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Zusammenfassung

Die Wasserqualitat von Oberflachen- und Grundwasser kann
durch den menschlichen Gebrauch in Haushalten, Gewerbe
und Industrie beeintréchtigt werden. In diesem Zusammen-
hang werden vermehrt Schadstoffeintrage Uber Klaranlagen
diskutiert, die eine Vielzahl an Stoffen wie Haushalts-
chemikalien, Pestizide und Arzneimittelriickstdénde enthalten.
Wenig bekannt ist oft die Bildung von Metaboliten und Trans-
formationsprodukten dieser Substanzen in der Wasserauf-
bereitung und Umwelt sowie deren Einfluss auf die Wasser-
qualitat. Die analytische Untersuchung wird dabei meist durch
das Fehlen geeigneter Referenzstandards erschwert. Die
Kombination aus Elektrochemie und Massenspektrometrie
erlaubt die Simulation einiger enzymatischer Reaktionen und
bietet damit eine schnelle und einfache Mdglichkeit diese
Metabolite fur die Identifizierung und analytische Messung zu
nutzen.

1. Einleitung

Die Verfugbarkeit von Wasser in ausreichender Quantitat und
Qualitat ist eine der Grundvoraussetzungen fir Leben, aber
auch fur das Funktionieren einer modernen Industriegesell-
schaft. Dabei ist Wasser als Ressource und als Lebensraum
zu betrachten, dessen Qualitat haufig durch Nutzung in Haus-
halten, Gewerbe, Industrie und als Transportweg beeintrach-
tigt wird. Hierbei werden vermehrt Schadstoffeintrage Uber
Klaranlagen diskutiert, die eine Vielzahl an Stoffen aus Haus-
haltschemikalien, Pestiziden und Arzneimittelriickstanden ent-
halten. Mit dem Eintrag dieser Stoffe sind Risiken fur das
Okosystem und fiir den Menschen verbunden. Fragen nach
langfristigen Auswirkungen dieser Eintrédge auf die Wasser-
qualitdt kdénnen oft nicht zufriedenstellend beantwortet wer-
den. Bisher werden ca. 150 bis 200 Substanzen untersucht.
Wenig bekannt ist jedoch die Bildung von Metaboliten und
Abbauprodukten dieser Substanzen in der Umwelt. Einzelne
Beispiele zeigen, dass Metaboliten in hdheren Konzen-
trationen auftreten als ihre Ausgangsverbindungen und diese
von toxischer Relevanz sein kénnen. Durch ihre oft hoheren
polaren Eigenschaften durchwandern diese Metaboliten
problemlos den Nutzungskreislauf des Wassers und sind teil-
weise bis in das aufbereitete Trinkwasser verfolgbar. Zum
Beispiel wurden die Metaboliten von iodierten Ro&ntgen-
kontrastmitteln im Ablauf von Klaranlagen und im Trinkwasser
nachgewiesen (Kormos et al., 2010). Carboxy-Acyclovir, ein
Metabolit des Virostatikums-Acyclovir, lie@ sich in Ober-
flachengewassern und in Trinkwasser in relevanten Konzen-
trationen detektieren, wahrend das Acyclovir selbst nicht mehr
nachweisbar war (Prasse et al. 2011). Oft wird in Monitoring-
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Programmen nur die Originalsubstanz berlicksichtigt, deren
Verschwinden meist mit der Bildung von Metaboliten und Ab-
bauprodukten verbunden ist. Aus diesem Grund wurde von
der Europdischen Arzneimittelagentur (EMEA) ein systema-
tischer Ansatz zur Risikobewertung erarbeitet, der alle
Metaboliten mit einer Konzentration von mehr als 10 % der
Ausgangsverbindung in die Betrachtung mit einbezieht
(http://www.emea.europa.eu). Metaboliten wurden jedoch
bisher kaum in Umweltuntersuchungen einbezogen, da fir die
analytische Untersuchung hé&ufig keine Referenzverbin-
dungen verfigbar und somit die gesuchten Stoffe analytisch
nur schwer zu erfassen sind. In Umweltstudien wurden fir ca.
160 Human- und Veterinarpharmaka nur 30 abiotische und
biotische Transformationsprodukte bericksichtigt (Mompelat,
Le Bot et al. 2009). Bei den berucksichtigten Metaboliten
handelt es sich meist um bekannte Human- oder Tiermeta-
boliten, wie z.B. hydroxylierte und carboxylierte Derivate des
Schmerzmittels Ibuprofen (Weigel et al. 2004).

2. Untersuchungsmethoden zur Identifizierung von Meta-
boliten in der Umwelt

Fir die Untersuchung von Metaboliten wird der Abbau von
Umweltchemikalien haufig in Anlehnung an OECD-Teststra-
tegien im Labor simuliert. Die Testverfahren werden dabei so
gestaltet, dass Klaranlagen oder bestimmte Umweltsysteme
wie Boden, aquatische Sedimente oder Oberflachenwasser
simuliert werden. Hierbei wird meist eine niedrige Konzen-
tration im Mikrogramm-pro-Liter Bereich der zu unter-
suchenden Chemikalie eingesetzt, so dass die resultierende
Abbaukinetik derjenigen in realen Umweltsystemen an-
nahernd entspricht. Der Abbau der Ausgangssubstanz sowie
die Bildung von Metaboliten werden dabei Uber einen be-
stimmten Zeitraum mit verschiedenen chromatographischen
und massenspektrometrischen oder spektroskopischen Me-
thoden verfolgt. Zur ldentifizierung werden die Hauptmeta-
bolite meist aufwéndig isoliert und mit Hilfe der Massen-
spektrometrie und/oder Kernresonanzspektroskopie unter-
sucht. Mit dieser Herangehensweise wurden zum Beispiel
acht Transformationsprodukte des Opiumalkaloids Codein in
Abbauversuchen mit Klarschlamm erfolgreich identifiziert
(Wick et al. 2011). Aufgrund der Vielzahl an Verbindungen,
die Uber Haushalte, Gewerbe und Industrie in die Klaranlagen
eingetragen werden, missen umfassendere Methoden zur
Untersuchung des Eintrags und der Bildung von Metaboliten
und Abbauprodukten von Umweltchemikalien eingesetzt wer-
den. Vielversprechende Ansatze sind sogenannte ,Suspect®-
und ,Non-Target“-Screening-Methoden mit Hilfe der hochauf-
I6senden Massenspektrometrie (HRMS) (Zedda und Zwiener,
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2012). HRMS-Screening-Methoden werden bereits fir die
Analyse von unbekannten Umweltchemikalien und deren
Metaboliten und Transformationsprodukte angewendet. Beide
Screening-Methoden kdnnen nicht streng voneinander unter-
schieden werden. Im Allgemeinen werden beim ,Suspect‘-
Screening Daten Uber eventuell auftretende Vorlaufer-Verbin-
dungen und deren Metabolite zur Beurteilung der HRMS-
Daten herangezogen (Helbling et al., 2010). Im Gegensatz
dazu startet das Non-Target Screening ohne jegliche Vorinfor-
mationen. Bei diesem Screening-Ansatz sind die chemischen
Summenformeln unbekannter Verbindungen Uber die Mes-
sung der akkuraten Masse zuganglich. Uber die massen-
spektrometrische Fragmentierung werden Strukturinforma-
tionen erhalten, die zusammen mit Daten aus Spektrenbiblio-
theken, chemischen Datenbanken und computerunterstiitzter
Fragmentierung zu einer Auswahl von sinnvollen Struktur-
vorschlagen fihren. Damit ist ein grof3er Schritt in Richtung
der Identifizierung von unbekannten Verbindungen getan und
in einigen Fallen eine erfolgreiche Identifizierung maoglich.
Dennoch ist die eindeutige Identifizierung dieser Verbin-
dungen von der Verfigbarkeit authentischer Referenzverbin-
+dungen abhangig. Hierbei kann eine Kombination aus
Elektrochemie und Massenspektrometrie einen Beitrag zur
Synthese und somit zur eindeutigen Identifizierung von
Metaboliten leisten.

3. Elektrochemie zur Unterstitzung der Identifizierung
von Metaboliten in der Umwelt

Die Elektrochemie wird haufig zur Untersuchung des Phase |
und Il Metabolismus pharmazeutischer Wirkstoffe in der Arz-
neimittelforschung eingesetzt (Jahn and Karst, 2012). Hierbei
handelt es sich um ein elektrochemisches Verfahren bei der
verschiedene, normalerweise von Enzymen katalysierte, Oxi-
dationsreaktionen auf einer rein instrumentellen Basis einfach
und in einer relativ kurzen Zeit simuliert werden konnen.
Typische Oxidationsreaktionen die mit Hilfe der elektro-
chemischen Zelle durchgefiihrt werden kénnen sind z.B. N-
Dealkylierung, = O-Demethylierung und  Hydroxylierung
(Johansson, et al., 2007). Zu diesem Zweck werden pordse
Glaskohlenstoff-Elektroden oder mit Bor dotierte Diamant-
elektroden als Arbeitselektroden eingesetzt, die in Form von
coulometrischen oder amperometrischen Durchflusszellen
kommerziell verfugbar sind. Die elektrochemischen Durch-
flusszellen (EC) werden haufig direkt mit der Massenspektro-
metrie (MS) gekoppelt, um die Bildung von Oxidationsproduk-
ten in Abhé&ngigkeit vom elektrochemischen Potential zu
untersuchen. Neben der direkten Kopplung mit der MS
kénnen die Oxidationsprodukte in einem Probengefall auf-
gefangen und vor der Detektion Uber die Flissigchroma-
tographie (LC) getrennt werden (Abbildung 1).
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Abb. 1: Schematischer Aufbau der EC-LC-MS zur elektro-
chemischen Synthese, Trennung und Detektion von Oxida-
tionsprodukten

Ceme 3 M
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Die Simulation und Synthese von Metaboliten in der Umwelt
ist ein vielversprechender Anwendungsbereich fir den Ein-
satz von elektrochemischen Durchflusszellen. Der natirliche
Abbau von Umweltchemikalien umfasst in der Regel unter-
schiedliche Redox-Reaktionen wie Hydrolyse, mikrobieller
Abbau oder durch Sonnenlicht induzierte Prozesse. Hoffmann
untersuchte als erster das oxidative Verhalten verschiedener
Veterindrantibiotika und deren Reaktion mit Catechol als
Modellsubstanz fur naturliches organisches Material (NOM)
mit Hilfe der EC. Die Arbeit hat gezeigt, dass mit der Heran-
gehensweise in einer relativ kurzen Zeitspanne umwelt-
relevante Abbaumechanismen simuliert, sowie die Reaktion
von Oxidationsprodukten mit NOM untersucht werden kénnen
(Hoffmann et al., 2011).

4. Methoden

Im Rahmen eigener Untersuchungen zum Eintrag und
Vorkommen von Umweltchemikalien und deren Metaboliten in
Oberflachengewasser wurde die EC-LC-MS als Erganzung
zum Non-Target Screening mittels LC-QTOF angewendet.
Hierzu wurden Flusswasserproben im Abstrombereich einer
Klaranlage in der Nahe von Tubingen entnommen und Uber
eine Festphasenextraktion (ENV +, Biotage, bei pH 2 und 7)
mit einem Anreicherungsfaktor von 500 aufkonzentriert. Die
Proben wurden anschlieend mit LC-QTOF (Agilent iFunnel
QTOF 6550) analysiert. Zur Identifizierung der Umwelt-
chemikalien wurden in einem ersten Schritt die akkuraten
Massen gemessen und daraus mdogliche Summenformeln
bestimmt. Diese wurden anschlieBend mit einer chemischen
Datenbank verglichen, die eine Liste mit etwa 550 umwelt-
relevanten polaren Chemikalien umfasst. Hierbei wurde unter
anderem der Beta-Blocker Metoprolol nachgewiesen, der mit
Hilfe eines Referenzstandards eindeutig Uber die akkurate
Masse und Retentionszeit identifiziert werden konnte. Der
Referenzstandard wurde anschlieRend zur elektrochemischen
Erzeugung von Metaboliten auf einer Glaskohlenstoff-Elek-
trode als Arbeitselektrode verwendet. Fur die Untersuchung
wurden 10 mg/L Metoprolol in 10 mM Ameisensaure mit 10%
Acetonitril bei einer konstanten Fliegeschwindigkeit von 0,05
ml/min durch die EC beférdert. Das elektrochemische Poten-
tial gegen eine Palladium-Wasserstoff-Referenzelektrode wur-
de auf 0 (Kontrollprobe) und 1000 mV uber einen Potentio-
staten reguliert. Die mit der EC erzeugten Oxidationsprodukte
wurden anschlieBend mit der LC-HRMS getrennt und detek-
tiert. Strukturinformationen zu den einzelnen Verbindungen
wurden durch MS/MS-Experimente bei verschiedenen
Kollisionsenergien erhalten. Die Identifizierung der Oxida-
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tionsprodukte erfolgte tiber die Interpretation der gemessenen
MS/MS-Spektren und durch den Vergleich mit Referenz-
spektren einer Spektrenbibliothek der Firma Agilent (Forensic/
Toxicology accurate mass data base and MS/MS spectral-
library). Aus den MS/MS-Spektren der elektro-chemisch er-
zeugten Oxidationsprodukte wurden jeweils zwei Massen-
Uibergénge fur eine empfindliche Detektion im Flusswasser
ausgewahlt und an einem Tripel-Quadrupol-Massenspektro-
meter (Agilent iFunnel Triple Quadrupol 6490) im ,multiple
reaction monitoring (MRM)“ Modus untersucht.

5. Ergebnisse und Diskussion

Mit Hilfe der EC konnten fiir das Metoprolol verschiedene
enzymatische Oxidationsreaktionen wie z.B die Dealkylierung,
Demethylierung und Hydroxylierung simuliert werden. Das
Produkt einer benzylischen Hydroxylierung von Metoprolol
konnte durch den Vergleich des gemessenen MS/MS-Spek-
trums mit einem Referenzspektrum identifiziert werden. Die
Abbildung 2 zeigt das gemessene MS/MS-Spektrum des
elektrochemisch erzeugten Oxidationsprodukts im Vergleich

Gemessenes Spektrum
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zum Referenz-Spektrum von a-Hydroxymetoprolol bei einer
Kollisionsenergie von 20 eV. Die Bildung von a-Hydroxy-
metoprolol durch die benzylische Hydroxylierung ist eine pri-
méare Reaktion im menschlichen und mikrobiellen Metabolis-
mus (Baranowska und Wilczek, 2009; Ma et al, 2007). Es ist
bekannt, dass a-Hydroxymetoprolol pharmakologisch aktiv ist
und somit fir diesen Metaboliten auch eine Umweltrelevanz
abgeleitet werden kann.

Uber die MRM-Untersuchung am Triple-Quadrupol-Massen-
spektrometer konnte das a-Hydroxymetoprolol im Fluss-
wasser nachgewiesen werden (Abbildung 3a). Weitere Oxida-
tionsprodukte wurden nicht detektiert. Zur Bestatigung der ge-
messenen Substanz im Flusswasser wurde die Retentionszeit
mit dem Oxidationsprodukt aus der EC-Synthese verglichen
(Abbildung 3 b). Das Ergebnis zeigt, dass die Retentions-
zeiten in beiden untersuchten Proben tbereinstimmen und die
gemessene Substanz im Flusswasser somit Uber das
synthetisierte Oxidationsprodukt identifiziert werden kann.
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Abb. 2: MS/MS-Spektrum (CE 20 eV) des elektrochemisch erzeugten Oxidationsprodukts im Vergleich zum Referenz-Spektrum

von a-Hydroxymetoprolol.
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Abb.3: MRM-Messung von a) a-Hydroxymetoprolol im Flusswasser und b) des elektrochemisch erzeugten Oxidationsprodukts.

6. Schlussfolgerung

Aufgrund der Anderung der chemischen Struktur von Chemi-
kalien wahrend des Abbauvorgangs in der Umwelt, sind
Metaboliten und Transformationsprodukte ohne geeignete
Referenzstandards analytisch nur schwer zu erfassen. Wie
das hier gezeigte Beispiel belegt, bietet die EC-LC-MS
zusétzlich zu den bereits bestehenden Labor- und Screening-
Methoden die Mdglichkeit, enzymkatalysierte Reaktionen ein-
fach und in einer relativ kurzen Zeitspanne zu simulieren. Mit
Hilfe der synthetisierten Metaboliten kdnnen empfindliche
Messmethoden entwickelt werden, mit denen die Oxidations-
produkte in der Umwelt qualitativ hachgewiesen und die Er-
gebnisse von LC-MS Untersuchungen verifiziert werden
koénnen.
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