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Abstract

Der anhaltende Eintrag von organischen Spurenstoffen in Ge-
wasser, die als Trinkwasserressourcen dienen, macht eine
standige Uberwachung des Roh- und des Trinkwassers not-
wendig, denn nur so kann unverziiglich auf Anderungen rea-
giert und MafRnahmen eingeleitet werden. Die substanz-
spezifische Target-Analytik erfasst allerdings nicht alle in einer
Probe enthaltenen Inhaltsstoffe und weist damit einen ent-
scheidenden Nachteil auf. Mittels Non-Target Analytik kdnnen
darliber hinaus auch Substanzen erfasst und nach Moglichkeit
auch identifiziert werden, die bisher noch nicht in derartigen
Matrices betrachtet wurden.

Einleitung

Zur Erhaltung der Trinkwasserqualitat ist die Untersuchung von
organischen Mikroverunreinigungen ein wichtiger Bestandteil.
Ublicherweise kommen fiir die Target-Analytik fliissigchro-
matographische oder gaschromatographische Trennverfahren
in Verbindung mit massenspektrometrischer Detektion zum
Einsatz. Durch sensitive hochauflésende Massenspektrometer
ist es moéglich, neben der Target-Analytik, auch umfangreiche
Screeningansétze, wie ein Suspect und Non-Target Screening
durchzufthren. Bei einem Suspect-Screening werden Mess-
daten der Probe mit Daten aus Stoff-Datenbanken verglichen,
die Informationen, wie beispielsweise zur Summenformel,
Fragmentionen und Retentionszeiten enthalten. Im Falle einer
Ubereinstimmung kénnen die Substanzen vorlaufig identifiziert
werden. Als sicher identifiziert gilt eine Substanz erst dann,
wenn der Abgleich mit der Referenzsubstanz durchgefihrt
wurde. Mittels Non-Target Screening werden alle detektierten
Signale verarbeitet. Eine grof3e Herausforderung dabei ist die
Datenaufbereitung. Datenaufbereitungsschritte, wie die
Gruppierung von Isotopen- und Adduktpeaks, Annotation oder
Subtraktion von Blindpeaks, Zusammenfiihren von Proben und
Probenreplikaten sind wichtig, um die Komplexitat der Daten
zu verringern [1].

In dieser Arbeit erfolgte eine Untersuchung von Mikroverun-
reinigungen in Wasserproben aus Trinkwassergewinnungs-
prozessen durch ein Non-Target Screening mittels Ultra-
Performance-Flussigkeitschromatographie  gekoppelt  mit
lonenmobilitats-Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometrie
(UPLC-IM-Q-TOF-MS).

Methode

Die UPLC-IM-Q-TOF-MS Messungen wurden mit einem
Acquity UPLC I-Class (Waters), gekoppelt an ein Vion IM-Q-
TOF MS (Waters) System durchgefiihrt. Fir die chroma-
tographische Trennung wurde eine HSS T3 (2,1 x 100 mm) 1,8
pum Hauptsaule (Reversed Phase) mit einer BEH-Amid (2,1 x 5
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mm) 1,8 um Vorsaule bei 40 °C Saulentemperatur verwendet.
Als mobile Phase wurden Wasser und Methanol (mit je 0,1 %
Ameisensaure) bei einem konstanten Fluss von 0,35 mL/min
genutzt. Von den Proben wurden jeweils 100 pL injiziert. Zu
Beginn war der Eluent 100% wassrig und wurde fir eine Minute
gehalten. Innerhalb von 11,5 Minuten stieg der Methanolanteil
auf 99% und wurde fur 2 Minuten gehalten. Danach wurde der
Eluent auf Anfangsbedingungen (100% Wasser) eingestellt
und fur weitere fiinf Minuten gehalten. Zur lonisation wurde die
Elektrospray-lonisation (ESI) verwendet. Messungen im
positiven und negativen lonisationsmodus wurden in getrenn-
ten Laufen durchgefiihrt. Die Desolvatisierungstemperatur
betrug 500 °C und die Quellentemperatur wurde auf 150 °C
eingestellt. Der Desolvatisierungs- und der Cone-Gasstrom
wurden auf 800 L/h bzw. 50 L/h eingestellt. Die Cone
Spannung betrug 20 V und es wurde bei einer Kapillar-
spannung von 0,8 kV gearbeitet. Die Scanzeit betrug 0,3 s. Alle
Messungen erfolgten im HDMSE-Modus, d.h. es wurden
Spektren bei niedriger Energie (4 eV bzw. -4 eV) zur Erfassung
von Vorlauferionen und hoher Energie (im Bereich von 15 eV
bis 40 eV bzw. -15 eV bis -40 eV) zur Erfassung von
Fragmentionen aufgenommen. Dariiber hinaus erfolgte mittels
Traveling Wave lonenmobilitdtsspektrometrie die Bestimmung
von Kollisionsquerschnitten (CCS, engl. collison cross section),
welche neben dem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z), der
Retentionszeit, dem Fragmentspektrum und dem Isotopen-
verhéltnis als zuséatzliches Identifizierungskriterium dienen.

Datenaufbereitung

Die Daten wurden mit der Unifi 1.9.4 Software (Waters) pro-
zessiert. In einem ersten Schritt erfolgte ein quantitatives
Screening von 143 ausgewahlten organischen Substanzen [2].
AnschlieRend wurde ein Suspect Screening mit einer eigenen
Datenbank, der Datenbank von Wode et al. [3] und der CCS
Pestizid Datenbank von Waters durchgefuhrt. Fir das Non-
Target Screening erfolgte die Peakerkennung bei einem
Threshold von 200 counts. Im Rahmen der Non-Target Analytik
wird haufig der Begriff des Features fur die extrahierten Mess-
daten zu den einzelnen Peaks (definiert durch das m/z, der
Retentionszeit und der Intensitéat) verwendet. Isotop und
Addukt-Peaks, die auf ein und dieselbe Substanz hindeuten
wurden aus den Featurelisten entfernt. Mit Hilfe eines Skriptes
(programmiert in Origin 2018b) wurden die Featurelisten der
gemessenen Triplikate der Proben zusammengefuhrt und nur
Features weiter betrachtet, die in allen gemessenen Triplikaten
einer Probe detektiert wurden. Darlber hinaus erfolgte ein
Blankabzug, bei dem alle im Blank detektierten Peaks aus der
Liste der Proben Features eliminiert wurden. Das Zusammen-
fuhren der Triplikate und der Blankabzug wurden mit internen
Standards Uberpruft. AnschlieBend wurde die Schnittmenge
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aller Features gebildet, die in allen Featurelisten der Proben
enthalten waren. Die daraus resultierenden Features wurden
einzeln und visuell in den Messdaten geprift, um falsch-
positive Peaks zu vermeiden. Fir die (brig gebliebenen
Features wurden Summenformeln Uber das in Unifi
implementierte Elucidation Tool generiert. Berucksichtigt
wurden dabei die Elemente Kohlenstoff, Wasserstoff,
Sauerstoff, Stickstoff, Fluor, Phosphor, Schwefel, Chlor und
Brom. Summenformeln mit einem i-fit confidence von = 80%
wurden weiter berticksichtigt und auf mdgliche Eintrage in der
FOR-IDENT Datenbank (https://www.for-ident.org/) unter-
sucht.

Ergebnisse

Das untersuchte Trinkwasser wurde aus einer Talsperre
gewonnen. Im Oberlauf des Talsperrenzuflusses erfolgen
anthropogene Eintrage von Klaranlagen. Insgesamt wurden
sechs Wasserproben (zwei Klaranlagenablaufe, ein
Oberflachenwasser, ein Rohwasser, ein Prozesswasser und
eine Trinkwasserprobe) auf organische Mikroverunreinigungen
untersucht.

Die Featurelisten wurden in die Origin Software kopiert und die
Daten wurden wie beschrieben bearbeitet. Tabelle 1 zeigt die
resultierte Anzahl an Features durch den Workflow.

Tabelle 1. Ubersicht der Anzahl der Features nach den jeweiligen Datenaufbereitungsschritten.

Verbleibende Anzahl

Verbleibende Anzahl

AUfbereitUngSSChritt Features Features
ESI+ ESI-
Trinkwasserprobe (erstes Replikat) 2280 771
Adduktpeak-Korrektur 2215 769
Features in allen Probentriplikaten 1147 269
Blank-Reduktion 409 134
Bildung der Schnittmenge uber alle Proben 52 20
Visuelle Prufung der Peaks 25 11
Vorgeschlagene Summenformel 7 3

(i-fit confidence = 80%)

Bei den ESI+ Daten konnte fUr ein Feature mit dem m/z
268.1545, der Retentionszeit von 6.06 Minuten und einem
CCS-Wert von 168.3 A2 die Summenformel CisH21NO4
bestimmt werden. In der FOR-IDENT Datenbank wurden zwei
Treffer Metoprololsdure/Atenololsdure (Transformationspro-
dukt der beiden B-Blocker Metoprolol und Atenolol) sowie fiir
Diethofencarb (Fungizid) erhalten. Die Verwendung von
Diethofencarb ist in Deutschland jedoch nicht zulassig, was die
Plausibilitdt eines positiven Ergebnisses weniger wahr-
scheinlich macht. Eine Verifizierung des Ergebnis durch eine
Vergleichsmessung des Referenzstandards erfolgte somit
nicht. Ein Referenzspektrum fiir Metoprololsdure/Atenolol-
saure aus der PubChem-Datenbank
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) wurde mit dem aufge-
nommen Fragmentionenspektrum abgeglichen und stimmte
Uiberein. Der Abgleich mit der Referenzsubstanz und mit den
Messergebnissen der Probe anhand von m/z, Retentionszeit,
CCS-Wert und Fragmentionenspektren ist in Abbildung 1
dargestellt.

Der Vergleich der Trinkwasserprobe, eines Klaranlagen-
ablaufes und des Referenzstandards zeigt die Uberein-
stimmung des m/z-Wert (Abweichung < 1 mbDa), der
Retentionszeit (Abweichung < 0,05 Minuten) des CCS-Wert
(Abweichung < 2%) und des Fragmentionenspektrum. Das
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Vorhandensein von Metoprololsaure/Atenololséure in den
Proben wurde somit bestétigt.

Die Ergebnisse zeigen, dass es durch diesen Workflow mdg-
lich ist, bislang nicht betrachtete organische Mikroschadstoffe
in Wasserproben aufzuspiren und diese auch zu identifizieren.
Nachteilig ist jedoch, dass dieser Workflow sehr zeitintensiv ist.
Ein neuer Non-Target Ansatz ist die Betrachtung des
Totalionenstromchromatogramms (Summe der Stréme, die
von den lonen aller m/z-Werte im Spektrum erzeugt wird).
Durch den Abgleich einer Blank-Messung (Reinstwasser) mit
einer Probe kénnen Auffélligkeiten in der Probe visuell direkt
und schnell erkannt werden, wodurch z.B. ein schnelles
Eingreifen in den Trinkwassergewinnungsprozess bei einem
Storfall méglich ist.

Dabei werden in einer zweidimensionalen Darstellung, auf der
X-Achse die Retentionszeit (Retentionszeit in min) und auf der
Y-Achse die Intensitat des lonenstroms aufgetragen. Ein im
TIC-Chromatogramm erkennbares Signal muss aber nicht
zwingend nur von einer Substanz erzeugt werden, sondern es
kénnen sich auch mehrere Substanzen unter dem Signal
verbergen. Um organische Mikroschadstoffe im TIC erkennen
zu kénnen, mussen diese allerdings gut ionisierbar sein bzw.
in hohen Konzentrationen vorliegen (meist im oberen ng/L
Bereich oder pg/L Bereich fir Trinkwésser).
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Abbildung 1. Extrahierte lonenchromatogramme fiir Metoprololsdure/Atenololséure in der
Klaranlagenablaufprobe (b) und des Referenzstandards (c), sowie die aufgenommenen
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Bei der Untersuchung eines weiteren Trinkwassergewinnungs-
prozesses konnte eine Auffélligkeit im TIC einer Probe
(gemessen im negativen lonisationsmodus) beobachtet
werden, die auf einen Peak mit der Retentionszeit von 10.72
min, einem m/z von 193.0997 und einem CCS Wert von 141.8
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A2 zuriickzufiihren war (Abbildung 2). Die Datenbankrecherche
ergab einen Treffer fir die Substanz Octylphosphonséure (u.a.
Bestandteil in Reinigungsmittel). Durch den Abgleich mit der
Referenzsubstanz konnte Octylphosphonséure in der Probe
bestatigt und damit eindeutig identifiziert werden.
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Abbildung 2. Vergleich TIC Blank (Reinstwasser) und einer Wasserprobe aus einem Trinkwassergewinnungsprozess

Fazit und Ausblick

Mittels Non-Target Analytik lassen sich bislang nicht in der
Routineuntersuchung betrachtete organische Mikroschad-
stoffe im Trinkwassergewinnungsprozess auffinden und mittels
Datenbanken identifizieren. Die Erweiterung von Datenbanken
ist daher besonders erstrebenswert. Zukunftig soll die Auto-
matisierung der Auswertung vorangebracht werden, um den
bisher notwendigen Arbeitsaufwand bei der Datenauswertung
zu minimieren. Die Auswertung des TIC-Chromatogramms ist
eine sehr schnelle Untersuchungsmdglichkeit. Spontan auf-
tretende Storstoffe kdnnen so fast unmittelbar erkannt werden,
so dass Gegenmafinahmen zur Sicherung der Trinkwasser-
qualitat noch rechtzeitig durchgefiihrt werden kénnen.
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