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Zusammenfassung

Per- und polyfluorierte Alkylverbindungen (PFAS) bilden eine
weit gefacherte Klasse von anthropogenen Chemikalien mit
einzigartigen Eigenschaften, die jedoch in der Umwelt sehr per-
sistent sind. Aufgrund der groRen Zahl von PFAS und der limi-
tierten Referenzstandards ist fir deren Identifizierung das Non-
Target Screening (NTS) mittels hochauflésender Massenspek-
trometrie (HRMS) unerlasslich. Im NTS ist eine Priorisierung
von relevanten Signalen essenziell fur eine effiziente Auswer-
tung. Daher haben wir das Tool PFAScreen entwickelt,
welches eine automatische zielgerichtete Priorisierung von po-
tenziellen PFAS in HRMS Rohdaten ermdglicht. Um hoch-
fluorierte PFAS von anderen Signalen zu trennen, wurden
Techniken wie der neue MD/C-m/C Ansatz, die Kendrick-
massendefektanalyse sowie Fragmentmassendifferenzen und
diagnostische Fragmente (MS/MS) kombiniert. Der Arbeits-
ablauf wird anhand kontaminierter Boden und der Identi-
fizierung von tUber 80 PFAS prasentiert.

Einleitung

Per- und polyfluorierte Alkylverbindungen (PFAS) sind eine
groRe Gruppe anthropogener Chemikalien, die mehrere C-F-
Bindungen enthalten [1]. Aufgrund ihrer einzigartigen Eigen-
schaften werden sie in unzahligen Alltagsprodukten und sowie
in industriellen Prozessen eingesetzt [2]. Die perfluorierten
Kohlenstoffketten von PFAS weisen eine intrinsische Persis-
tenz auf, weshalb PFAS und deren Transformationsprodukte
(TPs) in der Umwelt nicht in nennenswertem Maf3e abgebaut
werden und global detektierbar sind [3]. Heutzutage reicht die
Anzahl von bekannten PFAS von Tausenden bis zu Millionen,
je nach Definition und Informationsquelle [4]. Obwohl die Pro-
duktion einzelner PFAS global eingeschrankt ist, werden den-
noch unzahlige neue PFAS mit tendenziell &hnlicher Persis-
tenz produziert [5]. Deshalb sollen PFAS in der Européischen
Union erstmals als Gesamtklasse reguliert werden [6].

Frihere Studien haben vielfach betrachtliche unbekannte An-
teile an organisch gebundenem Fluor in Umweltproben aufge-
zeigt, wenn die Menge an Fluor mit der Targetanalytik ver-
glichen wurde [7,8]. Aufgrund der schieren Anzahl potenziell
auftretender PFAS, ist eine umfassende Verwendung analy-
tischer Referenzstandards nicht méglich. Daher ist das Non-
Target-Screening (NTS) auf der Grundlage der hochauflésen-
den Massenspektrometrie (HRMS) fur eine umfassende
Charakterisierung notwendig [9]. NTS ist in der Regel ein zeit-
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aufwandiger und oft auch ein teilweise manueller Prozess,
weshalb effiziente Priorisierungstechniken benétigt werden.

Anders als in generischen NTS-Anséatzen erlauben die intrin-
sischen Eigenschaften von PFAS ab einem gewissen Fluor-
anteil die Anwendung von effizienten Techniken zu deren
Priorisierung [10]. Beispielsweise ist der chemische Massen-
defekt (MD) von PFAS in der Regel niedriger als der von
Kohlenwasserstoffen und wurde deshalb haufig fir eine Prio-
risierung genutzt [11]. Allerdings existiert kein klar abgegrenz-
ter MD-Bereich und hochmolekulare organische Verbindungen
mit sehr hohen positiven MD kdnnen nicht von PFAS-typischen
negativen MD unterschieden werden [12]. Kirzlich wurde ein
vielversprechender Ansatz auf der Grundlage der Abschéatzung
der Kohlenstoffzahl aller detektierten Signale vorgeschlagen
[13]. Die Kohlenstoffzahl kann fur alle HRMS-Signale leicht aus
dem M+1 Isotop und dem 2C/*3C-Verhaltnis bestimmt werden.
Wenn nun die Masse m sowie der MD auf die Kohlenstoffan-
zahl normiert wird, erhalt man fur PFAS hohe m/C-Werte, da
ihre Masse von Fluor dominiert wird (m/C ~ 30-50; CF bis CF2),
wahrend typische organische Verbindungen mit &hnlicher
Masse von Kohlenstoff dominiert werden (m/C ~ 14-30, CH2
bis CH:20), was eine effiziente Unterscheidung ermdglicht.
Uber die zweite Dimension des MD/C-Verhiltnisses kann
diese noch verbessert werden. Prinzipielle Vorteile und Limi-
tierungen dieses sogenannten MD/C-m/C-Ansatzes wurden
von uns auf Grundlage von etwa 490000 chemischen Formeln
(davon ~220000 PFAS) herausgearbeitet. Dabei zeigte sich,
dass eine Vielzahl relevanter PFAS effizient priorisiert werden
kénnen [14]. Dies ist in Abbildung 1 mittels eines 2D-Histo-
gramms ersichtlich. Die MD/C-m/C-Positionen von tiber 50000
Features aus HRMS-Daten von PFAS-kontaminierten Bdden
und beschichteten Papieren verdeutlichen dies anhand der
klaren Trennung von potenziell hochfluorierten Verbindungen
(Region 3, um m/C = 40, MD/C = 0,002). Dieser Ansatz
funktioniert besser, je hdher der Fluoranteil in einem Molekill
ist und ist daher nicht fir Kohlenwasserstoffe mit nur einer
einzigen CFs-Gruppe wie z.B. fluorierte Pharmaka oder Pesti-
zide geeignet.
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Abb. 1: 2D-Histogramm der Anzahl der Verbindungen (loga-
rithmische Skala) (Dichte an gemessenen Signalen) im MD/C-
m/C-Plot von 19 Proben verschiedener Papier- und Boden-
extrakte, Standards und Blanks (19 Proben stammen aus [15-
17]). Typische organische Verbindungen befinden sich in der
Regel unter m/C = 25 mit einem deutlich positivem MD/C
(Position 1), wahrend bei einer bestimmten H-Anzahl ein MD
von +0,5 Da Uberschritten wird, was zu einem mathematisch
negativem MD/C fiihrt (Position 2). Stark fluorierte Verbin-
dungen oder Verbindungen mit anderen schweren Hetero-
atomen sind stark in erhdhte m/C-Regionen verschoben
(Position 3). Damit ist eine klare Trennung méglich. Fir Details
siehe auch Zweigle et al. [14].

Spezifischere Anséatze wie die Kendrickmassendefekt-Analyse
(KMD) zur Detektion homologer Reihen (z.B. CF2- oder CF20-
Wiederholeinheit) sind von grof3er Bedeutung fir PFAS [18].
Weiter wurden héaufig Listen PFAS-spezifischer diagnostischer
Fragmente (DFs) von MS? Daten genutzt [19]. AuRerdem
kénnen sehr effizient ausgewéahlte Fragmentmassendifferen-
zen (auch Neutralverluste genannt; z.B. A(CF2),, AHF,
ACnHsF2n-3, etc.) verwendet werden, um PFAS-Fragmente zu
detektieren [16]. Der Vorteil von Massendifferenzen besteht
darin, dass die Massen der detektierten Fragmente nicht be-
kannt sein missen. Das kann im NTS sehr hilfreich sein, wenn
neue Verbindungen im Fokus stehen.

Diese spezifischen Techniken sowie das Suspectscreening mit
grofRen Substanzlisten in komplexen Proben sind anféallig fur
eine hohe Zahl von falsch-positiven Nachweisen, die oft zeit-
aufwandig manuell aussortiert werden mussen.

Wenn nun die Anzahl der Signale durch den MD/C-m/C-Ansatz
vor der Anwendung dieser Techniken effizient reduziert wird,
kann der NTS-Arbeitsablauf deutlich verbessert werden. Ob-
wohl viele der beschriebenen PFAS-spezifischen Techniken
einzeln verwendet wurden, wurden sie selten effizient in Open-
Source-Workflows kombiniert.

Um diesem Ziel ndher zu kommen und das NTS fir PFAS in
komplexen Proben zu erleichtern, haben wir das Python-
basierte Open-Source-Tool PFAScreen entwickelt. Es ist mit
einer einfachen grafischen Benutzeroberflaiche (GUI) ausge-
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stattet und kann Rohdaten unabhangig vom verwendeten Mas-
senspektrometer verarbeiten. Der PFAScreen-Workflow wird
hier anhand von vier PFAS-kontaminierten landwirtschaftlichen
Bdden aus Sitidwestdeutschland prasentiert. PEFAScreen ist frei
verflgbar (https://github.com/JonZwe/PFAScreen).

Material und Methoden

Der PFAScreen Workflow

PFAScreen ist ein vollautomatisches Tool zur Detektion und
Priorisierung potenzieller PFAS-Features in massenspektro-
metrischen Rohdaten, das auf Python basiert (Abbildung 2).
PFAScreen kann ohne Programmierkenntnisse genutzt wer-
den (Details in Zweigle et al. 2023 [12]). Die MS-Rohdaten
mussen mit der MSConvert-Software in das mzML-Format
umgewandelt werden [20]. Als Eingangsdaten werden centro-
idierte Data-Dependent-Aquisition (DDA) mzML-Dateien ak-
zeptiert.

Im ersten Schritt fihrt PFAScreen iber die pyOpenMS
Bibliothek eine Featuredetection durch [21, 22]. Dies resultiert
in einer Liste von m/z-Werten, Retentionszeiten (RT) und
Peakflachen mit bereits zugehoériger M+1-Isotopie. An-
schlieBRend werden die MS?-Spektren den detektierten
Features zugeordnet.

Aktuell kann eine Probe sowie ein Blank prozessiert werden,
wobei eine automatische Blankkorrektur durchgefiihrt wird.
Falls eine andere Software fir die Featuredetection erwiinscht
ist, kann auch eine eigene Feature-Liste geladen werden.

In der folgenden PFAS-Priorisierung soll zun&chst der MD/C-
m/C-Plot manuell inspiziert werden, um sinnvolle Bereiche fiir
eine Priorisierung zu bestimmen (z.B. m/C > 30, MD/C <
+0.002) und um Features zu entfernen, die nicht von Interesse
sind.

Dies erlaubt nun KMD-Analyse, MS2-Priorisierung sowie das
Suspectscreening mit geringeren Falsch-Positiv-Raten. Da
PFAScreen in der Regel unter einer Minute benétigt (z.B. fur
~4000 Spektren pro Probe), kdnnen die Parameter leicht vari-
iert werden, um ihren Einfluss auf das Endergebnis zu testen.
AbschlieBend werden interaktive Plots sowie Tabellen mit den
Ergebnissen gespeichert.

Nun kénnen auch die Rohdaten direkt visualisiert werden (Ab-
bildung 2, Punkt 3). Dies beinhaltet Extracted lon Chromato-
grams (EICs), MS! und MS2-Spektren, Uberlagerung von
theoretischen mit gemessenen Isotopenmustern sowie die
Korrelation von EICs, um zusammengehérige Addukte oder In-
Source-Fragmente zu clustern.

Bodenextraktion und instrumentelle Analytik

Um PFAScreen vorzustellen, wurden vier PFAS-kontaminierte
landwirtschaftliche Boden aus den Regionen Rastatt (R1, R2)
und Mannheim (M1, M2) extrahiert und mittels HPLC-QTOF-
MS gemessen. Diese landwirtschaftlichen Felder wurden in der
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Vergangenheit mit kontaminiertem Papierschlamm beauf-
schlagt [23]. 5 g getrockneter Boden (40 °C) wurde zweifach
mit 10 mL Methanol (MeOH) extrahiert (Ultraschall und 16 h
Schutteln). Die Extrakte wurden auf 1 mL angereichert. An-
schlieBend wurden diese mit einem Agilent 1260 Infinity HPLC-
System, gekoppelt an ein Agilent 6550 QTOF-Massenspektro-
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Feature list

@ PFASPrioritization

meter, analysiert (Poroshell 120 EC-Cis-Saule). Nach einem
23-mindtigen Gradientenprogramm wurde mittels negativer
Elektrosprayionization mit 3 Scans/Minute im DDA-Verfahren
gemessen. Diverse Blanks und Extraktionskontrollen wurden
berlicksichtigt. Jede Messsequenz enthielt Standards und
Qualitatskontrollen.

@ RawDataVisualization

x10°

/ | (or external feature list) S ’ l m

Sl = (@}

i m/z RT intens z 4 ‘ ]

%, . . =

. flll a

N v ' I
o MD/C-m/C approach Kendrick mas M i 5.0 75 100
S/ </> — RT (min)
DO YYYYeN >
Sample. mzML Blank.mzML Q %&( Plotics g ; 2
(optional) s “‘% L4 & MS e »
&) 20000 § =5 by
0000 - o
FeatureFinding m/C sy MO 2z
III. Frag ence b ragment -
pyOpenMS N
8 wnl 2 _
l 5 L ACF ‘ l ) ‘ MS2 g
o 4 C _ 3
MS/MS alignment ll‘ ’l h ‘l I I] 3 ®
m/z m/z a };
| |
. =1
Blank Y el y

S ? &ttt Suspect screening ) -

l ' 600000 1 A E

- \ o

~ 400000 1 Q

Feature list Prioritized features / 3

m/z RT intens m/z RT intens HS KMD m/C S 200000 4 / %

-

0

16 117 118
RT (min)

Abb. 2: Schematischer Uberblick tiber den PFAScreen-Workflow.

Ergebnisse und Diskussion

Datenreduktion mittels MD/C-m/C Ansatz

PFAScreen wurde fir die Identifizierung von PFAS in den vier
Bdden genutzt, wobei z.B. in Boden M1 4209 Features (nach
Zusammenfiihrung der Isotope) detektiert wurden, welche mit
der Blankkorrektur auf 3750 reduziert wurden. Nun wurde der
MD/C-m/C Ansatz genutzt, um Features in PFAS-untypischen
Regionen zu entfernen. Betrachtet man alle vier Boden ge-
meinsam (Uber 12.000 Features), so lasst sich eine klare
Trennung zwischen drei oben diskutierten Gruppen von Ver-
bindungen feststellen (Abbildung 3a). Die meisten Features
sind um m/C = 16 verteilt (Abbildung 3b). Dies ist eine typische
Region von organischen Verbindungen. Die Akkuranz der
Bestimmung der Kohlenstoffzahl hangt vom Peak-Picking-
Algorithmus ab, daher sollte immer mit einer gewissen Un-
sicherheit gerechnet werden. Nichtsdestotrotz liegen ca. 92%
aller detektierten Features deutlich unter m/C = 30 (z.B. Humin-
stoffe), weshalb als Grenzwert m/C 30 gewahlt wurde.
Hochfluorierte PFAS haben in der Regel ein deutlich héheres
m/C-Verhaltnis (z.B. m/C6:2diPAP = 49, m/CPFOA = 51). Uber
einen MD/C-Cutoff groRer als +0,003 konnten weitere Features
entfernt werden, wobei die m/C-Dimension wesentlich effek-
tiver war. Die Kombination von m/C und MD/C fuhrte zum Ver-
bleib von 7,4 % der 12000 Features in den vier Béden.
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Identifizierung mittels PFAS-spezifischer Auswertung und
Suspectscreening

Aufgrund der starken Datenreduktion (~90%) konnten nun die
folgenden Schritte (KMD, Fragmentmassendifferenzen, Sus-
pectscreening) mit niedrigerer Falsch-Positiv-Rate durch-
gefuhrt werden. Beispielsweise wurden in Boden M1 ohne
m/C-Cutoff 74 (CF2)n-basierte homologe Reihen nachge-
wiesen. Darunter sind auch zahlreiche Falsch-Positive ent-
halten, was durch ein zufélliges Retentionszeit-Muster im
KMD-Plot und extreme KMD-Werte belegt wird (Abbildung 4a).
Nach Datenreduktion blieben 26 homologe Reihen (brig
(Abbildung 4b). Auch im Suspectscreening wurden die Treffer
von 217 auf 176 reduziert. Dies trifft auch auf diverse MS2-
Spektren zu, welche mittels der Massendifferenzen und diag-
nostischer Fragmente detektiert wurden.

30. Jahrg. 2024/ Nr. 1
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Abb. 3: Datenreduktion durch den MD/C-m/C-Ansatz. (a) MD/C-m/C-Plot fir alle detektierten Features (12692) in den vier
Bodenextrakten. Potenzielle PFAS (3) sind deutlich von typischen organischen (1) und hdhermolekularen Verbindungen (2)
getrennt, welche einen MD von +0,5 erheblich iberschreiten (Umklappen durch mathematisches Runden). Die Anzahl der
Features wird Gber den MD/C-m/C Cutoff auf 7,4 % reduziert (graue Linien in a). (b) Ein Histogramm Uber die m/C-Dimension
verdeutlicht die Starke des Ansatzes. Der PFAS-relevante m/C-Bereich (8% aller Features) ist grau hinterlegt.
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Abb. 4: Wahre und falsch-positiv (CF2)n-basierte homologe
Reihen in Boden M1. (a) Ohne m/C-Filterung und (b) mit m/C
> 30 Cutoff. Fir die KMD Zuordnung wurde eine Massen-
toleranz von + 1 mDa festgelegt. Selbst bei der niedrigen
Massentoleranz werden Matrixkomponenten mit falsch zuge-
ordneter CF2-Wiederholungseinheit detektiert.
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Mittels der Ergebnistabelle von PFAScreen und der Daten-
visualisierung wurden nun tentative Hits Uberpruft und
identifiziert. Als Kriterien wurden eine gute Peakform,
passendes Isotopenmuster, korrekte Retentionsreihenfolge im
KMD-Plot sowie mindestens ein gut erklarbares Fragmen-
tierungsspektrum pro Homolog festgelegt. Dies fuhrte zu ins-
gesamt neun identifizierten PFAS-Klassen uber Treffer mittels
Suspectscreening. Perfluoralkylcarbonséauren (PFCAs,
Cas-20), Fluortelomeralkylphosphatdiester (diPAPs, 4:2/6:2-
12:2/12:2), n:3 Fluortelomercarbonsauren (FTCAs, 5:3-13:3),
Fluortelomersulfonsauren (FTSAs, 6:2-16:2), Perfluorsulfon-
sauren (PFSAs, Ca10), Perfluoroctansulfonamid (PFOSA), N-
Ethylperfluoroktansulfonamidoessigsaure (N-EtFOSAA) und
N-Ethylperfluoroctansulfonamid-Phosphatdiester (diSAMPAP)
wurden in allen vier Béden gefunden. Substanzen wie diPAPs
wurden als komplexe Mischungen mehrerer struktureller Iso-
mere nachgewiesen sowie als triPAPs (Uber In-Source Frag-
mente). Alle Perfluoralkansulfonylfluorid-basierte PFAS wiesen
typische Peakformen aus verzweigten und linearen Isomeren
auf. Alle vier Boden zeigten ein ahnliches Kontaminations-
muster, wobei in M1 und M2 (Region Mannheim) FTMAPs und
FTMAP-Sulfoxide als zusétzliche Vorlaufer identifiziert wurden
(Abbildung 5). Alle Identifizierungen (auRer FTMAP-Sulfoxid)
wurden mit einem analytischen Standard pro homologe Reihe
identifiziert und passen gut zu vorangegangen Studien [24, 25].

Die Ergebnistabelle enthielt auch mehrere unbekannte homo-
loge Reihen ohne Datenbankeintrag. Davon konnten deutlich
Uber 10 Reihen mit Hilfe der Korrelation von EICs in vier
Klassen eingeteilt werden. Dies gelang, indem das EIC eines
Verdachtigen mit EICs aller Features in einem bestimmten
Retentionszeitfenster korreliert wurde (z.B. etwa 300 Features
in einem +25 Sekunden-RT-Fenster). Dies lieferte ein MS?*
Spektrum mit allen zusammengehdrigen In-Source Frag-
menten sowie Addukten (bei hoher Korrelation). Bei Betrach-
tung der Massenunterschiede der nachgewiesenen koeluie-
renden lonen konnten [M+CI], [M-Br], [M+Ac]-Addukte und
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viele weitere Fragmente beobachtet werden. Damit gelang die
Identifizierung (ohne [M-H]) von vier FTMAP-Transformations-
produkten mit variierten Oxidationsgraden (siehe Abbildung 5:
FTMAP diol Oo-4). Diese wurden nach unserem Wissen noch
nicht beschrieben und sind vermutlich mikrobiell oder photo-
chemisch induzierte TPs von FTMAPs oder sonstige Neben-
produkte. Sie konnten Uber Homologie, RT-Reihenfolge und

Isotopie bestatigt werden.

Schluf3folgerungen

Zusammenfassend kann PFAScreen effizient zur Priorisierung
von Features in LC- und GC-HRMS-Rohdaten (ESI und APCI)
verwendet werden. Es ist unabhéangig von Geratetyp und Her-
steller und ermdglicht damit auch den Vergleich verschiedener
Datenséatze. Bezlglich der Priorisierung ist insbesondere der
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MD/C-m/C-Ansatz ein sehr leistungsfahiges Werkzeug zur
drastischen Datenreduktion. Damit werden beim NTS auch
Probleme wie hohe Zahlen falsch-positiver Zuordnungen um-
gangen. Open-Source Workflows sind ein wichtiger Teil des
NTS und kdnnen dazu beitragen die Datenauswertung repro-
duzierbar und vergleichbar zu gestalten. Um PFAScreen weiter
zu verbessern, sollten zukiinftig Erweiterungen wie die batch-
weise Auswertung und eine Mehrfachbestimmung zur Daten-
reduktion eingebaut werden. Die Weiterentwicklung des NTS
bendtigt noch weitere innovative Ansatze um die hohe Zahl,
sowie Vorkommen und Verbleib von unbekannten PFAS in
komplexen Umweltproben und technischen Mischungen ganz-
heitlich zu betrachten, ohne dabei relevante Vertreter zu tber-
sehen.
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Abb. 5: Qualitative Zusammenfassung der identifizierten PFAS in den vier Béden (M1, M2, R1 und R2). Jede Klasse ist auf die
Peakflache des Homologs mit der hdchsten Signalintensitéat in allen vier Proben normiert.
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