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Organische Mikroverunreinigungen sind in Gewassern generell unerwunscht. Sie

konnen Gewasserorganismen bereits in sehr niedrigen Konzentrationen schadigen.

Bisherige Analysetechniken mussten sich technikbedingt auf den Nachweis

weniger, bekannter Substanzen beschranken. Mit neuen Methoden lassen sich

auch unentdeckte Stoffe erfassen.

Aus Haushalten, der Industrie oder der Landwirtschaft gelangen unzéhlige Mikroverunreinigungen in den Rhein (im Bild der Basler Rheinhafen).

Zurzeit sind in der weltweit grossten Chemikaliendatenbank
SciFinder lUber 65 Millionen Substanzen registriert, ein Gross-
teil davon synthetische organische Stoffe. Das Inventar wachst
taglich um 15000 Eintrage und ein Ende dieser rasanten Ent-
wicklung ist nicht in Sicht. Das ist nicht erstaunlich, wenn man
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bedenkt, dass theoretisch eine Dezillion (eine Eins mit 60 Nullen)
verschiedene chemische Strukturen maoglich sein sollte. Wel-
cher Anteil der heute bekannten Substanzen in nennenswerten
Mengen verwendet wird, ist schwer abzuschatzen. Einen An-
haltspunkt gibt die Anzahl Stoffe, die seit dem Inkrafttreten
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Substanz bekannt/
Referenzsubstanz vorhanden

Eindeutige Identifizierung und
exakte Quantifizierung moglich
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NH Strategie 2 Fir die Detektion ist zundchst nur die Molekdilstruktur und
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damit die exakte Masse notig. Eine Bestétigung der Befunde
kann durch den Abgleich mit Bibliothekenspektren oder nach-
traglich gekauften Referenzsubstanzen erfolgen.

Alle verbleibenden Massensignale werden durch unbekannte
Substanzen aus der Probe erzeugt. Diesen Unbekannten lassen
sich anhand der exakten Masse und der Fragmentierungs-
information in vielen Fallen Molekdlstrukturen zuordnen.

Abb. 1: Mess- und Auswertestrategien fir den umfassenden Substanznachweis mittels der an die hoch aufldsende Massen-
spektrometrie gekoppelte Flissigchromatografie (LC-HRMS-Technik) [1].

der Verordnung zur Registrierung, Bewertung, Zulassung und
Beschrankung chemischer Stoffe (Reach) im Jahr 2007 in der EU
gemeldet wurden. Demnach produziert oder importiert Europa
etwa 140 000 Chemikalien.

In welchem Ausmass und Uber welche Eintragswege diese
Stoffe in die Gewdsser gelangen, schatzt man mithilfe von
Modellrechnungen ab. Zuverldssige Vorhersagen lassen sich je-
doch nur selten machen, da die notwendigen Informationen zu
Einsatzmengen, Anwendungsorten oder Substanzeigenschaften
meist nicht hinreichend sind. Angesichts der kaum fassbaren
Chemikalienvielfalt erscheint die Palette an Substanzen, die bis-
her auf diese Weise evaluiert und schliesslich in Gewéassern auch
nachgewiesen wurden, verschwindend klein, obwohl sie bereits
mehrere tausend Verbindungen umfasst.

Umfangreichere Analysen méglich

Forschungsinstitute und Behdrden haben in den letzten Jahr-
zehnten im Abwasser, in Oberflachengewdassern und im Grund-
wasser vor allem Haushalts-, Agro- und Industriechemikalien
wie zum Beispiel Pestizide, Arzneimittel, Tenside, Weichmacher
und Steroidhormone gefunden und Uberwacht. Zunehmend
empfindlichere Detektionsverfahren ermoglichten dabei immer
genauere Analysen.

Seit den 1990er-Jahren ist die Gaschromatografie gekoppelt mit
der Massenspektrometrie (siehe Kasten S. 11) die Methode der
Wahl flr viele unpolare oder leichtflichtige Substanzen. Die Kopp-

lung der Flissigchromatografie mit der Tandem-Massenspektro-
metrie ermoglicht den Nachweis polarer und sehr wassergangiger
Molekile. Mit diesen Verfahren lassen sich allerdings pro Analy-
se nur einige Dutzend Stoffe untersuchen. Zudem muss man sich
vor der Analyse fur eine Auswahl von Substanzen entscheiden
und die Empfindlichkeit des Detektors auf diese einstellen. Unter
diesen Voraussetzungen lasst sich nicht einmal ansatzweise
ermitteln, welche Substanzen sich in einer Probe befinden.

Die EinfUhrung der hoch auflésenden Massenspektrometrie hat
das grundlegend geandert. Mit dieser Technik ist es maoglich,
Molekilmassen extrem genau zu bestimmen. Ausserdem kénnen
Molekile mit einer Massendifferenz getrennt werden, die sich
nur um 0,001 atomare Masseneinheiten (1,66 x 10~3% Kilogramm)
unterscheiden. Nahezu jede detektierte Substanz liefert so ein
spezifisches Signal. Das Verfahren eignet sich zudem fir den ge-
samten Massebereich, in dem Umweltchemikalien vorkommen.
Mit der Flissigchromatografie kombiniert lassen sich damit viele
der erfassten Chemikalien mit einer hohen Nachweisempfindlich-
keit identifizieren. Anders als bisher kann die Identifizierung ohne
Referenzsubstanzen erfolgen. Diese sind nur noch nétig, um die
Befunde zu quantifizieren. Grundséatzlich kénnen drei Analyse-
strategien verfolgt werden (Abb. 1).

Die an die hoch auflosende Massenspektrometrie gekoppel-
te Flissigchromatografie (LC-HRMS-Technik) kdnnte sich dank
diesen Vorzlgen vor allem bei der routineméssigen Gewasser-
beobachtung als Standardmethode etablieren. Neben der Mog-
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lichkeit, eine nahezu unbeschrédnkte Anzahl Substanzen mit op-
timaler Nachweisempfindlichkeit zu detektieren, kann man aus
den hoch aufgeldsten Daten auch jederzeit nachtraglich weitere
Stoffe bestimmen. So lassen sich zum Beispiel Chemikalien,
die neu als gewésserrelevant erachtet werden, aus friheren
Messungen herausfiltern und so Gewdasserbelastungen der Ver-
gangenheit rekonstruieren.

Lehren aus Schweizerhalle

Die internationale Rheinlberwachungsstation Weil am Rhein
bei Basel setzt die neue Messtechnik bereits seit einigen
Jahren erfolgreich ein. Mehr als 20 Millionen Menschen be-
ziehen ihr Trinkwasser aus dem Rhein. Sein Einzugsgebiet
erstreckt sich von den Schweizer Alpen bis in die dicht be-
siedelten Gebiete Deutschlands und der Niederlande. Neben
gereinigtem Abwasser aus Haushalten und Industriebetrieben
fliesst auch Wasser aus intensiv genutzten landwirtschaftlichen
Flachen und ausgedehnten Siedlungsgebieten in den Fluss.
Die Uberwachungsstation wurde 1992 in Betrieb genommen,
nachdem sich 1986 der grosse Chemieunfall im Sandoz-Werk
Schweizerhalle ereignet hatte (Abb.2). Bei einem Grossbrand
flossen damals mit dem Ldschwasser grosse Mengen giftiger
Chemikalien in den Rhein, was erhebliche 6kologische Schéden
verursachte und die tagelange Stilllegung der flussabwarts ge-
legenen Trinkwasserwerke erzwang.
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Abb. 2: Nach dem Chemieunfall bei Schweizerhalle 1986 installierten
die Anrainerstaaten des Rheins mehrere Uberwachungs- und Probe-

Arzneimittel und
Umwandlungsprodukte (39,6 %)

Abb. 3: Zurzeit analysiert die Rheinlberwachungsstation Weil
am Rhein bei Basel taglich 318 bekannte Mikroverunreinigungen.
So will man langfristige Entwicklungen erfassen und prob-
lematische Einleitungen maoglichst schnell entdecken.

Seitdem werden an der Rheinliberwachungsstation taglich Was-
serproben gemessen, um langfristige Trends in der Gewasser-
qualitdt sowie zeitnah Fehleinleitungen und Havarien erfassen
zu konnen. Dazu entwickelte die Eawag zusammen mit dem
Amt fir Umwelt und Energie Basel-Stadt basierend auf dem LC-
HRMS-Verfahren eine mehrstufige Analysestrategie [2]. Inner-
halb eines Tages werden die Proben schrittweise auf bekannte,
verdédchtige und unbekannte Substanzen untersucht. Die Stoff-
liste der bekannten Substanzen umfasst derzeit 318 Chemikalien
und deren Umwandlungsprodukte aus der Gruppe der Pestizide,
Biozide, Arzneimittel, Betaubungsmittel, Industriechemikalien,
Korrosionsschutzmittel und Sussstoffe (Abb.3). Die Liste wird
laufend mit neuen Erkenntnissen aus Literaturstudien sowie mit
Messresultaten aus nationalen und internationalen Monitoring-
programmen aktualisiert.

Die Analysen zeigen, dass 84 der 318 Stoffe aus Haushalt, In-
dustrie und Landwirtschaft regelmassig im Rhein nachgewiesen
werden (Abb. 4). Etwa die Halfte der detektierten Substanzen
verursacht mit Konzentrationen von weniger als 10 Nanogramm
pro Liter eine kaum nachweisbare Belastung des Rheins. Wenige
Substanzen Uberschreiten den geméss Gewésserschutzverord-
nung geltenden Anforderungswert fir Pestizide von 100 Nano-
gramm pro Liter. Bei dieser Konzentration und einem mittleren
Abfluss von etwa 1000 Kubikmetern pro Sekunde verfrachtet der
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Abb. 4: 84 Chemikalien aus Haushalten, der

Industrie und der Landwirtschaft kénnen im
Rhein regelméassig nachgewiesen werden.
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Fluss jedoch bereits je Uber 10 Kilogramm dieser Substanzen pro
Tag in Richtung Deutschland.

Unbekannte Stoffe aufspiiren

Obwohl der Analysenumfang verglichen mit bisherigen Methoden
enorm ist, bleibt unklar, welcher Anteil der im Rhein vorhandenen
Substanzen tatséchlich erfasst wird. Um auch die unbekannten
Stoffe zu erfassen, hat die Eawag eine Software entwickelt, die
aus den Massenspektrometriedaten alle vorhandenen Substanz-
signale extrahiert, nach Intensitat sortiert und Hintergrundsignale
eliminiert. Die Auswertung offenbart, dass eine Probe neben den
quantifizierten Mikroverunreinigungen durchschnittlich zwischen
2000 und 3000 weitere Chemikalien enthalt. 100 bis 150 der Stoffe
weisen Signalintensitdten auf, die eine Konzentration von Uber
10 Nanogramm pro Liter erwarten lassen. Eine Vielzahl organischer
Substanzen im Rhein blieb bislang also unentdeckt. Ob dies syn-
thetische oder natirlich vorkommende Stoffe sind, gilt es zu klaren.

Fur solche unbekannten Substanzen liegen ausser den Ana-
lysedaten wie der genauen Molekllmassen oder Isotopenmuster
keine weiteren Informationen vor. Das Aufsplren verdachtiger
Stoffe muss deshalb geméss der Strategie 2 erfolgen (Abb. 1). Da
Referenzsubstanzen fehlen, fahndet man innerhalb der gewasser-
relevanten Gruppe der Pestizide, Biozide und Arzneimittel nach
registrierten Wirkstoffen, die entsprechende Molekilmassen

aufweisen. Positive Treffer kdnnen gegebenenfalls mithilfe von
Spektrenbibliotheken weiter abgesichert werden.

Die meisten unbekannten Substanzmassen muss man allerdings
einer aufwandigen Auswertungsprozedur unterziehen (Stra-
tegie 3). Anhand der exakten Masse und des Isotopenmusters
lasst sich fUr jede Substanz zunachst eine eindeutige Summen-
formel angeben. Danach sucht man in spezialisierten Daten-
banken dazu passende Substanzstrukturen. Ein Vergleich der
Fragmentierungsmuster fihrt schliesslich zur wahrscheinlichsten
Struktur. Mit diesem Vorgehen konnten wir zum Beispiel das
Antidepressivum Moclobemid erfolgreich nachweisen. Zwischen
dem 12. und 28. Januar 2011 tauchte die Chemikalie in den
Rhein-Proben plotzlich als starkes Massesignal auf, das sich
der Summenformel Cq3H;7CI4N,O, zuordnen liess (Abb. 5). Eine
Messkampagne entlang des gesamten Rheins wahrend einer
zweiten Einleitungsphase vom 9. bis zum 15. Méarz 2011 wies
dabei eindeutig auf eine Punktquelle zwischen Rheinfelden und
Basel hin. Abschatzungen ergaben, dass in diesem Zeitraum etwa
14 Kilogramm Moclobemid in den Fluss gelangten, im Januar
waren es rund 40 Kilogramm. Die Substanzspur liess sich bis zur
Mindung in die Nordsee verfolgen. Abschatzungen zeigten, dass
die detektieren Moclobemid-Konzentrationen kein erhdhtes Risiko
fir den Rhein und das aus dem Uferfiltrat hergestellte Trinkwas-
ser darstellten [3].
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Mit der LC-HRMS-Technik hat man eine Methode zur Hand, um
Havarien und Fehleinleitungen aufzusplren. Da die Verursacher
solche Unfélle oft gar nicht bemerken oder die Einleiter die ge-
naue Zusammensetzung des abgegebenen Abwassers sehr hau-
fig nicht kennen, kann die tdgliche Messung Schadstoffspitzen
im Rhein zeitnah erfassen und die Identitat der Stoffe im Idealfall
aufklaren. Allerdings ist das Identifizierungsprozedere fir die
tégliche Routine im Moment noch zu zeitaufwandig. Deswegen
soll als nachster Schritt die Detektion von plétzlich auftretenden
Substanzmassen mithilfe statistischer Auswertemethoden in den
Tagesablauf der Messstation eingebunden werden.

Nachweis unbekannter Umwandlungsprodukte

Das Monitoring organischer Mikroverunreinigungen in grossen
Einzugsgebieten und auf nationaler Ebene umfasst aus Kosten-
griinden meist nur ausgewahlte Leitsubstanzen. Um die Auswahl
dieser Substanzen Uberprifen zu kénnen, wendete die Eawag in
Zusammenarbeit mit dem Bund und den Kantonen die LC-HRMS-
Technik im Rahmen mehrerer Pilotstudien an. Im nationalen
Grundwasserbeobachtungsnetz (Naqua), im Beobachtungsnetz
flr Oberflachengewasser (Nawa) sowie im Boden- und Vierwald-
stattersee wurden Analysen durchgefihrt. Expositionsmodelle,
welche die Belastung rechnerisch vorhersagen, erganzten die
Messungen. So liessen sich zum Beispiel mit einem Stofffluss-
modell die Belastungen flir das Einzugsgebiet des Bodensees
voraussagen und die Substanzen komplementédr dazu mit der
Analytik gezielt an ausgewahlten Standorten bestimmen [4].
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Substanz zeigt eine Kontamination des Rheins
bei Basel in der letzten Januarwoche 2011

an (a). Wahrend der zweiten Einleitungswelle
wurde die Substanz von der Schweiz bis in die
Niederlande mit Messungen verfolgt (b).

Dass dieses Vorgehen auch in extrem grossraumigen Einzugsge-
bieten wie dem Haihe-Flusssystem im Nordosten Chinas funktio-
niert, zeigen die Ergebnisse aus einer internationalen Zusammen-
arbeit (siehe auch Artikel Seite 36). Das Flusssystem erstreckt
sich Uber 300000 Quadratkilometer. Mehr als 20 Millionen Ein-
wohner leben und arbeiten im Einzugsgebiet. Die Vorhersage,
welche organischen Mikroverunreinigungen vorgefunden werden,
ist damit dusserst schwierig. Mit LC-HRMS-Analysen liessen sich
die relevanten Substanzen aufgrund weniger Proben ermitteln.
Nachfolgend wurden diese Leitsubstanzen hinsichtlich ihres Ein-
trags und Verbleibs im Einzugsgebiet untersucht. Es stellte sich
heraus, dass die Kldranlagen von Peking die grosste Quelle fir
organische Mikroverunreinigungen darstellen. Da Uber 90 Prozent
des Wassers flussabwarts zur Bewdasserung eingesetzt werden,
gelangen die organischen Mikroverunreinigungen auch auf die
Felder [5].

Neben der Gewdsserbeobachtung liefert die hoch auflésende
Massenspektrometrie ebenso in Experimenten wichtige Zu-
satzinformationen. So konnte die Eawag bei Versuchen zum
biologischen Abbau im Abwasser im Labor bisher unbekannte
Umwandlungsprodukte von Arzneimitteln nachweisen [6]. Ein
computerbasiertes Expertensystem lieferte zundchst maogliche
Umwandlungsprodukte. Mittels LC-HRMS wurde dann im Ab-
wasser nach den vermuteten Strukturen gesucht. Die nachgewie-
senen Verbindungen liessen sich zum Teil nach dem Vergleich mit
Referenzsubstanzen in Proben von Kléranlagen identifizieren [7].
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Die Beispiele aus Forschung und Praxis offenbaren das grosse
Potenzial der neuen Analysetechnik. Dieses lasst sich allerdings
nur dann voll ausschopfen, wenn die Entwicklung effizienter und
fUr die Automatisierung geeigneter Software-Routinen vorange-
trieben wird. Denn wie in anderen datenintensiven Fachgebieten
hangt der Erfolg massgeblich von den Fortschritten in der Daten-
analyse ab. Die Verschmelzung von massenspektrometrischen
Methoden mit geeigneten computergestitzten Auswertungs-
algorithmen stellt eine Grundvoraussetzung dar, damit diese
Technik in Zukunft ihre volle Leistungsfahigkeit entfalten kann.

[1

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

heinz.singer@eawag.ch

Krauss M., Singer H., Hollender J. (2010): LC-high resolution
MS in environmental analysis: From target screening to the
identification of unknowns. Analytical Bioanalytical Chemistry
397,943-951.

Singer H., Huntscha S., Hollender J., Mazacek J. (2009): Multi-
komponenten-Screening fur den Rhein bei Basel. Abschluss-
bericht, Eawag, in Zusammenarbeit mit dem Bundesamt fir
Umwelt BAFU, S. 62.

F. Hoffmann-La Roche AG/Ltd Basel: Predicted no-effect con-
centration (PNEC) according to EU Technical Guidance Docu-
ment (TGD) on Risk Assessment; derived no-effect level
(DNEL) according to Straub and Flickiger, 2010, SETAC
Europe.

Longrée P., Singer H., Moschet C., Gotz C., Scharer M., Keu-
sen M. (2011): Organische Mikroverunreinigungen im Boden-
see. GWA 7.

Heeb F., Singer H., Pernet-Coudrier B., Qi W., Liu H., Longrée
P., Mller B., Berg M. (2012): Organic micropollutants in rivers
downstream of the megacity Beijing: Sources and mass fluxes
in a large-scale wastewater irrigation system. Environmental
Science and Technology 46, 8680-8688.

Helbling D., Hollender J., Kohler H.P., Singer H., Fenner K.
(2009): High-throughput identification of microbial transform-
ation products of organic micropollutants. Environmental
Science and Technology 44, 6621-6627.

Kern S., Fenner K., Singer H., Schwarzenbach R., Hollender J.
(2009): Identification of transformation products of organic
contaminants in natural waters by computer-aided prediction
and high-resolution mass spectrometry. Environmental Sci-
ence and Technology 43, 7039-7046.

Nachweismethoden

Mit der Chromatografie lassen sich Substanz-
gemische in die Einzelstoffe auftrennen. Das
Gemisch wird dabei mittels einer mobilen Phase
durch eine Trennséaule geleitet, die mit einer
stationdren Phase (modifizierte Kieselgelpartikel
oder beschichtete Kapillarsaule) versehen ist.
Von dieser werden die einzelnen Inhaltsstoffe
aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften mehr
oder weniger stark zurlickgehalten und dadurch
voneinander getrennt. Ein Detektor misst die nach-
einander aus der Saule austretenden Stoffe als
elektrische Signale. Ein Vergleich mit den Kurven
von Referenzsubstanzen (Kalibrierkurven) ermég-
licht die Identifizierung. Anhand von Hohe und
Breite der Signale (Peaks) lassen sich die Stoff-
mengen berechnen. Bei der Gaschromatografie
wird als mobile Transportphase Gas (meist Helium
oder Wasserstoff) eingesetzt und bei der Fliissig-
chromatografie werden Flissigkeiten (Gemische
aus organischen Lésungsmitteln oder Wasser)
verwendet. Somit kdnnen mit der Gaschromato-
grafie lediglich verdampfbare Substanzen ana-
lysiert werden, wogegen mit der Flissigchroma-

tografie alle I6slichen Verbindungen getrennt
werden kénnen. Aufgrund der Selektivitat und
Nachweisempfindlichkeit werden als Detektoren
heute meist Massenspektrometer eingesetzt.

Mit der Massenspektrometrie kann die Mole-
kilmasse bestimmt werden. Dazu werden die

zu analysierenden Substanzen nach der chroma-
tografischen Trennung in einem Interface ioni-
siert. Im Massenspektrometer werden die lonen
anschliessend in einem elektrischen oder mag-
netischen Feld nach ihrer Masse und Ladung
getrennt und detektiert. Neben den intakten
Molekilen entstehen auch Fragmente. Deren
Grosse und Haufigkeit kdnnen zur ldentifizierung
der Stoffe herangezogen werden. Um die Selek-
tivitdt und Messempfindlichkeit zu verbessern,
schaltet man bei der Tandem-Massenspektro-
metrie zwei Gerate hintereinander. Ein hoch
auflésendes Massenspektrometer kann die
lonenmasse sehr genau bestimmen. Dadurch
lassen sich auch lonen mit sehr dhnlicher Masse
und Ladung auftrennen. Dies nutzt man bei
unbekannten Verbindungen zur Entschllisselung
ihrer Strukturen.
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