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Non-Target Screening, Suspected-Target 
Screening und Target Screening ebenso 
wie „Known Unknowns“ und „Unknown 
Un knowns“ sind eingedeutschte Schlagwör-
ter, die derzeit ein zunehmendes Interesse in 
der analytischen Untersuchung von Wasser 
erfahren. Die Suche nach unbekannten 
oder erwarteten Molekülen in der Matrix 
Wasser brachte neue instrumentelle Tech-
nologien und analytische Strategien hervor. 
Ein Großteil basiert auf flüssigchromato-
grafischer Trennung (LC) mit atmosphären-
druckionisations (API)-gekoppelter massen-
spektrometrischer Detektion (MS) und ist 
technologisch sehr gut ausgereift.

Analytisches Screening  
(mittels LC-API-MS): Was ist das?
Betrachten wir zuerst einmal ganz unwissen-
schaftlich (aber ganz wissenschaftlich zitiert 
[1]), was die öffentliche Plattform Wikipedia 
zum Begriff „Screening“ beizusteuern hat. 
Hier wird das Wort Screening zwar vor-
wiegend medizinisch benutzt und auch die 
 Ergebnisse von Screening-Studien sind medi-
zinischen Ursprungs. Allerdings findet man 
auch einen Satz der allgemeineren Defini-
tion: „Unter einem Screening (englisch für: 
Durchsiebung, Rasterung, Selektion, Durch -
leuchten) versteht man ein systematisches 
Testverfahren, das eingesetzt wird, um inner-
halb eines definierten Prüfbereichs – dieser 
besteht meist aus einer großen Anzahl von 
Proben oder Personen – bestimmte Eigen-
schaften der Prüfobjekte zu identifizieren. 
Ein Screening ist somit ein auf bestimmte 
Kriterien ausgerichteter orientierender Sieb-
test.“ [1] 

Beziehen wir diese Definition nun auf 
das derzeit sehr populäre Screening-Gebiet 
der analytischen Chemie in der Wasser-
untersuchung, so könnte sie heißen: „Unter 
einem LC-API-MS-Screening versteht man ein 
systematisches analytisches Testverfahren, 
das eingesetzt wird, um innerhalb der Ma-
trix Wasser die beinhalteten organischen 

Die drei Ausdrücke im Titel ebenso wie „Known Unknowns“ und 
„Unknown Unknowns“ sind eingedeutschte Schlagwörter, die derzeit  
die analytische Wasserszene durcheinanderwirbeln. Die Vorgehensweise 
in der Nutzung eben dieser Technologien ist jedoch häufig noch nicht 
 einheitlich. Dieser Artikel versucht nun, etwas Ordnung in die Vielzahl 
unterschiedlicher Begrifflichkeiten und Ansätze zu bringen. Gleichzeitig 
wird von pragmatischen Anwendungen berichtet.

Moleküle zu erkennen, physiko-chemisch 
zu charakterisieren und mengenmäßig zu 
bestimmen. Dieser Siebtest ist somit auf 
das Kriterium der Bestimmung von orga-
nischen Wasserinhaltstoffen ausgerichtet.“

Wichtig ist hierbei die Tatsache, dass 
Screening eine klar ausgerichtete, aber auch 
limitierende Anwendung darstellt. So sagt 
dieses „Screening auf organische Wasser-
inhaltsstoffe“ weder etwas über andere 
 Bestandteile wie Mikroorganismen oder an-
organische Substanzen aus noch gibt es 
 Hinweise auf Toxikologie oder biologische 
Funktionalität. Hierzu sind weitere analy-
tische Screeningtechnologien notwendig, die 
im besten Falle mit dieser koppelbar sind [2].

Hier kollidieren wir nun also auch zum 
ersten Mal mit der Begrifflichkeit des „Non-
Target Screenings“, das eben trotz des Na-
mens immer auch eine „gerichtete Analyse“ 
darstellen muss.

Deshalb kann es im eigentlichen Sinne 
kein „Non-Target Screening“ geben. 

Ist der Artikel somit am Ende? Wie  
man am nachfolgenden Text sehen kann:  
Nein, ist er nicht! 

Sehen wir uns zunächst einmal Abbil-
dung 1 an, die versucht, eine Einordnung der 
Begrifflichkeiten anschaulich darzu stellen. 
Denn auch, wenn man nicht ganz unge-
richtet analysieren kann, so gibt es doch 
die Möglichkeit, diese Tests ohne vorheriges 
Ziel durchzuführen. Das Ergebnis sind zwei 
Arten von ungezielt detek tierten Zielmole-
külen, die sog. „Unknown Unknowns“ und 
die „Known Unknowns“.

Die Klasse der „Unknown Unknowns“ 
ist mit keiner der derzeitigen zur Verfügung 
stehenden Auswertemög lich keiten eindeu-
tig identifizierbar und auch keinen be-
kannten Molekülen zuzuordnen. Man hat 
hier nur die Möglichkeit der Strukturermitt-
lung durch Ähnlichkeitsvergleiche mit be-
kannten Mole külen wie zum Beispiel über 
die Hydrophobizität, der Molekularmasse 
oder dem massenspektro metrischen Frag-
mentierungsmuster.
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Die Klasse der „Known Unknowns“ 
wurde kürzlich von J.L. Little et al. sehr 
schön beschrieben mit „Known Unknowns 
– that is, species known in the chemical 
literature or MS reference databases, but 
unknown to the investigator.“ [3]. In dieser 
Definition verbirgt sich ein weiteres Dilemma 
des Non-Target Screenings, denn „unge-
richtet“ heißt nicht zwingend auch „unbe-
kannt“. Non-Target Screening nutzt also 
häufig schnell den gleichen Weg wie das 
„Suspected-Target Screening“, das mithilfe 
analytischer und chemischer Datenbanken 
sowie Vorhersagemodulen die Identifizie-
rung erwarteter Moleküle realisiert. Das ei-
gentliche Suspected-Target Screening startet 
jedoch mit einer Liste von zu erwartenden 
Substanzen und kann auch darauf spezifisch 
ausgerichtet sein.

Diesem Ansatz und dem der „Known 
Unknowns“ ist gemein, dass zunächst keine 

realen Referenzsubstanzen vorliegen, die 
Substanzen aber über Stoffdatenbanken, 
chemische Datenbanken, analytische bzw. 
massenspektrometrische Datenbanken und/
oder den Abgleich mit In-silico-Vorhersagen 
identifiziert werden können.

Führt diese Suche bzw. Interpretation 
zum Erfolg, so kann eine entsprechende 
reale Referenzsubstanz synthetisiert und 
genutzt werden. Diese eindeutige Identifi-
zierung und die weiter gehende Nutzung 
nennt man dann konsequenterweise auch 
„Target Screening“, die bei Verwendung 
von isotopenmarkierten Referenzmateri-
alien die quantitative Analyse beinhaltet.

Non-Target Screening: 
 Möglichkeiten einer  
analytischen Technologie
Benutzen wir den Non-Target Screening-
Ansatz im Text nun konsequenterweise als 
Technikansatz und weniger nach Definition, 
so können wir guter Dinge weitermachen:

Bei diesem Ansatz handelt es sich typi-
scherweise um eine Wasseranalyse mit a) 
Probenahme, b) Probenvorbereitung, c) 
flüssigchromatografischer Trennung, d) Io-
nisation und Ionentransfer der enthaltenen 
Analyten und e) massenspektrometrischer 

Detektion derselben (eventuell inkl. Struk-
turbestimmung mittels Tandem-MS).

Hierbei sind nun ganz klar zielgerichtete 
und Analyt-fokusierende Methoden im Ein-
satz (auch wenn man diese gerne möglichst 
universell hält, um dem Namen gerechter 
zu werden): 

a) Probenahme

Die Probenahme wird typischerweise mit 
verschiedenen Probenahmeeinrichtungen 
(z. B. Kelle oder Schlauch) durchgeführt, 
die Probe anschließend in Probenahmege-
fäße überführt und mit Chemikalien oder 
durch Lagerung im gefrorenen Zustand sta-
bilisiert. Sämtliche Schritte können unsere 
Probe verfälschen, z.B. durch Verluste, An-
reicherung und Veränderung der orga-
nischen Moleküle. Hier ist eine ebenso 
 korrekte praktische Probenahme wie auch 
eine einwandfreie statistische Probenahme 
sicherzustellen. Bei Letzterer spielen so-
wohl die Probenahmegegend als auch die 
Probenahmedauer (z.B. kurze Probeinter-
valle [4] oder 24 h Mischprobe [5]) eine 
ganz wichtige Rolle.

b) Probenvorbereitung 

Die beste Probenvorbereitung ist natürlich 
keine Probenvorbereitung!

Thomas Letzel, geb. 1970, studierte Che-
mie (1992–1998) an der TU München sowie der 
LMU München und promovierte 2001 mit einem 
umweltanalytischen Thema an der TU Mün-
chen und absolvierte im Anschluss einen zwei-
jährigen Postdoc-Aufenthalt an der Vrijen Uni-
versiteit Amsterdam. 2009 habilitierte er sich an 
der TU München, wo er seither als Privatdozent 
lehrt und forscht. Er ist Leiter der analytischen 
Forschungsgruppe am Lehrstuhl für Sied-
lungswasserwirtschaft und ist in dieser Funkti-
on auch Projektverantwortlicher der TUM im 
BMBF-Projekt RISK-IDENT. Er entwickelte bis-
her in verschiedenen naturwissenschaftlichen 
Disziplinen neue analytische Plattformen und 
Strategien zum Nachweis, zur Identifikation 
und zur Bestimmung funktioneller Eigenschaf-
ten von organischen Molekülen aus komplexen 
Mischungen. Die Ergebnisse spiegeln sich in 
seinen bisher mehr als 50 wissenschaftlichen 
Publikationen und 2 Büchern wider.

Abb. 1  Überblick und Details zur Nutzung analytischer Strategien in der Wasseranalytik.
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Da dies häufig nicht möglich ist, ver-
sucht man, mit einer Vielzahl von An- und 
Abreicherungs metho den die gewollten Ana-
lyten (durch Anreicherung) von den unge-
wollten Matrixmolekülen (durch deren Ab-
reicherung) abzutrennen. Am weitesten 
verbreitet sind dabei die so genannten Fest-
phasenextraktionen (d. h. Solid Phase Ex-
traction (SPE); z.B. mittels online-SPE [5,6] 
und high polarity value SPE [6]), in der – wie 
in der Probentrennung – überwiegend chro-
matografisches Material eingesetzt wird.

c) Probentrennung

Klassischerweise wird zur Trennung orga-
nischer Analyten im Wasser die Umkehrpha-
sen-Flüssigchromatografie (auch RP-HPLC) 
mit C18-Phasen oder anderen unpolaren bis 
mittelpolaren stationären Phasen eingesetzt. 
Dies hat sich in jüngster Zeit verstärkt eta-
bliert, da diese Trennung sehr gut mit mas-
senspektrometrischer Detek tion koppelbar 
ist. Hierfür sei auch auf die nachfolgenden 
Abschnitte verwiesen. Ein derzeit abge-
schlossener Ringversuch zur Normierung 
der erhaltenen Retentionszeiten erleichtert 
wiederum die Übertragbarkeit der Ergeb-
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nisse zwischen Labora torien [7], womit ana-
lytische Daten leichter abgleichbar werden.

Seit einiger Zeit nimmt auch die Zahl der 
Anwender der so genannten Hydrophilen 
Interaktions-Flüssigchromatografie (HILIC) 
zu. Dies liegt zum einen an ihrer ebenfalls 
exzellenten Koppelbarkeit an die MS und 
zum anderen an ihrer Eigenschaft, polare 
Moleküle trennen zu können. Eine ganz 
aktuelle Anwendung mit der RPLC-HILIC-
MS-Kopplung [8] lässt sogar auf den ver-
stärkten Einsatz der Chromatografie im er-
weiterten Polaritätsbereich (z.B. logP -5 bis 
logP +5) hoffen. Dieser Wert spiegelt u. a. 
die Hydrophobizität wider, die in den ver-
gangenen Jahrzehnten sehr variabel cha-
rakterisiert wurde [9].

Somit können die Trenneigenschaften 
von organischen Molekülen als spezifische 
physiko-chemische Kenngröße zur Charak-
terisierung der einzelnen Moleküle heran-
gezogen werden.

d) Ionisation und Ionentransfer

Moleküle müssen nach der Trennung ionisch 
in die Gasphase transferiert werden, damit 
diese ins Massenspektrometer gelangen 

können. Dabei ist vor allem auf die Natur der 
Moleküle (z. B. deren funktionelle Gruppen) 
selbst zu achten, aber auch auf die Eigen-
schaften der mobilen Phase (z. B. signalbe-
einflussende Matrixeffekte oder pH-Werte). 
Letztlich kommen überwiegend Ionen-
quellen unterschiedlicher Eigenschaften (z. B. 
API-Techniken, wie ESI, APCI und APPI) in 
positiver und/oder negativer Ionisation zum 
Einsatz [9,10].

Die wichtiger werdende Technologie der 
Ionenmobilität ermöglicht eine weitere unab-
hängige Trennung der Moleküle (nach Ein-
tritt in das Massenspektrometer) und ist von 
der Geometrie der Moleküle getrieben [11].

e) Massenspektrometrische Detektion  
(inkl. Strukturanalyse durch Tandem-MS)

Die massenspektrometrische Detektion kann 
sehr variabel eingesetzt sein, sowohl in der 
Art der Anwendung, aber vor allem auch in 
der Art der Instrumente. Für eine detail-
lierte Abhandlung der massenspektrome-
trischen Möglichkeiten sei auf bestehende 
Literatur verwiesen (u.a. [9,10]). 

Einige Fragen sind hier allerdings von 
besonderer Bedeutung: Welcher Detektions-
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modus, welcher Detektionsbereich, akkurat, 
interner Standard, Neutralisationseffekte, 
Isotopenshift [12], Adduktbildung, welche 
Empfindlichkeit, In-source-Fragmentierung, 
Tandem-MS, signifikante Fragmente, welche 
Disso ziationstechnologien, welche analy-
tische Auswerte software usw.?

Mit Kombinationen dieser analytischen 
Methoden kann man nun mehr oder weni-
ger „Non-targeted“ messen. Allerdings kön-
nen die gewonnenen Daten häufig – wie 
im Folgenden zu sehen – gut weiter verar-
beitet werden.

Suspected-Target Screening: 
Möglichkeiten unterschiedlicher 
Datenbanken
Das Suspected-Target Screening startet 
 typischerweise mit einer Liste zu messender 
(da erwarteter) Analyten. Die Ergebnisse 
dieser Messungen werden im Weiteren der 
„Molekülsuche“ (siehe Abb. 1) unterzogen, 
denn ebenso wie bei den „Known 
Unknowns“ sind die meisten Moleküle in 
den Datenbanken [13] hinterlegt (aber kon-
kret im Labor nicht als Referenzsubstanz 
vorhanden). So können die „Suspected 
Targets“ und die „Known Unknowns“ mit 
Stoffdatenbanken (wie STOFF-IDENT), 
chemischen Datenbanken (wie Chemspi-
der oder Chemicalize), analytischen bzw. 
massenspektrometrischen Datenbanken 
(wie DAIOS, MassBank, lokalen Daten-
banken [5,6,14] oder kommerzielle 
MS-Spektren-Datenbanken [15]) sowie im 
Abgleich mit In-silico-Vorhersagen (wie der 
UM-BDD, EPI SuiteTM, Filter für MS-
Ähnlichkeitsbäume [16] oder MetFrag) 
weiter charakterisiert werden. Ergeben 
diese Daten banken nun eindeutige Ergeb-
nisse, so kann der Anwender die entspre-
chenden Substanzen besorgen (oder 
synthetisieren) und diese anschließend im 
Target Screening verwenden (siehe * in 
Abb. 1).

Target Screening: Möglichkeiten 
des LC-API-MS-„Handwerks“
Identifizierungen aus dem Non-Target und 
dem Suspected-Target Screening führen 
zur Nutzung von Referenzsubstanzen 
 (siehe oben und * in Abb. 1) sowie deren 
Einsatz im Target Screening. Mit der Ver-
wendung isotopenmarkierter Referenzsub-
stanzen ist auch eine gleichzeitige quanti-
tative Analyse vieler Moleküle möglich 

Abb. 2 a) „Known Unknowns" (über Suspected-Target-Screening-Pathway)

Ermittlung aller erhaltener analy-
tischer Signale mit Retentionszeit 
(RT), akkurater Masse (aM), Isoto-
penmuster und relativer Fläche

Bestimmung des jeweiligen RTI 
(über RT und Referenzmix) und der 
jeweiligen Summenformel (über aM)

Abgleich mit einer Stoffdatenbank, 
z.B. STOFF-IDENT (über RTI {logP/
logD} und Summenformel) 

- eventuell - Bestimmung von 
molekularen Fragmenten mittels 
akkurater (Tandem-)MS 

Abgleich mit chemischen, analy-
tischen bzw. massenspektrometri-
schen Datenbanken und/oder Ab-
gleich mit In-silico-Vorhersagen

Spektrum (mit aM)

EIC (mit aM)

RT

(Beispiele sind 72 Analyten mittels „MRM“ 
[5] und 88 Analyten mittels „SRM“ [6]).

Anwendung unterschiedlicher 
Screening-Strategien im Wasser

a) Nutzung klassisch gewonnener 
 Non-Target Screening-Daten

Ein pragmatischer Weg der Nutzung von 
Ergebnissen aus dem Non-Target Screening 
ist der direkte Vergleich von analytischen 
RT-MW-Plots (Retentionszeit (RT) gegen 
Molekularmasse MW) zu verschiedenen 
Zeitpunkten (siehe auch Abb. 2a –links 
oben-), erhalten mit LC-API-MS.[4] Hierbei 
wird nicht nach Identifikation einzelner 
Analyten gestrebt, sondern durch so ge-
nanntes „Imaging“ die Analysen verglichen 
und nur auf Unterschiede geachtet.

b) Einsatz des Suspected-Target 
 Screening Pfades für „Know Unknowns“ 
(mit Daten von akkurat messenden MS)

Die Nutzung von LC-QqToF [14] und Orbi-
trap-MS [17] (Gleiches gilt für FTICR-MS 
und IT-ToF-MS) im Non-Target Screening 
ergibt die oben erwähnten RT-MW-Plots 
mit akkuraten Massen (d.h. Summen-
formeln) für die jeweiligen Moleküle. So-
mit können diese der Molekülsuche unter-
zogen und über Datenbanken als „Known 
Unknowns“ charakterisiert werden (siehe 
Abb. 2a).

Moleküle, die über diesen Weg nicht 
identifiziert bzw. zugeordnet werden kön-
nen, entsprechen somit den derzeitigen 
„Unknown Unknowns“ und müssten somit 
der „Ähnlichkeitssuche“ zugeführt werden 
(siehe Abb. 1 –links- und [11]).

c) Einsatz des Suspected-Target Scree-
ning-Pfades für „Know Unknowns“ (mit 
Daten von nicht akkurat messenden MS)

Nutzt man die Non-Target Strategie unter 
 Anwendung nicht akkurat messender 
 Massenspektrometer wie bei LC-QqQ 
 (Gleiches gilt für IT und linearIT), so können 
die Daten banken – eingeschränkt – ebenso 
 benutzt werden (Abb. 2b). Aufgrund der 
fehlenden massenspektrometrischen Akkura-
zität können in diesem Ansatz zwar keine 
Summenformeln generiert werden und bei 
großem massenspektrometrischen Detek-
tionsbereich der Quadrupol-Geräte wird 
die Empfindlichkeit der Geräte gering. Be-
rücksichtigt man diese Nachteile, so haben 
diese Geräte trotzdem ihre Berechtigung in 
diesen Screening-Ansätzen. Dies kommt be-
sonders deshalb zum Tragen, da diese Mas-
senspektrometer wesentlich leichter und 
billiger zu betreiben sind und deshalb auch 
sehr verbreitet in analytischen Labora torien 
vorzufinden sind. Somit ist es möglich, dass 
Labore, die typischerweise Target Screening 
betreiben, ihre Geräte auch für Non-Target-
Untersuchungen einsetzen.

d) Nutzung des Target Screenings

Die bekannten Analyten werden – beispiels-
weise – mit LC-QqQ-MS und den jeweiligen 
MRM-Methoden empfindlich nachgewiesen 
und quantifiziert [5,6].

Fazit
Die Zeit, in der die analytische Chemie als 
Hilfswissenschaft gesehen wurde, ist nun 
tatsächlich vorüber. Aufgrund der heute 
vielfältigen Nutzung der beschriebenen LC-
API-MS-Screening-Techniken in vielen ver-
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schiedenen Disziplinen (wie z. B. in Pro-
teomik [9], Metabolomik [16], humanen 
Proben [15], in Lebensmitteln [18] wie auch 
im Wein [8]) tritt die Analytik sogar in den 
Vordergrund. Nun muss allerdings sehr da-
rauf geachtet werden, dass sich der frühere 
Spieß nicht umdreht und die applikativen 
Disziplinen nicht in den Hintergrund tre-
ten. Man bedenke: Nur eine stark vernetzte 
Analytik ist eine gute Analytik. Deshalb 
sind „die Analytiker“ erst dann exzellent, 
wenn sie auch über den Tellerrand hinaus-
sehen, sich in den anderen Disziplinen zu-
hause fühlen und mit deren Vertretern eng 
zusammenarbeiten.

Die Screening-Techniken selbst sind 
derzeit hoch aktuell. Dieser Aktualität ge-
schuldet sind auch die meisten Zitate die-
ser Veröffentlichung aus den Jahren 

2012/2013. Es ist sicher, dass das Thema im 
Fokus bleiben wird und sich weitere Arbei-
ten auch mit dem Screening im Wasser be-
schäftigen [10]. Nun ist man hierfür und 
auch für die Screening-Begriffe gewappnet.

 > t.letzel@tum.de
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