen die schon in der Literatur
(DECOLIN U. A. (1997)) erwahnte MeOH /0,01 M-HCI-Losung (55/45;v/v) als das op-
timale Elutionsmittel. Zur Erreichung einer Aufkonzentration wurde das Eluat auf ein
geringeres Volumen als das Probevolumen aufgefiillt.

Eine gute Wiederfindung ergab ebenfalls die Festphasenextraktion von Colistin-Stan-
dardlosungen tiber die Cl8ec-Kartusche (Chromabond) bei vorheriger Konditionierung

im Ammoniak-Alkalischen. Bei vorheriger Entfettung und Deproteinierung von Milch-
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proben mit 10 %iger TCA/ACN-Losung (Abschnitt 5.3.4), war im Vergleich zur SPE-
Aufreinigung mit MeOH/HCIl-Konditionierung ein deutlich verbesserter aber dennoch
nicht ausreichender Reinigungseffekt erkennbar. Zudem zeigte das Verstopfen der Kar-
tuschen bei Wiederholungsversuchen, dass eine Serienaufarbeitung nicht moglich war.
Vor dem Hintergrund einer Weiterentwicklung oder Optimierung der Aufreinigung kénn-
te der Oxalsdure-Extraktionsschritt vorangestellt werden.

Die in der Literatur (SUHREN U. KNAPPSTEIN (2005)) erfolgreich angewandte Ka-
tionenaustauscher-Kartusche in Verbindung mit der Vorsaulenderivatisierung-Fluores-
zenzdetektion fand in dieser Arbeit keine Verwendung. Obwohl mit dem Eluenten Ka-
lium-Boratpuffer/ACN/TEA akzeptable Wiederfindungen von 82% (Colistin A) und
90 % (Colistin B) erreicht wurden, war diese Aufreinigung wegen der anschliefenden
LC-ESI-MS/MS-Analyse nicht praktikabel. Der Grund hierfiir liegt im Vorhandensein
der schwerfliichtigen Boratsalze. Diese konnen sich ebenso wie Matrixbestandteile im
Bereich des Probeneinlasses, insbesondere bei der Transferkapillare festsetzen und so
einen signifikanten Empfindlichkeitsverlust bewirken. Ebenfalls konnten die Salze durch
Ionenpaarbildung die Colistinionen neutralisieren, so dass diese nicht mehr massenspek-
trometrisch erfasst werden konnen. Die Erfahrungen beziiglich der komplexen Ionisation
und des nicht absehbaren Verhaltens oder der geringen Stabilitdat von Colistin im alka-
lischen Puffer waren Anlass, diese Versuche nicht weiter zu verfolgen. Im Hinblick auf
eine mogliche Fortentwicklung der Methode konnte angestrebt werden, den alkalischen
Extrakt nach pH-Wert Erniedrigung mittels LC-ESI-MS/MS zu untersuchen. Moglicher-
weise konnte neben den nicht veranderbaren Gerédteparametern die Zusammensetzung
des Losemittel einen positiven Einfluss auf die Ionisation und damit Empfindlichkeit
und Robustheit der Methode haben, wobei sich der weitere getestete Eluent (Kaliuma-
cetat/ACN/TFA im Alkalischen) nicht als addquates, gleich stark wirkendes Ionenpaar-

reagenz erwies.

4.4.4 Ultrafiltration

Die Ultrafiltration ist eine Membranfiltration bei der eine semipermeable Membran eine
groflenselektive Barriere fiir Molekiile darstellt. Die Ultrafiltration ist ein schonendes
Verfahren zur Reinigung und Aufkonzentrierung von niedermolekularen gelosten Stoffen
und Makromolekiilen. Sie trennt Molekiile im Bereich von 1kDa bis 500 kDa. Colistin
bewegt sich mit 1170 g/mol bzw. 1155g/mol im Grenzbereich von 1kDa. Der Einsatz
von 5 kDa- und 10 kDa-Ultrafilter erzielte keine ausreichende Reinigung. Neben Colistin

passierten ebenso Milchbestandteile in nicht unerheblichem Mafle die Membran, so dass
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eine weitere Verfolgung dieses simplen Reinigungs- und Konzentrierungsschrittes nicht

sinnvoll war.

4.4.5 Anwendbarkeit der Probenaufarbeitung auf Milch

Samtliche erprobten Extraktions- und Aufreinigungsschritte waren nicht ausreichend,
um in dem Extrakt mittels Nachsdulenderivatisierung und Fluoreszenzdetektion Colis-
tin in Milch zu analysieren. Problematisch waren stets die vorhandenen Milchbestand-
teile, die mit dem Colistin dhnelnden physikalisch-chemischen Eigenschaften und die zu

geringe Konzentration des Analyten im Eluat oder Extrakt.

Abschliefend wurde der Extraktionsschritt mit der grofitmoglichen Deproteinierung
und der Reinigungsschritt mit der besten Wiederfindung und dem fiir die Massenspektro-
metrie geeigneten Losungsmittel kombiniert. So wurde nach Zugabe von Oxalsdure und
TCA/HCI und Abzentrifugieren des Niederschlags der Extrakt mittels Festphasenex-
traktion weiter aufgereinigt und aufkonzentriert. Das Eluat der Proben konnte miihelos
in das LC-MS System injiziert werden, obwohl - wie LC-Fluoreszenzmessungen zeigten
- noch Anteile der Matrix vorhanden waren. Mit der chromatographischen Trennung
konnten in Kombination mit der massenspektrometrischen Detektion storende Matrix-
substanzen, die zur gleichen Zeit wie Colistin-Komponenten retenierten, weitestgehend
ausgeblendet werden. Nachteile ergeben sich, da trotz Proteinfallung und Entfettung
die Proben noch Matrixbestandteile enthalten, so dass in der Regel das LC-MS-System
haufiger gereinigt werden muss. Der bei unreinen Proben auftretende Empfindlichkeits-
verlust aufgrund von Matrixeffekten war hier nicht zu beobachten, sondern viel mehr

eine Steigerung der Signalintensitat (Abschnitt 4.3.1).

Die urspriingliche Aufgabenstellung der Arbeit war die Erarbeitung einer Analyseme-
thode, bei der eine chromatographische Trennung mit zwei moglichen Detektionen — der
Nachséulenderivatisierung-Fluoreszenzdetektion und der massenspektrometrischen De-
tektion — den Nachweis und die Bestimmung von Colistin in Milch erbringen sollte. Die
Fluoreszenzdetektion hitte den ersten Nachweis liefern sollen, der dann wiederum durch
die MS/MS abgesichert worden wére. Dieses Ziel war mit den Ergebnissen der Nachséu-
lenderivatisierung-Fluoreszenzdetektion nicht zu erreichen. Moglich war ausschliefSlich
die Bestimmung mit der massenspektrometrischen Detektion, so dass diese Methode

validiert wurde.
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4.5 Validierung

4.5.1 Stabilitatstest

Wie auf allen Gebieten der Riickstandsanalytik stellen Standardlosungen eine wichtige
Fehlerquelle bei quantitativen Bestimmungen dar. Da alle Standardlésungen nur be-
grenzt haltbar sind, ist eine Forderung der EU-Entscheidung, Stabilitatstests unter den
dort definierten Bedingungen durchzufiihren. Diese erfolgen, indem die Stabilitat des
Kalibrierstandards in Losung unter verschiedenen Lagerungsbedingungen und in der Ma-
trix tiberpriift wird. Lagerungsbedingungen fiir die Kalibrierstandards in Losung sind:
Im Dunkeln bei -20°C, 4°C und 20°C sowie im Hellen bei 20°C. Mit dem Analyten
dotierte Matrix wurde bei -20 °C gelagert.

Fiir den Stabilitdtstest wurde eine hohere Konzentrationsstufe von 1 mg/L (MRL-Wert
in Milch: 50 pug/kg) gewahlt, um auch das Verhalten der Minorkomponenten erfassen und
iiberpriifen zu kénnen. Die Messungen fiir den Stabilitéatstest eines Colistin-Standards in
Losung erfolgte iiber zwolf Monate, diejenigen in der Matrix Milch konnten iiber einen
Zeitraum von drei Wochen durchgefithrt werden.

Der Abbau von Colistin in einer 0,01 M HCI-Losung ist primér lichtabhéngig. Bereits
in der zweiten Woche konnte unter den Bedingungen - Hell /20 °C - ein Abbau gemessen
werden, der sich kontinuierlich fortschrieb.

Die fiir den Abbau verantwortliche Strahlung liegt im UV-Wellenldngenbereich von
300-400 nm, wobei die Untersuchung des Abbaumechanismus nicht Teil dieser Arbeit
war.

Eine temperaturabhéangige Zersetzung konnte in der 20. Woche zuerst bei -20 °C be-
obachtet werden, wihrend bei 6 bzw. 20 °C bis zum Ende des Stabilititstest kaum eine
Abnahme zu vermessen war (Tabelle 5.22, Abbildungen 3.17 und 3.18). Einfrier-Auftau-
Effekte waren sicher auszuschlielen, da fiir die Messungen jeweils ein Vial den entspre-
chenden Lagerungsbedingungen entnommen und anschlieend verworfen wurde. Parallel
zur Abnahme der Hauptkomponenten nahmen zwei Minorkomponenten zu. Aufschluss
ergab die massenspektrometrische Detektion. Bei der Komponente mit m/z 586 konnte
es sich moglicherweise um methyliertes Polymyxin E2 oder Polymyxin E3 handeln.

Die andere Minorkomponente mit m/z 595 konnte auf eine Hydroxylierung der Fett-
sédurekette zuriickzufithren sein. In der Literatur wird beim Colistin eine Komponente mit
einer 3-Hydroxy-6-Methyloctanséure-Struktur beschrieben (GOVAERTS U. A. (2002)).
Gegebenenfalls handelt es sich hier um die Hydroxylierung von Colistin A, was die

Abnahme dieser Verbindung und die Erhéhung der Komponente mit m/z 595 erkléren
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konnte.
In der Matrix Milch konnte bei -20 °C im Dunkeln nach mindestens drei Wochen kein

Abbau von Colistin gemessen werden.

4.5.2 Spezifitat

Ein von der EU-Kommission gefordertes Leistungsmerkmal ist die Spezifitiat. Analy-
semethoden sind spezifisch, wenn eine Unterscheidung zwischen dem Zielanalyten und
eng verwandten Stoffen (Metabolite, Abbauprodukte, Matrixbestandteile etc.) moglich
ist. Dazu ist es erforderlich eine geeignete Anzahl von repriasentativen Leerwertproben
(n>20) auf Matrixeffekte hin zu untersuchen. Zusétzlich wird festgestellt, ob diese ggf.
zu einer fehlerhaften Identifizierung fithrt oder die Quantifizierung beeinflusst.

Die analysierten Leerwertproben zeigten kurz nach dem Peak von Colistin A einen
nicht gut aufgelosten Peak mit dem gleichen m/z-Verhéltnis von 586. Zur weiteren Ab-
sicherung dieser Beobachtung wurden Leerwertproben mit dem CR-Colistin-Standard
auf dem 0,5-, 1-, 1,5- und 2-fachen Niveau des zuldssigen Grenzwertes dotiert. Mit den
Dotierungsversuchen konnte belegt werden, dass es sich bei der gemessenen Verbindung
nicht um Colistin A, sondern um eine milcheigene Verbindung mit denselben m /z-Werten
handelte. Eine chromatographische Trennung mit entsprechender Auflésung war trotz
mehrer Gradientenveranderungen nicht moglich. Um den Einfluss auf die Quantifizierung
moglichst gering zu halten, wurde diese manuell durchgefiihrt.

Bei einer zukiinftigen moglichen Weiterentwicklung der Analysemethode wére eine
Erhohung der Spezifitat z. B. durch Optimierung der chromatographischen Gradienten-
trennung unter Verwendung einer liangeren Séule, die zum Zeitpunkt der Validierung
nicht zur Verfiigung stand, denkbar.

Ebenso war der Einfluss von Substanzen, die die Identifizierung und/oder Quantifi-
zierung von Colistin beeinflussen kénnen, zu bestimmen. Als mogliche bekannte Sub-
stanz kam hier Polymyxin B in Frage. Die Untersuchung von sechs mit Polymyxin B
dotierten Leerwertproben zeigte, dass aufgrund der unterschiedlichen m/z-Werte und
Retentionszeiten eine eindeutige Identifizierung moglich war. Ein negativer Einfluss von

Polymyxin B war somit auszuschlieflen.

4.5.3 Richtigkeit / Wiederfindung

Bei Analysemethoden ist die Wiederfindung und damit die Richtigkeit der Ergebnisse

besonders wichtig. Fehler, die durch das Miterfassen anderer - in der Probenmatrix
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enthaltener - Substanzen auftreten, sollten so gering wie moglich gehalten werden. Die
Wiederfindungsrate ist somit ein Maf fiir die Ausbeute nach Durchfiihrung samtlicher
Probenaufarbeitungsschritte und des Messverfahrens.

Bei wiederholten Analysen eines zertifizierten Referenzmaterials gelten folgende Richt-
bereiche fiir die Abweichung des experimentell bestimmten, wiederfindungskorrigierten

mittleren Massenanteils vom zertifizierten Wert:

Tabelle 4.2: Mindestwerte der Richtigkeit von quantitativen Methoden

Massenanteil Bereich

<1 pg/kg - 50% bis + 20%

> 1pug/ke bis 10 ug/kg - 30% bis + 10%

>10 ug/kg -20% bis + 10%

Da kein zertifiziertes Referenzmaterial zur Verfliigung steht, wird die Bestimmung der
Richtigkeit durch die Wiederfindung von zugesetzten bekannten Mengen des Analyten zu
einer Leerwertmartix akzeptiert, wobei die wiederfindungskorrigierten Daten beim Co-
listin im Bereich von -20 % bis +10 % liegen miissen. Die Wiederfindungsraten bewegten
sich zwischen 99,3 — 100,2 % (Tabelle 3.15) und bedurften damit keiner Korrektur.

Eine wichtige Beobachtung in der quantitativen LC-ESI-MS/MS-Analytik ist all-
gemein das Vorkommen von matrixbedingten Signalsuppressionen oder -steigerungen
(NIESSEN (2003)). Wahrend iiber Signalsuppressionen haufiger berichtet wird, finden
Signalverstarkungen offensichtlich nicht in dem Mafle statt. Untersuchungen der Ma-
trixeffekte zeigen, dass sich diese primér in der fliissigen Phase abspielen und von der
Konzentration der nichtfliichtigen Verbindungen in der Probe abhangen. Die Ursache fiir
die Tonenverstarkung muss also bereits bei der Tropfchenbildung und der anschlieenden
Losemittelverdunstung liegen (KING U. A. (2000)). Die Charakteristika der Signalinten-
sitdten wurden bereits im Abschnitt 4.3.1 beschrieben. Die Signalverstarkung von Co-
listin in Milch nimmt mit steigender Colistin-Konzentration in der Milch vom kleinsten
dotierten Niveau vom 4,5-fachen bis zum hochsten Niveau auf das 2-fache ab. Colistin A
und Colistin B haben in der Gegeniiberstellung zu den noch im Extrakt vorhandenen
Milchbestandteilen offensichtlich eine hohere Oberflachenaktivitét.

Durch diesen Matrixeffekt werden die erforderlichen Bestimmungsgrenzen ohne Wei-

teres erzielt. Dennoch fithren Matrixbeeintrachtigungen aufgrund einer geringeren Re-
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produzierbarkeit des Analyseprozesses zu mangelhafter Genauigkeit und Prézision einer
Methode. Zur Kompensation dieses Effektes muss der Gehalt an Colistin iiber Matrix-

kalibriergeraden errechnet und dariiber auch die Wiederfindungsrate bestimmt werden.

4.5.4 Ergebnisse der Validierung

Ein Messergebnis ist unweigerlich mit einer Unsicherheit behaftet. Die Messunsicher-
heit ist ein Mafl dafiir, in welchem Werteintervall sich das Ergebnis bewegt und er-
laubt dem Labor einzuschétzen, inwiefern es sich auf diesen Wert verlassen kann. Um
diesen Aspekt zu beriicksichtigen, ist die Angabe der Messunsicherheit eine zentrale
Forderung der EN ISO/IEC 17025:2005 (2005). Die in der Entscheidung der Kom-
mission 2002/657/EG geforderte Messunsicherheit in Form der Entscheidungsgren-
ze CCa und dem Nachweisvermogen CCf entspricht der Vorgabe der ISO-Norm. Zur
Messunsicherheit tragen alle Prozesse bei, die zur Messwertermittlung dienen. Diese
Unsicherheitskomponenten liegen im préanalytischen Teil wie Probenahme, Transport,
Lagerung oder Probenvorbereitung (Homogenisieren, Teilen) und im analytischen Teil.
Im Labor werden die analytischen Unsicherheiten ermittelt. Dabei ist die Quantifizie-
rung der einzelnen Unsicherheitskomponenten sehr aufwendig und problematisch. Die
Berechnung erfolgt nach separater Ermittlung der einzelnen Unsicherheitsquellen ent-
sprechend den Gesetzen der Fehlerfortpflanzung. Eine enorme Erleichterung bietet das
alternative Verfahren mit der Software InterVal. Die Software basiert auf algorithmi-
schen Anpassungen zur Berechnung der allgemeinen Messunsicherheit (JULICHER U. A.
(1998, 1999)). Sie erfasst die Prazisionsdaten wie Wiederholstandardabweichung, la-
borinterne Reproduzierbarkeitsstandardabweichung sowie Messunsicherheiten innerhalb
des validierten Kalibrierbereiches (Tabelle 3.15) und die systematischen Abweichungen
in Ubereinstimmung mit dem EURACHEM /CITAC (2004) Leitfaden.

Bei der Validierung soll der Zusammenhang bestimmter, die Analytik beeinflussende
Parameter /Faktoren untereinander untersucht werden. Bei den tiblichen aufwendigen
vorgeschalteten Robustheitstests wird der Effekt von einer oder mehrerer Parameterén-
derungen (Matrices, Spezies, Zentrifugier- und Extraktionsdauer, Kartuschen-Chargen
etc.) beobachtet. Wenn ein Faktor signifikant ist, muss eine griindlichere Untersuchung
durchgefiihrt werden, um die Grofle des Effektes zu messen und ein mogliches Arbeitsin-
tervall festzulegen. Diese Tests liefern deshalb Informationen tiber den Einfluss wichtiger
Faktoren (EURACHEM /CITAC (2004)). In InterVal werden diese Informationen mit
der Validierung ermittelt. Durch die Versuchsplane ist es moglich, mehrere faktorielle

Effekte systematisch und mit minimalem Aufwand zu untersuchen. Dabei konnen mit
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32 Bestimmungen bis zu sieben Faktoren gleichzeitig untersucht werden.

Der zweite Zentrifugierschritt hat bei den in dieser Arbeit durchgefithrten Arbeits-
schritten den grofiten Einfluss auf die Bestimmung von Colistin in Milch. Mit 13 %
Abweichung von der mittleren Standardabweichung liegt er aber noch im akzeptablen
Bereich von + 15% (Tabelle 3.16).

4.5.5 Anwendbarkeit der Analysemethode

Das Ziel eine nach den Vorgaben der Kommissionsentscheidung 2002/657/EG vali-
dierte Methode zur Bestimmung von Colistin in Milch zu erstellen, wurde unter ge-
ringfligiger Modifikation erreicht. Mit Unterstiitzung der Software InterVal ergab sich
nach dem alternativen Validierungsverfahren fiir CCa ein Wert von 43,4 ug/kg und fiir
CCg ein Wert von 51,3 ug/kg. Im Vergleich zum herkémmlichen Validierungsverfahren
konnte somit mit relativ geringem Validierungsaufwand eine neue Analysemethode eta-
bliert werden, die auch erfolgreich in der Routineanalytik eingesetzt wird. In allen 43

untersuchten Rohmilchproben konnten keine Colistinrticksténde nachgewiesen werden.

4.6 Ausblick

4.6.1 Vorsaulenderivatisierung

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Fluoreszenzdetektion mittels Nachsaulenderivati-
sierung, da unter gleichen chromatographischen Bedingungen die massenspektrometri-
sche Detektion moglich sein sollte. Als Vorteil fiir die Vorsédulenderivatisierung ist zu
werten, dass die Reaktionsdauer ohne wesentliche Bedeutung ist und dass durch zusatz-
liche gezielte Extraktionen Reagenziiberschiisse oder interferierende Reaktionsprodukte
entfernt werden konnen. Im Rahmen von Routine- und Serienaufarbeitungen findet der
Derivatisierungsschritt hdufig in Verbindung mit der Probeninjektion statt, so dass zu-
sitzliche Reinigungsschritte entfallen. Isoindolderivate sind bei Raumtemperatur und
im sauren pH-Bereich instabil, weshalb eine automatisierte Derivatisierung vorteilhaft
ist. Ublicherweise wird die Bildung von Reaktionsprodukten, die die chromatographische
Analyse durch Uberlagerung von Substanzen stéren konnte, als Nachteil angesehen. Aus-
zuschlielen ist aber nicht, dass es im umgekehrten Fall vorteilhaft sein kann, dass durch
die vorherige Derivatisierung von Matrixbestandteilen eine bessere chromatographische
Trennung der Colistin-Komponenten moglich wird. Mit einer automatisierten zeitgesteu-

erten Vorsdulenderivatisierung und anschliefender Injektion in das chromatographische
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System, konnten die Colistin-Isoindolderivate massenspektrometrisch oder mittels Fluo-
reszenz detektiert werden. In der Literatur sind massenspektrometrische Untersuchungen
von Colistinderivaten zur Uberpriifung, ob die Derivatisierungsreaktion mit OPA und
2-Mercaptoethanol an den fiinf unmaskierten Aminogruppen stattfindet, beschrieben
(DECOLIN U. A. (1997)). Fragmentierungsversuche oder Bestimmungen im Rahmen der
Riickstandsanalytik sind bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht aufgezeigt und waren im Rah-
men dieser Arbeit technisch nicht ausfiihrbar. Moglich wére, dass die Colistinderivate
mit den in dieser Arbeit eingesetzten Massenspektrometern ein verbessertes Fragmen-
tierungsverhalten aufzeigen, so dass die Anforderungen der EU in vollem Umfang zu

erfiillen waren.

4.6.2 Immunoaffinitatsextraktion

Ein zentraler Aspekt in dieser Arbeit war es, bei der Probenaufarbeitung die Ma-
trix Milch weitest moglich vom Zielanalyten Colistin abzutrennen. Die Spezifitat der
hier eingesetzten Techniken basiert auf der Molekiilgréfie (Gelfiltrationschromatogra-
phie und Ultrafiltration) und den adsorptiven und/oder Redox-Eigenschaften (solid-
phase-extraction und lonenaustausch) von Colistin. Colistin lie8 sich nach der SPE-Auf-
reinigung zwar eindeutig mittels der massenspektrometrischen Detektion nachweisen,
fithrte aber unter dem Einfluss von Matrixbestandteilen zu hoheren Signalintensitaten
und damit zur haufigeren Reinigung des LC-MS-Systems.

Eine weitere denkbare - im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefithrte - Technik
fiir analytische Zwecke ist die Immunoaffinitatsextraktion. Das Prinzip beruht auf der
selektiven molekularen Erkennung, der Bindung von Antikérper und Antigen. Sie er-
moglicht die selektive und spezifische Reinigung und auch Anreicherung eines Analyten
(= Antigen) aus einer komplexen Probenmatrix. Bei der Immunoaffinitétsextraktion sind
die Antikorper an eine Tragermatrix gebunden. Sie binden die Zielanalyten (= Antigene)
aus der Probe. Von Antikorpern nicht gebundene Substanzen werden iiber einen Wasch-
schritt entfernt. Anschliefend werden die Zielanayten eluiert, indem die Wechselwir-
kung zwischen Antikorper und Antigen aufgehoben wird. Zunéchst gilt es allerdings
einen entsprechenden Antikorper zu erzeugen, da bisher keine Antikérper fiir Colistin
kommerziell erhaltlich sind. HAMMER (1998) und KIiTAGAWA U. A. (1985) erzeugten
Antiképer fiir Colistin durch Immunisierung von Kaninchen und wiesen damit Colis-
tin mittels ELISA in Rohmilch bzw. mittels EIA in Forelle nach. Der von HAMMER
(1998) erzeugte Antikorper wurde von SUHREN U. KNAPPSTEIN (2005) als solcher

zum Screenen von Colistin in Rohmilch eingesetzt, um die Ergebnisse anschliefend mit
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der LC-Fluoreszenzdetektion zu bestatigen.

Die erzeugten Antikorper werden auf einem geeigneten Tragermaterial aufgebracht.
Bei der Immunoaffinitatsextraktion wird der Antikérper beispielsweise an Silikate, Aga-
rose, Cellulose, synthetische Polymere und Sol-Gele kovalent gebunden. Die Tragerma-
trix beeinflusst direkt die Kapazitiat des Immunadsorbers. So ist die Menge der immo-
bilisierbaren Antikérper durch die verfiigbare Oberfliche, die in Verbindung mit der
Porengrofle steht, festgelegt.

Die Immobilisierung kann auch durch Einpolymerisation der Antikérper in eine Matrix
geschehen (Sol-Gel Methode) (HENNION U. P1cHON (2003)). Antikérper erkennen in
der Regel nicht nur das Antigen, sondern auch strukturverwandte Verbindungen. Im vor-
liegenden Fall waren solche Kreuzreaktionen mit Polymyxin B denkbar. Mit moglichen
Waschschritten konnten Matrixbestandteile abgetrennt und mit der anschlieBenden Elu-
tion das Colistin von den Antikérpern gelost werden. Die Desorbtion wird dabei durch
pH-Wert-Anderung, Zugabe von chaotropen Ionen oder organischen Losungsmittel zum
Eluenten bewirkt. Das Eluat stiinde dann der LC-MS/MS-Analytik zur Verfiigung.
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5 Experimentelles

5.1 Material, Gerate, Chemikalien und sonstiges

Labormaterial

5.1.1 Chemikalien und Loésungsmittel

In Tabelle 5.1 sind die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Chemikalien und Losemit-
tel aufgefiithrt. In der Regel hatten die Chemikalien p.a. Qualitit und die verwendeten
Losungsmittel fir die Fliissigchromatographie LC-Qualitét. Das verwendete Wasser zur
Herstellung von LC-Eluenten, Reagenzien oder sonstigen Anwendungszwecken wurde in
einer Millipore-(Q Anlage entionisiert und filtriert. Die Reinstwasserqualitidt wird durch
kontinuierliche Messung der Leitfihigkeit und durch den eingebauten TOC-Monitor si-
chergestellt.

Tabelle 5.1: Chemikalien und Losungsmittel zur LC und Probenaufarbeitung

Substanz Reinheit Hersteller Artikelnummer

2-Mercaptoethanol k. A. Sigma-Aldrich M 6250

Acetonitril LC grade Promochem S0-9128-C012; L.C
Optigrade®; Gradient
Grade (Cyclotainer®);
10 L

Ameisensiure 98 % minimum p.a. J.T. Baker, USA 6037

Ammoniumformate 100,00 % Sigma-Aldrich 516961

Argon 99,999 % Air Liquide

Borsdure zur Analyse Merck 1.001.651.000
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Tabelle 5.1: Chemikalien und Losungsmittel zur LC und Probenaufarbeitung

Substanz Reinheit Hersteller Artikelnummer
Brij 35 for synthesis Merck 801.962.250
Chloroform for organic residue  J.T. Baker 9257-22
analysis mind. 99 %
Cyclohexan Picograde mind. Promochem SO-1179
99 %
Di-Kaliumhydrogen- zur Analyse, Merck 1.051.041.000
phosphat wasserfrei
Di-Natriumhydrogen-  wasserfrei zur Merck 1.065.860.500
phosphat Analyse
Essigsaure 100% wasserfrei Merck 1.000.631.000
pro analysis
Ethanthiol 97 % Aldrich E 370-8
(Ethylmercaptan)
Kaliumdihydrogen- zur Analyse Merck 1.048.730.250
phosphat
Kaliumhydroxid zur Analyse Merck 1.050.331.000
Kaliumnitrat zur Analyse Merck 1.050.630.500
Methanol LC grade Promochem S0O-3041-C012; LC
Optigrade®; Gradient
Grade (Cyclotainer®);
10 L
o-Phthalaldehyde chromatographic Pickering 0 120
grade Laboratories
Ortho-Phosphorséure zur Analyse Merck 1.005.731.000

85 %




5.1 Material, Gerate, Chemikalien und sonstiges Labormaterial

Tabelle 5.1: Chemikalien und Losungsmittel zur LC und Probenaufarbeitung

Substanz Reinheit Hersteller Artikelnummer
Oxalsdure-Dihydrat zur Analyse Merck 1.004.950.100
Salzsiure, 0,1 mol/L Merck 1.090.601.000
Schwefelsaure 95-97%  zur Analyse Merck 1.007.311.011
Trichloressigséure zur Analyse Merck 1.008.070.250
Triethylamin 99 % minimum Sigma T-0886
Trifluoressigsaure 99,9 % J.T. Baker, USA 9470-02

5.1.2 Standardsubstanzen

Die verwendeten Standardsubstanzen sind in Tabelle 5.2 zusammengestellt. Zur Ent-
wicklung und Optimierung wurde mit dem Sigma-Aldrich Colistinsulfat-Standard und
dem CR-Colistinsulfat-Standard jeweils gelost in 0,01 M HCI gearbeitet. Die Stabilitéts-
Messungen fiir Colistin erfolgten mit dem Sigma-Alrich-Standard. Die Stammlésungen in
0,01 M HCI betrugen jeweils 1 ug/pl und sind im Kihlschrank bei 6 °C fiir einen Monat
stabil (DECOLIN U.A. (1997)). Daraus benotigte Standardlésungen wurden mit ent-
sprechenden Losungsmitteln frisch hergestellt und in den jeweiligen Abschnitten genau
beschrieben. Die Anwendung bzw. Nicht-Anwendung von Korrekturfaktoren aufgrund
unterschiedlicher Aktivitdten und Zusammensetzungen ist in Abschnitt 3.1 hergeleitet

und erldutert.

Tabelle 5.2: Standardsubstanzen

Substanz CAS-Nummer Hersteller Bestellnummer

Colistinsulfat 19,530 units/mg 1264-72-8 Sigma-Aldrich C4461

Colistinsulfat CRS batch 3 1264-72-8 Council of Europe Y0000277
Strasbourg

Colistinsulfat 99,0 % + 0,5 1264-72-8 Dr. Ehrensdorfer C11693500

Colistinsulfat 19,9000 units/mg 1264-72-8 Alpharma A 1620284

93



5 Experimentelles

Tabelle 5.2: Standardsubstanzen

Substanz CAS-Nummer Hersteller Bestellnummer

Colistinsulfat k. A. Anonym 2 x

Polymyxin B sulfate 1405-20-5 Sigma-Aldrich P1004

8180 units/mg

Polymyxin B sulfate batch 4 k. A. Council of Europe P2400000
Strasbourg

5.1.3 Gerdte und sonstiges Labormaterial

Waagen:

Zentrifuge:

SPE-Vakuum-Einheit:

Schiittler:

Messkolben:

Variable Pipetten:
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Analysenwaage ,,MC 4105“
Analysen-Feinwaage ,MC 5
Laborwaage ,, LP6200%

(Sartorius AG, Gottingen, Deutschland)
Cryofuge 8500i

Megafuge 2.0 R

(Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland)

»Vac Elut SPS 24“ (Varian Deutschland GmbH, Darmstadt,

Deutschland)
Horizontalschiittler HS 501 digital

Reagenzglasschiittler Vibrofix VF2

(IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland)

10 — 100 mL

,Eppendorf Reference® Variabel* z.B. 50—-1000 uL etc.

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)



5.1 Material, Gerate, Chemikalien und sonstiges Labormaterial

Zentrifugenglaser: Duranglas mit Gewinde, Schraubkappe und Teflondichtung,
50mL (BRAND GmbH € Co. KG, Wertheim, Deutschland)

Zentrifugenrohrchen:  graduiert, unten konisch, Duranglas, 10mL (BRAND GmbH &
Co. KG, Wertheim, Deutschland)

pH-Meter: pH-Meter mit pH-Elektrode ohne Temperaturfithler ,/ Typ
ph-526“ (WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
GmbH, Weilheim, Deutschland)

Eindampfblock: vapotherm mobil II (Barkey GmbH & Co. KG, Leopoldshohe,
Deutschland)
Ultraschallbad: mit Heizung, Sonorex RK 510 H (Bandelin Electronic GmbH &

Co. KG, Berlin, Deutschland)

5.1.4 Verbrauchsmaterial

Spiilmittel: Neodisher FT und Neodisher N (fiir Laborspiilmaschine) (Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

Ultrafilter: Amicon Ultra 4, 5NMWL (Millipore GmbH, Eschborn, Deutsch-
land), Artikelnummer UFCS8 005 24 Amicon Ultra 4, 10 NMWL (Mil-
lipore GmbH, Eschborn, Deutschland), Artikelnummer UFCS8 010 24

Pasteurpipetten: 150 mm (BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland)
Pipettenspitzen:  Standardtips, z.B. 1000 uL. (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

SPE-Kartuschen:  Chromabond C18ec (6 mL/500 mg) (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Diren, Deutschland), Artikelnummer: 730014, Chargennummern:
14.243 und 24.280

Chromabond C18ec (1mL/100mg) (Macherey-Nagel GmbH € Co.
KG, Diiren, Deutschland), Artikelnummer: 730011

IST C18 (10 mL/500 mg), (Separtis GmbH, Grenzach-Wyhlen, Deutsch-
land), Artikelnummer: 220-0050-H

Bond Elut LRC SCX (500mg/3mL) (Varian Deutschland GmbH,
Darmstadt, Deutschland), Artikelnummer: 12102040
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Probenflaschchen: (Vials, 2 mL): braun, Bestell-Nr. 8004-NM-D/V und klar, Bestell-Nr.

8004-

NM-H/V (fir Stabilitatstest) (Glastechnik Grifenroda GmbH,

Gréafenroda, Deutschland)

Schraubkappe: 8 mm, schwarz mit PTFE/Silikon-Septon (blau/weifl) mit Schlitz
fir Merck XIC 43955 (Wicom GmbH, Heppenheim, Deutschland),
Artikelnummer: WIC 43955

5.1.5 Sonstiges

Reinstwasseranlage:

Laborspiilmaschine:

Reinstwassersptilanlage:

5.2 LC-Anlagen

System: Millipore mit Elektroentionisierungssystem , Elix“ zur
Vorreinigung (mit Umkehrosmose und lonenaustauscher mit
elektrolytischer Regeneration des Austauschers) und Milli-Q
Gradient A10 zur weiteren Reinigung (Reinigungspatronen)
und UV-Bestrahlung (Millipore, Eschborn, Deutschland).

Typ G 7735 CD (mit Reinstwassersptilanlage) (Miele & Co.
KG, Giitersloh, Deutschland)

Umbkehr-Osmoseanlage, R 0500 — 3000/10 pSiemens (fiir La-
borspiilmaschine) (Loose, Hagen/Westfalen, Deutschland)

5.2.1 LC-Fluoreszenzdetektion (Merck)

5.2.1.1 LC-System

Entgaser:
Pumpe:
Pumpe:

Autosampler/Injektor:

Saulenofen:

Fluoreszenzdetektor:
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GT-102 (Gastorr, Bad Honnef, Deutschland)
L-7100 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
L-6200 (Nachsédule (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland))

L-7200 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), Spull6sung:
MeOH/H,0 (1/1;v/v)

Jetstream 2 Plus (Waters GmbH, Eschborn, Deutschland)

F-1080 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)



5.2 LC-Anlagen

Interface: D-7000 IF (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
Nachséulenderivati-
sierungssystem: Valco T-Stiick, 1/16”; (Alltech GmbH, Unterhaching, Deutsch-

land), Artikelnummer 28629 mit Teflon® Schlauch (0,5 m lang
und 0,25 mm i. D. )

Datenregistrierung

und -auswertung;: D 7000 LC-Manager (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

5.2.1.2 LC-Trennsaulen

Bei der etablierten LC-Fluoreszenzmethode wurden die Komponenten standardméafig
auf der ,Jupiter Proteo* von phenomenez getrennt. Diese Referenzséule und alle weite-
ren im Rahmen der Methodenoptimierung verwendeten Trennsaulen sind in Tabelle 5.3

aufgefiihrt.

Halterung fiir Vorsdaule: security guard cartridges (phenomenez Ltd. Deutschland, Aschaf-
fenburg, Deutschland), Artikelnummer: K.J0-4282

Vorsaulen (Cartridges): Cl2-cartridges (phenomenex Ltd. Deutschland, Aschaffenburg,
Deutschland), Artikelnummer: AJ0-6073-S

5.2.1.3 LC-Bedingungen

Zur Herstellung von 1L Derivatisierungsreagenz wurden 1,000 g Brij 35 und OPA (Ein-
waage siche Tabelle 5.4) in 5mL MeOH gelést (im Ultraschallbad), dann zu 333 mL
Boratpufferlosung gegeben. Anschlielend wurde das Thiol (Menge siehe Tabelle 5.4)
hinzugefiigt und mit Wasser auf 1L aufgefiillt. Argon wurde, nach Uberfiihren in eine
Braunglasflasche, fiir ca. 15 Sekunden durch das Derivatisierungsreagenz geleitet und
erst dann grindlich homogenisiert /vermischt (pH = 9,70).

Boratpuffer:

61,8 g Borsaure und 40,0 g Kaliumhydroxid wurden im 1L Messkolben in ca. 600 mL
Wasser gelost (Ultraschallbad) und anschlielend mit Wasser aufgefiillt und vermischt.
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5.2 LC-Anlagen

Tabelle 5.4: Derivatisierungsreagenz

Reagenz-Nr.  Einwaage OPA [g]  2-Mercaptoethanol [mL]  Ethanthiol

1 0,333 1,00
2 0,333 1,25
3 0,333 1,50
4 0,333 1,75
) 1 1,75
6 0,333 1,80
7 0,333 3,50

Tabelle 5.5: Ubersicht iiber die eingesetzten FlieBmittel

FlieBmittel- Zusammensetzung Elutionsart
Nr.
1 ACN und 0,035 M TEA-Losung (18,5/81,5; v/v) mit isokratisch

Phosphorséure auf pH = 2,5 eingestellt

2 ACN und 0,01 M wissrige TFA-Losung (2/8;v/v) pH=2,1 isokratisch

3 Gradient 1 Gradient
Fliefmittel A: ACN
FlieBmittel B: TFA/H20 (1,0/1000; v/v) (pH=2,1)

4 ACN und 0,01 M wiéssrige TFA-Losung (21/79; v/v) pH=2,1 isokratisch
5 ACN und 0,01 M wéssrige TFA-Losung (25/75; v/v) pH=2,1 isokratisch
6 Gradient 2 Gradient

Fliefmittel A: ACN
FlieBmittel B: TFA/H,0 (1,0/1000; v/v) (pH= 2,1)
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Tabelle 5.5: Ubersicht iiber die eingesetzten FlieBmittel

FlieBmittel- Zusammensetzung Elutionsart
Nr.
7 Gradient 3 Gradient

FlieBmittel A: ACN
FlieBmittel B: TFA/H,0 (1,0/1000; v/v) (pH=2,1)

8 Gradient 4 Gradient
FlieBmittel A: TFA/ACN (1,0/1000; v/v) (pH=1,6)
FlieBmittel B: TFA/H>0 (1,0/1000; v/v) (pH=2,1)

Tabelle 5.6: Ubersicht iiber die optimalen Bedingungen zur Analyse eines Colistin-
Standards mit LC-Fluoreszenzdetektion mittels Nachsaulenderivatisierung

Bedingung Ergebnis

Séule Jupiter proteo (phenomenex Ltd. Deutschland, Aschaffenburg,
Deutschland), 150 x 2 mm

Sédulentemperatur T =35°C

Derivatisierungsreagenz Nr. 4 (Tabelle 5.4);

Fluss 0,5 mL/min

FlieBmittel A: TFA/ACN (1,0/1000;v/v) (pH=1,6)
B: TFA/H,0 (1,0/1000;v/v) (pH=2,1)

Fluss 0,15 mL/min

Gradient Gradient 4 (Tabelle 5.7)

)\excit [nm] 330 nm

Aemiss (0] 430 nm
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5.2 LC-Anlagen

5.2.2 LC-ESI-MS/MS (Varian)

Massenspektrometer

Massenspektrometer:

Stickstoffgenerator:

Spritzenpumpe:

ESI-Modus:
ESI-Nadelspannung;:
Trockengas:
Trockengas-Temperatur:
Trockengas-Druck:

Nebulizing Gas:

Capillary (Cone/Skimmer):

Q1 (MS1 Ion Energy):
Shield:

Detektor:
API-Housing-Temperatur

(Quellentemperatur):
Kollisionsgas:

Druck in der Stofizelle:
SIM width:

Scan-time:

1200 L Quadrupole MS mit Ton Electrospray zur loni-
sierung ( Varian Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land)

Modell 75-72, ( Balston jetzt Parker Hannifan GmbH, Kaarst,
Deutschland)

Model 11 Plus, (Harvard Apparatus GmbH, March-Hug-
stetten, Deutschland)

positiv

4800V

Stickstoff

200°C - 350°C
19psi (= 1,31 bar)
53,1°C

45V

0,5V

600V

1260 V

50°C

Argon 5.0 (99,999 %)
1,5 — 3,3mTorr (= 0,0019 — 0,0044 mbar)
0,700 amu

0,800 sec, fur MS/MS-Versuche 1,000 sec
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Tabelle 5.9: Direktinjektion in das Massenspektrometer

drying-gas [°C]  Detektor [V]  Needle [V]  Scan-Bereich

200 1260 4800 100,0 - 1300,0

Die hochste Empfindlichkeit des Massenspektrometers wurde zunéchst fir die Qua-
drupole 1 und 3 iber die automatische Einstellung (AutoTune) erreicht. Der direkte
Einlass der Colistinlosung in das Massenspektrometer erfolgte iiber eine Spritzenpumpe
bei einem Fluss von 50 uL/min Die Konzentration der Colistinlésung betrug 10 ng/ulL.
Die Verdiinnung der Stammlésung erfolgte mit ACN/H,O (2/8;v/v) bzw. MeOH/H50
(2/8;v/v). Auf diese Weise erhielt man kontinuierliche Massenspektren von Colistin
und konnte die Systemeinstellungen wie Detektorspannung oder neue lonenmassen zum
Tunen hinzufiigen. Allerdings fiihrten die verédnderten Einstellungen zu keiner héheren
Empfindlichkeit, so dass die Einstellungen des AutoTune iibernommen wurden.

Bei den nachfolgenden Experimenten mit unterschiedlichen FlieSmitteln und Verdiin-
nungs-Losungsmitteln wurde die Probeldsung tiber eine 5 ulb Probeschleife injiziert und
das FlieBmittel (isokratische Bedingungen) mit einem Fluss von 0,3 mL/min tber die

Spritzenpumpe geleitet.

Tabelle 5.10: Manuelle Injektion iiber eine Probenschleife und Zugabe des Fliemittels
iiber die Spritzenpumpe

Verdiinnungs-Lésungsmittel FlieBmittel

ACN/H,0 (2/8;v/v) ACN/H,0 (2/8;v/v)

ACN/H,0 (2/8;v/v) 1mM NH,Ac in 0,5% HFO/ACN (8/2;v/v)
1mM NH,Ac in 0,1 % HFO/ACN (8/2;v/v) 1mM NH,Ac in 0,1% HFO/ACN (8/2;v/v)
1mM NH,Ac in 0,5% HFO/ACN (8/2;v/v) ACN/H,0 (2/8;v/v)

1mM NH,Ac in 0,5% HFO/ACN (8/2;v/v) 0,5mM NH,Ac in 0,25 % HFO/ACN (8/2;v/v)

0,5 mM NH4Ac in 0,25 % HFO/ACN (8/2;v/v)  0,5mM NHyAc in 0,25 % HFO/ACN (8/2;v/v)

ACN/H50 (2/8;v/v) 0,5 mM NH4Ac in 0,25 % HFO/ACN (8/2;v/v)
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5.2 LC-Anlagen

Weitere Injektionsversuche dienten der Feststellung der optimalen drying-gas-Tempe-
ratur. Zusatzlich wurden die Hoéhe der spray-needle (y-adjustment) und deren Abstand
zur Einlasskapillare (x-adjustment) geringfligig variiert. Diese Variation der spray-needle
Stellung zeigte keinerlei Anderungen.

Die anschlieBenden Fragmentierungs-Experimente erfolgten ebenfalls iiber die Direktin-
fusion von Colistin-Standardlésungen. Als Kollisionsgas wurde Argon (Reinheit 99,999 %)
eingesetzt, die drying-gas-Temperatur lag bei 300 °C. Der Druck in der Kollisionszelle

und die Losungsmittel wurden variiert.

Tabelle 5.11: Fragmentierungsverhalten von Colistin und Polymyxin B, drying-gas
300 °C, Detektor 1260 V, Needle 4800V

Vorldaufer- Druck in der Losungsmittel c Peak
Ton Kollisions- (Colistin)  Intensitét
[m/z] zelle [mg/kg]
[mTorr]
586 1,6 A: 0,05% HFO in ACN 1 7,4e +7
B: 0,05% HFO in ACN +

0,05 mM NH,Ac (5/95;v/v)

A/B: 30/70;v/v

579 1,7 dito 1 2,3e +7
586 3,3 dito 10 5,2e +7
603 1,5 dito 1 1,6e +7
586 1,6 0,01 M HCL-Lésung 10 0,de +7
585 1,8 dito 10 0,le +7
587 1,9 dito 10 0,4e +7
979 1,9 0,01 % TFA-ACN/0,01 % TFA-H,O 10 2,0e +7
2/8;v/v
586 1,9 dito 10 6,3e +7
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5 Experimentelles

5.2.3 LC-ESI-MS/MS (Micromass)

5.2.3.1 Massenspektrometer

Massenspektrometer:

Stickstofferzeuger:
Spritzenpumpe:

ESI-Modus:

Capillary (Needle):
Cone:

Dwell-Time:

Extraktor:

RF-Lens:
Quellentemperatur:
Desolvation Temperatur:
Nebulizer-Gas:
Drying-Gas (Stickstoff):
MS1 Low Mass/High Mass
Resolution:
MS1-Ion-Energy:
MS-FEntrance:
Collision-Enerqgy:
Kollisionsgas:

Druck in der Stofzelle:
MS-Exit:

MS2 Low Mass/High Mass
Resolution:
MS2-Ton-Energy:

MS Multiplier:
Datenaufnahme:
Datenregistrierung und

-auswertung;:
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Quattro LC 9011 Triple Quadrupol mit Ion
Electrospray zur lonisierung (Micromass- Waters
GmbH, Eschborn, Deutschland)

Modell 75-72 (Parker Hannifin GmbH, Kaarst,
Deutschland)

Model 11 Plus (Harvard Apparatus GmbH,
March-Hugstetten, Deutschland)

positiv

2,0 kV

30V (Skimmer)

0,2s bzw. 0,5s

3V

0,15V

100°C (Source Block Temp.)

350°C

100L/h (Cone Gas Flow)

300L/h (Desolvation Gas Flow)

12

0,8V

2V

10eV

Argon 5.0 (99,999 %)
0,0013 mbar

IRY

15

1.0V

650V

MS/MS-Modus: multiple reaction monitoring (MRM)
Software MassLynx 3.2 fiir Windows NT (Micromass
Waters GmbH, Eschborn Deutschland)



5.2 LC-Anlagen

Zur Entwicklung der neuen MS/MS-Methode wurde das Massenspektrometer zu-
nachst im MS-Modus auf maximale Empfindlichkeit eingestellt. Dazu wurde eine Stan-
dard-Losung (¢ = 10ng/uL) direkt iber die Spritzenpumpe injiziert (50 pL/min). Fur
die Direktinjektion wurde der Desolvation-Gas-Fluss auf 200 L /h reduziert. AnschlieSend
erfolgte unter gleichen Bedingungen die Optimierung im MS/MS-Modus. Durch Variati-
on der Systemparameter wie Cone-Spannung, Kollisionsenergie und Kapillar-Spannung
wurden die Einstellungen gewahlt, bei denen charakteristische Fragmentionen mit der
groBten Signalintensitit resultierten. Einen Uberblick iiber die getesteten Bedingungen
gibt Tabelle 5.13.

5.2.3.2 LC-System

Agilent: 1100 Serie (Agilent Technologies Deutschland
GmbH & Co. KG, Waldbronn, Deutschland)

Pumpe: Bindre Pumpe
Entgaser: Vakuumentgaser
Saulenofen: Temperatur: 35°C

automatischer thermostatisierter

Autosampler/Injektor: Tray-Temperatur: 10 °C, 100 pL-Schleifenkapillare mit
automatischer Nadelsptilung, 50 uL (Standardinjekti-
onsvolumen)

5.2.3.3 LC-Saulen

Die Trennung der Analyten erfolgte standardméfig auf der Trennséule , Jupiter Proteo*
von phenomenex. Zur Validierung wurde die Trennsaule mit der Dimension 100 x 2,0 mm
(Tabelle 5.12) verwendet.

Tabelle 5.12: Siule zur chromatographischen Trennung von Colistin mittels massen-
spektrometrischer Detektion

Hersteller Material Dimension Partikelgrofie Porendurch-
[mm)] [pm] messer [A]
phenomenexr  Jupiter Proteo C12 100 x 2,0 4 90
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5.2 LC-Anlagen
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5 Experimentelles

5.2.3.4 LC-Bedingungen

Der Gradient basierte auf einem bindren FlieBmittelsystem mit 1 M NH,FO/HFO/H,0/
ACN (1/15/984/50; v/v/v/v) (pH = 2,3) und 0,1 % HFO in ACN (pH = 1,6). Der

entsprechende Gradient ist in der nachfolgenden Tabelle 5.15 aufgefiihrt.

Tabelle 5.15: Gradient zur chromatographischen Trennung von Colistin mittels mas-
senspektrometrischer Detektion

Zeit [min] Fluss [mL/min] A? (%] B® [%]
0 0,25 91 9
2 0,25 91 9
20 0,25 70 30
25 0,25 20 80
30 0,25 20 80
35 0,25 91 9
45 0,25 91 9

FlieBmittel A: 1M NH,FO/HFO/H,0/ACN (1/15/984/50;v/v/v/v) (pH=2,3)
PFliefmittel B: 0,1% HFO in ACN (pH = 1,6)

5.3 Erarbeitung der Probenaufarbeitung

Fir alle Bestimmungen war eine homogene Verteilung der Zielanalyten in der Matrix
Voraussetzung. Dazu wurden samtliche Milchproben vor jeder weiteren Probenaufarbei-

tung durch gutes Durchschiitteln homogenisiert.

5.3.1 Aufarbeitung von Milch - Extraktion mit TCA

In ein 50 mL Zentrifugenglas wurden exakt 10 mL Milch pipettiert, mit 2mL 10 %ige
TCA versetzt und mithilfe eines Horizontalschiittlers 10 min (300/min) geschiittelt. Nach
dem Zentrifugieren (2500 U/min, 5°C, 30min) wurde der Uberstand in ein 20 mL Mess-
kolben tberfiithrt, anschliefend 0,2 mL 1M NaOH-Losung hinzugefiigt und mit MeOH/
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5.3 Erarbeitung der Probenaufarbeitung

0,01 M HCI (1/1;v/v) aufgefiillt. Ein Aliquot von 2 mL wurde mittels Festphasenextrak-
tion (Chromabond Cl8ec, 500 mg/6 mL) gereinigt und aufkonzentriert.

1. Konditionieren mit 2mL MeOH
2. Aquilibrieren mit 2mL MeOH/0,01 M HCI (1/1;v/v)
3. Probenaufgabe von 2mL

4. Elution mit 1 mL MeOH/0,01 M HCI (55/45;v/v)

Parallel dazu wurde einer weiteren Probe 1mL eines Colistin-Standards (Sigma, ¢ =
100 mg/L in 0,01 M HCI) zudotiert, die absolute Konzentration von Colistin im Injek-
tionsvolumen betrug dabei 100 ng. Das Eluat diente der LC-Fluoreszenzbestimmung an
einer Jupiter Proteo (150 x 2mm) mit dem in Tabelle 5.16 aufgefithrten Gradienten.
Die weiteren Bedingungen sind der Tabelle 5.6 zu entnehmen. Das Injektionsvolumen
betrug 10 pL.

Tabelle 5.16: Gradient zur chromatographischen Trennung von Colistin in Rohmilch
mit Fluoreszenzdetektion

Gradient Gradient

Zeit  Fluss [mL/min]  A®* [%] BP[%] Zeit [min] Fluss [mL/min] A* [%] BP [%]

[min]
0 0,18 17 83 50 0,18 22 78
5 0,18 17 83 60 0,18 23 7
10 0,18 18 82 65 0,18 23 7
20 0,18 19 81 70 0,18 20 80
30 0,18 20 80 75 0,18 17 83
40 0,18 21 79 85 0,18 17 83

aFliefmittel A: ACN
PFliefmittel B: TFA/H20 (1,0/1000;v/v) (pH=2,1)

111
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5.3.2 Aufarbeitung fiir die Gelfiltrationschromatographie

In ein 50 mL Zentrifugenglas wurden exakt 10 mL Milch pipettiert, mit 2mL 10 %ige
TCA versetzt und mithilfe eines Horizontalschiittlers 15 min (300/min) geschiittelt. Nach
dem Zentrifugieren (2500 U/min, 20°C, 40 min) wurde der Uberstand in ein 20mL
Messkolben iiberfiihrt, anschlieSend 0,2mL 1M NaOH-Losung hinzugefiigt und mit
MeOH/0,01 M HCI (1/1;v/v) aufgefiillt. 10mL Probelésung wurden mittels Festpha-
senextraktion (Chromabond C18ec, 500 mg/6 mL) gereinigt und aufkonzentriert.

1. Konditionieren und Aquilibrieren mit 2mL MeOH/0,01 M HCI (1/1;v/v)
2. Probenaufgabe von 10 mL

3. Elution mit 2 x 2mL MeOH/0,01 M HCI-Lésung (55/45;v/v)

Das Eluat wurde im Stickstoffstrom bei 35 °C auf ca. 0,5mL eingeengt, auf genau 1 mL
mit 0,01 M HCI aufgefiillt und mittels LC-Fluoreszenzdetektion chromatographiert. LC-

Bedingungen sind in Tabelle 5.6 zusammengefasst. Das Injektionsvolumen betrug 20 uL.

5.3.2.1 Gelfiltration

Ein Aliquot des aufkonzentrierten Eluates aus 5.3.2 wurde der Gelfiltrations-Chromato-
graphie zugefiihrt.
GFC-System zur Probenaufreinigung:

Autosampler/Injektor: AS-2000A, (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), 100 uL Pro-

benschleife, Injektionsvolumen: 50 plL

Integrator: Chromato-Integrator D-2500 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land)
Pumpe: LC-COMPACT PUMP (Bischoff Analysentechnik und -gerdte

GmbH, Leonberg, Deutschland)

Degaser: DG-1310, Degasys ( VDS optilab Chromatographie Technik GmbH,
Berlin, Deutschland)

UV-Detektor: L-4000, (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) A = 215 nm

Fraktionssammler: L-5200, (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
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5.3 Erarbeitung der Probenaufarbeitung

GFC-Saule: Superdea® Peptide HR 10/30 (Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg, Deutschland), Artikelnummer: 17145301

FlieBmittel: ACN/0,1 % wéssrige TFA (35/65;v/v) + 0,25 M NaCl (pH=1,9)
Fluss: 0,3mL/min

Die gesammelte Fraktion wurde bei 40 °C im Stickstoffstrom auf ca. 0,5 mL eingeengt,
mit 0,01 M HCI auf genau 1 mL aufgefiillt und mittels LC- analysiert. LC-Bedingungen

sind in Tabelle 5.6 zusammengefasst. Das Injektionsvolumen betrug 20 uL.

5.3.3 Kartuschen fiir die solid phase extraction

Fir diese Versuche wurden jeweils 1mL eines 1 mg/L Sigma-Colistin-Standards bzw.
CR-Colistin-Standards nach dem Konditionieren und Aquilibrieren auf die SPE-Kartu-
sche gegeben. Die absolute Konzentration betrug somit 1 ug Colistinsulfat absolut. Die

Versuchsbedingungen sind in der Tabelle 5.17 aufgefiihrt.
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5.3.4 Aufarbeitung - Extraktion mittels TCA/ACN

In ein 50mL Zentrifugenglas wurden exakt 5ml Milch pipettiert, mit 2mL 10 %ige
TCA/ACN-Losung (2/3; v/v) versetzt, dannach mithilfe eines Horizontalschiittlers 10 min
(300/min) geschiittelt. Nach dem Zentrifugieren (2500 U/min, 0°C, 20 min) erfolgte die
Reinigung des gesamten Uberstandes mittels Festphasenextraktion (Chromabond C18ec,
500 mg/6 mL) wie folgt:

1. Konditionieren mit 6 mL. MeOH

2. Aquilibrieren mit 6 mL 5 %iger Ammoniak-Losung
3. Probenaufgabe des ganzen Uberstandes

4. Waschen mit 2mL 5 %iger Ammoniak-Losung

5. Waschen mit 2mL 1N Schwefelsdure-Losung

6. Elution mit 3 x 3mL MeOH/0,01 M HCI-Losung (55/45;v/v)

Tabelle 5.18: Gradient zur Bestimmung von Colistin in Milch

Gradient Gradient

Zeit Fluss [mL/min]  A®* [%] B [%] Zeit [min] Fluss [mL/min] A* [%] B [%]

[min]
0 0,15 22 78 40 0,15 80 20
5 0,15 22 78 45 0,15 80 20
15 0,15 24 76 60 0,15 22 78
25 0,15 24 76 90 0,15 22 78

2Fliefmittel A: TFA/ACN (1,0/1000;v/v) (pH=1,6)
PFlieBmittel B: TFA/H20 (1,0/1000;v/v) (pH =2,1)

Das Eluat wurde mit 0,01 M Salzsaurelosung auf genau 10 mL aufgefiillt, wobei im

Eluat eine geringe Niederschlagsbildung beobachtet werden konnte.
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5.3 Erarbeitung der Probenaufarbeitung

Parallel dazu wurde einer weiteren Probe 500 uLi eines Colistin-Standards (CRS, ¢ =
10mg/L in 0,01 M HCI) zudotiert. Die absolute Konzentration von Colistin im Injek-
tionsvolumen betrug dabei 20ng. Das Eluat wurde mittels LC-Bestimmung an einer
Jupiter Proteo (150x2mm) mit dem in Tabelle 5.18 aufgefithrten Gradienten chroma-
tographiert. Weitere Bedingungen sind Tabelle 5.6 zu entnehmen. Das Injektionsvolumen

betrug 20 pL.

5.3.5 Ultrafiltration

Jeweils 2mL Milch wurden in einen mit Wasser vorbehandelten Ultrafilter gegeben.

Tabelle 5.19: Ultrafiltration der Milchproben

Ultrafilter Probe

5kDa 2 mL Leerwertprobe

5kDa 2 mL dotierte Probe (¢ = 100 pg/L)

10kDa 2 mL Leerwertprobe

10kDa 2 mL dotierte Probe (¢ = 100 pg/L)

Zentrifugieren: 3 x 25 Minuten (4000 U/min, 25°C). Das Permeat betrug jeweils ca.
ImL. Es wurde mit 1mL 10 %ige TCA/ACN-Losung (2/3; v/v) versetzt, nochmals
15 Minuten bei 4000 U/min und 0 °C zentrifugiert und die wéssrige Phase mittels Fest-
phasenextraktion (Chromabond C18ec, 500 mg/6 mL) wie folgt gereinigt:

1. Konditionieren mit 6 mL. MeOH

2. Aquilibrieren mit 6 mL 5 %iger Ammoniak-Losung
3. Probenaufgabe des ganzen Uberstandes

4. Waschen mit 2mL 5 %iger Ammoniak-Losung

5. Waschen mit 2mL 1 N Schwefelsdure-Losung

6. Elution mit 3 x 1 mL MeOH/0,01 M HCI-Lésung (55/45; v/v)
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Das Eluat wurde mit 0,01 M HCI-Losung auf genau 4 mL aufgefiillt. Im Eluat wurde eine
geringe Niederschlagsbildung beobachtet. Die chromatographische Bestimmung erfolgte
wie in Abschnitt 5.3.4 beschrieben.

5.3.6 Aufarbeitung - Extraktion mit Oxalsdaure und TCA/HCI

Es wurden zunachst genau 10 mL Milch in ein 50 mL Zentrifugenglas mit Schraubdeckel
gegeben, dazu anschlieBend 2mL 0,6 mol/L Oxalsdure, die Losung dann 20 Minuten
geschiittelt und zentrifugiert (2500 U/min, 20°C, 30 Minuten). Der Uberstand wurde
mit 15mL 0,5mol/L HC1/0,3mol/L (= 5%ig) TCA (1/1;v/v) versetzt, 15 Minuten
geschiittelt und bei 2500 U/min und 20 °C 30 Minuten zentrifugiert. Die Reinigung der

wassrigen Phase erfolgte anschliefend an einer Chromabond C18ec-Kartusche wie folgt:

1. Konditionieren und Aquilibrieren mit 2mL MeOH /0,01 M HCI (1/1; v/v)
2. Probenaufgabe des ganzen Uberstandes
3. Waschen: 2mL ACN/0,1 % TFA in H,O (2/8;v/v)

4. Elution mit 3 x 2mL MeOH/0,01 M HCI-Losung (55/45;v/v)

Das Eluat wurde in einem graduierten Reagenzglas aufgefangen und mit Wasser an-
schliefend auf 7mL aufgefiillt.

Parallel dazu wurde einer weiteren Probe 500 uL. des Colistin-Standards (CRS, ¢ =
1mg/L in 0,01 M HCI, entspricht einer Konzentration von 50 ug/L in der Milch) zudo-
tiert. Die absolute Konzentration von Colistin im Injektionsvolumen betrug dabei 2,5 ng.
Die Eluate wurden mittels LC-bestimmung an einer Jupiter Proteo (150 x 2 mm) mit dem
in Tabelle 5.20 aufgefiihrten Gradienten chromatographiert. Als Derivatisierungsreagenz
diente OPA-Nr. 4 mit einem Fluss von 0,5 mL/min, detektiert wurde bei Aeyeir = 330 nm
und Aemiss = 430 nm. Das Injektionsvolumen betrug 50 L. Die massenspektrometrische
Detektion ist unter Abschnitt 5.2.3.4 dargelegt.
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5.4 Validierung der Untersuchungsmethode

Tabelle 5.20: Gradient zur Bestimmung von Colistin in Milch mittels LC-
Fluoreszenzdetektion

Gradient Gradient

Zeit  Fluss [mL/min] A® [%] BP [%] Zeit [min] Fluss [mL/min] A? [%] B [%]

[min]

0 0,15 19 81 60 0,15 24 76
10 0,15 19 81 7 0,15 80 20
15 0,15 23 7 80 0,15 80 20
25 0,15 23 7 95 0,15 19 81
45 0,15 24 76 120 0,15 19 81

2Fliefmittel A: TFA/ACN (1,0/1000;v/v) (pH=1,6)
PFlieBmittel B: TFA/Ho0 (1,0/1000;v/v) (pH = 2,1)

5.4 Validierung der Untersuchungsmethode

Die Validierung der Untersuchungsmethode kann entsprechend der EG-Entscheidung
entweder nach dem herkémmlichen oder dem alternativen Verfahren erfolgen. In jedem
Fall waren kritische Faktoren (Merkmale) der Probenaufarbeitung, die die Messergeb-
nisse beeinflussen kénnen, zu hinterfragen und zu berticksichtigen. Bei der Probenaufar-
beitung sollten die Schritte verwendet und kombiniert werden, die sich in Vorversuchen
als geeignet erwiesen hatten.

Die wesentlichste Auswirkung der EG-Entscheidung betrifft den zu leistenden Mehr-
aufwand bei der Validierung der Bestatigungsverfahren. Der Untersuchungsumfang nach
herkémmlichem Verfahren umfasst mindestens 80 Probenuntersuchungen, um das Aus-
maf} systematischer und zufélliger Fehler auf das Untersuchungsergebnis zu bewerten.
Nach dem in der EG-Entscheidung vorgeschlagenen alternativen Verfahren sind die Aus-
sagen mit nur 32 Probenuntersuchungen moglich. In dieser Arbeit wurde mit Hilfe
statistischer Versuchsplanung durch simultanes Variieren der Einfluss mehrer Fakto-
ren bestimmt. Das zugrunde liegende statistische Modell ist als Software (InterVal)

kommerziell erhiltlich und wird auch im Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebens-
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mittelsicherheit, dem EU- und nationalem Referenzlabor fiir Riickstdnde, verwendet.
Voraussetzung fiir diese Vorgehensweise ist, dass die dem Modell zugrunde liegenden
Validierungsstrategie, Annahmen und Formeln dargelegt oder auf die entsprechenden
Quellen verwiesen wird (JULICHER U. A. (1998, 1999)).

Zusatzlich wurden die verfahrensunabhéngigen Leistungskriterien wie Stabilitat, Spe-
zifitdt und Richtigkeit bestimmt.

5.4.1 Stabilitatstest

Fiir den Stabilitdtstest wurde eine Standardlésung mit ¢ = 1 ug/mL in 0,01 M HCI her-
gestellt, von dieser Losung 64 Vials (je ca. 1 mL, Klarglas) befiillt. Im Dunkeln wurden
16 Vials bei -20°C, 16 weitere bei 6°C und 16 bei 20°C gelagert, die restlichen 16
im Hellen bei 20 °C. Die Uberwachung der Lagerungsbedingungen war im Rahmen des
akkreditierten Labors ein vorgegebener Bestandteil. Die nahezu konstante Raumtem-
peratur war durch die Klimatisierung der Radume gegeben. Der pH-Wert der Losungen
betrug sowohl am Anfang als auch am Ende der Messungen pH=2,0. Zur Stabilitats-
messung wurde jeweils ein Vial aus jeder Lagerungsbedingung entnommen, um weitere

Einfrier-Auftau-Effekte zu vermeiden.

Tabelle 5.21: Lagerungsbedingungen fiir den Kalibrierstandard

Standard  Lagerungsbedingung

A Dunkel -20°C
B Dunkel +6 °C
C Dunkel +20°C
D Hell +20°C

Im Intervall von 1, 2, 3 und 4 Wochen wurde jeweils ein Kalibrierstandard aus jeder
Lagerungsbedingung gemessen und mit einem frisch hergestellten Standard verglichen.
Weitere zwolf Messungen aus jeder Lagerungsbedingung wurden anschlieBend im vierwo-
chigen Intervall durchgefithrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.22 dargestellt. Angegeben
ist der prozentuale Anteil des Restanalyten.

LC-Bedingungen: Fliemittel 8, Derivatisierungsreagenz: OPA-Nr. 4 mit einem Fluss
von 0,5mL/min, detektiert wurde bei Aexeit = 330nm und Aepiss = 430nm (Bedin-
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5.4 Validierung der Untersuchungsmethode

gungen siche Tabellen 5.4und5.5). Das Injektionsvolumen betrug 20 uL.. Am Ende der
Versuchsreihe wurden die Kalibrierstandards der letzten Woche massenspektrometrisch

vermessen (Scan-Modus, Bedingungen siehe Abschnitt 5.2.3).

5.4.2 Probenvorbereitung und —aufarbeitung fiir die Validierung

Tiefgefrorene Milchproben wurden iiber Nacht im Kiihlschrank aufgetaut und vor der
Aufarbeitung durch Schiitteln homogenisiert. Genau 10 mL Milch werden in ein 50 mL
Zentrifugenglas mit Schraubdeckel gegeben. Anschlieend wurden 2 mL 0,6 mol/L Oxal-
sdure hinzu gegeben, 15 bzw. 20 Minuten geschiittelt und zentrifugiert (2500 U/min,
20°C, 20 bzw. 30 Minuten). Der Uberstand wurde mit 15 mL 0,5mol/L HC1/0,3mol/L
(= 5%ig) TCA (1/1;v/v) versetzt, 10 bzw. 15 Minuten geschtttelt und bei 2500 U/min
und 20 °C 20 bzw. 30 Minuten zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde anschliefend an

einer Chromabond Cl8ec-Kartusche wie folgt gereinigt:

1. Konditionieren und Aquilibrieren mit 2mL MeOH /0,01 M HCI (1/1;v/v)
2. Probenaufgabe des ganzen Uberstandes
3. Waschen: 2mL ACN/0,1 % TFA in HyO (2/8;v/v)

4. Elution mit 3 x 2mL MeOH/0,01 M HCIl-Lésung (55/45;v/v)

Das Eluat wurde in einem graduierten Reagenzglas aufgefangen und mit Wasser an-
schliefend auf 7mL aufgefiillt.
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5.4 Validierung der Untersuchungsmethode

5.4.3 Versuchsplan

In Tabelle 5.23 sind die Merkmale aufgefiihrt, die in jeweils zwei Auspridgungen va-
rilert wurden. Bei der Validierung der Untersuchungsmethode waren kritische Fakto-
ren (Merkmale) der Probenaufarbeitung, die die Messergebnisse beeinflussen kénnen zu
hinterfragen. Die zu beriicksichtigenden Faktoren waren gezielt zu verandern und ih-
re Auswirkungen zu bestimmen. Die Faktoren wurden in dem Rahmen verdndert, wie
sie im Routinelabor vorkommen. Die Untersuchung bezog sich dabei nicht auf einzelne
Parameter, sondern auf mehrere Faktoren gleichzeitig. Die faktorielle Kombination mit
Unterstiitzung des InterVal-Programms, ergab die in Tabelle 5.24 aufgefiihrten Kombi-
nationen der Faktoren.

Die Konzentrationslevel (festgelegt durch die EG-Entscheidung) sowie das Dotierungs-
volumen der 1 ug/mL CR-Colistinsulfat-Standardlésung zu 10 mL (= 10 g) Aliquot sind

der Tabelle 5.25 zu entnehmen.

Tabelle 5.23: Merkmale (Faktoren) und deren verwendete Ausprégungen (Variationen)

Variation

Faktor A B
Bearbeiter Laborantin Autorin
Extraktionsdauer 1 15 Minuten 20 Minuten
Zentrifugierdauer 1 20 Minuten 30 Minuten
Extraktionsdauer 2 10 Minuten 15 Minuten
Zentrifugierdauer 2 20 Minuten 30 Minuten
Unterbrechung vor SPE Ohne mit

Charge der Kartuschen = Charge 1 (Nr. 14243)  Charge 2 (Nr. 24280)
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Tabelle 5.24: Faktor Level-Kombination - Durchfithrungsplan

Lauf  Mitarbeiter E1'! 71° E2! 72? Unterbrechung vor Charge
[min] [min] [min] [min] SPE
S01 Lab 15 20 10 20 Nein 2
S02 Lab 15 30 10 30 Ja 1
S03 Lab 20 20 15 20 Ja 1
S04 Lab 20 30 15 30 Nein 2
S05 Aut 15 20 15 30 Nein 2
S06 Aut 15 30 15 20 Ja 1
S07 Aut 20 20 10 30 Ja 1
S08 Aut 20 30 10 20 Nein 2

Tabelle 5.25: Konzentrationslevel und Dotierungsvolumen fiir die Validierung

Konzentrationslevel ~ Volumen des CR-Standards (¢ =1 ug/mL) zu 10 mL Milch-Aliquot [mL]

0 0
25 ug /L 0,25
50ug/L 0,5
75 ug/L 0,75
100 pg/L 1

I'E1 = Extraktionszeit 1, E2 = Extraktionszeit 2
271 = Zentrifugierdauer 1, Z2 = Zentrifugierdauer 2
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5.4 Validierung der Untersuchungsmethode

5.4.4 Messung

Der massenspektrometrische Nachweis und die Bestimmung von Colistin erfolgte mit der
in Abschnitt 5.2.3 aufgefiihrten apparativen Ausstattung und dem dort beschriebenen
Verfahren. Die Proben wurden einfach aufgearbeitet und analysiert, das Injektionsvolu-

men betrug 50 pL.

5.4.5 Auswertung

Die Peakflichen von Colistin A und B wurden wegen der nicht optimalen Auflésung
eines Matrixbestandteiles und Colistin A manuell integriert und mit dem Faktor 0,7
(Konzentrationsfaktor) korrigiert. Die Summe der jeweiligen Peakflachen von Colistin A

und B sind in Tabelle 5.26 zusammengestellt.

Tabelle 5.26: Summe der Peakflichen von Colistin A und Colistin B korrigiert um den
Konzentrationsfaktor 0,7

19,5° 39,03 58,43 77,93
Serie 01 3682 7473 11131 14687
Serie 02 3825 7538 10949 13994
Serie 03 3866 7582 11609 14949
Serie 04 3853 7652 11425 13673
Serie 05 4477 7664 10849 13397
Serie 06 3562 6701 10164 15259
Serie 07 3644 6724 10235 13353
Serie 08 3793 7946 11623 14809

Die Konzentration von Colistin (die Summe aus Colistin A und Colistin B) in Milch
wurde mittels der externen Standard-Methode berechnet. Der funktionelle Zusammen-
hang zwischen der Konzentration an Colistin in der Probe und der sich daraus ergeben-

den Messwerte (Peakflachen) wird durch die Geradengleichung beschrieben:

3dotierte Konzentration an Colistin (bezogen auf die Summe aus Colistin A und Colistin B) in ug/kg
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y=a+bx

Konzgntration von _Colistin
Peakflache der Probe

X =

y =

b = Steigung der Kalibrierfunktion
a = Achsenabschnitt der Geraden

Abbildung 5.1: Geradengleichung

Anhand der Konstanten der Matrixkalibriergeraden ergaben sich die in Tabelle 5.27

angegebenen Kenngrofien.

__ Peakflaecheneinheit von Colistin—a

r b

Abbildung 5.2: Gleichung zur Berechnung der Konzentration von Colistin in Milch

Die Konzentrationen wurden in pug Colistin pro kg Milch angegeben.

4

Tabelle 5.27: Mittlere Kalibrierfunktion aus den Peakflaichen zur Colistin-Bestimmung
(Summe aus Colistin A und B) in Milch von vier Konzentrationsstufen
(ohne Null) iber den Arbeitsbereich von 1,25 — 5 ng Colistin nach Be-
stimmung LC-ESI-MS/MS

Analyt a” [Areal b5 sy°[Area] 12 5 $x0° Vo enf (a)?
[Area/pg/L] [ug/L] (%] [Area]
Colistin A 409,0961 179,0626 529,73 0,9915 2,96 6,08 468,36

4Methode: Abschnitte 5.2.3 und 5.3.6

®Abk.: a, Achsenabschnitt; b, Steigung der Geraden; sy, Reststandardabweichung; r?, Bestimmtheits-
maf; sy, Verfahrensstandardabweichung; Vo, Verfahrensvariationskoeffizient; cnf (a), Vertrauens-
bereich des Achsenabschnittes; Signifikanzniveau P = 95 % und Freiheitsgrad f = n-2
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Tabelle 5.28: Summe der Konzentrationen von Colistin A und Colistin B korrigiert um
den Konzentrationsfaktor 0,7

19,5° 39,06 58,46 77,95
Serie 01 18,3 39,5 59,9 79,7
Serie 02 19,1 39,8 58,9 75,9
Serie 03 19,3 40,1 62,6 81,2
Serie 04 19,2 40,5 61,5 74,1
Serie 05 22,7 40,5 58,0 72,5
Serie 06 17,6 35,1 54,5 82,9
Serie 07 18,1 35,3 54,9 72,3
Serie 08 18,9 42,1 62,6 80,4

5.4.6 Analytische Anforderungen fiir LC-MS-Analysemethoden

In der EG-Entscheidung werden Mindestforderungen an die Analysemethoden gestellt.
So muss bei LC-MS-Verfahren die chromatographische Trennung mit geeigneten LC-
Saulen durchgefithrt werden. Die Retentionszeit fiir den Zielanalyten in der Analysepro-
be muss im Vergleich zu derjenigen des Kalibrierstandards innerhalb eines Retentions-
zeitfensters von + 2,5 % liegen. Zusatzlich darf die maximale Toleranz fiir die relative
Ionenintensitit & 20 % fiir eine relative Intensitat von > 50 % des Basispeaks nicht iiber-
schreiten. Aufgrund des schlechten Fragmentierverhaltens von Colistin wurden in der
vorliegenden Arbeit die Signalflichen der beiden ,pseudo-Fragmentionen® m/z 586 und
m/z 579 ins Verhéltnis gesetzt (siehe auch Abschnitt 3.2), das beim CR-Colistin-Stan-
dard 1,31 betrégt. Als zuldssige Hochsttoleranz fir dieses Verhéltnis wurde der Wert
von + 20 % zugrunde gelegt.

6dotierte Konzentration an Colistin (bezogen auf die Summe aus Colistin A und Colistin B) in ug/kg
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Tabelle 5.29: Verhéltnis der Signalflichen von m/z 586 zu m/z 579

Konzentration 19,5 39,0 58,4 77,9
[ng/ke]

Serie 01 1,30 1,31 1,28 1,35
Serie 02 1,31 1,32 1,30 1,25
Serie 03 1,31 1,33 1,31 1,37
Serie 04 1,28 1,35 1,32 1,35
Serie 05 1,09 1,24 1,30 1,35
Serie 06 1,27 1,41 1,32 1,32
Serie 07 1,20 1,41 1,30 1,35
Serie 08 1,35 1,39 1,40 1,31

Tabelle 5.30: Retentionszeiten [min| der Analyten in den Analyseproben

Konzentrationslevel 19,5 19,5 39,0 39,0 58,4 58,4 77,9 77,9
Colistin [ug/kg] (Col (Col (Col (Col (Col (Col (Col (Col
(Komponente) A) B) A) B) A) B) A) B)
Serie 01 15,6 13,8 15,5 13,8 15,5 13,8 15,6 13,9
Serie 02 15,5 13,8 15,5 13,8 15,5 13,8 15,5 13,8
Serie 03 15,5 13,8 15,5 13,8 15,4 13,6 15,4 13,6
Serie 04 15,5 13,8 15,5 13,8 15,5 13,8 15,6 13,8
Serie 05 15,5 13,8 15,5 13,8 15,5 13,8 15,5 13,8
Serie 06 155 13,8 155 138 155 138 153 135
Serie 07 156 138 155 138 155 138 153 136
Serie 08 154 136 154 136 154 136 154 135
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5.5 Herkunft und Probenahme der Milchproben

Fir die Validierung und die anschlieBenden Routinemessungen dienten authentische
Milchproben, die im Rahmen des NRKPs von den Kreisordnungsbehérden in NRW
entsprechend der Entscheidung der Kommission 98/79/EG entnommen wurden. Das
Material wurde bei —20°C gelagert. Die Entwicklung und Optimierung der Methode

erfolgte mit grantiert riickstandsfreier Bio-Milch.

5.5.1 Statistik

Die Berechnungen in dieser Arbeit wurden mit Microsoft® Excel 97 SR-2 (Microsoft
Corporation) ausgefiihrt.

Graphische Darstellungen erfolgten unter Zuhilfenahme von CorelDRAW 8 (™) (Corel
Corporation und Corel Corporation Limited)

Die statistischen Auswertungen wurden mit den kommerziell erhéltlichen Software von
Valoo 1.0 (AS Analytik Software e.K., Leer, Deutschland) und InterVal 1.3 (quo data
GmbH, Dresen-Langenbriick, Deutschland) durchgefiihrt.
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