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Fischverzehr ohne Folgen

Tiere und tierische Erzeugnisse, die der Erndhrung dienen, sind auf gesundheitsschadliche Kontami-
nationen zu untersuchen, bevor sie in den Verkehr gebracht werden. Laboratorien sind gut beraten,
den Arbeitsaufwand durch eine intelligente Automatisierung der Probenvorbereitung zu reduzieren.
Wie das effizient und gesetzeskonform gelingt, haben chinesische Wissenschaftler vorgemacht, und
zwar bei der automatisierten HPLC-Bestimmung von Sulfonamiden und deren Metaboliten in Lachs.

Von Guido Deussing.
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isch ist gesund und in Teilen der
Welt  ein

Die Konsequenz bewusster Erndh-

Hauptnahrungsmittel.

rungsweise und des Bevol-
kerungswachstums:
Der Fischkonsum
ist in den letz-
ten Jahrzehn-
ten weltweit
erheblich
gestiegen.
Natiirliche
Fanggrin-
de sind inzwischen in weiten Teilen erschopft; Mutter
Natur kommt kaum nach mit der Aufzucht in Freiheit
geborener Fische und Schalentiere. Dem globalen Hun-
ger nach Meeresfriichten wird mit Kulturen begegnet, in
denen die aquatischen Nutztiere in Unterwassermastbe-
trieben kontrolliert zur Schlachtreife gefiihrt werden.

Nebenwirkungen der Massentierhaltung

Die Haltung von Lebewesen dicht an dicht, die mittel-
und unmittelbar der menschlichen Erndhrung dienen,
birgt fir Erzeuger, Lebensmittelhdndler und auch Ver-
braucher einen groflen Nutzen. Doch die Tierhaltung
auf engstem Raum verspricht nicht allein Gewinnmaxi-
mierung bei vergleichsweise glinstigen Ein- beziechungs-
weise Verkaufspreisen, sondern birgt auch das Risiko
rasch sich ausbreitender, epidemischer Krankheiten, die
ganze Bestinde dahinraffen kénnen, wenn nicht medi-
kamentos gegengesteuert wird, zum Beispiel mit synthe-
tisch hergestellten Sulfonamid-Priparaten. Sulfonamide
sind chemische Verbindungen, die ihrer Wirkung wegen
in der Human- und Tiermedizin als Antibiotika einge-
setzt werden.

Wihrend ihre antibiotische Wirkung unzweifelhaft
und erwiinscht ist, machen es die zytotoxischen Eigen-
schaften der Verbindungen sowie weitere, an dieser Stelle
nicht genannte Aspekte erforderlich, Aquakulturen auf
Sulfonamid-Riickstinde und deren Metaboliten zu un-
tersuchen. Reichern sie sich im Wasser an, konnen sie
sich auch im Gewebe von Fischen und Fischereierzeug-
nissen akkumulieren. Auf diese Weise wird der Verbrau-
cher, der am Ende der Nahrungskette steht, unausweich-
lich Leidtragender des Problems, und zwar dann, wenn
kontaminierter Fisch auf seinem Teller landet.

Kontrolle tierischer Lebensmittel

Um moégliche gesundheitsbeeintrichtigende Nebenwir-
kungen fiir den Verbraucher ausschliefen oder zumin-
dest auf ein akzeptables Mafl minimieren zu kénnen,
sind Fische und Fischereierzeugnisse aus Aquakulturen
auf Riickstinde von Tierarzneimitteln wie Sulfonamide
sowie deren Metaboliten zu untersuchen. Welche Ver-
fahren zur Anwendung kommen und welche Leistungs-

parameter dabei einzuhalten sind, dartiber gibt der Ge-
setzgeber in der Richtlinie 2002/657/EG [1] Auskunft.
Sein Ziel ist es vorrangig, fiir Sicherheit zu sorgen und im
Interesse des Verbrauchers eine mégliche Kontamination
mit gesundheitsschiddlichen Stoffen unter Einsatz spezi-
fischer und empfindlicher Messmethoden nachzuweisen
respektive auszuschlieflen.

Ahnlich sehen es die Betreiber von Lebensmittelun-
tersuchungslaboratorien, die allerdings nachvollziehba-
rerweise auch die Wirtschaftlichkeit ihrer Analytik im
Blick zu halten haben. Die anscheinend unausweichlich
zunehmende Zahl an Proben, woméglich noch gekop-
pelt an strengere Gesetzesvorgaben, lisst sich effizient
vermutlich nur in ganz seltenen Fillen mit herkémm-
lichen manuellen Methoden bewerkstelligen. Wer sich
ein ausgewogenes Kosten-Nutzen-Verhiltnis verspricht,
kommt mittelfristig nicht an einer Automatisierung sei-
ner Analytik vorbei.

Wie dabei vorzugehen ist und welche Wirkung man
erzielen kann, kommt die geeignete Technologie zum
Einsatz, dartiber berichten Wei Jia, Lin Shi und Xiaogang
Chu von der Universitit fiir Wissenschaft und Technik
in Xi’an, der Hauptstadt der zentralchinesischen Provinz
Shaanxi, im Fachjournal Food Chemistry [2]. Die Auto-
ren beschreiben darin die Entwicklung und Etablierung
einer Analysenmethode fiir das ,Non-Target“-Screening
von Sulfonamiden und deren Metaboliten unter Einsatz
eines automatisierten online gekoppelten Extraktions-
verfahrens auf QuEChERS-Basis mit darauffolgender
Ultra-Hochleistungsfliissigchromatographie mit hoch-
auflésender Elektrosprayionisierungs-Quadrupol-Orbi-
trap-Massenspektrometrie (UHPLC Q-Orbitrap).

Schwiéchen aktueller Vorgehensweisen

Die charakteristische Fragmentierung und genaue Mas-
senbestimmung mittels Hochleistungsmassenspektro-
metrie sei ein leistungsstarkes Instrument zur Aufkli-
rung der Molekularstrukturen neuer Tierarzneimittel
sowie deren Metaboliten, schreiben Jia et al. in ihrer Ar-
beit. Die meisten MS-Methoden zur selektiven Bestim-
mung von Veterindrarzneimittelriickstinden basierten
auf dem datenabhingigen Aufnahmemodus (DDA) und
der Beobachtung hochspezifischer Fragmentierungspro-
dukte. Ungeachtet ihrer hervorragenden Selektivitit und
Empfindlichkeit stiefle diese Vorgehensweise jedoch an
Grenzen. So ermégliche sie es laut Jia et al. nicht, nach
potenziellen Transformationsprodukten, Metaboliten
und neuen Verbindungen zu suchen, die eine héhere To-
xizitit aufweisen konnen als ihre Stammverbindungen.
Uberdies erforderten die meisten bestehenden Me-
thoden fiir die Analyse exogener Verbindungen wie
Tierarzneimittel und Pestizide zeitraubende Vorberei-
tungsschritte wie SPE, QuUEChERS oder SLE sowie
eine Aufkonzentrierung der Analyten, was von grofler
Relevanz ist. In Ermangelung tauglicher und effizienter

Methoden, machten sich Wei Jia und Kollegen daran,
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eine neue Vorgehensweise zu entwickeln, die allen An-
forderungen gerecht wird, die man an eine Non-Target-
Analyse und der Identifizierung von Unbekannten und
Metaboliten in Fisch stellt. DPX-Spitze
Fokus auf die technischen Details

Entwickelt, getestet und etabliert wurde die von Jia et al.
beschriebene Methode auf einem Ultimate-3000-UH-
PLC-System (Dionex), das an ein Hybrid-Q-Orbi-
trap-Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific)

Konditionieren
Probe aufziehen
Durchmischen
Probe entfernen
Waschen

mit Elektrosprayionisierungsquelle gekoppelt war. Die

Probenvorbereitung und Probenaufgabe erfolgten voll-

stindig automatisiert auf einem online gekoppelten Festphase
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Eluieren

MultiPurposeSampler (GERSTEL-MPS) in der Dual- Luft
Head-Version. Einzig die Fischproben — 89 Lachse ka-
men tiefgefroren zur Untersuchung — mussten von Hand Extrakt
filetiert und homogenisiert werden. Ein Gramm jeder
Probe wurde in jeweils ein separates 10-mL-Zentrifu- DPX Schemazeichnung
genrohrchen tberfihrt, das dann auf dem MPS-Auto-
sampler fiir die weiteren Schritte der Probenvorbereitung
bis zur Probenaufgabe platziert wurde. Alle weiteren miat-Losung hinzu, vermischte alles und injizierte davon
Aufgaben wurden sodann vollstindig automatisiert vom  schlieffilich 5 pL in das angeschlossene UHPLC-Q-Or-
MPS tibernommen und ausgefiihrt. bitrap-System.
Die Ausstattung des MPS war entsprechend opu-
lent. Tierische Proben, vor allem, wenn es sich um Mus- Erfolgreiche Trennung und
kelgewebe handelt, sind komplex und mat.rlxrelch. Die Ergebnisbetrachtung
Behandlung einer solchen Probe umfasst in der Regel
aufwendige Extraktions- und Aufreinigungsschritte, be- Der Vollstindigkeit halber: Die Trennung der Analyten
vor sie hinreichend sauber und matrixbefreit zur Analyse erfolgte auf einer Reversed-Phase-Siule (Hypersil Gold
kommen kann, ohne Chromatographie und Detektion aQ_C18,100 mm x 2,1 mm x 1,9 pm), die mit einer Vor-
nachhaltig negativ zu beeinflussen. Folgerichtig war der siule vergleichbarer Phase (Accucore aQ_C18, 10 mm
MPS mit einer Zentrifuge ausgestattet; leicht verderbli- x 2,1 mm x 1,9 pm; beide Siulen von Thermo Fisher
che Proben lieflen sich dunkel und kiihl la- Scientific) verbunden war. Verwendet wurde ein Elu-
gern, generell mit den erforder- entengradient, bestehend aus mit Ameisensiure und
lichen Reagenzlosungen und : Ammoniumformiat versetztem Wasser
Standards in unterschiedlichen \-‘ - (Eluent A) und Methanol (B).
Konzentrationen (ohne Spritzen- Die Séulentemperatur betrug
wechsel) versetzen, schiitteln und 40 °C. Die Elektrosprayquelle
extrahieren, und zwar unbeobachtet ~arbeitete im positiven Ionisie-
vom Laborpersonal. rungsmodus (weitere Angaben
Fir den Clean-up-Schritt, der zum System: sieche [2]).
sich an der QUEChERS-Metho- Mit der beschriebenen
dik orientiert [3], wihlten Jia et al. Systemkombination wur-
die Disposable-Pipette-Extraction den verschiedene Messungen
(GERSTEL-DPX), bei der die Probe durchgefiihrt, unter anderem eine
in eine spezielle DPX-Spitze aufgezo- Full-Scan-Analyse der Proben im Massen-
gen wird, in der das Extraktionsmedium bereich 100 bis 900 m/z. Uberdies wurden
locker einliegt [4]. Die Quantifizierung unterschiedliche  Fragmentierungsvorginge
der Analyse erfolgte unter Einsatz deuterierter bezichungsweise konkrete Masseniiberginge
Standards, deren Dosierung ebenfalls der MPS aufgezeichnet, die nachhaltig zum Ergebnis der
automatisiert ausfithrte. Simtliche Schritte der hier beschriebenen Arbeit beigetragen haben.
Probenvorbereitung und Analyse lassen sich im Die erzielten Leistungsmerkmale stimmten
Detail der Publikation von Jia et al. [2] entnehmen. tiberein mit den Anforderungen der Richtlinien, die
Von der finalen Losung pipettierte der MPS 200 uLL \ in der Entscheidung der Europiischen Kommission
in ein Mini-Uniprep-Vial; der Roboter gab 300 pL 2002/657/EG festgelegt worden waren. ,Vier Verbin-
Methanol und 500 pL einer 8-mM-Ammoniumfor- dungen wurden in Lachsproben unterschiedlicher
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Herkunft identifiziert und bestitigt, die im Rahmen
des Uberwachungsprogramms genommen wurden®,
schreiben Jia et al. Die am hiufigsten in den Lachsproben
vorhandenen Sulfonamide waren Sulfadiazin und sein
Acetylierungsmetabolit; drei Prozent der untersuchten
Lachsproben wurden positiv auf Sulfadiazin-Sulfonami-
de getestet.

Was wurde erreicht?

Die Autoren verfolgten bei ihrem Vorhaben zwei Ziele:
1. die Non-Target-Analyse von Sulfonamiden und Me-
taboliten in Lebensmittelproben durch die Kopplung
einer effizienten Probenvorbereitung mit der Hochleis-
tungsfliissigchromatographie und Hochleistungsmas-
senspektrometrie. Die Auswertung der Daten erfolgte
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Qualle a la carte

Anders als in Asien begegnen den Menschen der westlichen Welt Qual-
len eher selten als Mentvorschlag auf der Speisekarte, allenfalls beim
Baden im Meer, wo sie zuhauf vorkommen und eher Angst und Ekel
statt Appetit und HeiRhunger erregen. Das liegt — von der Gefahrlichkeit
einiger Quallenarten einmal abgesehen — nicht zuletzt an der gelartigen
Beschaffenheit der wirbellosen Tiere, die sich beim herkémmlichen Ko-
chen oder Braten in ein schleimiges Etwas verwandeln. Mit Blick auf den
weltweit zunehmenden Bedarf an proteinreicher Nahrung bei einem
gleichzeitig schwindenden Fischangebot, haben sich Wissenschaftler
des Max-Planck-Instituts fr Polymerforschung in Mainz angesehen, wie
man in Asien Quallen zubereitet. Dort werden die Tiere tiber Monate in
einer Mischung aus Kochsalz (Natriumchlorid) und Tonerdesalz (Alaun)
eingelegt, was zu einer knackigen, essbaren Textur der Gelmasse (Me-
sogloea) fuhrt, die allerdings unbehandelt fir den Menschen ungenief-
bar ist. Die Forscher nahmen die chemischen Ablaufe im Salz unter die
Lupe und entwickelten einen Weg, den Verdnderungsprozess, den die
Qualle durchlauft, zu beschleunigen. Hierbei richteten sie ihr Augenmerk
auf die Loslichkeit der einzelnen chemischen Bestandteile der Qualle,
wozu Collagen und Elastin gehéren, die auch in der menschlichen Haut
vorkommen, sowie Mucoproteine und polare Polysaccharide. Ergebnis
ihrer Analyse: Statt die Quallen mit Salz zu behandeln, legten sie sie in
Ethanol ein. Dabei erzeugten Pedersen und Vilgis in nur zwei Tagen eine
gummiartig bis knusprige, essbare Textur, die aus gastronomischer Sicht
ein interessantes Mundgefiihl verspreche, schreiben die Forscher. GD
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Detailaufnahme der Disposable-Pipette-Extraction-Option (DPX) eines
GERSTEL-MultiPurposeSamplers (MPS).

unter Einsatz von Datenbanken zwecks Ermittlung
charakteristischer Strukturfragmente. 2. die Bestitigung
der Analyten und die strukturelle Charakterisierung von
unbekannten Analyten auf der Basis verfugbarer Re-
ferenzstandards. Alle Ziele wurden erreicht. Validiert
wurde ihre Methode gemil EU-Kommissionsentscheid
2002/675/EG. Obendrein sprachen alle statistischen
Parameter fir ihre Praxistauglichkeit: ,Das analytische
Potenzial der Non-Target-Analyse mit Fragmentierung
ermdglicht die Verwendung von Verdachtsspektren aus
Datenbanken und charakteristischer Strukturfragmente
zur Identifizierung unterschiedlicher, nicht im Fokus der
Methode liegender Verbindungen. Das verwendete Ana-
lysensystem, insbesondere die mittels GERSTEL-MPS
weitgehend automatisierte Probenvorbereitung, in Ver-
bindung mit der generischen Analysenmethode erweist
sich als vielversprechendes analytisches Instrument fiir
Non-Target-Screening-Analysen®, schreiben Jia et al. in
ihrer Zusammenfassung.
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