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Auf Spurensuche

Wasser ist eine der wichtigsten Ressour-
cen unseres Planeten. Es dient dabei
nicht nur als notwendiges Nahrungsmit-
tel, sondern ebenso als Transport-
medium z.B. fiir die Schifffahrt, als
Losungsmittel fiir viele chemische und
biologische Prozesse oder als Energie-
ressource. Wasser ist jedoch nicht gleich
Wasser und besteht natiirlicherweise
aus tausenden verschiedensten gelds-
ten und partikuldren Spurenstoffen.

Viele von ihnen sind wichtige Bestand-
teile fiir die Funktionen, Prozesse und
Kreisldufe des Wassers. Besonders Oko-
systeme reagieren allerdings zumeist
sehr empfindlich auf bereits kleinste
Veranderungen der Zusammensetzung.
Durch uns Menschen gelangen viele ver-
schiedene Schadstoffe in Gewdsser. Zum
Beispiel werden Medikamente, die wir
einnehmen aus dem Korper teilweise
wieder ausgeschieden und landen so
tiber unsere Klaranlagen in den Fliissen.
In diesem Zusammenhang zeigt Abbil-
dung 1 ein Schema einiger Eintragsquel-
len des Menschen.

Im Abwasser lassen sich aber auch viele
andere Substanzen, die fiir Lebewesen
im Wasser gefahrlich werden konnen,
z.B. aus Reinigungsmitteln oder Kosme-
tikprodukten wiederfinden. Auch Pflan-
zenschutzmittel, die wir in der Landwirt-
schaft einsetzen, kdnnen lber Regen in
die Gewasser gespiilt werden. Die meis-
ten dieser Schadstoffe liegen in sehr ge-
ringen Konzentrationen vor und werden
typischerweise als ,Mikroschadstoffe*
bezeichnet.

In Deutschland ist der Umgang mit Was-
ser und wassergefdahrdenden Stoffen in
den allermeisten Fallen gesetzlich gere-
gelt, um Mensch und Umwelt einen még-
lichst guten Schutz zu bieten. Beispiele
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hierflir sind das Wasserhaushalts-
gesetz[1] oder die Trinkwasserverord-
nung[2]. Ubergreifend wurde im Jahr
2000 die europadische Wasserrahmen-
richtlinie[3] verabschiedet, um eine gute
Wasserqualitdt in der EU sicherzustellen.

Die Qualitat bzw. Zusammensetzung des
Wassers spielt eine entscheidende Rolle
und es erfordert gut ausgebildete analy-
tische Chemiker und leistungsstarke
analytische Messmethoden, um diese zu
untersuchen. Ganz allgemein gibt es in
unseren Gewadssern eine groRe Vielfalt
verschiedener Substanzen, die iber un-
terschiedlichste Wege in die Gewdsser
gelangen. Diese kdnnen sich sogar wei-
ter verandern, sodass eine wilde
Mischung aus teilweise unbekannten
Stoffen entsteht. Hier den Uberblick zu
behalten und gefahrliche von harmlosen
Substanzen zu unterscheiden, ist eine
der grof3en Herausforderungen der Was-
seranalytik.

Heutzutage ist es mdglich wenige Nano-
gramm, d.h. 0,000000001 g einer Sub-
stanz nachzuweisen. Zum Vergleich: ein
einzelnes Staubkorn ist dagegen ein

echtes Schwergewicht und wiegt rund
das Tausendfache. Solche groBen Nach-
weisstdrken werden i.d.R. bendtigt, um
besonders gefdhrliche Schadstoffe auch
dann zu erkennen, wenn ihre Wirkungen
auf Okosysteme noch nicht sichtbar sind.
Fiir Friihwarnsysteme und Prdventiv-
malinahmen kann dies ein entscheiden-
der Faktor sein.

Ein Beispiel fiir solche Schadstoffe sind
Neonicotinoide, die aufgrund ihrer be-
sonders starken toxischen Wirkung auf
Insekten im Pflanzenschutz angewendet
werden. Der Einsatz vieler Neonicoti-
noide ist umstritten und in Deutschland
und Teilen der EU verboten. Weiterfiih-
rende Informationen gibt es Beispiels-
weise auf der Webseite des BUND[4].

Der Chemische Fingerabdruck

Bei genauerer Betrachtung weisen Ge-
wasser eine sehr charakteristische Zu-
sammensetzung der vielen tausend In-
haltsstoffe auf. Vergleicht man ver-
schiedene Gewasser, z.B. den Rhein und
die Donau oder den Chiemsee, gibt es
natiirlicherweise Ahnlichkeiten, d.h.,
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Inhaltstoffe die allgegenwartig erschei-
nen, aber auch teils grofRe Unterschiede.
Ebenso kdnnen saisonale Effekte z.B.
Jahreszeiten oder auch globale Trends
wie z.B. der Klimawandel die Zusam-
mensetzung der Gewadsser direkt oder
indirekt beeinflussen.

Das Herausarbeiten dieser Ahnlichkeiten
und Unterschiede ist eine der Herausfor-
derungen der modernen Wasserana-
lytik. Sind die Zusammensetzung und
das Verhalten eines Gewassers bekannt,
kénnen somit z.B. Stoffe identifiziert
werden, die eigentlich nicht ins Wasser
gehoren. Dabei ist es sogar moglich, Hin-
weise auf noch vollig unbekannte Sub-
stanzen zu erhalten, welche dann an-
hand von Computersimulationen model-
liert und identifiziert werden kdnnen.
Um all diese komplexen Aufgaben zu
l6sen, wird zunehmend eine ,nicht-ziel-
gerichtete* Analytik, das Non-Target-
Screening (NTS), genutzt.

NTS, HPLC, HRMS und Co

Das Ziel des Non-Target-Screenings ist
es, moglichst viele Informationen aus
einer (un)bekannten Probe herauszuzie-
hen, d.h. moglichst alle Inhaltstoffe zu
erfassen. Typischerweise wird dabei fiir
das NTS in der Wasseranalytik ein Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatograph
(HPLC, High Performance Liquid Chroma-
tography) in Kombination mit einem
hochauflésenden Massenspektrometer
(HRMS, High Resolution Mass Spectro-
meter) verwendet.

Im Kern handelt es sich bei diesen kryp-
tischen Bezeichnungen um eine zweistu-
fige Messmethode. Die einzelnen Ver-
fahren bzw. Prinzipien sind dabei nicht
neu und wurden bereits vor tiber 100
Jahren von Wissenschaftler wie Joseph J.
Thompson, Arthur Jeffrey Dempster
oder Michail S. Tswett, publiziert.

In der ersten Stufe, der Chromatogra-
phie, werden die verschiedenen Inhalts-
stoffe der Probe (Analyten) aufgetrennt.
Dazu wird die Messlosung mit einem
speziellen Losungsmittel, dem Eluenten,
durch eine Trennsdule gepumpt. Diese
ist mit kleinen, speziell beschichteten,
Kiigelchen gefiillt und wird als statio-
ndre Phase bezeichnet.

Die einzelnen Inhaltsstoffe der Probe
bilden Wechselwirkungen mit der
Beschichtung des Trennsdulenmaterials
aus. Dadurch kommt es zu einer Anlage-
rung und Migration der Analyten an bzw.
in die Beschichtung. Diese Wechselwir-
kungen stehen allerdings in Konkurrenz
zum Eluenten, welcher die Substanzen
von der Beschichtung wieder ablést und
kontinuierlich zum Ausgang der Saule
transportiert.

Die Analyten verharren daher immer nur
kurzzeitig an der stationdren Phase.
Unterschiedliche chemische Verbindun-
gen weisen unterschiedliche starke
Wechselwirkungen auf und verbleiben
daher unterschiedlich lang in der
Trennsdule — es kommt zur Auftrennung
der Probe.

Nach dem Chromatographen werden die
aufgetrennten Molekiile ionisiert, d.h.
elektrisch geladen und anschlieBend in
das Massenspektrometer geleitet. In
dieser zweiten Stufe des Messverfah-
rens wird das Masse/Ladungs-Verhaltnis
(m/z) der Molekiile gemessen, welches
wiederum Aufschluss auf die eigentliche
Molekiilmasse geben kann.

Dazu wird erneut eine hoch charakteris-
tische Wechselwirkung der unterschied-
lichen Molekiile ausgenutzt. Diesmal je-
doch nicht mit einer stationdren Phase,
sondern mit einem elektrischen Feld. Je
nach m/z verhalten sich geladene Mole-
kiile im elektrischen Feld unterschiedlich
und lassen sich z.B. unterschiedlich
schnell beschleunigen oder unterschied-
lich stark in ihrer Flugbahn beeintrachti-
gen.

Eine Bauart eines Massenspektrometers
ist beispielsweise das Flugzeit-Massen-
spektrometer, welches, wie der Name
vermuten lasst, die Zeiten misst, die un-
terschiedliche Molekiil-lonen ben6tigen,
um eine definierte Strecke zurilickzu-
legen, nachdem diese in einem elektri-
schen Feld beschleunigt worden sind.
Moderne Messsysteme kénnen dabei die
Molekiilmasse auf 3-4 Nachkommastel-
len genau bestimmen.

Dies ist notwendig, denn je genauer die
Molekiilmasse bestimmt werden kann,
desto weniger mogliche Substanzen
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kommen fiir eine Identifizierung in
Frage. So liefert eine Datenbankabfrage
bei der offenen Datenbank PubChem fiir
den Massenbereich von 200 + 0,1 g/mol
bereits 2.916 verschiedene Eintrage.

Verringert man den Massenbereich bzw.
erhdht die Genauigkeit auf
200+ 0,01 g/mol, verbleiben immer
noch 166 chemische Verbindungen.

Big Data und Kiinstliche Intelligenz

Eine Analyse einer Probe besteht aus ca.
50.000.000 einzelnen Messungen und
dauert ca. 25-30 Minuten. In jeder dieser
Messungen wird dabei fiir die jeweiligen
chemischen Verbindungen die Zeit fiir
den Durchlauf im Chromatographen
(Retentionszeit rt), das m/z und die
Signalintensitat aufgezeichnet.

Wahrend rt und m/z wichtige Informati-
onen liber die Art des jeweiligen Mole-
kiils beinhalten, gibt die Signalintensitat
Aufschluss Uber die Menge bzw. Kon-
zentration der Inhaltstoffe. Alles in
allem sind die Datenmengen verstand-
licherweise aber viel zu groB3, um diese
einzeln zu betrachten. Daher wird ver-
mehrt auf automatisierte Verarbeitung
und Auswertung der riesigen Mess-
datensatze gesetzt.

Nicht jeder Datenpunkt steht fiir eine
eigene chemische Substanz in einer
Probe; vielmehr verlassen Molekiile
einer Substanz die Trennsaule der Chro-
matographie in einem, fiir die Substanz
charakteristischen, Zeitfenster von
mehreren Sekunden. AuBerdem gibt es
auch kleinste Variationen des ermittel-
ten Masse/Ladungs-Verhaltnisses in-
nerhalb einer Molekiilart, sodass in
Summe fiir eine chemische Verbindung
eine Vielzahl von Datenpunkten aufge-
zeichnet wird, die in gewissen Grenzen
schwankt.

Bildlich kénnte man sich diesen Vorgang
als Marathonlauf vorstellen. Auch hier
kommen nicht alle Laufer zur gleichen
Zeit ins Ziel, sondern in einem gewissen
Zeitfenster. Wenige sind dabei ganz vorn
oder ganz weit hinten und die aller meis-
ten befinden sich im Hauptfeld der Lau-
fer. Hier kann man dann die Durch-
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schnittszeit ermitteln, die die Laufer fiir
die Strecke bendétigen.

Bei der HPLC-HRMS ist dies ahnlich.
Molekiile einer chemischen Verbindung,
z.B. das Insektizid Imidacloprid, werden
nicht alle zeitgleich, sondern in einer ge-
wissen Verteilung das Messsystem pas-
sieren. Als Gruppe beschreiben sie je-
doch eine einzige chemische Verbin-
dung.

Im bildhaften Beispiel des Marathon-
laufs wdre eine zweite chemische Ver-
bindung, wie das Antidiabetikum Metfor-
min, z.B. eine Gruppe von Radfahrern.
Diese bewegen sich deutlich schneller,
zeigen aber ebenfalls ein Verteilungs-
muster, betrachtet man sie als Gruppe.

Im Non-Target-Screening variiert aller-
dings nicht nur die Zeit, in der die unter-
schiedlichen Analyten das Messsystem
passieren, sondern auch das Substanz-
spezifische Masse/Ladungs-Verhaltnis.
Dies kann grafisch durch einen Isoplot
dargestellt werden, was in Abbildung 2
zu sehen ist. Je nach Zusammensetzung
der Probe zeigt diese Darstellung ein
charakteristisches Muster.

Einzelne Datenpunkte zu Gruppen zu-
sammenfassen und charakteristische
Eckdaten fiir diese Gruppen, auch
Features genannt, zu erheben, wie z.B.
die mittlere Zeit, m/z und Gesamt-
Signalintensitat der Gruppe, ist die
Hauptaufgabe der Datenverarbeitungim
Non-Target-Screening. Hierfiir greifen
wir Analytiker entweder auf bereits exis-
tierende Auswertungsprogramme zu-
riick, oder entwickeln und programmie-
ren eigene Algorithmen; speziell zu-
geschnitten, um zu bestimmten Frage-
stellungen zu forschen. Eine erfolgrei-
che Zusammenfassung der Messdaten
reduziert den Datensatz bereits be-
trachtlich, sodass ca. 1.000 bis 10.000
Features tibrigbleiben.

Durch die Zusammenfassung wurde die
Information aus dem urspriinglichen
Messdatensatz stark verdichtet und
kann nun als kompakte Feature-Liste
mit anderen Proben oder einer Daten-
bank verglichen werden, um die anfangs
erwdhnten Unterschiede und Gemein-
samkeiten zu identifizieren. Auch hierfir

Isoplot eines Non-Target-Screenings
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Abb. 2: Darstellung eines Non-Target-Screenings einer Gewdsserprobe (Zulauf einer

kommunalen Kldranlage). Die Messdaten sind als Punktwolke dargestellt. Die
Farbintensitat zeigt dabei die Signalintensitat an. Die verschiedenen Analyten sind als
verdichtete dunkelblaue Cluster zu erkennen[5].

werden zumeist computergestiitzte
Algorithmen verwendet, die in dhnlicher
Weise funktionieren wie z.B. die
Gesichts- oder Fingerabdruck-Erken-
nung unserer Smartphones — ein Daten-
satz wird als Muster aufgefasst, welches
sich aus kleinen Elementarbausteinen
zusammensetzen lasst.

Die Anordnung der Bausteine zueinander
ist fiir jedes Muster z.B. Fingerabdruck
hoch charakteristisch. Liegt ein Ver-
gleichsmuster vor, kénnen Bereiche des
Musters markiert werden, welche sich
dhneln bzw. sich stark unterscheiden.
Nehmen wir beispielsweise eine Wasser-
probe des Rheins vom April 2021 und
vergleichen diese mit einer Wasserprobe
des Rheins vom Mdrz 2021 oder gar vom
April 2020, werden wir auf Unterschiede
und Gemeinsamkeiten in den Feature-
Listen stoRBen. Entweder, weil neue Sub-
stanzen auftauchen oder andere ver-
schwinden, oder weil sich die Konzentra-
tionen der einzelnen Inhaltsstoffe stark
andern.

Wir konnen dadurch herausfinden, wie
sich ein Gewadsser iiber die Zeit veran-
dert. Natirlich spielt auch der Ort, an
dem die Probe entnommen worden ist,

eine sehr wichtige Rolle. So ist auch zu
erwarten, dass sich die Zusammenset-
zung eines FlieBgewassers von der
Quelle bis zur Miindung vielfach andern
kann. So kénnen unter anderem auch
Schadstoffquellen identifiziert werden,
was Matthias Ruff et al. in einer Studie
zeigen konnte. Dabei haben die Wissen-
schaftler entlang des Rheins Gewasser-
proben untersucht und tiber 130 ver-
schiedene Mikroschadstoffe gefunden.

Die Herausforderungen von Morgen

Die Analytik und so auch das Non-
Target-Screening wird von Tag zu Tag
weiterentwickelt und stetig verbessert.
Und doch gibt es bisher einige ungeldste
Herausforderungen, die wir und zukiinf-
tige Wissenschaftler bewaltigen miis-
sen. Ein besserer Umgang mit den Mess-
daten und deren Auswertung und Inter-
pretation ist sicherlich eine dieser Her-
ausforderungen.

Zwar gibt es hierfiir bereits viele unter-
schiedliche Ansatze und bemerkenswert
leistungsstarke Algorithmen, vergleicht
man jedoch die Ergebnisse verschiede-
ner Auswertungsmethoden untereinan-
der, kann man teils grof3e Unterschiede
feststellen. Dadurch ist oft unklar, wel-
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cher der Algorithmen welches Feature in
den jeweiligen Datensdtzen besser be-
stimmen kann.

In eigenen Untersuchungen konnten wir
in diesem Zusammenhang zeigen, dass
je nach Einstellung des Auswertungs-
Algorithmus, Ergebnisse signifikant va-
riieren kdnnen, obwohl der zugrundelie-
gende Messdatensatz derselbe ist. Ob
ein Ergebnis richtig oder falsch ist und
welche Einstellung sich am besten eig-
net, kann Uberdies oft nicht aufgeklart
werden, da die meisten Inhaltsstoffe der
Probe bisher unbekannt sind.

Man weil? also zuvor nicht, was man fin-
det geschweige denn was man sucht. In
einer Vergleichsstudie konnten Lotta
Hohrenk et al. zeigen, dass nur ca. 10 %
der Ergebnisse bzw. gefundenen
Features (ibereinstimmen, wenn ver-
schiedene Auswertungsalgorithmen
verwendet werden, um dieselben
Datensadtze auszuwerten. Dies zeigt uns,
dass es die eine Strategie bzw. den einen
Algorithmus, der alle Messdaten perfekt
auswerten kann, noch nicht gibt. Die
Studienergebnisse zeigen uns aber auch,
dass es durchaus sehr sinnvoll ist, je
nach Fragestellung verschiedene Aus-
wertungskonzepte anzuwenden; denn
jede Methode hat sicherlich Starken und
Schwachen.

Hinzukommt, dass auch Algorithmen
nicht fehlerfrei sind und teilweise
Features bzw. Substanzen erkennen, die
nicht in der eigentlichen Probe enthalten
sind. Typischerweise sind solche Phano-
mene auf Verunreinigungen oder Mess-
artefakte zuriickzufiihren, die in jeder
Messung vorkommen. Bei diesen Phano-
menen handelt es sich um zufallig ent-
stehende Signalintensitatsspitzen bzw.
zufallige Muster in den Signalverlaufen.

Noch sind unsere Algorithmen nicht in
der Lage, solche ,falsch-positiven*
Ergebnisse vollstdandig auszuschlieBen,
sodass immer wieder von Hand stich-
probenartig kontrolliert werden muss.
Trotz dieser noch offenen Herausforde-
rungen ist das Non-Target-Screening
bereits jetzt ein sehr machtiges Werk-
zeug in der Umweltschutzanalytik.

Dieser Artikel wurde zuerst verdffent-
licht auf Faszinationchemie.de/GDCh

analytik.news Publikationsdatum: 25.11.2021

Literatur

[1] Wasserhaushaltsgesetz
[2] Trinkwasserverordnung
[3] Wasserrahmenrichtlinie
[4] BUND / Neonicotinoide

[5] Hohrenk, Lotta L., et al. Comparison
of software tools for liquid chromato-
graphy high-resolution mass spectro-
metry data processing in nontarget
screening of environmental samples.
Analytical chemistry 92.2 (2019): 1898-
1907.)



https://analytik.news/
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.9b04095
https://www.gesetze-im-internet.de/whg_2009/
https://www.gesetze-im-internet.de/trinkwv_2001/BJNR095910001.html
https://eur-lex.europa.eu/eli/dir/2000/60/oj?locale=de
https://www.bund.net/umweltgifte/pestizide/wirkstoffe-von-pestiziden/neonikotinoide/
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.9b04095
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.9b04095
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.9b04095
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.9b04095
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.9b04095

