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Abstract

Die vorliegende Arbeit gibt einen Uberblick iiber Methoden
und Techniken der Non-Target-Analytik bei der Identifizierung
von Abbauprodukten anthropogener organischer Verbin-
dungen und von Schadstoffen naturlicher Herkunft. An aus-
gewahlten Beispielen wird die Leistungsfahigkeit moderner
Analysemethoden bei der Identifizierung unbekannter
Verbindungen gezeigt. Etwa 30% der dadurch identifizierten
Verbindungen erweisen sich als bis dahin unbekannt. Der
kombinierte Einsatz chromatographischer und spektros-
kopischer bzw. spektrometrischer off-line und on-line
Methoden, insbesondere der on-line Kopplungen LC-PDA-
ESI-Q-TOF-MS-MS/MS und LC-UV-NMR zur Rapididen-
tifizierung organischer Verbindungen im Gemisch, hat sich als
sehr vorteilhaft herausgestellt. Dartiber hinaus sind die sich
gegenseitig ergdnzenden Strukturaussagen der UV/Vis-, MS-
und NMR-Methoden von besonderer Bedeutung.

Einleitung

In der Analytik, insbesondere Umweltanalytik, die sich u. a.
mit der Identifizierung und Quantifizierung von 6kotoxischen
Substanzen beschaftigt, wird ein rasanter Anstieg der
Analyten registriert. Dank modernster Techniken kénnen in
der Target-Analytik bekannte Schadstoffe bis zum Konzen-
trationsbereich von pg/ml erfasst und in der Non-Target-
Analytik bisher unbekannte Verbindungen schneller iden-
tifiziert werden.

Im Hinblick auf die Non-Target-Analytik in der Okologie
und unter Berlcksichtigung anthropogener Einfliisse kdnnen
Substanzen mit toxischem und Okotoxischem Potenzial,
welche Okosysteme nachhaltig belasten und aufgrund ihrer
hohen Vielfalt und geringen Konzentration noch nicht
ausreichend untersucht werden, je nach Ursprung in zwei
Gruppen geteilt werden. Zur ersten Gruppe gehoéren
anthropogene Schadstoffe, wie Rickstdnde und Abbau-
produkte von Arzneimitteln, Pestiziden, Textilfarbstoffen etc.
Zur zweiten Gruppe gehdéren Schadstoffe natirlicher
Herkunft. Langfristige anthropogene Veranderungen von
Okosystemen, z.B. Klimaveranderung, filhren zum explosiven
Wachstum von pathogenen Mikroorganismen und damit zu
neuen Schadstoffen natlrlicher Herkunft, z.B. Mykotoxine aus
Schimmelpilzen oder Cyanotoxine aus Blaualgen.

Die Non-Target-Analytik hat zum Ziel durch Kombination
unterschiedlicher Analysetechniken Probeninhaltsstoffe, u. a.
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Substanzen mit toxischem und oOkotoxischem Potenzial, zu
erkennen und zu identifizieren. Sie leistet damit einen
wichtigen Beitrag zur Bewertung von Gefahrenlagen und zu
neuen Gesetzgebungen fiir den Umweltschutz.

Die vorliegende Arbeit gibt einen Uberblick (iber Methoden
und Techniken der Non-Target-Analytik im Zusammenhang
mit der Identifizierung von unbekannten Abbauprodukten
anthropogener organischer Verbindungen und von Schad-
stoffen natirlicher Herkunft. Dabei konzentrieren wir uns auf
die Untersuchung von Sekundarmetaboliten aus Bodenmikro-
organismen, welche als Pathogenitatsfaktoren wirken und in
sehr unterschiedlicher Weise bei Forstpflanzen Krankheits-
symptome auslosen oder das Pflanzenwachstum férdern bzw.
schadliche Wirkungen von Pathogenen auf Pflanzen ver-
hindern.

In der Non-Target-Analytik hat sich der kombinierte Ein-
satz chromatographischer und spektroskopischer bzw.
spektrometrischer off-line und on-line Methoden, insbeson-
dere der on-line Kopplungen LC-PDA-ESI-Q-TOF-MS,
MS/MS und LC-UV-NMR zur Rapididentifizierung unbe-
kannter organischer Verbindungen im Gemisch als sehr
vorteilhaft herausgestellt. UV/Vis-Spektren ermdglichen die
Detektion von delokalisierten n-Elektronen-Systemen und
dadurch die Zuordnung zu bestimmten Substanzklassen. Der
direkte Vergleich mit Referenzspektren aus UV/Vis-Daten-
banken in computerautomatisierten HPLC-Systemen erlaubt
eine hocheffektive Identifizierung bereits bekannter Meta-
boliten. LC-MS-MS/MS-Kopplungen, wie LC-ESI-MS/MS, LC-
ESI-Q-TOF-MS/MS, LC-lonTrap-MS", und H/D-Austausch-
MS-MS/MS-Experimente sind hochleistungsfahige Techniken
fir die Untersuchung komplexer Gemische, da sie notwen-
dige Informationen Uber Molekilmassen und Uber die
Anwesenheit bestimmter funktionaler Gruppen der Analyten
liefern.

Obwohl der kombinierte Einsatz der HPLC-NMR-MS fiir
die Identifizierung organischer Verbindungen im Gemisch
sehr leistungsféhig ist /Godejohann et al.,, Preiss et al,
Sandvol et al./, kommt diese Technik aufgrund des hohen
Preises in den meisten Analytiklabors nicht zur Anwendung.
Die Kooperation verschiedener Labore, die uber die
Standardtechniken MALDI-TOF-TOF-MS, LC-PDA, LC-MS-
MS/MS, LC-UV-NMR verfligen, ist eine sinnvolle Alternative,
um umfangreiche Untersuchungsaufgaben auf effektive Art zu
I6sen /Pham et al. 2005/.
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Ergebnisse und Diskussion

Das angewendete Workflow-Schema der vorliegenden Arbeit
ist in Abb. 1 dargestellt. Die Proben (flissig oder fest) werden
meist zuerst mittels MALDI-MS untersucht. Auf dem on-line
Weg werden flissige Proben zuerst mittels SPE behandelt.
Die ldentifizierung bzw. Strukturaufklarung der Substanzen
erfolgt durch Auswertung spektroskopischer bzw. spektro-
metrischer Daten aus on-line LC-PDA-, LC-MS-MS/MS- und
LC-NMR-Messungen sowie durch den Vergleich mit
Datenbanken. Etwa 30% der dadurch identifizierten Verbin-
dungen erweisen sich als bis dahin unbekannt. Der zweite
Weg, die off-line Variante, beinhaltet die Isolierung der Sub-
stanzen durch eine Kombination chromatographischer Verfah-
ren. Zur Strukturaufklarung der rein isolierten Substanzen
werden MS- und NMR-Techniken eingesetzt.

~ Biologische Tests | I Proben (feste Biomaterialien)

Proben (fliissig) |~ MALDI-TOF- & TOF/TOF-MS |+

2 SPE
— |—( LC-PDA H UV-Spektren [~
on-line| |Lc-ms- MS & MS/MS

-Spektren

& -MS/MS
LC-NMR ]—-110-&20- ’—»
TH-Spektren l‘m'

Vergleich mit Datenbank

1D (H, "C, D 8 2D- || MS: pos. & neg. Datenbank
(HMQC, HMBC, COSY, NOESY...) [{ ESI, MS/MS, HRMS, |
ACD: Simulierte NMR-Spektren || H/D-Austausch... | anlegen

Abb1: Workflow-Schema

Als Beispiele fir die Non-Target-Analytik in der Okologie
werden hier die Rapididentifizierung von Abbauprodukten des
Textilfarbstoffes Reaktiv Black 5, die Identifizierung von Myko-
toxinen der Hyphomycetengattung Fusarium /Pham et al,
Zaspel et al./ sowie die Rapiddetektion des Pflanzen-
pathogens Chalara fraxinea /Zaspel & Pham, Pham et al./
dargestellt.

1. ldentifizierung der Abbauprodukte des Handelsfarbstoffs
Reactive Black 5

Derzeit werden rund 3000 Substanzen als Textilfarbstoffe
verwendet, etwa 27% davon (ca. 50.000 Jahrestonnen) sind
Reaktivfarbstoffe /BAG 2009/, die an Baumwolle kovalent
gebunden werden und dadurch sehr gut auf der Textil-
oberflache haften. Diese Farbstoffe besitzen eine hohe
Lichtechtheit und Alterungsbesténdigkeit, sind aber biologisch
und chemisch schlecht abbaubar und kénnen, wie im Fall der
Benzidinfarbstoffe, ein hohes ©ko- und humantoxisches
Potenzial aufweisen.

Fur eine effektive Behandlung der Textilabwasser wurde
der Abbauprozess des wichtigen Handelfarbstoffs Remazol
Black 5 (RB5) in Modelabwassern untersucht. RB5 wurde zu-
nachst hydrolysiert und anschlieBend biologisch mit Weil3-
faulepilzen behandelt. Alternativ erfolgte ein chemischer
Abbau durch Ozonolyse. Fir die Analytik wurden die
Kopplungstechniken LC-PDA-MS und -MS/MS, LC-ESI-
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lonTrap-MS" in Kombination mit on-flow und stopped-flow LC-
UV-NMR eingesetzt.

Fir RB5 wird gemaly Herstellerangabe die Struktur I
angenommen, die keine Ketogruppe enthalt. Dagegen zeigt
das "*C-NMR Spektrum ein Kohlenstoffsignal bei & 180,47
ppm, welches auf eine tautomere Form Il von RB5 mit einer
Ketogruppe im Chinonring hindeutet (Abb. 2). Die Anwesen-
heit der Wasserstoffbriicke wird durch ein starkes Signal bei &
15,4 ppm im 1H-Spektrum bestatigt. Weitere NMR-Experi-
mente bestatigen das Vorliegen eines Naphthochinondiazid-
Derivates Il. DarlGiber hinaus konnten mittels NMR im Han-
delsfarbstoff RB5 mindestens 7 weitere Farbstoffe mit einem
Anteil von 20% nachgewiesen werden. Anhand der 1H-Methy-
len-Signalintegrale -SO2-CH»>-CH2- (3,0 bis 4,4 ppm) konnte
die Anwesenheit von mindestens fiinf Verbindungen nachge-
wiesen werden, die eine Ethylsulfongruppe enthalten. Ebenso
wurde ein Vertreter mit einer Vinylsulfongruppe -SO,-CH=CH,
durch das Triplett des CH-Protons der Vinylsulfongruppe bei &
6,05 ppm nachgewiesen. Weitere Tripletts von Ethylsulfon-
gruppen bei 3 3,95 und 3,7 ppm konnten Hydrolyseprodukten
von RB5 zugeordnet werden, die eine Hydroxyethylsulfon-
gruppe -S0O2-CH>-CH2-OH enthalten. Anhand des Verhalt-
nisses von Vinyl- und Hydroxyethyl-Sulfongruppen konnte
auch gezeigt werden, dass RB5 bei Raumtemperatur in
Wasser nur geringfligig hydrolysiert.

Das 3D-HPLC-PDA-Chromatogramm des Handelsfarb-
stoffs RB5 zeigt verschiedene UV/Vis-Absorptionsspektren
(190 - 800 nm) mit den typischen Banden der roten und
blauen Naphthalin-Sulfon-Diazofarbstoffe (Abb. 3).

Anders als in bisherigen Arbeiten wurden hier statt
Tributylamin Ammoniumhydrogencarbonat- bzw. Ammonium-
formiat-Lésungen (20 mM in H;O/CH3CN) verwendet,
wodurch der Trenneffekt und die lonisierung deutlich ver-
bessert werden konnten und LC-NMR-Untersuchungen
moglich wurden.

Mittels LC-DAD-MS-MS/MS sowie LC-lonTrap-MS" und
LC-UV-NMR konnten die Verbindungen Il bis VI (Abb. 2) des
Handelfarbstoffs RB5 identifiziert werden. Die aus LC-DAD-
MS-MS/MS resultierenden Strukturvorschlage fiur chemische
und biologische Abbauprodukte von RB5 VIl bis XVI (Abb. 2)
konnten mittels NMR und LC-UV-NMR bestatigt werden. Zur
Bestatigung der Strukturvorschlage fiir die Verbindungen, z.B.
Xl (Hauptabbauprodukt aus der Behandlung mit WeiRfaule-
pilzen) und XV (Hauptabbauprodukt aus der Hydrolysierung),
wurden LC-MS/MS sowie -MS" und H/D-Austausch-
experimente durchgefiihrt. Jedes Fragment konnte in der H-
und der D-Form detailliert untersucht werden (Abb. 4).
Verbindung Xlll konnte mittels LC-NMR als eine bisher
unbekannte Verbindung aus der Strukturgruppe 2H-
naphtho[1,8-cd]isoxazole identifiziert werden, welche auf
dem Syntheseweg nicht zu gewinnen ist.
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Abb. 2: Bisher angenommene Struktur des Blau-Farbstoff RB5 (1), neu identifizierte Tautomer-Form des RB5 (ll), identifizierte
Inhaltstoffe (lll - VI) des Handelsfarbstoffs RB5 und seine Abbauprodukte (VI - XVI)
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Abb. 3: 3D-PDA-HPLC-Chromatogramm des Handelsfarbstoffs RB5
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Abb. 4: Vergleich der Fragmentierungsmuster aus H/D-Austauschexperimenten von Verbindungen XIlII und XV sowie H-
Spektrum (stopped-flow LC-NMR) und Zuordnung der 'H-Signale der Verbindung XilI

Die Ozonolyse von RB5 fiihrt, wie LC-MS- und NMR-Unter-
suchungen ergaben, zu einem vollstandigen Abbau der aro-
matischen Ringe und zur Entstehung der Verbindung HO-
S0O2-CH-CH2-OH.

Dieses Beispiel zeigt, dass ohne eine griindliche Unter-
suchung des Ausgangsmaterials falsche Rickschlisse Uber
die Entstehung von Abbauprodukten gezogen werden
kénnen.

2. Untersuchung an pflanzenpathogenen Fusarium-Arten

Fusarien bilden eine sehr umfangreiche Pilzgattung, deren
Verbreitung u. a. durch extensiven Weizen- und Maisanbau,
aber auch durch Klimaveranderungen geférdert wird. Sie
kénnen sehr lange in Bdden Uberdauern. Durch Fusarien
gebildete Mykotoxine gelangen Uber kontaminierte Nahrungs-
mittel in die Lebensmittelkette und wurden u. a. schon in Eiern
nachgewiesen. Verschiedene Arten sind bekannte Schad-
erreger bei Forstbaumarten. Insbesondere bei der Anzucht
von Jungpflanzen von Laubbdumen in Baumschulen kénnen
sie zu Schaden, von Gewebenekrose bis zu Totalausfallen,
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fuhren. Haufig nachgewiesene Vertreter sind Fusarium
avenaceum, F. sporotrichioides, F. lateritium, F. sambucinum
und F. tricinctum.

Fir die folgenden Untersuchungen wurden 14 isolierte
Fusarium-Stamme auf Agar-Medien angeziichtet und die Zell-
extrakte mittels LC-ESI-TOF-MS-MS/MS untersucht. Mit den
gleichen Stdmmen wurden Pflanzen von 5 Laubbaumarten
beimpft.

Zwei Monate nach der Beimpfung wurde die Bildung von
Stammnekrosen an den Pflanzen beobachtet. Die Anfalligkeit
der verschiedenen Baumarten gegenuber den Fusarium-
Isolaten wurde in drei Gruppen (keine, leichte bzw. schwere
Schaden) eingeteilt (Tab. 1).
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Fus.
Stimme Fusarium avenaceum :‘M_ f::m:‘p:;: :::’;Tz'

Species

Acer

FPrunus

Sorbus

Fraxinus

Tilia
. kaine Schiden, . laichte Schiden . schwars Schiden

Abwehrreaktion (begrenzte kleine (Rindenkrebs,

Rindennekrosen)
Inhaltsstoffa:
bekannte & neue
Mycotoxine und
Cyclodepsipeptide

Tab.1: Anfalligkeit von Laubbaumarten gegeniber Fusarium-
Befall

Welksymptome)
Inhaltsstoffe:
hauptséchlich
bekannte &

neue Mycotoxine

Inhaltsstoffe:
hauptsichlich
bekannte & neue
Cyclodepsipeptide

Bei der Auswertung der Ergebnisse der LC-MS-Unter-
suchungen an Fusarium-Zellextrakten dieser drei Gruppen
wurde ein eindeutiger Zusammenhang zwischen den gebilde-
ten Sekundarmetaboliten und dem durch die Fusarien
verursachten Schaden an den Pflanzen festgestellt (Abb. 5).
Bei den Fusarien, die keine Schaden an den Pflanzen
verursacht haben, werden hauptsachlich Cyclodepsipeptide
der Enniatin-Gruppe gefunden. Bei den Fusarien, die schwere
Schaden verursachen, werden sowohl viele bekannte Myko-
toxine der Trichothecen-Gruppe, z.B. T2-Toxin, Neosolaniol...,
als auch bisher unbekannte Trichothecene, z.B. FZP-1 und -
2, in hoher Konzentration und die Cyclodepsipeptide Accumi-
natum und Beauvericin (in geringer Konzentration) gefunden.
Bei den Fusarien, die leichtere Schaden verursachten,
wurden sowohl Cyclodepsipeptide als auch Mykotoxine der
Trichothecen-Gruppe, aber in geringer Konzentration ge-
funden.

In Tab. 2 sind alle gefundenen Verbindungen der 14
getesteten Fusarien zusammengestellt, von denen mehr als
30% bisher unbekannt waren.

Hauptsekunddrmetaboliten aus 14 Fusarium-|solaten
bekannt bisher unbekannt
Accuminatum A Enniatin B llicicolin F FZP-T1 FZP-P6
Accuminatum B Enniatin B1 Neosolaniol FZP-T2 FZP-PT
. Enniatin B; Neosolaniol; 8-

Accuminatum C N.N'-Didemethyl |Acetyl FZP-P1 FZP-P8
Apicidin; 8'-deoxo, |Enniatin B; N- Neosolaniol; 8-
9'-hydroxy Demethyl Isobutanoyl Fzp-P2 FZP-P9
Apicidin; 8'S- Enniatin D Neosolaniol; 8- FZP-P3 EZP-P10
alcohol Pentanoyl
Beauvericin A Enniatin E Neosolaniol; 8- | p oy | Fzpp1t

Propanoyl
Beauvericin B Fusaproliferin NT2-Toxin FZP-P5 FZP-P12
Enniatin A Fusarinine A T2-Toxin
Enniatin A1 HT2-Toxin T2-Toxin; 3'-

Hydroxy

Tab.2: Liste der Hauptsekundarmetaboliten aus 14 Fusarium-
Isolaten
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3. Eschentriebsterben, verursacht durch Chalara fraxinea

Seit einigen Jahren werden in Europa verstarkt Schaden an
Eschen festgestellt. Befallene Eschen weisen eine schiittere
Belaubung, trockene Blatter und Zweige auf. Die Krankheit
hat sich mittlerweile zu einem 6kologischen Problem ausge-
weitet, da alle Altersklassen, sowohl in natirlichen Bestanden
als auch in Baumschulen, betroffen sind. Der Erreger des
Eschensterbens - der Ascomycet Hymenoscyphus albidus
bzw. seine Nebenfruchtform Chalara fraxinea - wurde aus be-
fallenem Gewebe isoliert und in-vitro kultiviert. Mittels MALDI-
MS und LC-PDA-ESI-TOF-MS sowie -MS/MS wurde eine
Reihe von bisher unbekannten Sekundarmetaboliten mit
Molekilmassen von 900 bis 1500 Da sowohl in Zellextrakten
von auf Agar-Medium kultivierten C. fraxinea als auch in
Extrakten abgestorbenen Pflanzengewebes detektiert.

C. fraxinea konnte auch anhand seiner o. e. bisher unbekann-
ten Sekundarmetaboliten in kinstlich infizierten Eschen
nachgewiesen werden, wobei die Verteilung in der Pflanze
unterschiedlich war. In den oberen Teilen der Pflanzen, die
zuerst abgestorben waren, konnten die o. e. Sekundarmeta-
boliten nicht gefunden werden, wohingegen sie unterhalb der
Impfstelle bis in den Wurzelbereich in hohen Konzentrationen
nachgewiesen wurden.

Zum ersten Mal konnte das Pathogen C. fraxinea mittels
MALDI- und LC-ESI-MS in-vitro indirekt durch Sekundarmeta-
boliten rasch detektiert werden. Gleichzeitig wurde nachge-
wiesen, dass der Pilz bzw. die durch ihn gebildeten Metabolite
wurzelwarts transportiert werden.

MS-high-throughput-fingerprinting kann je nach Anforde-
rungen die teuren bzw. zeitaufwendigen mikrobiologischen /
molekulargenetischen Nachweise des Pathogens sehr
selektiv und effektiv erganzen oder vollkommen ersetzen und
im Rahmen von Resistenzpriifungen von Nachkommen-
schaften eingesetzt werden (da eine MALDI-MS- Unter-
suchung nur etwa 5 Minuten bendtigt).

Zusammenfassung

Die dargestellten Beispiele belegen die Leistungsfahigkeit der
Non-Target-Analytik, die sich durch eine sinnvolle Kombi-
nation sich erganzender Analysetechniken erzielen lasst.
Dabei kann die Kooperation verschiedener Laboratorien
helfen, analytische Kompetenzen zu bindeln und instru-
mentelle Engpasse zu Gberwinden.
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Abb. 5: Beispiel liber Ergebnisse der LC-MS-Untersuchungen an Fusarium-Zellextrakten
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