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Vorhersage von Umwandlungsprodukten und ihre Messung in
Gewassern mittels hochauflosender Massenspektrometrie
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Beobachtung von Transformationsprodukten
der Umwelt
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=» Welche Transformationsprodukte (TPs) sollten in
Monitoringprogrammen und Chemikalienrisikobewertung
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Transformationsprodukt-Screening
Generelles Vorgehen

produkt 3

Verdachtigenliste erstellen Q;U\ Ausgangs-
e, Verbindung
_ . o T~
Vorhersage madglicher Transformations- UmpV;lsgSll(ltJr:ngs- Umpv;/sggll(ttlr;gs-
produkte mittels Struktur-Bioabbaubarkeits- T
Beziehungen und Literaturrecherche Umwandlungs-

Liste von Zielverbindungen (ca. 30 TPs/Verbindung)

Messung

Bestatigung der Identitat in Umwelt-
proben mittels hochauflosender

Intensity

»
»

m/z

Massenspektrometrie (MS & MS/MS)

Identifizierte Transformationsprodukte




eéawag

aquatic research

Vorhersagesysteme fur Transformationsprodukte

» Globale Modelle: Eawag-PPS?!, CATALOGIC?, PathPred? etc.
» Auf Vielfalt von Substraten anwendbar

» Basieren auf experimentell bestimmten Abbaupfaden
» Abgeleitete Biotransformationsregeln /-muster

HsC H HaC OH

1 http://eawag-bbd.ethz.ch/predict; Fenner et al. (2008) Bioinformatics 24: 2079-2085
2 Kommerziell; teilweise integriert in OECD QSAR toolbox, http://www.oecd.org/chemicalsafety/risk-
assessment/theoecdgsartoolbox.htm;

Dimitrov et al. (2011) SAR QSAR Environ Res 22: 719-755
3 http://www.genome.jp/tools-bin/pathpred/pathpred.cgi; Moriya et al. (2010) Nucleic Acids Res 38: W138-W143
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Das Eawag Pathway Prediction System

Eawag-BBD: Zugrundeliegende Biotransformationsdatenbank
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CHg 1_-Ch|oroacety!-2 3-
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Das Eawag Pathway Prediction System
Funktionsprinzip

—CH20H —> —CHO
Rules for

Termination functional

roups
compound Identify group
functional
groups
UM-BBD
user

Rule matching

g’ . /Compound
e B
- W No match

s%?eeéts Biotransformations
One:

Compound 1 4/

Compound 2

Compound N

Hou et al. (2004) J Indust Microbiol Biotechnol 31: 261-272



Das Eawag Pathway Prediction System
Benutzeroberflache fur Vorhersage

eéawag
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# Firefox File Edit View History Bookmarks Tools Window Help I
800 | esc EAWAG-BBD Pathway Pred... \+
LE, ) il @ eawag-bbd.ethz.ch/predict/ c ] '\' Google Q) 4+ # HB &~ =
Choose to see all predicted bictransformations, or only those more likely to occur exposed to air (aerobic
likelihood "neutral” or above). Biotransformations are assigned aercbic likelihood by two or more
biodegradation experts. Standard conditions assumed for aerobic biotransformations are: exposed to air, in
moist soil or water, at nedtral pH, 25°C, with no competing orF toxic other compounds.
Show Biotransformatlon4 @ Aerchic O all ’
File Edit View Inser Atorr Bond Structur Calculatiol Tool: Help
-
]
[a]
S
o
My = H
L Py | [—
— N CH, C
|\ — M
e N
L CH_{ —
T CH, @
—P - s
J[L DEET g
[1- L1 P
-
L 4] | I | L [
[ Write SMILES )
SMILES string:
ChemAxon APACHE MySOLS
@ 2014 Regents of the EAWAG. All rights reserved, Contact Us | Privacy *
Last medified on June 30, 2014 b |
A

http://eawag-bbd.ethz.ch/predict
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Das Eawag Pathway Prediction System
Vorhersagebeispiel

ese UM-BBD: Pathway Prediction Results +

The predicted pathway:

fl . Rule bt0243

[Pathway Prediction Engine] [All Rules List] [BBD Main Menu]

b 0ds
0
£ 0] H
(42 I _— )‘L Ao o
L e o Py I
=y L MEhn @ [C.NL, (4,2) A C
o, IC. L (A2 3l i
N-substituted Amide -> Amide + Aldehyde or Ketone
broe0l Ho243 Looe7?

N, N-disubstituted Amide -> N-substituted Amide + Aldehyde or Ketone
N-substituted Urea derivative -> Urea derivative + Aldehyde or Ketone
N .N-disubstituted Urea derivative <> N-substituted Urea derivative + Aldehyde or Ketone

é\r’ [El:j]\f BO02T
e - - @ Aerobic Likelihood: Neutral

-
w
~
o

~* o
Cpd UM-BBD Reaction(s):
Caffeine --—--- > Paraxanthine (reacID# r1251)
003 0001 | | b0243 BO0ET | oe0dds BOO3E | Ee00SS+ 055 woos Caffeine -—--— > Theobromine (reaclD# r1247)

Hydroxymonodemethylisoproturon ----- > Formaldehvde + 4'-(2-Hvdroxvisopropyvliphenvlurea (reacID# r0894)
N-Isopropylacetanilide ----- > Acetanilide + Acetone (reaclD# 0914

10 1z 13
P j\ - B . o8 Isoprofuron ----- > Formaldehyde + Monodemethylisoproturon (reacID# ri892)
@ A = g * ] -Methvlxanthing ----- > Xanthine (reacID# r1331)
) ¢ @ ’ Q O H
LTE = Hasd Cpd [ C

el M"\f' 3-Methvlxanthine ---—- > Xanthine (reacID# r1329)
| ‘1 Monodemethylisoproturon ----- > Formaldehvde + Didemethylisoproturon (reacID4# r0897)
Mt ead Masd [ »d Paraxanthine ----- > 7-Methylxanthine (reacID# r1257)
Theobromine ----- > T-Methylxanthine (reacID# rl248)

oy

Theophylling ----- > 3-Methylxanthine (reacID# r1325)
Aerobic Likelihood:

N very likely Likely Meutral
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Transformationsprodukt-Screening
Generelles Vorgehen

produkt 3

Verdachtigenliste erstellen Q;U\ Ausgangs-
e, Verbindung
_ . o T~
Vorhersage madglicher Transformations- UmpV;lsgSll(ltJr:ngs- Umpv;/sggll(ttlr;gs-
produkte mittels Struktur-Bioabbaubarkeits- T
Beziehungen und Literaturrecherche Umwandlungs-

Liste von Zielverbindungen (ca. 30 TPs/Verbindung)

Messung

Bestatigung der Identitat in Umwelt-
proben mittels hochauflosender

Intensity

»
»

m/z

Massenspektrometrie (MS & MS/MS)

Identifizierte Transformationsprodukte
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Transformationsprodukt-Screening

Analytisches Vorgehen

Tiefe Konzentrationen

Verschiedenartige
Verbindungen

Separierung

Positive und negative lonisierung

Wasserprobe
Filtration

| v
E Anreicherung
SPE mit gemischtem Material

v
ﬁ Chromatographie

!I
é HPLC Umkehrphasen C18
v

Massenspektrometrie
Elektrospray lonisation

« Exakte Masse
« Vergleich mit Blindprobe

 Ausreichende Intensitat
 Plausible Retentionszeit

* |sotopenmuster

v

IJMM HR Orbitrap
3 Chromatogramm & MSMS

 Interpretation der MSMS-Spektren




Beispiel Azoxystrobin
Exakte Masse, Isotopenmuster

e

Azoxystrobin
Fungizid

N
NN Ml

W/Y

N /N

Azoxystrobinsaure

o

TIC

éawag

aquatic research

12.8

Exakte Masse: 1.2%105
1 [M+H]* = 390.1085
g (mass window 5ppm)
0\\\‘2\‘\\‘\21\\\(\3\\ T ] 1 L \1\4\ \1\6\
ol |sotopenmuster
C,,H,:N,O oo C13 signal
e 2> ~20C



eéawag

aquatic research

Beispiel Azoxystrobin

Retentionszeit _
Reversed phase X-Bridge
20 7
O predominantely neutral, n=139 /,’/
Retentionszeitmessungen .. P71 < predominantely onic, n=74 A
fir 213 E 167
Referenzstandards > € , |
Plausibilitatsprifung s
basierend auf logK,,,  § ]
(8]
g 1 ~8.5 min
]
OH \ 8
ch\o SN \0 || S 6
(8] s 0 §
Y s
N\¢N X
Azoxystrobinsaur 2 -
e |09Ko_w 2.3, i S
anionisch 4 3 =2 a4 0o 1 2 3 4 5 6
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Beispiel Azoxystrobin
lonisierung, MS/MS-Interpretation

MS/MS-Interpretation (pos mode):

_ 328.0718
100~ C19H1003N3
B 156.0441
Ci0oHsON
300.0768
~o R C18H1002 N3
172.0392 272.0822
CioHeO2N C17H10ONg3
210.0423
N /N C12He O2N2
Azoxystrobl n g | | |
07 o gl LT R RS A PR 1 ‘\n‘\ e L |
e s BBy O RO DO B R EU BN B A A R — T —
100] 100 100 150 200 250 300 350 400
] m/z
50 ‘
] N [+)
07 “il. || \\

8.8 ‘ 156.0439

100 B o 328.0718
] . ~e+' C10Hs ON
501 100 b/ - C19H10 O3 N3 W
7] \4”
fj I

07\\\\\\\\\\\\\\\ ‘“\\\\\

0 2 N \
Tlme (mm
<> 272.0822

@F

172.0389 C17H10 O N3
Ci10Hs O2N
H,C 300.0752
N R C31:I5-|(7)5(§?\1 ClS%lZOSNZ
| /N \‘ Ay ] | el 8 T I O Y -
100 150 200 250 300 350 400

Azoxystrobinsaure miz
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Das ,,KoMet“-Projekt als Anwendungsbeispiel

» Ziel von KoMet:

Modell- und messbasiertes Vorgehen entwickeln, um den Beitrag
von Transformationsprodukten (TPs) zur Belastung von Gewassern
ZU untersuchen

» 2006-2010, finanziert durch d. schweizerische Bundesamt fur Umwelt
(BAFU)

» 65 Mikroschadstoffe (Pflanzenschutzmittel, Biozide, Arzneimittel)
» Beprobte Gewasser

» 7 Oberflachengewasser (davon 6 mit geklartem Abwasser)
» Ablaufe von 6 (+2) Klaranlagen
» Grundwasser von 22 unterschiedlichen Fassungen

Fenner (2011) gwa 5: 335-345
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Ergebnisse fur 7 Oberflachengewasser
Startpunkt: Verdachtigenliste mit 1794 TPs flr 52 Mikroschadstoffe

Exakte Masse

Blindprobe
Peakintensitat 210°

Retentionszeit

|Isotopenmuster
CI37, Br8l, S84 (13

lonisierung
(pos/neq)

MS/MS
Interpretation

1057 Peaks in mind. einer
von 7 OFG-Proben

957 nicht in Blindprobe
640 mit Peakintensitat 210°

438 Strukturen mit
plausibler Retentionszeit

415 mit erwartetem
Isotopenmuster

371 mit erwartetem
lonisierungsmodus

(R L

19 Strukturen
eindeutig identifiziert

g (efo}e]
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Auswahl identifizierter Umwandlungsprodukte

Pestizide Arzneimittel

Schon bekannt... Alle erstmals detektiert in
Gewassern... Metabolite...

OH HO, CHg
)\ \Su )\/O
O// N \CH3 HsC_

)\ N| i i
H3C
)\ )\ 8

Hydroxy-desethyl-  Metolachlor ethane- § HQNT(N O
atrazine sulfonic acid on ot o
N-desmethyl Carbamazepine-
venlafaxin 10,11-epoxide

Erstmals in Gewassern

detektiert... .
Bioabbauprodukte...
OH HaG
HyC |N| N ey
Z >N 0 o oH HsG ¢
| \ HsC” “NH %
O H*CHS U K(\Om d
Metamitron- Azoxystrobin acid ... on _ ot

desamino Atenolol acid D617 (Verapamil TP)

Kern et al. (2009) Environ Sci Technol 43: 7039-7046
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Transformationsprodukt-Screening
Detektionshaufigkeit der TPs von Pflanzenschutzmitteln

100%

29 Pflanzenschutzmittel =» 23 TPs
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m 7 Oberflachengewasser m 22 Grundwassermessstellen

Fenner (2011) gwa 5: 335-345
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Transformationsprodukt-Screening
Detektionshaufigkeit der TPs von abwasserrelevanten Verbindungen

100%

36 Verbindungen = 28 TPs

90%

80%

70%

S

e

60%

50%

40%

30%

20%

__g-_::::::l--

NN L D o™ D 0O N VNN D NN NASL NSNSV DN NN NN A
REL LIS XL CREELLELRILL LS RIELLLLK
. N A A X >0 0 N A0 A0 O o . . 2 D> - . . N o o O
@0(2},5@@@":@ tfo@/l/q‘o*‘ oc’qu,{\\"‘\é\i{‘\b\o\e'b \é”{\ NG (\%’b\(\%”fifz&(bi&z’?@’bo OQ’Q/O‘& 0‘\\}

P A W QW X K62 602 N\ N\ 0 @@ O
NN i{b@% & ) Ao’b@
%\)

@ Humanmetabolit m Klaranlagenablauf ~ m 7 Oberflachengewéasser

Fenner (2011) gwa 5: 335-345
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Zusammenfassung

» Transformationsprodukte weisen vergleichbare
Auftretenshaufigkeit auf wie Ausgangsverbindungen

» Transformationsprodukte von abwasserrelevanten Verbindungen
(Arzneimittel, Biozide) sind neben Pestizid-TPs ebenfalls wichtig

» Zahl der expositionsrelevanten TPs ist Uberschaubar

» EXxpositionsrelevante TPs sollten in Routinemonitoring
berlcksichtigt werden

Aber:

» Grosser Mangel an guten Toxizitatsdaten fur TPs -
Risikobewertung schwierig

» Analytische Licken wahrscheinlich
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Vielen Dank!

» Eawag-BBD/PPS Team: » HR-MS Team:

i
i

Juliane Hollender

Larry Wackett Susanne Kern

Emanuel
Schmid Lynda Ellis Heinz Singer

» Finanzierung:

eawa Schweizerische Eidgenossenschaft

. Confédération suisse

aquatic research 000 . .
Confederazione Svizzera
Confederaziun svizra

» lhnen fur ihre Aufmerksamkeit!



Pestizid-Screening in kleinen Fliesgewassern .S2Was...

Salmsacher Aach
Surb 47 km?

78 ,&Js.":‘.-, R "!’:f ! i

Limpach
73 km?

f e

~ Furtbach
38 km?

*Getreide
U8 -Raps

dl -Kartoffeln

VN *Obst
f:E v-/ J ‘ ‘ - /,/‘
© swisstopo (DV002232.1) Gemuse

4, swisstopo

Siedlungsflachen



Umfassendes Screening mit SPE-ESI-LC-HRMS eéawag
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Wasserproben: Anreicherung mit
Festphasenextraktion (layered SPE)

Flissigchromatographie gekoppelt mit der

hoch auflosenden Massenspektrometrie
(QExactive; MS R=140,000; DD-MS2 R=17,500)

Target screening 249 Pestizide Suspect screening
(potentiell relevante Substanzen) (=86% aller registrierten) (restliche Substanzen)

Referenzstandard im + 134 Transformations- Keine Referenzstandard
Voraus verflgbar Produkte (TPs) im Voraus verflgbar

MS+RT Vergleich Massen-Vergleich

91 Pestizide 158 Pestizide

+ 54 TPS + 80 TPs

Moschet et al. (2013). Analytical Chemistry 85

Quantifizierung



Neu detektierte Transformationsproducte gawag

. MSM h NOA 40747
TP von Thiamethoxam SMS match von NOA 407475

» Detektiert in 14% der Proben .oy || Standard
O §8° i
HsC— N/_ E: m\_{j\g

NOA 407475 . B

_ _ * Flussprobe =
TP von Imidacloprid :‘;
» Detektiert in 10 % der Proben s

2
= 50
K\N &, 40
HN \< "
AV .

NH

— 0 I+ PrPR . Il L R |

i A
Cl e
Imidacloprid-desnitro Moschet et al., Anal. Chem. 2013




Schweizweite Bilanz — Rhein bei Basel gawag

{5 *Einzugsgebiet 36’400 km?
3% -20% Ackerflache
25 *7 Millionen Einwohner

(88 ' i #1000 m3/s Abfluss mit 5%
G Abwasseranteil

Gewasserlinien: VECTOR2% © swisstopo (DV002232.1)
Kartenhintergrund © 2004, swisstopo

530 Klaranlagen
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Konzentrationen und Frachten im Rhein 2015 ekertorhin o

Konzentration [ng/L]

Typ

Klasse

700

600

500

400

300

200

100

0

Mazacek et al., Aqua&Gas, 2016, eingereicht

i& e - ===
TP AV TP AV AV TP AV AV AV
Ar;nel- Pestizid  Slissstoff Kgrr(_)s_lons- Indugtrlg- Biozid
mittel inhibitor chemikalie



Neue TPs cawag o

Pharmazeutika mit hohem Verkaufsvolumen

?H3 Biologische HN N NH
H,N NH _N '
2 \ﬂ/ \ﬂ/ \‘CH3 Transformatlon> 2 \( \ﬂ/ 2
H H NH,
Metformin Guanylharnstoff
(Diabetes)
i Ho._ _N-_ _K
Yf N,
NI I \N Humanmetabolisierung Na. | /
I\ N/ >
H H OH
Allopurinol Qxypurinol :
(Gicht) (aktiver Metabolit)

Pro-Pestizide und Pro-Pharmazeutika

Der eigentliche Wirkstoff wird erst bei der Anwendung freigesetzt und ist damit ein TP

z.B. Pestizid: Bifenox — Bifenoxsaure, Pharmaka: Clopidogrel — Clopidogrelsaure



Vielen Dank fur lhre Aufmerksamkeit! ,€awag

Christoph Moschet
PostDoc

Juliane Hollender
g Head of department
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Eawag

Vielen Dank an alle Beteliligte des AUE Basel Stadt, der Eawag,
der Kantone und des Bundesamt fur Umwelt BAFU

Free web tools:


http://www.envipat.eawag.ch/
http://www.envihomolog.eawag.ch/

