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Thema: Optimierung und Validierung einer analytischen Methode zur Bestimmung von
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1. Intensive Literaturrecherche
a. zur Analytik mittels ICP-QQQMS
b. zulInterferenzproblemen
c. zur Analytik mittels organischer MS

2. Optimierung einer oder mehrerer Methoden zur sensitiven und interferenzfreien Detektion von
S, P, As in organischen Verbindungen

Handhabung des ICP-QQQMS

Auswahl und Optimierung der Reaktions-/Kollisionsgase

o o

c. Einsatz der Triple-Quad Anordnung
i. Quad 1: Massen- bzw. Massenfenster — Auswabhl
ii. Quad 3: Identifizierung der Produktionen in Abhangigkeit der Bedingungen
der Reaktions-/Kollisionszelle (Quad 2)
d. Optimierung auf hochste Sensitivitat
i. ICP seitig
ii. QQQMS seitig
iii. Einfluss von Losungsmittel und Pufferkomponenten auf Sensitivitat

3. Validierung der optimierten Methode(n)
a. Kalibration
b. Lineardynamischer Bereich, LOD, LOQ
c. Standardabweichung

4. Anwendung der vorgeschlagen Methode
a. Arsenolipide in Meeresorganismen (As, P, S)
b. As-Phospholipide (As, P)
c. As-Phytochelatine (As, S)
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a. Anfertigen der schriftlichen Masterarbeit
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Abkiirzungsverzeichnis
ADP: Adenosindiphosphat

AMP: Adenosinmonophosphat

ATP: Adenosintriphosphat

AsPL: Arsenophospholipide

bzw.: Beziehungsweise

DL: Dorschleber

DDL: Dosen-Dorschleber

ESI-Q-TOFMS: Elektrospary-lonisation quadrupole time of flight Massenspektrometrie
EIC: Extrakt lon Chromatogramm

FIA: FlieBinjektionsanalyse

ICP-MS: inductively coupled plasma Massenspektrometrie

ICP-QQQMS: inductively coupled plasma triple quadrupole Massenspektrometrie
KRZ: Kollision/ Reaktionszelle

LOD: Nachweisgrenze

LOQ: Bestimmungsgrenze

MA: Meeresalgen

m/z: Masse-zu-Ladungsverhaltnis

NSA: Naphthalensulfonsaure

rpm: revolutions per minute

rps: revolutions per second

TIC: Total lon Chromatogramm

UHPLC: ultra-high performance liquid chromatogram



1. Einleitung

Die Spurenanalytik aus Umweltproben gewinnt heutzutage eine immer groRere Bedeutung, die
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen miissen immer weiter gesenkt werden, um die mogliche
Ausbereitung von schadlichen Substanzen in der Umwelt zu erkennen oder biologische
Abbauprozesse zu verfolgen. Schadstoffe wie Pestizide enthalten oft Heteroatome, die zur
Identifizierung und Quantifizierung herangezogen werden koénnen. Die Charakterisierung von
Schadstoffen und deren Abbauprodukte kann anhand der Bestimmung der Heteroatome Schwefel,
Phosphor oder Arsen verbessert werden. Mit dieser zusatzlichen Elementinformation kann man die
fremde Substanz identifizieren und quantifizieren. Besondere Aufmerksamkeit muss auf die

entsprechende Gerate gelegt werden, um Spurenkonzentrationen zu detektieren.

Die inductively coupled plasma Massenspektrometrie, kurz ICP-MS ermoglicht eine
elementspezifische Detektion von Substanzen im Spurenbereich. Sie stellt eine sehr sensitive und
auch selektive Methode dar, welche haufig nach einer chromatographischen Trennung Anwendung
findet. Bei ICP-MS Detektion liegt haufig eine spektrale Stérung vor, wie z.B. bei schwefelhaltigen
Substanzen, bei denen eine Uberlagerung des selektiven Schwefelsignals bei einem Masse-zu-
Ladungsverhidltnis (m/z) von m/z = 32 von polyatomaren Interferenzen, wie zum Beispiel O,. Durch
diese Uberlagerung ist eine eindeutige qualitative und vor allem quantitative Bestimmung schwierig.
Mit einer neuen Generation von ICP-MS Geraten inductively coupled plasma triple quadrupole
Massenspektrometrie kénnen in der Reaktionszelle, neue selektive Spezies wie SO* gebildet, und die
storenden Signale eliminiert werden. So ist noch eine sensitivere Analyse bestimmter Substanzen

moglich.



2. Zielstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen mit dem Agilent 8800 Triple Quadrupole ICP-MS, kurz ICP-QQQMS,
heteroorganische Verbindungen mit S, P und As selektiv und empfindlich bestimmt werden. Dabei
wird dieses Gerat als Detektor fiir die UHPLC eingesetzt. Fiir die Optimierung der Detektion dieser
Elemente sind verschiedene gerdteeigene Parameter zu variieren, um die héchste Empfindlichkeit zu
erhalten. Daneben sind auch Bedingungen der UHPLC Trennung zu bericksichtigen, wie z.B. das

Verhalten der Elementdetektion bei unterschiedlicher Eluentzusammensetzung.

Danach lieRen sich aussagekraftige, analytische Parameter ermitteln, wie z.B. die Nachweisgrenze
(LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ) fir die optimierten Methoden. Dabei wurde fir eine
Zuordnung der sensitiven ICP-MS- Signale noch mit einem seriellen UV-Detektor und parallel zum

ICP-MS mit einem Quadrupol time of flight Massenspektrometer (ESI-Q-TOFMS) gearbeitet.

Unter optimierten Detektionsbedingungen sind dann an ausgewahlten Proben wie Meeresalgen und
Fisch die Validierung der Methode durchzufiihren, wobei Analyte wie Arsenozucker,

Arsenophosphorlipide oder Arsenschwefellipide im Focus stehen.



3. Theoretische Grundlagen

3.1 Eigenschaften der Elemente P, S und As und ausgewahlter Verbindungen

Schwefel, Phosphor als Nebenbestandteile und Arsen als Spurenbestandteile in biologischen
Systemen spielen eine groRe Rolle bei vielen Anwendungen im Bereich Umwelt- und , life sciences”

Forschungm @ Sie sind auch wichtiger Bestandteil der schadlichen Stoffe in der Umwelt.

3.1.1 Phosphor

Phosphor, als Element der 5. Hauptgruppe und mit einer molaren Masse von 31 g/mol, kommt in
mehreren, sich untereinander  stark  unterscheidenden Modifikationen  vor. Bei
Phosphorverbindungen liegen die Oxidationszahlen zwischen -3 bis +5. Zu den anorganischen

Phosphorverbindungen zdhlen das 0-Phosphat und Polyphosphat.

3.1.1.1 Phospholipide

Zu den wichtigen organische Phosphorverbindungen gehéren die Phospholipide. Sie sind komplexe
Lipide, welche eine Ester Bindung mit Phosphorsdure aufweisen. Sie sind Hauptbestandteil aller
Zellmembranen und gehdren daher zu den Membranlipiden. Phospholipide besitzen einen
hydrophilen Kopf und zwei (statt drei) hydrophobe Kohlenwasserstoffketten. Diese konnen
Doppelbindungen enthalten und bestehen aus 14 bis 24 Kohlenstoffatomen. Phospholipide sind
amphiphil, sie kénnen im Wasser Doppelschichten ausbilden, bei denen die hydrophilen
Molekilanteile zum Wasser hin und die lipophilen Anteile vom Wasser weg weisen. Phospholipide
sind ein Hauptbestandteil der Doppelmembran von Zellen (Zellmembran). Durch ihre chemischen
Eigenschaften konnen Phospholipide den Zellraum gegeniiber dem Umgebungsmedium separieren.

Die unpolaren Bereiche tragen wesentlich zur Fluiditdt der Membran bei. ©!

3.1.1.2 Ausgewdhlte Verbindungen: Nukleotide
Phosphorverbindungen sind fiir alle Lebewesen essenziell und bei Aufbau und Funktion der
Organismen in zentralen Bereichen beteiligt, wie der DNA und der zelluldaren Energieversorgung

(AMP, ADP, ATP).
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Tabelle 1: Beispiele Struktur von Nukleotiden

Nukleotid Struktur
Adenosinmonophosphat NH, |;|
= N
N | \>
N
NT TN
~o0
= OH
"///O\F/,/OH
HO (/)/
Adenosindiphosphat H O C
| - ,P\ PAIEN
N/\Nlln. o ‘\\\\\O 1’0" 1 "OH
OH OH
HZN\#(
\
NN HO OH
Adenosintriphosphat H (”) (I? (I?
~N
N= O\ P P P
N SN0 107 107 | oH
HoN N OH OH OH
IS OH
N~ HO

3.1.2 Schwefel

Schwefel, als Element der 6. Hauptgruppe und einer molaren Masse von 32 g/mol, kommt in der
Natur hdufig in Formen von elementarem Schwefel, Sulfatmineralen oder verschiedenen Sulfiden
vor. Des Weiteren ist Schwefel auch fiir Lebewesen ein sehr wichtiges Element, da es in vielen
Aminosauren und Enzymen vorkommt. Doch durch Industrie und der Verarbeitung von fossilen
Brennstoffen wird haufig ein Uberschuss an Schwefelspezies freigesetzt. Dieser verteilt sich, z.B.
durch den Wasserkreislauf, im Boden oder Gewassern. AnschlieBende Aufnahme und
Metabolisierung durch Organismen flihrt darlber hinaus zur Freisetzung/Entstehung

schwefelhaltiger Metabolite.

3.1.2.1 Ausgewahlte Verbindungen: Pestizide

Eine wichtige Gruppe- organischer schwefelhaltiger Verbindungen in der Landwirtschaft sind
Pestizide. Als Pestizid im weiteren Sinne werden samtliche Pflanzenschutzmittel sowie die Mittel zur
Schadlingsbekdmpfung bezeichnet, die lastige oder schadliche Lebewesen toten, vertreiben oder in
Keimung, Wachstum oder Vermehrung hemmen. Wegen teilweiser hoherer Toxizitat dieser
Verbindungen ist eine empfindliche Analytik wichtige fir die Untersuchung von Wasser und

Lebensmitteln®™. In Tabelle 2 werden einige Beispiele von Pestiziden gezeigt.
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Tabelle 2: Beispiele fiir verwendete Pestizide

Name Struktur Sicherheitshinweis Toxikologische Daten

Oral (Rats) LDsq: 10mg/kg

Fenamiphos (T:Hs Dermal (Rat)LDsy: 161-
S o0 CH, . 208me/kg
I ) toxisch,
HsC o
3 N umweltgefahrlich Inhalation (4hr)(Rat)
HsC—Q LC50: 132-198mg/m*
CHj

Oral (Rats)LD50: 309 -474
mg/kg

Fenthion CHj3
s Dermal (Rats)

H,C S . LD50 :>5000 mg/kg
! toxisch,

/P\\O/CH:J,
) umweltgefihrlich Inhalation (4h) (Rats)

N
CHs LCso: approximately

0,5mg/I 7

Oral (Rats)LD50: 40-45
mg/kg

S /— toxisch,
| Dermal (Rats) LD50 :915

_Se__-S5-l__o o
c R umweltgefahrlich
Ho 8 mg/kg

0 0
_/ \ Inhalation (4h) (Rats)

(8]

Ethion 5
ol

O\P

LCso: 0,45mg/I

3.1.3 Arsen

Arsen kennt man als ein chemisches Element mit dem Elementsymbol As. Seine Ordnungszahl ist 33.
Es steht im Periodensystem in der 4. Periode sowie der 5. Hauptgruppe (Stickstoffgruppe), manchmal
ist Arsen mit Gruppennachbar Phosphor und Stickstoff vergleichbar. Arsen existiert meistens in drei-
und funfwertiger Form. Verbindungen des dreiwertigen Arsens sind die arsenige Sdure (H3AsO;) und
ihre Metallsalze, die Arsenite. Verbindungen des flinfwertigen Arsens sind die Arsensdure (H3AsO,)

und ihre Salze, die Arsenate. Dabei sind die Arsenite bis zu 10-mal toxischer als die Arsenate.

Arsen liegt natirlich in Boden, Luft und Wasser vor. Es ist ubiquitar verbreitet und kleine Mengen
dieses Elementes sind im Boden wie auch in Nahrungs- und Futtermitteln oder Trinkwasser zu finden.

Organische Arsenvebindung werden vorwiegend von biologisch aktiven Systemen gebildet und



kommen besonders reichlich in Meerestieren in Form von wenig toxischen Arsenobetain,
Arsenozucker und Arsenolipiden vor (Abb. 1) ®. Am Ende der 1960er Jahre hat Lunde erstemals
Arsenverbindungen in marinen Organismen gefunden "%, Kurz danach hat man gefunden, dass die
Konzentration von Arsen besonders hoch in Fisch, Krebstier und Mollusken ist. Durch die Reaktion
der Methylierung wandelt sich Arsenit und Arsenat durch Pflanzen- und Meerstier-Metabolismus im
Ozean zu Arsenobetain, Arsenozucker und Arsenolipide um. Aber mehr Informationen zu den
Arsenverbindungen wie Arsenobetain, Arsenozucker und Arsenolipide (Abb. 1) sind bis heute noch

nicht sehr umfassend.

I
O—As OR
| o)
CI3H3 CHs
+
HyC ﬁstH
CHs; o) OH OH
. . +
Chemical Formula: CsH;,As0, Chemical Formula: C;H,4AsOs
Exact Mass: 179.00 Exact Mass: 253.01
Arsenobetaine Arsenozucker
o)
1l
H3C—/i\8\/\/\/\/\/\/\/\
CH;,

Chemical Formula: C;;H37AsO
Exact Mass: 332.21

Arsenolipid

Abbildung 1: Ausgewahlte organische Arsenverbindungen

3.1.3.1 Ausgewdhlte Verbindungen: Arsenolipide
Arsenolipide sind weniger polare Verbindungen, man kann in Algen und marine Lebenswesen finden.

(8 \wurden hauptsichlich mit den

Die friihen Studien zur Charakterisierung von Arsen in Algen
Proportionen von organisch gebundenem und anorganischem Arsens oder des relativen Anteils der
wasserloslichen und fettléslichen Arsenverbindungen getroffen. Die Verteilung des Arsens in der
Lipidfraktion von verschiedenen marinen Organismen wurde schon von Lunde nachgewiesen. Er hat
mehrere Kulturen von marinen Algen im Labor analysiert, und bemerkt, dass in diesen Lipid-

Extrakten Konzentrationen von Arsen von ca. 0,5-4.8 ppm zu finden waren. (1)

Dorschleberol, abgeleitet aus marinem Fisch, enthielt auch hohe Konzentrationen fettldslicher

9 Die Strukturen der vorhandenen Arsenolipide waren aber noch nicht

Arsenverbindungen
aufgeklart. Es wurde schon Uber die Struktur von 6 Arsenolipiden aus Dorschleberdl berichtet, und

durch die Identifizierung werden sie als langkettige Fettsduren angegeben (Abb. 2).
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Abbildung 2: Arsen-Fettsiuren identifiziert in Doschleber O1 !

3.1.3.2 Ausgewadhlte Verbindungen: Arsenozucker

Der Gehalt an Arsenozucker als marine Metaboliten in Algen betrdgt 2-50 mg Arsen/kg, und die
Hintergrundkonzentration ist sehr niedrig (Normalerweise 0,5-5 mg Arsen/kg Trockenmasse). ™
Durch die chemische Ahnlichkeit von Arsenat und Phosphat kénnen sie sich gegenseitig in biogenen
Verbindungen ersetzen, wie z. B. im Arsenozucker die Transportprozesse von Arsenat und Phosphat
in die Zelle sind gleich. Phosphat kann sich in der Zelle gespaltet werden, wenn Arsenat auch durch
den Prozess gespaltet wiirde, die Toxizitdt wiirde erhdhen. Um die Toxizitdt zu verringern, entwickelt
die Alge einen stufenweisen Alkylierungsprozess, damit Arsenat zu Arsenozucker umgewandelt
werden kann. Meeresorganismen wie Algen, die Arsenozucker enthalten kénnen, werden heute als
Lebensmittel verwendet. Deswegen sind mehr Informationen dariiber wichtig und interessant. Bis

heute wurden einige Strukturen gefunden!™ ™,
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Abbildung 3: Struktur von 4 Arsenozuckern in Algen und mit [M+H]* m/z Masse

3.1.4 Analytik der Elemente P, S und As

Die Spurenanalytik ist heute eine der wichtigsten Teilgebiete der Analytik. Informationsbedarf an
spurenanalytischen Daten haben vor allem die Gebiete der Medizin, Biochemie, Pharmakologie und
Kriminaltechnik. In den letzten Jahren erlangte die Spurenanalytik zunehmend Bedeutung in der
Halbleiteriindustrie, dem Umweltschutz und der Lebensmittelchemie.

Fir die empfindliche Analytik dieser Elemente kommt die ICP-MS in Betracht. Allerdings gibt es
zahlreiche spektrale Interferenzen. Fiir eine richtige Quantifizierung sind die Interferenzen zu
beseitigen. Durch Auswertung der Signalintensititen der Elemente (counts/s) kann man nach
Kalibration deren Gehalt in der Probe quantifizieren. Fiir die Analytik der ausgewihlten
Verbindungen der o.g. Elemente kénnen der ICP-MS Detektion vorgeschaltet chromatographische
Trennung eingesetzt werden. Hier erfolgt die Quantifizierung der Verbindung Uber die
elementselektive Detektion, wobei Peak-hohe oder Peakflachen zur Kalibration genutzt wird. Zur
Identifizierung der Verbindung kann ein parallel angeordnetes molekiil-selektives

Massenspektrometer eingesetzt werden, z.B. ein ESI-QTOF-MS.

3.2 Eingesetzte Instrumentenkombination

Bei dieser Arbeit nutzt man hauptsachlich das elementselektive Massenspektrometer ICP-QQQMS.
Mit ICP-QQQMS werden die Elemente S, P und As, die in der chromatographisch getrennten
Verbindungen detektiert. Mit paralleler ESI-MS Detektion werden die Strukturen der getrennten
Verbindungen anhand der genauen Massen analysiert. Mit der Kopplung von beiden Detektoren
kann die ldentifizierung verbessert werden. Mit UHPLC kann man ein Stoffgemisch isokratisch oder
mit Gradientenelution trennen. Abbildung 4 zeigt die gekoppelten Instrumente UHPLC, ICP-QQQMS
und ESI-Q-TOFMS, die in dieser Arbeit zum Einsatz kamen.



Abbildung 4: Verwendete Gerate zur Kopplung von Chromatographie mit ICP-MS und ESI-MS

3.2.1ICP-MS

ICP-MS ist die Abkirzung von Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (engl.
inductively coupled plasma mass spectrometry). Diese Analysen-methode ermdglicht die
Bestimmung einer Vielzahl von Elementen in relativ kurzer Zeit und ist aufgrund ihrer Nachweisstarke

inzwischen eines der meist genutzten Verfahren der Spurenelementanalytik.

3.2.1.1 Arbeitsweise des ICP-MS

Bei ICP-MS wird die fliissige Probe zuerst durch eine Diise (Nebulizer) in der Spraykammer vernebelt.
Der Zweck einer Spraykammer ist das vernebelte Aerosol zu homogenisieren, und grofRe Tropfchen
zu entfernen. Die kleinen dispergierten Aerosole konnen leicht in einem Argon-Gasstrom durch die
Spraykammer und einem Verbindungsrohr zum ICP-Brenner (Torch) transportiert werden.

Dann werden die Analyte zusammen mit Argon durch das Plasma des ICP Brenner auf 5000-10.000°C
erhitzt und die Probe wird in dieser Zeit ionisiert. Die Skimmer leiten das lonengemisch in das
Massenspektrometer(Abbildung 5). In der Octopol Reaktionszelle kénnen spektrale Stérungen

beseitigt werden ™.

Die Octopol Reaktionszelle sitzt im Hochvakuumbereich des Massenspektrometers, der lonenstrahl
lauft durch die Mittelachse der Zelle. In die Reaktionszelle werden Gase eingelassen, die zu
Kollisionen oder Reaktionen mit dem Analytion fihren kénnen. Der kritische Parameter ist die
Konzentration des Gases in der Octopol-Zelle. Zum Beispiel kann Arsen (A" m/z=75) mit O, in der
Octopol Reaktionszelle zu AsO* m/z=91 umgewandelt werden, so dass die Stérung (ArCl*, CaCl*) von

anderen lonen auf der Masse m/z=75 beseitigt werden kann.



Nach dem Octopol ldauft das lonengemisch weiter zum Quardrupol, der als Massenfilter dient, um nur
bestimmte lonen, die nach ihrer Masse ausgewahlt werden, durchzulassen. Dort werden die

Analytionen durch ein elektrisches Feld beschleunigt, und erreichen dann den Detektor. ™

3.2.1.2 Entwicklung der ICP-QQQMS

Bei den Nichtmetallen wie Phosphor und Schwefel als Spurelemente wird bei realen Anwendungen
die Detektion aus zwei Griinden limitiert, Kontamination und spektrale Interferenzen. In dem ICP-MS
verwendet man die bereits erwdhnte eine Kollision/Reaktion Zelle (KRZ), die die Probleme der
spektralen Interferenzen effektiv I6sen kann. In dieser Zelle wird die Interferenz der Polyatomionen
dadurch beseitigt 7 dass der Analyte mit Reaktionsgas (z.B. O,, H, und He) reagiert, und die

32¢16
S

veranderte Masse z.B. 0" (m/z=48) dann mit dem nichsten Quadrupol analysiert wird. Aber fiir

einige Interferenzen wirkt die Zelle nicht effektiv, z.B. die Metalloxidion 00" und As I

Um das Problem zu I6sen, hat man das Triple Quadrupole ICP-MS (ICP-QQQMS) entwickelt. Die
Bauteile sind in Abbildung 5 und Abbildung 7 dargestellt.

m /) 1 A’ 1 g ; ™ T - ra -
—‘WE' I i i Ew I il ) i\
= ——Nh \ I._, - — by M
— | \ == | —
Sanple Colison/
. Plasna Jon Lenses al Feation (el @ Detector

Abbildung 5: Schematische Darstellung des ICP-QQQMS

Vergleicht man ICP-MS und ICP-QQQMS, dann sieht man, dass beim ICP-QQQMS noch ein Quadrupol
vor die Kollision/Reaktion Zelle (KRZ) gesetzt wurde. Im ICP-MS werden alle positiven lonen in die
KRZ geleitet, um dort mit Reaktionsgas zu reagieren. Danach wird mit dem Quadrupol die bestimmte
Masse ausgewdhlt. Aus Abb. 6 wird ersichtlich, dass *°Se* mit m/z 80 mit O, in KRZ zu *°Se**0* (m/z
96) reagiert. Wenn am Quadrupol die Masse m/z 96 ausgewahlt wird, kdnnen immer noch
Interferenzen von den folgenden Isotopen *°zr, *®Mo*, *°Ru* aufgetreten, so dass der Quadrupol

diese Elemente nicht unterscheiden kann.
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Abbildung 6: Aufbau eines ICP-MS mit Reaktionszelle
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Abbildung 7: Aufbau eines ICP-QQQMS mit Reaktionszelle*
Mit ICP-QQQMS (Abbildung 7) kann dieses Problem mit dem vor der KRZ liegenden Quadrupol gelost
werden. Mit dem ersten Quadrupol wahlt man m/z=80 aus, so dass viele andere Polyatomionen
nicht weiter zur KRZ gelangen kénnen. In der KRZ reagiert 2°Se’ zu #5e'®0*, mit dem zweiten

Quadrupol wihlt man m/z=96 aus, so dass die anderen Interferenzen gut beseitigt werden kénnen.

Aus diesem Grund verwendet man Triple Quadrupole ICP-MS fiir die Spurenelemente, die in sehr

niedrigen Konzentrationen, in der Probe vorliegen und sehr gestort sind

3.2.2 ESI-Quadrupol time of flight Massenspektrometrie

Die Elektrospray-lonisation Massenspektrometrie ist eine analytische Methode, mit der man die
molare Masse ermitteln kann, um auf die die Struktur der Verbindung schlieBen zu kdénnen. Die
Abbildung 8 zeigt de Bestandteil dieses Gerates: P1 ESI-Quelle, P2A Transferkapillare, P3 Quadrupol,
P4 Hexapol-Zelle, P5 TOF-Analysator und Detektor.
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Abbildung 8: Bestandteile eines ESI-Q-TOFMS

3.2.2.1 Arbeitsweise

Die Molekiile sind nach der Trennung mittels HPLC noch mit dem L&sungsmittel verbunden. Zuerst
wird eine Losung des Analyten bei Atmospharendruck aus einer LC-Kapillare in einem starken
elektrischem Feld verspriiht. Ab eines Schwellenwerts der angelegten Spannung (2-6 KV) bildet sich
ein stabiles Spray, das je nach Ladungspolaritat zur Bildung von positiven bzw. negativen lonen fihrt.
Ein um die Kapillare konzentrisch angeordneter Inertgasstrom (meist N,) wird zur Unterstitzung der
Vernebelung gerade bei hohen Flussraten eingesetzt. %%

Zur vollstandigen Desolvatation der ladungstragenden Flissigkeitstropfen und effektiven
lonenbildung wird in einer ESI-lonenquelle entweder eine beheizte Transferkapillare oder ein Spray
entgegen gerichteter, beheizter Stickstoffstrom eingesetzt. Die generierten lonen werden durch eine

Skimmer-Offnung im Zentrum der Gegenelektrode in den Analysatorteil des Massenspektrometers

Uberfuhrt.

Der Quadrupole-Massenanalysator besteht aus vier parallelen Elektroden. Jede gegeniberliegende
Elektrode wird elektrisch miteinander verbunden. Eine Wechselspannung und eine Gleichspannung
werden zwischen dem einen und anderen Paar von Stdben angelegt. Die lonen wandern dann durch
den Quadrupol zwischen den Stiben. Nur die lonen, die ein bestimmtes Masse-zu-Ladungs-
Verhéltnis (m/z) fur ein gegebenes Verhaltnis der Gleich- und Wechselspannungen haben, kénnen
den Detektor erreichen. Die anderen lonen werden mit den Elektroden kollidieren. Dies ermdoglicht
die Auswahl eines lons mit einem bestimmten m/z (SIM-Model) (23124 pann gehen die ausgewahlten
lonen in die Richtung des Hexapols. Der Hexapol befindet sich in einer Kollisionszelle, um den lonen
durch St6Re mit einem Inertgas (meist Stickstoff oder Argon) Energie zuzufiihren. Daraufhin zerfallen

die lonen sehr spezifisch zu anderen leichteren lonen (Fragmenten).

Die aus der Kollisionszelle kommenden lonen werden durch einen lonenstrahlkompressor zu einem

feinen lonenstrahl fokussiert, welcher anschlieRend durch einen Schlitz weiter geformt wird
12



(idealerweise in eine Flache senkrecht zum TOF-Analysator). Im TOF-Analysator werden dann aus
diesem Strahl lonenpakete ins Reflektor-TOF gepulst. Dort werden sie nach ihrem Masse-zu-

Ladungsverhaltnis (m/z) getrennt und schlieRlich am Detektor registriert.

TOF ist die Abkiirzung von Time-of-Flight. Es ist eine Analysemethode zur Unterscheidung von lonen
auf der Basis ihrer Flugzeit. Wenn die lonen, mit unterschiedlicher m/z, alle gleiche kinetische
Energie erhalten, werden die leichteren lonen sich schneller bewegen, und somit werden kiirzere
Flugzeiten zwischen der Repellerelektrode und dem Detektor gemessen. Einfach gesagt, "kleinere

lonen fliegen schneller als groRere lonen"??,

3.3 Fliissigchromatographie

Die UHPLC, kurz fir ultra-high performance liquid chromatography, ist in ihrer Grundfunktionsweise
dhnlich der high performance liquid chromatography (HPLC), welche auch als
Hochdruckfliissigchromatographie bezeichnet wird. Es ist ein Verfahren der Flissigchromatographie
zur Trennung von Stoffgemischen. Im Unterschied zur HPLC ist UHPLC eine Methode, bei der
Trennsaulen mit PartikelgréRen von <2,5 um zur Anwendung kommen. Diese Trennsdule erzeugen
hohere Driicke. Mit der Agilent 1290 sind Driicke bis 1200 bar moglich. Mit HPLC sind es dagegen nur
ca. 400 bar. Mit UHPLC kann die Probe in kiirzerer Zeit getrennt werden, weil kiirzere Sdulen und

hohere FlieRgeschwindigkeit zum Einsatz kommen ).
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4.Praktische Versuchsdurchfiihrung

4.1 Detektion mit Standardproben

In der Arbeit hat man zuerst die signalbezogenen Parameter des ICP-QQQMS optimiert, da es wichtig
ist, die hochste Empfindlichkeit zu erhalten. Bei dieser Untersuchung hat man mit der
Kopplungsmethode ICP-QQQMS/ESI-Q-TOFMS analysiert. Nachfolgend sind die experimentellen
Bedingungen der Detektion beschrieben. Mit diesen Bedingungen wurden dann P- und S haltige

Standardproben analysiert.

4.1.1 Experimentelle Bedingungen

4.1.1.1 Instrumente

Fir die durchgefiihrten Experimente wurden die in Tabelle 3, 4 und 5 aufgelisteten Gerate

verwendet.
Tabelle 3: Verwendete Analysensysteme

Gerite/ Software Spezifikation Hersteller
UHPLC 1290 Serie mit Agilent, USA

Auto Sampler

Bindre Pumpe (1200 bar)

Saulenofen

Sdulenschaltventil
UV-Detektor VWD Agilent, USA
ICP-MS 8800 ICP-QQQMS Agilent, USA
ESI-Q-TOFMS 6530 ESI-Q-TOF LC/MS Agilent, USA
Auswertungssoftware ICP-MS MassHunter Workstation Agilent, USA
Auswertungssoftware ESI-Q-TOFMS MassHunter Workstation Agilent, USA

Tabelle 4: Parameter am ICP-QQQMS

Name Parameter
RF Leistung 1550 W
Zellgas (O,) 30%

KRZ exit 7V
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Plasmagas 14 1/min

Sample Depth 7 mm
Makeup gas 1,1 1/min
Carrier Gas 0,7 I/min
Option-Gas 10%
Scanzeit 0,5s

Tabelle 5: Parameter am ESI-Q-TOFMS

ESI-Q-TOFMS Parameter
Vcap (Expt 2000 V
Temperature (Gas) 200 °C
Sheath Gas Flow 12 I/min
Fragmentor 80v
lonisierung Positiv
Nebulizer 30 pisg
Massebereich (m/z) 50-1000

4.1.1.2 Elutionsbedingung
Flr die Experimente mit chromatographischer Trennung wurde die folgende Trennsaule eingesetzt

(vgl. Tabelle 6):

Tabelle 6: Parameter der Trennsaule

Gerite/ Software Spezifikation Hersteller
UHPLC- Sdule ZORBAX Eclipse plus C18; 2,1 x50 Agilent, USA
mm; 1,8 um

Flr die Gradientenelution wurden folgende Losungen prapariert:
Eluent A: 99,9% Wasser + 0,1% Ameisensaure;

Eluent B: 99,9% Methanol + 0,1% Ameisensaure

Zur Probevorbereitung wurden folgende Gerate eingesetzt (vgl. Tabelle 7):
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Tabelle 7: Gerateinformation zur Probevorbereitung

Name Type Hersteller
Mikrowelle - Anton Paar
US-Sonde Uuw 200 Bandeln electronic
Ultra-Turrax T25 Janke & Kunkel
Zentrifuge 5416 Eppendorf
Mikrowaage 210s Sartorius

4.1.2 Chemikalien

4.1.2.1 Phosphorhaltige Standardproben

Um die Detektion von Phosphor in P-enthaltenden organischen Verbindungen zu optimieren, wurden
3 Nukleotide Adenosintriphosphat (ATP), Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosinmonophosphat
(AMP) ausgewadhlt. Die Herstellung der Standardlésungen wird in Tabelle 8 beschreiben.

Tabelle 8: Verwendete Standardverbindungen mit P

Probename Molekulare Masse Konzentration Verdiinnung Bezugsquelle
AMP+2Na 391,18 g/mol 1mM 1:10 Fluka, Germany
ADP+K+2H,0 501,33 g/mol imM 1:10 Fluka, Germany
ATP+H,0+2Na(aq.) 569,15 g/mol 1mM 1:10 Fluka, Germany

Alle Ausgangslosungen der Standardverbindungen wurden mit einer Konzentration von 1mM

hergestellt und dann Aliquote auf 1ml mit Wasser auf die Endkonzentration verdiinnt.

4.1.2.2 Schwefelhaltige Standardproben
Um die Detektion von Schwefel in S-enthaltenden organischen Verbindungen zu optimieren, wurden

Naphthalensulfonsdure (NSA) ausgewahlt (Tabelle 9).

Tabelle 9: Verwendete Standardverbindung mit S

Probename Molmasse Konzentration Verdiinnung Bezugsquelle
2-Naphthalensulfonic 230 g/mol 1mM 1:10 Merck,
acid, sodium salt Germany

Die Ausgangslosung der Standardverbindung wurde mit einer Konzentration von 1mM hergestellt

und dann Aliquote von 1ml mit Wasser auf die Endkonzentration verdiinnt.
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4.1.2.3 P- und S-haltige Standardverbindungen
Die in Tabelle 10 aufgefiihrten Pestizide enthalten sowohl S als auch P, so dass die Optimierung der

Detektionsbedingungen mit Verbindungen gleichzeitig durchgefiihrt werden kann.

Tabelle 10: Verwendete Standardverbindungen mit P und S

Probename  Molekulare @ Konz. Struktur Heteroatome Quelle
Masse
[g/mol]

Fenamiphos 303,36 1 mM CHj S, P Sigma-

S .
j@\ 9 i GAldrICh’
ermany
N
H5C o) )

CHs;
Fenthion 278,33 1mM CHj3 2S,P Sigma-
.S Aldrich,
HsC % . dric
ermany
O/P\\o/CHe,
“CH,

Ethion 384,48 1 mM b : yam 45,2P Sigma-
\o\u/s\c/s\ﬂ/o Aldrich,
o/ Hy \ Germany

Alle Ausgangslosungen der Standardverbindungen wurden mit einer Konzentration von 1mM

hergestellt und dann Aliquote auf 1ml mit Wasser auf die Endkonzentration verdiinnt.

4.2 Optimierung der ICP-QQQMS Parameter fiir die Detektion von P, S, As

und Se

Unser Ziel bei dieser Arbeit ist Arsenophospholipide bzw. Arsenozucker in Algen und Fisch zu suchen,
aber bis heute ist die Information dazu noch gering. Um eine signifikante Information zu diesen
Substanzen zu erhalten, muss man die enthaltenden Elemente S und P mittels ICP-MS identifizieren,
und empfindlich detektieren kénnen. Wenn die Signale von S oder P mit As im ICP-MS
Chromatogramm (berlappen, dann kann man annehmen, dass man bei dieser Retentionszeit die
erwartete Verbindung suchen kann. Aus diesem Grund ist sowohl die Gerateempfindlichkeit als auch

die chromatographische Trenneffizienz insbesondere wichtig.
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Um hochste Empfindlichkeit zu erzielen, muss man die Parameter des Gerates optimieren. Fir ICP-
QQQMS spielen die Plasmabedingungen und die Reaktionszelle eine grofle Rolle fir eine hohe
Empfindlichkeit. In dieser Arbeit wurde Methanol als Gradient Losung ausgewahlt. Organische
Losungsmittel konnen die Empfindlichkeit des ICP-MS Signal beeinflussen. Deswegen muss der

Einfluss des Methanol Gehaltes auf die Empfindlichkeit untersucht werden.

4.2.1 Optimierung der Parameter am ICP-QQQMS

Fir die Optimierung wurde die Standardprobe von Fenamiphos mit einer Konzentration 1mM
hergestellt. Die Losung enthalt die Elemente Schwefel und Phosphor, so dass man die beiden
Elementsignal SO* (m/z=48) und PO (m/z=47) gleichzeitig sehen kann. Die Optimierung der

Empfindlichkeit wurde mit dieser Losung durchgefihrt.

4.2.1.1 Parameter zur Optimierung des Plasmas

Das dispergierte Aerosol kann leicht in einem Gasstrom transportiert werden, weil das Argon Gas
durch Spriihkammer flieRt und danach durch den ICP Brenner geht. Das ICP-QQQMS funktioniert mit
4 Gasen Plasma Gas, Carrier-Gas, Make-up-Gas und Option-Gas. Das Carrier-Gas erzeugt das Aerosol
und erzeugt den Transportfluss. Zur Verbesserung der Verneblung und Aerosolbildung wird ein
Make-up-Gas eingesetzt. Das Option-Gas wird dem Aerosolstrom nach der Sprihkammer zu

gegeben.

e Option-Gas

Das Option-Gas enthalt 20% Sauerstoff und 80% Argon. Es fordert das Verbrennen der Organischen
Losungsmittel, so dass sich keine Kohlenstoffablagerung auf den Konen bilden kann. Mit 10% Option-
Gas kénnen Messungen bis zu einem Methanolgehalt von 100% durchgefiihrt werden. Fiir die
Optimierung des Option-Gasflusses wurden 0% und 15% verglichen. Im Batch-verfahren wurden die
Losungen mit verschiedenem Methanol Gehalt hergestellt, um den Einfluss zu bestimmen. Abbildung
9 zeigt den Einfluss von Option-Gas auf die Empfindlichkeit der Detektion in Abhdgigkeit von der

Methanolkonzentration fir S und P.
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Mit 10% Option-Gas
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Abbildung 9: Einfluss des Option-Gases auf die Empfindlichkeit bei unterschiedlichen
Methanolgehalten

Vergleicht man Abbildung 9 mit verschiedenen Option-Gasmengen, kann man sehen, dass je mehr
Methanol in der Probelésung ist je kleiner ist die Empfindlichkeit. Je hoher der Gehalt des Option-
Gases ist, desto flacher verlauft die Kurve. Es gibt allerdings keinen groRen Unterschied zwischen 10%
und 15% Option-Gas. Dann kann man sagen, dass bei der Messung mit organischen Lésungsmittel
Option-Gas dazu geben werden muss, aber mehr als 10% sind nicht notwendig. Der Verlust an
Empfindlichkeit bei Verdanderung des Methanolgehaltes von 10 auf 80% betragt bei 10% Gas ca. 2,7
fir P und 4,6 flr S. Ohne Option-Gas ist der Empfindlichkeitsunterschied noch gréRer: ca. 30,5 fiir P
und 42,8 firr S. Die Werte sind bezogen auf die Verhaltnisse der Empfindlichkeit (Peakflache) bei 10%
MeOH und 80% MeOH.

e Optimierung des Carrier-Gases in Anhéingigkeit von der Fliefgeschwindigkeit

Flr die Optimierung des Carrier-Gases fiir verschiedene FlieRgeschwindigkeiten des Analyten wurden
die Intensitdts-Carrier-Gasfluss Diagramme aufgenommen. Abbildung 10 zeigt den Einfluss von
Carrier-Gas auf die Empfindlichkeit bei verschiedenen FlieRgeschwindigkeit. Zur Einstellung der
unterschiedlichen FlieBgeschwindigkeiten wurde die Drehzahl der Nebulizer-pumpe verandert.

Daraus resultiert eine FlieBgeschwindigkeit von 0,2ml/min bei 0,05 rps bis 0,94 ml/min bei 0,4 rps.
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Abbildung 10: Einfluss von Carrier-Gas auf die Empfindlichkeit bei verschiedenen

FlieRgeschwindigkeiten
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Abbildung 11: Verhaltnis zwischen Rotationsgeschwindigkeit der peristaltischen Pumpe und der
FlieBgeschwindigkeit des Eluenten
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Aus Abbildung 10 kann man sehen, dass unabhangig von der FlieRgeschwindigkeit der optimale
Carrier-Gasfluss bei 0,7 |/min fiir die hochste Empfindlichkeit fir P und S liegt. Es wird auch sichtbar,
dass der Carrier-Gasfluss einen sehr grofRen Einfluss auf die Empfindlichkeit hat und genau eingestellt
werden muss. Abbildung 11 zeigt die Abhédngigkeit der FlieBgeschwindigkeit von der Drehzahl der

peristaltischen Pumpe.

4.2.1.2 Parameter zur Optimierung der Reaktionszelle

In diese Arbeit wurde Sauerstoff als Reaktionsgas genutzt. Der Sauerstoffgehalt in der Reaktionszelle
hat auf die Vollstindigkeit der Reaktion von S* zu SO* und P* zu PO" einen groRen Einfluss und muss
optimiert werden.

o Einfluss des Sauerstoffgehalts
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Abbildung 12: Einfluss des Sauerstoffgehalts auf die Bildung von SO* und PO" in der KRZ

Aus Abbildung 12 kann man sehen, dass sich die Bildung von SO und PO" zuerst erhéht, wobei nach
ca. 30-40% Sauerstoffgehalt sich die Empfindlichkeit verringert. Das kann man damit erklaren, dass
sich mit zunehmendem Sauerstoffgehalt der Wirkungsgrad der Bildung von SO* und PO" erhéht, um
bei mehr Sauerstoff mehr Kollisionen einzugehen, die die Analytionen stark abbremsen, so dass sie
die Reaktionszelle nicht mehr in Richtung Quadrupole Q2 verlassen kénnen. Der optimale

Sauerstoffgehalt wurde zu 35% bestimmt und im Weiteren damit gearbeitet.

4.3 Einfluss des Methanol Gehalts auf Empfindlichkeit

Um den Einfluss des Losungsmittels Methanol, auf die Signalintensitdt im Massenspektrum zu
untersuchen, wurde wassrige NSA-Losung (1mg S/I), AMP-Losung (Img P/l) und Dimethylarsenat-
Losung (1mg As/l) genutzt. Der Methanolgehalt wurde zwischen 0 und 80% variiert.

4.3.1 Batch-Verfahren

Bei dem Verfahren werden die Standardlésungen mit einem Methanolanteil von 0% bis 80%

hergestellt und direkt in das ICP-QQQMS injiziert (Methanolanteil im Anhang 4 zu sehen).
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Bei dieser Parameteroptimierung wurden Lésungen von 1mg S/l und 1mg P/I untersucht.
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Abbildung 13: Empfindlichkeit bei unterschiedlichem MeOH Anteil im Batch-Verfahren

In Abbildung 13 sieht man abnehmende Intensititen fiir PO" und SO* bei Erhéhung des MeOH-
Gehaltes, das heildt, dass bei Batch-Verfahren je mehr Methanol in der Losung ist je kleiner ist die

Empfindlichkeit.

4.3.2 Einfluss des MeOH-Gehalts auf die Signalintensitat im

FlieRinjektionsverfahren

Die gleichen Standardproben wurden auch mit der Fleiinjektionsanalyse (FIA) analysiert. Als
Transportlésung vom Injektor zum Detektor wurde ein Gemisch (Eluent A: 100% Wasser + 0,1%
Ameisensdure und Eluent B: 100% MeOH + 0,1% Ameisensaure) eingesetzt. Die unterschiedlichen

Methanolgehalte wurden durch Mischen von Eluent A und B hergestellt (Tabelle im Anhang 4 sehen).

Unter dieser Bedingung der ICP-QQQMS werden durch die Lésung mit 1mg S/l und 1mg P/

untersucht, und mit dem Verhalten im Batchverfahren verglichen.
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Abbildung 14: Abhéngigkeit der Empfindlichkeit (Peakhohe und Peakflache) vom MeOH-Gehalt fiir
Phosphor (FIA)
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Abbildung 15: Abhéngigkeit der Empfindlichkeit (Peakhdhe und Peakflache) vom MeOH-Gehalt fiir
Schwefel (FIA)

Im FIA Verfahren ist die Tendenz der Signalverdanderung in Abhangigkeit vom Methanolgehalt
anderes als im Batch-Verfahren, weil die Empfindlichkeit mit zunehmendem Methanolgehalt steigt,
z.B. ist bei einem Methanolgehalt von 40% die Empfindlichkeit am hoéchsten. Es wurden auch noch As

und Se hinsichtlich der Signalbeeinflussung durch Methanol untersucht.
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Abbildung 16: Abhédngigkeit der Empfindlichkeit (Peakhohe und Peakflache) vom MeOH-Gehalt fiir
Arsen (FIA)
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Abbildung 17: Abhéngigkeit der Empfindlichkeit (Peakhohe und Peakflache) vom MeOH-Gehalt fiir
Selen (FIA)

Bei As und Se ist die Tendenz der Empfindlichkeitveranderung auch wie bei P und S. Man kann
einschatzen, dass bei dieser Methode der Einfluss von MeOH bei 30% bis 40% am hochsten.
Vergleicht man die Ergebnisse mit dem Batchverfahren, so ergibt sich ein sehr unterschiedliches

verhalten. In beiden Féllen ist es flir eine richtige Quantifizierung wichtig, das
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Empfindlichkeitsfaktoren in Anhangigkeit vom MeOH-Gehalt eingefiihrt werden missen oder es sind

technische Voraussetzungen zu schaffen, die einen stabilen MeOH-Gehalt garantieren.

4.3.3 Andere Einfliisse auf die Signalintensitat

Um eine hohe und stabile Empfindlichkeit zu bekommen, hat man eine Gegengradient-Methode mit
zwei UHPLC getestet. Zwei UHPLC werden (ber ein T-Stliick miteinander verbunden. Die
Gradientenlosung wird mit einem gegenldufigen Gradienten vermischt, so dass eine konstante
Methanolkonzentration entsteht. Die Bedingungen fiir die Arbeitsweise der Gegengradienten-
Methode gehen aus Tabellen 11 und 12 hervor. Zur Verfolgung der Stabilitdt des resultierenden
Eluenten wurde der zweiten HPLC Germanium (m/z=74) als interner Standard zugesetzt und
mitdetektiert. Die Chromatogramme kann man im Anhang 1 sehen.

Tabelle 11: Eluenten Lésungen und FlieBbedingungen

Erste UHPLC Zweite UHPLC
Eluent A 99,9% Wasser + 0,1% Ameisensaure 100 ppb Ge + 0,1% Ameisensaure
+ H,0
Eluent B 99,9% Methanol + 0,1% Ameisensdure 100 ppb Ge + 0,1% Ameinsensaure
+ MeOH
Sdule - -
FlieBgeschwindigkeit 0,5 0,25
[ml/min]
Druck [bar] 75 6-9
Tabelle 12: Gradienten Tabelle
Time Erste UHPLC Zweite UHPLC
[min] A [%] B [%] A [%] B [%]
0 100 0 0 100
2 20 80 80 20

Auch die isokratische Zugabe von Methanol fiihrt zur Verringerung des Methanoleinflusses auf die
Empfindlichkeit. Beide Techniken verdiinnen aber die getrennten Analyte, so dass insgesamt nur eine
geringe Verringerung der Empfindlichkeitsverbesserung zu sehen ist, die nicht von der Retentionszeit
abhidngig, so dass keine retentionszeit-abhangigen Empfindlichkeitsfaktoren benétigt werden. Die

Chromatogramme sind im Anhang 2 zu sehen.
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5.Ergebnisse und Diskussion

5.1 Detektion von Standardproben mit ICP-QQQMS/ESI-Q-TOFMS

Im Folgenden wird die Bestimmung von Verbindungen mit den Heteroatomen S oder P und S und P
beschrieben: Zu den Verbindungen mit P zdhlen die Nukleotide. Zu den Verbindungen mit S zahlt
Naphthalensulfonsdure. Zu den untersuchten Pestiziden gehoren Verbindungen mit S und P. Die

Gradienttabelle der Detektion wird im Anhang 4 gezeigt.

5.1.1 Detektion von P- Standardproben

Die in Tabelle 13 aufgefiihrten Nukleotide und deren Detektionsbedingungen mit ICP-MS und ESI-MS
wurden fir die Untersuchungen fiir P-enthaltende Verbindungen verwendet.

Tabelle 13: Detektierte Massen im ICP-MS und ESI-MS (m/z) fiir Nukleotide

Untersuchungsstoffe ICP-QQQMS Positiv ESI-Q-TOFMS
m/z Reaktionsgas [M+H]" Chemical Formal
AMP 31-->47 0, 348,0704 CyoH15NsO,P”
ADP 31-->47 0, 428,0367 C10H16NsO10P5"
ATP 31-->47 0, 508,0030 CyoH17N5O13P5"

Der erste Quadrupol in ICP-QQQMS wihlt P* mit m/z=31 aus, in der KRZ mit Reaktionsgas O, gefiillt

31p180* mit m/z=47, der zweite Quadrupol wahlt m/z=47 aus, dann wird das lon

und reagiert es zu
detektiert. Und zur entsprechenden Retentionszeit kann man die spezifische Molmasse im ESI-Q-

TOFMS Chromatogramm suchen.

Fir ATP konnte kein Molmassesignal [M+H]" gefunden werden, so dass nur mit ADP (Abbildung 18)
und AMP (Abbildung 19) weitergearbeitet wurde. Man kann die Peaks im Chromatogramm sehen,

und die entsprechenden Massen finden.
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Abbildung 18: ICP-QQQMS/ESI-Q-TOFMS Chromatogramm von ADP
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Die Retentionszeit fiir ADP in ICP-QQQMS Chromatogramm ist 0,5 min. Dann sucht man in ESI-Q-

TOFMS Chromatogramm die entsprechende Zeit, und kann dann im Massespektrum die akkurate

Masse von m/z=428,0367 ermitteln.
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Abbildung 19: ICP-QQQMS/ESI-Q-TOFMS Chromatogramm von AMP

In dem Massespektrum kann man sehen, dass die héhest Intensitdt von AMP m/z=348,0704 ist. Die
Retentionszeit in beiden Detektoren ist 0,6 min. Und beim zweiten Peak in ESI-Q-TOFMS gibt es keine

Phosphorsignal in ICP-MS, deswegen ist das eine Verbindung, die nicht zu den Nukleotiden gehort.

5.1.2 Detektion von einer S- Standardprobe

Wie aus Tabelle 14 ersichtlich, wurde fiir die S-Detektion die Naphthalensulfonsdure ausgewahlt. Bei
dieser Standardprobe wird der erste Quadrupol in ICP-QQQMS S* mit m/z=32 ausgewihlt und in der
KRZ mit Reaktionsgas O, reagiert es zu 3251%0" mit m/z=48. Der zweite Quadrupol wahlt m/z=48 aus,
dann wird das lon detektiert. Und zur entsprechenden Retentionszeit kann man die spezifische

Molmasse im ESI-Q-TOFMS Chromatogramm suchen.

Tabelle 14: Detektierte Massen im ICP-MS und ESI-MS (m/z) fiir NSA

Untersuchungsstoffe ICP-QQQMS Positiv ESI-Q-TOFMS
m/z Reaktionsgas [M+H] Chemical Formal
NSA 32-->48 0, 209,0300 CyoH;05S"
2x10°
ICP-QQQMS ESI-Q-TOFMS
= |
>
S
B 1x10° 1
2
)
= J
0 I I ' I ' I ' 1
0 2 4 6 8 10

Retentionszeit [min]

Abbildung 20: ICP-QQQMS/ESI-Q-TOFMS Chromatogramm von NSA
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Die Retentionszeit von NSA betrdagt 2 min, wobei die beiden Detektoren einen Unterschied von ca.
0,03 min haben. Die hochste Intensitdt im Massenspektrum von NSA ist bei m/z=209,03. Der erste
Peak im Chromatogramm (Abbildung 20) liegt im Totvolumen und ist eine unbekannte Verbindung
sowie auch diejenigen im Retentionsbereich von 3-8 min. Wie man am Schwefelsignal erkennen

kann, enthalten diese Verbindungen keinen Schwefel.

5.1.3 Detektion von P- und S-Standardverbindungen (Pestizide)

Fir die simultane Detektion von S und P in einer Verbindung wurden die Tabelle 15 beschriebenen
Pestizide genutzt. Bei dieser Standardprobe werden gleichzeitig im ersten Quadrupol im ICP-QQQMS
die Masse fiir P* mit m/z=31 und S* mit m/z=32 ausgewahlt. In der KRZ mit Reaktionsgas O, reagiert
es zu *'P'®0 mit m/z=47 und **S™0" mit m/z=48. Der zweite Quadrupol wahlt PO* m/z 47 und SO*
m/z=48 aus, dann wird das lon detektiert. Und zur entsprechenden Retentionszeit kann man die
spezifische Molmasse im ESI-Q-TOFMS Chromatogramm suchen.

In Abbildung 21, 22 und 23 zeigt ESI-Q-TOFMS Chromatogramme (TIC) und die Elemente P und S
bezogene ICP-QQQMS Chromatogramme (TIC).

Tabelle 15: Detektierte Massen im ICP-MS und ESI-MS (m/z) fiir ausgewihlte Pestizide

Untersuchungsstoffe ICP-QQQMS Positiv ESI-Q-TOFMS
m/z Reaktionsgas [M+H]* Chemical Formal
Fenamiphos 31-->47 0, 304,1131 Ci13H,3NO;PS’
32-->48
Fenthion 31-->47 0, 279,0273 C1oH1605PS,"
32-->48
Ethion 31-->47 0, 384,9949 CoH»304P5S,"
32-->48
7x10" 5
— 6x10'] 'CP-QQQMS ESI-Q-TOFMS
c .
é 5x10’ 5
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Abbildung 21: ICP-QQQMS/ESI-Q-TOFMS Chromatogramm von Fenamiphos
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Aus Abbildung 21 kann man sehen, dass die Retentionszeit von Fenamiphos in beiden Detektoren ca.
4,8 min ist. Mit dem ESI-MS co-eluieren auch P und S Signale vom ICP-MS Peak stellt hohest
Intensitdat von Fenamiphos m/z=304,1078 (m/z.,.=304.1131). Die zweite Intensitdt von m/z=
607,2101 ist die doppelte Masse von m/z 304,1078 (CyHasN20¢P2S," M/zc0.=607.2189 [2M+H]").
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Abbildung 22: ICP-QQQMS/ESI-Q-TOFMS Chromatogramm von Fenthion
Von der Uberklappte Peak aus Abbildung 22 ist die Retentionszeit in beiden Detektoren ca. 5,8 min.
Dann sucht man die entsprechende Intensitat in ESI-Q-TOFMS Software, die Intensitat von Fenthion

m/z=279,0307 (M/z.,.=279,0273 )ist. Die anderen Peaks in ESI-Q-TOFMS sind Verschmutzung.
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Abbildung 23: ICP-QQQMS/ESI-Q-TOFMS Chromatogramm von Ethion

In der Abbildung 23 findet man Ethion bei der Retentionszeit ca. 7,5 min. Man sucht die
entsprechende Intensitat in ESI-Q-TOFMS Software, die Intensitit von Ethion [M+H]" m/z=385,0004
(M/2c01c=384.9949) ist, m/z=199,005 ist ein Anteil von Ethionstruktur CsH;,0,PS,"-Radikal
(mM/2.4.=199.0016).

5.2 Kalibrierung und LOD-, LOQ-Bestimmung

Kalibrierung ist eine Methode um unbekannte Konzentrationen eines Stoffes in einer Probe zu
bestimmen. Uber eine lineare Regression kann ein Zusammenhang zwischen Signalintensitit (z.B.

Peakflache) und der bekannten Konzentration hergestellt werden.
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Die Formel firr die Kalibration lautet: y = ax + b. Y ist Messwert, x ist die bekannte Konzentration, a

bedeutet hier Anstieg der Geraden, b ist y-Achsenabschnitt.

Die Kalibrierung wird mit dem ICP-QQQMS FIA-Verfahren durchgefiihrt. Die Massen m/z=47 (PQO’),
m/z=48 (SO+), m/z=91 (AsO*) und m/z=94 (SeO*) wurden dazu verwendet. Um einen besseren
Massebereich zu erkennen kann man auch As* zu AsO* betrachten. Die Mittelwerte der Peakflichen

der Replikate (n=3) wurden gegen die jeweilige Konzentration aufgetragen.

Zur Kalibrierung wurde eine Verdinnungsreihe (ug S/l bzw. pg P/1) von 5ug/|, 10pug/l, 25ug/l, 50ug/|,
100ug/l und 200ug/l hergestellt. Fur die Kalibrierung von Phosphor und Schwefel fur die
Verbindungen Fenamiphos, Fenthion und Ethion wurden die Konzentrationen auf die jeweilen
Elemente bezogen. Auch die Kalibrierung von Arsen mit Dimethylarsenat (DMA) wurde auf die Masse
von Arsen bezogen. Es wurde mit 2 unterschiedlichen Methanolgehalten im Eluenten (0% MeOH und
40% MeOH) kalibriert. Der Vergleich der Anstiege der Kalibrationsgeraden zeigt den Einfluss des

organischen Losungsmittels auf die Empfindlichkeit der Detektion.

5.2.1 Kalibration fiir die Elemente der 5. Hauptgruppe

5.2.1.1 Phosphor
Abbildung 24 zeigt die Kalibrationen von P im Konzentrationsbereich von 25 bis 200 pg P/l ohne

Methanol und mit 40% Methanol im Eluenten.

31547 PO 31->47 PO
105 | y = 598.322353 * x +0.000000E+000 x10 6 | y = 3589.243294 * x + 0.000000E+000

R = 0.9990 R = 0.9990

DL = 4] DL=—

BEC = 0 ug/ BEC =0 ug/I

1.5

Count
Count

0.54

100.0 200.0
Conc(ug/) Conc(ug/l)

100.0 200.0

Abbildung 24: Kalibrierung von P mit FIA-Verfahren bei 0% MeOH (Links) und 40% MeOH (Rechts)

Aus den Kalibrierungsgeraden konnte nun die Steigung, welche ein MaR fiir die Empfindlichkeit
dargestellt, entnommen werden und mit dieser und der Standardabweichung die Nachweisgrenze

(LOD: Limit of Detektion) und Bestimmungsgrenze (LOQ: Limit of Quantification) bestimmt werden.

3xStandardabweichung

LOD= -
Anstieg

9xStandardabweichung

LOQ=
Q Anstieg
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Aufgrund der unterschiedlichen Anstiege z.B. in Abbildung 24 von a = 598 bei 0% MeOH und 3589 bei
40% MeOH ist die Nachweisgrenze 25 ppb P bzw. 5 ppb P. Die Steigerung des Anstiegs a bei 40%
MeOH ist ca. 6 fache bezogen auf a bei 0% MeOH. Das Bestimmungheitsmal® besitzt in beiden
Regressionen den Wert von r’= 0,999.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 dargestellt. Man sieht, dass die Nachweisgrenze durch ein
organisches Losungsmittel wesentlich verbessert werden kann.

5.2.1.2 Arsen

Abbildung 25 zeigt die Kalibration von As im Konzentrationsbereich von 25 bis 200 pg As/I.

75->91 AsO 75->91 AsO
x10 6 | y=5932.6254 * x +32530.0000 x107 | y=37610.901127 * x + 0.000000E+000
R=0.9997 R = 1.0000
DL=0ug/ 1] DL =---
BEC =5.483 ug/l BEC =0ug/l

1.54

Count
Count

0.5

o4
100.0 2000 ‘ 1000 200.0
Conc(ug/l) Conc(ug/l)

Abbildung 25: Kalibrierung von As mit FIA-Verfahren bei 0% MeOH (Links) und 40% MeOH (Rechts)

Bei Arsen ist die Kalibrierung mit einem Methanolgehalt 40% sehr gut. Die Steigerung bei 40% MeOH
ist ca. das 6 fache wie bei 0% MeOH. Die analytischen Parameter fiir die As-Bestimmung sind in

Tabelle 16 zusammengefasst.

5.2.2 Kalibration fiir die Elemente der 6. Hauptgruppe
5.2.2.1 Schwefel

Abbildung 26 zeigt die Kalibration von S im Konzentrationsbereich von 25 bis 200 pg S/I.

32->48 SO 32->48 SO
x105 | y=2062.1335 * x +5241.0000 x105 | y=2165.2626 * x +68424.0000
R=0.9879 R = 0.9992
DL =0 ug/l DL =0 ug/l

BEC = 2.542 ug/l BEC = 31.6 ug/l

Count
Count

100.0 200.0 ‘ ‘ 100.0 200.0
Conc(ug/l) Conc(ug/l)

Abbildung 26: Kalibrierung von S mit FIA-Verfahren bei 0% MeOH (Links) und 40% MeOH (Rechts)
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Aus der Kalibrierung von Schwefel geht hervor, dass ohne und mit 40% Methanol die
Nachweisgrenze weniger als 5 ppb S betragt, aber bei 0% MeOH ist das Bestimmtheitsmal weniger

als 0,995. Die analytischen Parameter fiir die S-Bestimmung sind in Tabelle 16 zusammengefasst.

5.2.2.2 Selen
Abbildung 27 zeigt die Kalibration von Se im Konzentrationsbereich von 25 bis 200 pg Se/I.

78 ->94 SeO 78 -> 94 SeO

x104 | y=120.008471 * x +0.000000E+000 x105 | y =765.081972 * x +0.000000E+000
R = 0.9932 R = 09998

DL =-- DL =

BEC =0 ug/l

N

{BEC=0ugl

Count
Count

ol
100.0 2000 ' 100.0 2000
Conc(ug/l) Conc(ug/l)

Abbildung 27: Kalibrierung von Se mit FIA-Verfahren bei 0% MeOH (Links) und 40% MeOH (Rechts)

Bei Selen ist das BestimmtheitsmalR bei der Kalibration ohne MeOH kleiner als 0,995, und die
Nachweisgrenze betrdgt 11 ppb Se. Bei 40% MeOH wird Selen 6,4-mal empfindlicher detektiert,
woraus eine Nachweisgrenze von 5 ppb Se resultiert. Die analytischen Parameter fiir die Se-

Bestimmung sind in Tabelle 16 zusammengefasst.

Tabelle 16: LOD- und LOQ-Bestimmung fiir P, S, As und Se bei unterschiedlichen Methanolgehalten

0% MeOH 40% MeOH
LOD LoqQ a R’ LOD LoQ a R’
[ng Se/L] [mg Se/L] [ugSe/L]  [ugSe/L]
P 5,60 16,79 598,322  0,9990 1,10 3,43 3589,243  0,9990
As 1,03 3,10 5932,6  0,9997 0,54 1,63 37610,9 1
s 5,50 16,50 2062,134  0,9879 4,73 14,19 2165263  0,9992
Se 11,55 34,65 120,008 0,993 0,74 5,22 765,082 0,9998

Vergleicht man die Kalibrierung der vier Elemente P, As, S und Se, so ist die Kalibrierung bei 40%
MeOH empfindlicher, und die berechneten LOD-Wert und LOQ-Wert niedriger. Man kann sagen,

dass die Messung mit 40% MeOH niedrigere Konzentrationen bestimmt werden kénnen.
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6. Anwendungen

Die Bestimmung von organischen Substanzen wie Pestizide, Farbstoffe oder Pharmaka in der Umwelt
ist eine wichtige Aufgabe zum Schutz des Menschen. Darunter befinden sich auch zahlreiche S- und
P- oder S, P- enthaltende Substanzen, die identifiziert und quantifiziert werden miissen. Neben dieser
anthropogenen Belastung enthalten auch natirliche Verbindungen in Pflanzen, Tieren und im
Menschen diese Heteroatome. Beispiele sind Glutathion und Phytochelatine fiir S-heteroatomare
Verbindungen, Nukleotide und Phospholipide fiir P-heteroatomare Verbindungen sowie
Selenoproteine fiir Se-heteroatomare Verbindungen. Natirlichen Ursprungs kdénnen auch As-
heteroatomare Verbindungen sein, wie sie in Meeresorganismen wie Algen und Fischen gebildet
werden. Zum Beispiel bilden Algen Arsenozucker und Fische Arsenolipide. Zu diesen
Verbindungsklassen wurden im Rahmen dieser Arbeit Untersuchungen durchgefiihrt, die im

folgenden Abschnitt beschrieben werden.

Uber die erste Struktur der Arsenolipide hat Morita et al. " in der Brown Alge Undaria pinnatifida
berichtet. Jetzt haben Carcia-Salgado et al. 28] noch gezeigt, dass zwei Brown Algen Undaria

pinnatifida und Hizikia fusiformis Arsenophosphorlipide (AsPL) enthalten.

In dieser Arbeit werden Untersuchungen zum Auftreten von AsPL in Algen und in Dorschleber

untersucht.

6.1 Algen

Algen sind an der Basis der Nahrungskette, und kénnen groBe Mengen von Arsen in der Form von
einer ganzen Reihe von wasser- und lipidléslichen Verbindungen akkumulieren. Es ist ein Teil des
biogeochemischen Arsenzyklus. AsPL als hochmolekulare Arsenverbindungen sind bis jetzt eine
Vebindungsgruppe (iber die keine toxikologischen Informationen verfligbar sind. Die Identifizierung
von Lipidstrukturen ist nicht einfach aufgrund der hohen Anzahl von verschiedenen Fettsauren und
Kopfgruppen in komplexen Lipidgemischen. Die Polaritdt und die Arsengruppe haben einen starken
Einfluss auf die Eigenschaften der Phospholipid®®. Um die strukturellen und Signalfunktion zu

bewerten, ist die Kenntnis der Lipidstruktur sehr wichtig.

6.1.1 Probenahme

In dieser Arbeit wurden die in Abbildung 28 gezeigten 4 getrockneten Algenproben untersucht, dies
sind Meeresalgen C7 (interne Nummerierung), japanische Meeresalgen (MA1 und MA2 (Hijiki®")),
und das Standardreferenzmaterial NIES 9 (Asiw 115 mg/kg). Von allen Proben wurden jeweils 200
mg eingewogen und in 10ml MeOH/H,O Gemisch mit Verhiltnis 1:1 extrahiert. Um die Analyte

moglichst vollstandig zu extrahieren, stellt man die Proben in einen Horizontalschiiltter und schiittelt
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sie mit 200 s™. Nach 24 Stunden (Raumtemperatur) wurden die Proben mit 4000 rps 10 min
zentrifugiert. Die MeOH/H,0 Lésungen wurde vom Feststoff abgetrennt und mit ICP-QQQMS und
ESI-Q-TOFMS gemessen.

Abbildung 28: Untersuchte Meeresalgen (UFZ)

6.1.2 Identifizierung

Die Geratebedingungen sind gleich wie die oben gezeigten Bedingungen. Die Trennbedingungen
(Gradient) sind im Anhang 4 zusammengefasst. Zum Vergleich wurde noch eine Poroshell Saule
eingesetzt (Poroshell, 120EC-C18; 3,0 x 150mm, 2,7 um), mit der die Trennung aber nicht verbessert

werden konnte (Vergleiche der Chromatogramme im Anhang 3 zu sehen).

In den Extrakten der Algen MA C7 und NIES 9 konnten sowohl AsO" als auch PO" Signale gefunden
werden (Abbildung 29 und 30), die auf das Vorhandensein von Asenolipiden hinweisen. Es konnte
aber keine typische Masse fiir die am meisten auftretenden AsZ (AsZ-OH, AsZ-SO3, AsZ-SO,, AsZ-PQ,)
gefunden werden. Fir MA 1 und MA 2 (Abbildung 31 und 32) wurde auch nach méglichen AsPL

gesucht, da P und As Signale coeluieren.
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Abbildung 29: ICP-MS und ESI-MS Chromatogramm von MA C7 und maoglicher Asenolipidpeaks
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Abbildung 30: ICP-MS und ESI-MS Chromatogramm von NIES 9 und méglicher Asenolipidpeaks
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Abbildung 31: ICP-QQQMS und ESI-Q-TOFMS Chromatogramm (TIC und EIC’s) fiir MA 1
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Abbildung 32: ICP-QQQMS und ESI-Q-TOFMS Chromatogramm (TIC und EIC’s) fiir MA 2

Aus dem ICP-QQQMS Chromatogramm kann man sehen, dass die moglichen AsPL (blauer Rahmen)
Peaks im Retentionszeitbereich von 20min bis 27min zu finden sein sollte, da dort iberlappende
Peaks von As und P erscheinen. Dann sucht man mégliche [M+H]" Massen im ESI-Q-TOFMS
Chromatogramm und ermittelt die Summenformel. Strukturvorschlage wurden fir Arsenozucker in

der Literatur® BB peschrieben. Als Beispiel ist AsZ-PO, Struktur gestellt (Abb. 33), welche
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gleichzeitig die Elemente As und P enthalt.
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Abbildung 33: AsZ-PO, Struktur'®®

Anhand dieses Strukturvorschlages wiirde man die entsprechende Struktur fiir die Formen in Tabelle

17 zeichnen. Es konnten in den Algen MA 1 und MA 2 insgesamt 4 Massen gefunden werden, die

auch Feldman et al. ®Y beschrieben wurden.

Tabelle 17: Gefundene AsPL in Meeresalgen (MA1 und MA2) und Vorschlage fiir die Struktur

Verbindung

AsPL-981
AsPL-983
AsPL-985

AsPL-987

Die 16: 0 bedeutet 16 Kohlenstoffketten ohne Doppelbindung.

MA 1
[M+H]
981,5358
983,5564
985,5678

935,5696

6.2 Dorschleber

MA 2
M +H]
981,5359
983,5569

985,5678

Chemical Formel

C48H91A5013P+
C48H93A5013P+
C4sHosASO13P”

C48H93A5010P+

Kettenldnge fiir 2“ mit
Doppelbindung/Kettenldnge fiir 3“
mit Doppelbindung

C16:0/ C19:3
C16:0/ C19:2
C16:0/ C19:1

C16:0/ C19:2

Arsenophospholipide hat man schon in Algen und Fisch gefunden. Auch in der Dorschleber konnten

Arsenolipide gefunden werden® (Anhang 5). Ob aber auch in der Dorschleber auch As-PL zu finden

sind, das interessiert man sehr.

Deswegen wurde auch im Rahmen dieser Arbeit versucht,

Arsenophospholipide und deren Hydrolyseprodukte zu finden. Fir diese Aufgabe wurde die Dosen-

Dorschleber mit Methanol extrahiert und der Extrakt einer chemischen Hydrolyse unterzogen.
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6.2.1 Probenahme

Die experimentelle Arbeitsweise zeigt Abbildung 34.

Dorschleber

\

Total Arsen 1 MeOH

\

Total Arsen 2 Hydrolysierung

NaOH

/

Total Arsen 3

HCI

\

Total Arsen 4

ICP-QQQMS / ESI-QTOFMS

ICP-QQQMS / ESI-QTOFMS

Abbildung 34: FlieBschema der Dorschleberextraktion und der HCl bzw. NaOH Hydrolyse

14,9g Dosen-Dorschleber wurde eingewogen und homogenisiert mittels Ultra-Turrax. Davon wurde
2-mal jeweils ca. 0,2g mit 5ml HNO; und 0,5ml H,0, mittels Mikrowellenaufschluf® aufschlossen und
dann der totale Arsengehalt bestimmt. Die Restprobe vom 14,5 g wurde mit Methanol auf 35ml
aufgefillt. Es wird mit fokussiertem Ultraschall 3-mal jeweils 15min extrahiert und dann mit
Zentrifuge 4000 rpm 10min zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren erhdlt man 3 Schichten, eine
methanolische Schichte oben, den restlichen Feststoff unten und in der Mitte eine Olschicht. Von
jeder Schicht wurde mit gleicher Methode der totale Arsengehalte bestimmt. Auf der anderen Seite
wurden die Losungen und der Feststoff mit Natronlauge bzw. Salzsdure versetzt, und danach mit
Schittler 22 Stunden bei 40°C geschiittet. Die Hydrolyse Losungen wurden mit gleicher Methode auf
den totalen Arsengehalt untersucht und mit der Kopplungsmethode ICP-QQQMS/ESI-Q-TOFMS auf

Arsenspezies untersucht. Die Hydrolysebedingungen sind in Tabelle 18 zusammengefasst.
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Tabelle 18: Probebehandlung mit NaOH bzw. HCI

Probename Einwaagen MeOH NaOH (1M) HCI (1M)
methanolische Schicht 50 ul 250 pl 250 pl -
methanolische Schicht 50 ul 250 pl - 250 pl
Feststoffschicht 02¢g 250 ul 250 ul -
Feststoffschicht 02¢g 250 pl - 250 pl
Olschicht 250 ul 250 ul 250 ul -
Olschicht 250 ul 250 ul - 250 ul

6.2.2 Quantifizierung von Arsen in den einzelnen Fraktionen

Die feste und die flissigen Phasen nach Zentrifugieren werden mit Salpetersdaure und
Wasserstoffperoxid in der Mikrowelle aufschlossen. Die totalen Arsengehalte werden mit ICP-MS
bestimmt. Man erhélt die Arsen totalgehalte 1 bis 4 (Abbildung 34). Total Arsen 1 und 2 sind die As-

Gehalte vor der Hydrolyse und Total Arsen 3 und 4 die Arsengehalt nach der Hydrolyse.

Tabelle 19: Arsengehaltsverteilung im Rohextrakt, der 6ligen Phase und des Feststoffes der
extrahierten Dorschleber

Probename Einwaage @ Behandlung [As] [Asliotal Prozent Wiederfindu
[%] -ngsrate [%]
(ICP-Ms) [mne/sl
[ng/ml]
DDL (a) 0,200 g MW 33 4,12
DDL (b) 0,201 g MW 30 3,73 3,9 100 -
methanolische 1ml MW 31 0,88
und Olschicht (a)
0,87 22,17
methanolische 1ml MW 30 0,86
und Olschicht (b)
Feststoffschicht 0,201 g MW 25,2 3,13 LB
(a)
3,2 81,32
Feststoffschicht 0,208 g MW 27 3,25

(b)

Hier bedeutet DDL die Kurzschreibung fiir Dosen-Dorschleber, MW ist die Kurzschreibung von

Mikrowelle. Aus der Tabelle sieht man, dass die DDL 3,9 pg/g Arsen enthilt. Im Feststoff sind nach
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Extraktion noch groRe Mengen an Arsen (3,2 ug/g; 81,3%) enthalten. In der flissigen Phase sind
dagegen nur 0,87 pg As/g (22,2%) enthalten. Die Wiederfindungsrate ist mit 103,5% ein bisschen
mehr als 100%. Aber unter Berlicksichtigung der Fehlergrenze ist sie kleiner als 5%. Grund dafir

kdnnten Fehler beim Probenaufschluss, bei der Messung oder Wagefehler sein.

Die hydrolysierten Proben wurden ebenfalls auf den As-Totalgehalt untersucht. Es wurden 100 ul
eingenommen, und mit 5 ml Salpetersdure und 0,5 ml Wasserstoffperoxid in der Mikrowelle
aufschlossen. Die Aufschlusslésungen wurden dann mit Wasser auf 25 ml aufgefillt. Daraus

errechnet man dann die totalen Arsengehalte.

Tabelle 20: Arsengesamtgehalte in Proben nach saurer und alkalischer Hydrolyse

Probename Hydrolyse Einwaagen Behandlung As (ICP-MS) As-Gehalt in
[ul] [ng/ml] Hydrolyse
[ne/sl

MeOH NaOH 100 MW 3,5 1,1
Schicht

MeOH HCI 100 MW 2,8 0,9
Schicht

Feststoff NaOH 100 MW 3,3 1,6
Feststoff HCI 100 MW 2,3 0,8
Olschicht NaOH 100 MW 4 2,3
Olschicht HCl 100 MW 3,9 2,2

Vergleicht man Tabelle 19 und Tabelle 20 kann man sehen, dass nach Hydrolysierung der totale
Arsengehalt bei methanolische und Olschichte mit dem vor der Hydrolyse (ibereinstimmt
(Fehlerbereich + 5%). Beim Feststoff werden weitere Arsenverbindungen extrahiert, die
Hydrolyseprodukte sein sollten. Es gibt aber groRe Unterschiede zwischen der Hydrolyse mit NaOH
(1,6 pg As/g) und HCI (0,8 ug As/g). Vielleicht wird die Metabolisierung der Arsenverbindung mehr
unter alkalischen Bedingungen verbessert. Dies spiegelt sich allerdings nicht bei der Hydrolyse der
Olschicht wieder. Sowohl mit NaOH (2,3 ug As/g) als auch mit HCl (2,2 pg As/g) werden gleiche As-
Gehalt gemessen. Diese Gehalte sind sehr hoch, so dass in der oligen Losung noch unpolare

Arsenverbindungen vorhandeln sein sollten.

Dann quantifiziert man noch den totalen Arsengehalt aus der Summe der Arsenspezies nach

Hydrolysierung durch Integration aller Arsenpeaks im ICP-MS Chromatogramm. Durch den Vergleich
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der beiden Methoden kann man bestimmen, wieviel Arsen in Form der Arsenspezies

chromatographiert werden kdnnen.

Tabelle 21: Quantifizierung des chromatographierbaren Anteils der Arsenspezies

Probename Hydrolysierung = Einwaagen AS onz. As-Gehalt
[u] [ng /1] [me/el

Rohextrakt - 100 897 1,0
Aufkonz. - 100 13468 1,4
Rohextrakt

MeOH Schicht NaOH 100 1346 0,8
MeOH Schicht HCI 100 1369 0,9
Feststoff NaOH 100 682 1,3
Feststoff HCI 100 654 1,4
Olschicht NaOH 100 1048 2,4
Olschicht HCl 100 1082 2,6

Beim Vergleich von Tabelle 20 und 21 kann man sehen, dass der Arsentotalgehalt nach
Mikrowellenaufschluss mit der Summe der Arsenspezies Uibereinstimmt (Fehlerbereich £5%). Es gibt
keinen groRen Unterschied zwischen der Hydrolyse mit NaOH und HCI. Aber die Quantifizierung der
Feststoffschicht nach saurer Hydrolyse mit Mikrowelle (0,8 pug As/g) zeigt eine geringere
Konzentration als die Quantifizierung Uber die Arsenspezies im ICP-MS Chromatogramm (1,4 ug
As/g). Fir alle anderen Hydrolysate wurden gute Ubereinstimmungen der Konzentrationswerte
erhalten. Die Auswertung erfolgte mit dem retentionszeit-abhdngigen Empfindlichkeitsfaktor
Methode (Vergleich mit dem retentionszeit-unabhangigen Empfindlichkeitsfaktor Methode im
Anhang 4 zu sehen). Um herauszufinden, welche Arsenspezies in den Extrakten und Hydrolysaten
vorhanden sind, wurden danach alle Proben mit der Kopplungsmethode UHPLC-ICP-QQQMS / ESI-Q-
TOFMS analysiert.

6.2.3 Identifizierung der Arsenspezies in Extrakten und Hydrolysaten

Die Analyse der Dorschleber Extrakte und Hydrolysate erfolgte mit derselben Methode, die bei den
Algen zum Einsatz kam. Die erhaltenen Chromatogramme werden nach verschiedenen Aspekten

betrachtet:

1. Vergleich der Chromatogramme, erhalten durch verschiedene Hydrolysebedingungen mit

NaOH bzw. HCI; (vgl. Abbildung 35, 36 und 37)
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IT. Vergleich der Chromatogramme der drei Phasen (MeOH, Feststoff und Ol) in Abhingigkeit
von den Hydrolysebedingungen; (vgl. Abbildung 38)
ITI.  Vergleich des Rohextraktes mit den hydrolysierten Proben. (vgl. Abbildung 39)

Aus diesen Vergleichen soll ersichtlich werden, in welcher Weise sich das Arsenspezies-Muster durch
die alkalische bzw. saure Hydrolyse verandert und welche Arsenverbindungen durch diese Prozesse

gebildet oder abgebaut werden.

6.2.3.1 Vergleiche der Chromatogramme unter alkalischen und sauren Bedingungen

In dem griin markierten Bereich sind die Arsenolipide anzutreffen. Der mit in blauen Line markierte
Bereich ist der Retentionsbereich, wo As-PL anzutreffen sein sollten. Aus den Abbildung 35, 36 und
37 kann man sehen, dass bei alkalischen Bedingungen mehr Peaks als unter sauren Bedingungen zu
sehen kann. Aus Abbildung 37 wird ersichtlich, dass nach alkalischer Hydrolyse noch zahlreiche
Arsenolipide vorhanden sind, die im Falle der sauren Hydrolyse zu polaren Verbindungen abgebaut

wurden, wie aus der Intensitat des Peaks bei 0,5 min hervorgeht.

—— PO31 -> 47
AsO75 -> 91

mit NaOH hydrolysiert
Arsenolipide

e
]
20

PS5 30 35 40

Intensitat [count]
[N
fe)
X
[
OU’\
J

mit HCI hydrolysiert

1 -~
T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

Abbildung 35: ICP-MS Chromatogramme der MeOH Schicht mit NaOH und HCI hydrolysiert
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Abbildung 36: ICP-MS Chromatogramme des Feststoffs mit NaOH und HCI hydrolysiert
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Abbildung 37: ICP-MS Chromatogramme der Olschicht mit NaOH und HCI hydrolysiert
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6.2.3.2 Vergleich der ICP-MS Chromatogramme der drei Phasen

Aus Abbildung 38 kann man erkennen, dass die Olschicht mehr Arsenolipide enthilt als die anderen
Phasen. In der MeOH Phase kann man nur kleine Peaks im Retentionszeit-bereich von 17,5 bis 23,5
min sehen. Beim Feststoff-Hydrolysat kann man Arsenolipide bereits bei Retentionszeiten von 13min
bis 25 min sehen und beim Ol-Hydrolysat bereits ab 10 min bis 29 min. Die genaue Struktur der
Arsenolipide im Feststoff-Hydrolysat und der Olschicht kann man im Anhang 6 sehen, die

entsprechenden Arsenolipid-Strukturen werden im Anhang 5 aufgezeigt.

4x10°
s b — PO+ 31->47
3x10" T AsO+ 75->91 methanolische Schicht
2x10°
1x10° 1 L
4] N~ ——
0 +— T T T T T T Jl\,\— T T T T I\/' 1
= 4x10° 9 5 10 15 20 25 30 35 40
> o
Q 5
2. 3x10° ] Feststoffschicht
8 ox10° 4
2 J
D 1x10° k
£ 4
0o
T T T T T T T T T T T T T T T 1
ax10° 9 5 10 15 20 25 30 35 40
3x10° - Olschicht
2x10°
1x10° 1
s
——T—T— 77
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

Abbildung 38: Vergleich der ICP-MS-Chromatogramme der drei Phasen nach alkalischer Hydrolyse

6.2.3.3 Vergleich der ICP-MS Chromatogramme der hydrolysierten Probe und des Rohextraktes
Vergleicht man die Chromatogramme der hydrolysierten Rohextrakte mit dem aufkonzentrierten
Rohextrakt so kann man sehen, dass sich die Arsenspezies-Muster unterscheiden. Aus dem ICP-
QQQMS Chromatogramm des aufkonzentrierten Rohextraktes kann man sehen, dass mdégliche AsPL
im Zeitbereich von 21min bis 27min(mit blauer Line eingerahmt) durch die tGberlappenden Peaks von
As und P auftreten kénnten. Die Peaks des hydrolysierten Rohextraktes wurden nach kiirzeren
Retentionszeiten verschoben. Das heilst, dass vielleicht nach der Hydrolysierung mehr polare
Arsenverbindungen entstanden sind. Um die neuen Verbindungen zu identifizieren, wurde nach der
genauen Masse bei gleichen Retentionszeiten im Chromatogramm der ESI-Q-TOFMS (mit
Zeitverspatung -0,06min) gesucht und eine maogliche Struktur dieser gesuchten Masse modelliert.
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Abbildung 39: ICP-MS-Chromatogramme des hydrolysierten Rohextraktes und des
aufkonzentrierten Rohextrakt

6.2.4 Identifizierung eines moglichen As-PL im aufkonzentrierten Rohextrakt

Bei einer Retentionszeit von 26,359 min findet man einen Peak mit [M+H]* Masse 808,4832. Bezogen
auf die Struktur der Phosphorlipide (Anhang 7) modelliert man die mogliche Struktur, wie sie in
Abbildung 41 dargestellt ist. Um die mogliche Struktur genauer zu bestimmen, macht man danach
von der Masse m/z=808,4834 eine MS/MS Fragmentierung mit ESI-Q-TOFMS. Im Massespektrum
kann man nach spezifischen Fragmenten der Struktur suchen und bestimmen, ob die Struktur richtig

ist. Tabelle 22 zeigt die eingestellten Parameter von ESI-Q-TOFMS im MS/MS Modus.

1,0x10°
i — PO+ 31->47 000
—— AsO+ 75->91
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/A\\’ \“‘/A\
0,0 4 AT
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frary) ,0x. - n
= [ ESI-Q-TOF/IMS(TIC) |
3
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0,0 tn—b—-"-+-—--—"-"57""—"T—"""TFr—"""-T-"-TF+T"—"""T—"
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Abbildung 40: ICP-MS und ESI-MS Chromatogramme mit moglichem AsPL Peak
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,Als:dH

Chemical Formula: Cy4oHgoAsNOgP™*

Exact Mass: 8

Abbildung 41: Strukturvorschlag

08.4832

fiir die m/z Masse 808.4832

Tabelle 22 zeigt die eingestellten Parameter von ESI-Q-TOFMS im MS/MS Modus.

Tabelle 22: Parameter des MS/MS Modus bei ESI-Q-TOFMS

Modul

Polaritat

Masse Range [m/z]
Kollision Energie [V]
Retentionszeit [min]
Delta Ret. Zeit [min]

Akquisition Zeit [ms / Spektrum]

3)(103 - 184.0720

2x10° -

104.9077

Intensitét [count]

1x10° -

86.0977

321.1691
122.9687

235.1522

MS/MS Segment

Positiv

Minimal: 100; Maximal: 1000
30

26,359

1000

808.4834

709.3156

469.1840
522.3357

Abbildung 42: Fragmente von m/z 808.4834 nach MS/MS
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Das ermittelte Arsenophospholipid und die entsprechend dem MS/MS-Massenspektrum

aufgetretenen Fragmente werden in Abbildung 43 gezeigt.

fNi
.
o, 0 A SN
G OH
Chemical Formula: CsH1sNO4P* Chemical Formula: C;HgAs™
Exact Mass: 184.0733 Exact Mass: 104.9680
-C35HgsASO, -C31H5oNOgP
-C21H3503
-CgH1g0
|
N7 |
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| O:P'O ! o Oﬁ\
N ey ;
O—/_ e o OP\O_
O >\
j “OH
[¢] ¢ O >\O
[¢]
[¢]
-Cq4Ho7A: -C/H
o C14H27AsO 7Hhe CasHaNOP
-~ ) —_— OH
[— .
| \ | /AS//
S \
Chemical Formula: C1oHp4AsO*
Exact Mass: 235.1038
Chemical Formula: C,qHs3;NO;P* /Als OH J\IS OH CgHis

Exact Mass: 522.3554
Chemical Formula: C33HgsAsNOgP™*

Chemical Formula: C4oHggAsNOgP* Exact Mass: 709.3658
Exact Mass: 808.4832
-Cy1H4107P /-ConzsASO -C37HgsNOgP
,l‘,
-C34HpaASOgP S
o p'o I \EsiéH
/ o “oH
J N
/ \ >\O Chemical Formula: CoHgAsO*
Chemical Formula: o o Q Exact Mass: 122.9786
CsHioN*
Exact Mass: 86.0964 \

Chemical Formula: Cy3H4,NO,P™
Exact Mass: 475.2693

Abbildung 43: Fragmentierungsschema der m/z=808,4832

Nach der Abspaltung von Cy,H,;AsO (nicht nachgewiesen) kann ein Fragment m/z=522,3554 gebildet
werden. Fragment mit m/z=235,1038 wiirde sich aus der Abspaltung von CyHssNOgP bilden. Das
typische Kopfgruppenfragment von zellmembran-bildenden Phospholipiden mit m/z=184,0720
konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Anhang 7). Das Fragment mit m/z=122,9786 ist
charakteristisch fir Dimethylarsinoyl Gruppe und m/z=104,9680 ist charakteristisch fir

Dimethylarsinyl Gruppe.

Von den entsprechenden Fragmenten kann man sagen, dass die neue gefundene Struktur mit
m/z=808,4832 ein mogliches Arsenophospholipid ist. Die genaue Position der Doppelbindungen kann

mit dieser Methode nicht bestimmt werden.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Zur Untersuchung von Arsenolipiden und Arsenophospholipiden in Algen und Dorschleber wurden
zuerst die Parameter des ICP-QQQMS mit phosphorhaltigen, schwefelhaltigen und arsenhaltigen
Standardverbindungen optimiert. Dabei wurde der Einfluss vom Option-Gasflusses und Carrier-
Gasflusses auf die Empfindlichkeit untersucht. Als weiterer wichtiger Parameter wurde der
Sauerstoffgehalt, verwendet als Reaktionsgas in der Reaktions-/Kollisionszelle (RKZ), auch untersucht
und optimiert und ca. 0,33 ml/min (30%) als effektive Flussmenge ausgewahlt. AuBRer der
Optimierung der Parameter vom ICP-QQQMS wurden auch andere mogliche Einflussgrofien
verglichen, z.B. Eluentlésung der UHPLC. Zur Beurteilung des Einflusses des Methanolgehaltes der
Eluentlésung auf die SignalgréBe wurden verschiedene Methoden eingesetzt: Batchverfahren und
FlieRinjektionsverfahren (FIA). Im Batchverfahren wurde eine Abnahme der Signalintensitat mit
Erhéhung des Methanolanteils in der Analysenlosung beobachtet. Im Falle der FIA stieg die
Signalintensitat bis ca. 35% Methanol an und fiel dann bis 70% wieder etwas ab. Dieses Verhalten
wurde auch in der HPLC mit Gradientenelution mit Methanol beobachtet. Um die
Methanolkonzentration wahrend der ICP-MS Detektion konstant zu halten, wurde eine zweite HPLC
eingesetzt und diese mit umgekehrtem Gradienten betrieben. Damit wurde erreicht, dass ein
Methanolgehalt zwischen 30 und 40% vorhanden ist, der eine hohe und retentionszeit-unabhangige
Empfindlichkeit ermoéglicht. Um die Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze zu bestimmen, wurde
in zwei Mobilphasen mit 0% und 40% MeOH mit jeweils einer Konzentrationsreihe von 5, 10, 25, 50,
100 und 200 ppb (bezogen auf die Elemente) kalibriert. Fiir Phosphor wurde eine LOD = 6 pg/l, LOQ =
17 pg/l (0% MeOH), und eine LOD = 1 pg/l und LOQ = 4 pg/l (40% MeOH) ermittelt. Fir Schwefel
werden dhnliche LOD’s und LOQ’s gefunden. Fur Arsen wurden ein LOD bei 40% MeOH von 0,54 pg/I
und LOQ 1,63 pg/l bestimmt.

Mit der optimierten Methode wurden danach Algen und Dosen-Dorschleber-Proben auf mogliche
Arseno(phospho)lipide mit Hilfe der Kopplung UHPLC mit paralleler ICP-QQQMS und ESI-Q-TOFMS
untersucht. Bei der Analyse der Dorschleber wurden der methanolische Extrakt, eine 6lige Losung
und der abzentrifugierte Feststoff auf den Arsentotalgehalt untersucht. Eine Elementspeziation
wurde sowohl vom Extrakt als auch von den jeweiligen Phasen nach chemischer Hydrolyse mit
Natronlauge und Salzsdure durchgefiihrt. Es hat sich gezeigt, dass der Extrakt nur etwa 20% des
Arsentotalgehaltes der Dorschleber enthélt. Die anderen 80% verblieben in der 6ligen Phase und im
Feststoff. Nach chemischer Hydrolyse konnten in den Hydrolyselosungen beachtliche Arsengehalte

analysiert und Arsenolipide chromatographiert werden.

Im Uberblick kann festgestellt werden, dass
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I ) Die ICP-MS mit MS/MS Technologie eine vergleichbare Empfindlichkeit zu fritheren ICP-MS
Systemen hat, aber eine bessere Selektivitdt. Der Methanolgehalt in der Eluentldsung hat Einfluss auf
die Empfindlichkeit. Bei 40% Methanol ist die Empfindlichkeit 6-fach hoher als die Empfindlichkeit bei
0% Methanol.

II) Phosphor, Schwefel und Arsen als bekannte Elemente in biologischen Systemen wurden
eingesetzt, um optimale Detektionsbedingungen durch Instrumentenoptimierung zu erzielen und die
analytischen Parameter nach Kalibrierung zu ermitteln. Sie sind wichtige zusatzliche
Elementinformationen, um den Metabolismus-Prozess unbekannten heteroorganischer

Verbindungen zu verfolgen und zu charakterisieren.

II) In der Meeresumwelt findet man z.B. Arsenozucker in Meerespflanzen wie Algen und in
Meerestieren wie im Hering oder Dorsch kommen ebenfalls organische Arsenverbindungen vor. Sie
werden aus Arsenat, das sich in geringen Konzentrationen im Meerwasser befindet, gebildet und
gelangen Uber die Nahrungskette der Meerespflanzen und Meerestiere in den Organismus. Sie sind

weniger toxisch (z.B. Arsenobetain) als anorganische Arsenverbindungen.

IV) Die Hydrolysierung der Extraktproben mit Natronlauge und Salzsdure fihrt zu einer weiteren

Freisetzung von arsenorganischen Verbindungen.

V) Mithilfe einer Kombination von methanolischer Extraktion der Dorschleber und der
Aufkonzentrierung des Rohextraktes konnte ein bisher unbekanntes Arsenophospholipide
identifiziert werden. Es handelt sich dabei um eine phospholipide-dhnliche Struktur mit der Formel
CaoH7sASNOgP ([M+H]" m/z=808,4832). Anhand der MS/MS - Daten konnte gezeigt werden, dass die
Produkt-lonen m/z=122,97 ((CHs),AsOH,"), m/z=104,96 ((CH5),As") die bekannten Fragmente fiir
Arsenolipide zeigen und m/z=184.0720 ((CH5)sNCHsPO,") charakteristisch fiir eine Kopfgruppe
(Cholin) der Phospholipide ist.

Weitere Untersuchungen mit verbesserter Empfindlichkeit sollten durchgefiihrt werden, um weitere
Arseno(phospho)lipide zu finden und deren Struktur weiter abzusichern. Ebenfalls sind effektivere

Extraktionsmethoden zu erarbeiten.
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Anhang 1
e Fenamiphos mit 1 UHPLC Gradientverfahren (ober), 2 UHPLC Gegengradient (mittel) und 2

UHPLC isokraftische Gradient (unter)

4, 0x10 7
35x10°] |~ PO+31->47
3 2*185 J [——SO+32->48
,2oX10 7
2,0x10°
1,5x10
1, 0x10 -
5,0x10°
004 .

= .
c 0 15
3 40a0
O, 3 5x10
4 3 OX].O
T2, 5x10
D 2 0x10
% 1, 5x10
-~ l 0)(10
£ s50x10
0,0
I T 1
0 15
1,0x10°
5,0x10*
0,0
I T T T T 1
0 5 10 15

Retentionszeit [min]

e Fenthion mit 1 UHPLC Gradientverfahren (ober), 2 UHPLC Gegengradient (mittel) und 2
UHPLC isokraftische Gradient (unter)

4, OXlO 3
3 5x10 = —PO+31->47
3, 0X10 b — SO+ 32 ->48
2, 5XlO b
2, OXlO b
1, 5X10 E
1, 0X10 E
5,0x10°

0

4, Oxlo 7
3, 5x10 1
3, 0x10 1
2, 5x10 7
2, 0x10 B
1, 5x10 B
1, 0x10 7
5,0x10"
0,0 T T T T T 1

L

Intensitét [count]

0
4, 0x10 7
3, 5X10 ]
3, OXlO ]
2, 5x10 1
2, 0x10 ]
1, 5x10 ]
1, OxlO ]
5,0x10" y

0,0 3
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e Ethion mit 1 UHPLC Gradientverfahren (ober), 2 UHPLC Gegengradient (mittel) und 2 UHPLC

isokraftische Gradient (unter)

] |—PO+31->47
8,0x10" 7 | —— SO+ 32 -> 48

Intensitat [count]
(2]
9
5
1

0,0 1 r T T T T 1
0 5 10 15
Retentionszeit [min]

Vergleich die grei Stoffe ist die Signalhohe mit 1 UHPLC Gradientverfahren am besten.
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Anhang 2
Vergleich Fenthion mit isokraftische Gradienten mit zweiter UHPLC verschiedene

FlieRgeschwindigkeit
50 pl/min (ober), 100 pl/min (mittel), 250 pl/min (unter)

4x10°

1 —— PO+ 31 -> 47
3x10° —— SO+ 32 -> 48

2x10°

1x10°

O T T T T
0 5 10 15
4x10°

3x10°
2x10°

1x10°

Intensitat [count]

04

0
4x10°
3x10°
2x10°
" N

0 -

T T T T T 1

0 5 10 15

Retentionszeit [min]
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Anhang 3

1,0x10°

8,0x10"

6,0x10"

4,0x10*

Intensitat [count]

2,0x10"

0,0

1,0x10°

Intensitat [count]

Probetrennung mit Poroshell Saule

H — PO+ 31 -> 47
— SO+ 32->48

AsO+ 75 -> 91

-y
7 T T T T T T T T T T T |
0 5 10 15 20 25 30

Retentionszit [count]

Probetrennung mit Zorbax Saule

— PO+ 31 ->47
—— SO0+ 32 ->48
AsO+ 75 ->91

Retentionszeit [min]
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Anhang 4

e Gradienttabelle flr Detektion der Standardproben

Zeit [min]
0
10
10,1

12

A [%] B [%]
100 0
30 70
100 0
100 0

e Methanolanteil bei Batchverfahren

Nr.

Standardprobe [ml] MeOH [ml]

1 0
1 2
1 4
1 6
1 8

e Methanolanteil bei FIA

MeOH Anteil [%]

10

20

30

40

50

60

70

Eluent A [%]

100
90
80
70
60
50
40

30
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10

20

30

40

50

60

70

0,8
0,8
0,8

0,8

H,0 [ml]

Eluent B [%]

Geschwindigkeit [ml/min]

Druck [bar]
1100
1100
1100

1100

Summe [ml]

0-2

0-2

0-2

0-2

0-2

0-2

0-2

10

10

10

10

10

Zeit [mim]



e Gradienttabelle fir Algen und Dose-Dorschleber

Zeit [min] A [%] B [%] Geschwindigkeit [ml/min] Druck [bar]
0,00 1 99 0,8 1100
5,00 1 99 0,8 1100
25,00 99 1 0,8 1100
35,00 99 1 0,8 1100
35,10 1 99 0,8 1100
40,00 1 99 0,8 1100

e Vergleich die Arsentotalgehalt nach Hydrolysierung mit retentionszeit-abhangige
Empfindlichkeitsfaktor Methode und retentionszeit-unabhangige
Empfindlichkeitsfaktor Methode

Chromatogramm Mikrowellen
Quantifizierung Quantifizierung

Hydrolysierung = Faktor=1 Faktor=3 -

As total = As total As total [pg/g]
[ng/gl [ng/gl

DL_Rohextrakt - 1,1 1,0 0,9
DL-methanolische NaOH 0,9 0,8 11
Schichte

DL-methanolische HCI 0,9 0,9 0,9
Schichte

DL-Feststoffschichte NaOH 2,4 1,3 1,5
DL-Feststoffschichte HCI 3,2 1,5 0,8
DL-Olchichte NaOH 4,0 2,4 2,3
DL-Olschichte HCl 3,7 2,5 2,2
DL-aufkonz. Rohextrakt 1,2 1,2 -
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Anhang 5

Extrakte Masse und Struktur von ESI/MS in UFZ gefunden werden.

Peak RT lon Formula Proposed structure M/ Zeyper m/z . Am/z
(ppm)
1 13.9 | CyoH,AsO; ﬂ\/\/\/\)‘j\ 265.0769 | 265.0779 3.8
Hsc’A|s OH
CH,
2 15.7 | Cy1H»pAsO; i o 277.0774 | 277.0779 -1.8
chfén\s/v\/\/\g/
3 17.4 | Cy1Hp4ASO; i on 279.0934 | 279.0936 -0.7
HyC éH}\/\/\/\/\g/
4 20.9 | Cy3HyASO; i 303.0935 | 303.0936 -0.3
As, OH
Il3c’|\/\/\/\/\/\n/
CH,4 4
5 23.3 | Cy4H6ASO; ﬁ\/\/\/\/\/\)‘j\ 317.1086 | 317.1092 -1.9
H3C’AgH X z OH
6 24.3 | CisHyeAsO; i 329.1078 | 329.1092 -4.3
As, OH
H;C (I:Hz X = X
(0]
7 26.7 | CieHagASO; ﬁ\/\/\/\/\/\/\jj\ 343.1236 | 343.1249 -3.8
H3C'A5H ST NG OH
8 29.3 | CysH3,As0; i 335.1566 | 335.1562 1.2
ch”r”\z/\/\/\/\/\/\nxo“
(e}
9 30.9 | CyoH3,As0; i o | 383.1552 | 383.1562 2.6
e TN
CH; y
10 | 33.2 | Cy7H3gAsO; i o | 363.1892 | 363.1875 4.7
II}C’I\/\/\/\/\/\/\/\H/
CH; y
11 | 34.2 | CyH3gAsO; i W 423.1880 | 423.1875 1.2
H;C'ESH ARV AVEVEVAE o




12 | 34.6 | CiqH33As0; i o | 389.2036 | 389.2031 1.3
H»(agl;/V\/\/\/\/\/\/\m
[0}
13 | 35.5 | C,3H33As0; it .| 437.2027 | 437.2031 -0.9
1 IANAANNAANNANN
CH, !
14 | 35.6 | CysH35AsO, HW 449.2024 | 449.2031 -1.6
1 IV NAARNANNS on
CH;
15 | 36.5 | CigHs0ASO; i o | 3912195 | 391.2188 1.8
HKC’(‘:[[\S/\/\/\/\/\/\/\/\[(
0
16 | 37.0 | CpsHaoAsO; I .| 463.2172 | 463.2188 3.5
NN IAANAANNANAY
0
17 | 38.7 | Cy3H36AsO i 403.1963 | 403.1977 3.5
1 TNVANAANAANNAN
CH;
18 | 39.6 | Cy3H3sAsO i 405.2131 | 405.2133 -0.5
1 TVANAANAANAN
CHy
19 | 40.1 | Cy7H33ASO j\i 333.2136 | 333.2133 0.9
NN
H;C ém
20 | 42.3 | CigHapASO i 361.2438 | 361.2446 2.2
IR 20 20 Y0 Y2 VeV VAN
T CH
21 | 46.1 | C3HigAsO i 511.2940 | 511.2916 4.7

I
H;C’TH\/\/\/\/\
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Anhang 6

e Arsenolipide Struktur von Feststoffschichte mit NaOH hydrolysiert

4
2x10°q [ ESI-Q-TOF/MS |
1x10* 1
0 4
—71r r r - r rr 1 rr 1T T - 1T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
4.0x10° -
2.0x10* 2
00 _-—Mm[\_ﬂ
= —71r r r - r rr 1 rr 1T T - 1T T 1
3 0 5 10 15 20 25 30 35 40
O, 1.0x10°
8 50x10* ]
0 .
5 0.0
E‘ ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
= 0 5 10 15 20 25 30 35 40
4.0x10° -
2.0x10° -
.OX -
0.0
—71r r r - r rr 1 rr 1T T - 1T T 1
.0 5 10 15 20 25 30 35 40
1.0x10" 1
5 \k
5.0x10"
0.0 -
—71r - r - r r 1 1 rr 1T r 1T r 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Retentionszeit [min]
e Arsenolipide Struktur von Feststoffschichte mit HCI hydrolysiert
1.0x10" -
8 Ox10° ] | ESI-Q-TOF/MS |
6.0x10°
4.0x10°
2.0x10°
0.0
—_— ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 1 1 ' 1
€ 100" 0 5 10 15 20 25 30 35 40
S, 8.0x10"
® 6.0x10"
2 4.0x10" 1
[0} 4 1
£ 2.0x10° ] /\J
0.0
T T T T T T T T T T T T T T T 1
ax10° 2 5 10 15 20 25 30 35 40
3x10° -
2x10°
1x10° -
0 4
T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]
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Arsenolipide Struktur von Olschichte mit NaOH hydrolysiert

Intensitat [count]

Intensitat [count]

1.5x10’ | |
105107 ESI-Q-TOF/MS
5.0x10°
0.0
I 1 1 1 1 1 ' 1 ' 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
4.0x10*
2 0x10" — m/z = 303.0986
0.0
I I I I I ' I ' I 1
, 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1.0x10™ =
b m/z =317.1102
5.0x10" =
0.0 (\
I I I I I ' I ' I 1
, 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1.0x10™ =
o m/z = 343.1260
5.0x10" - WJ\
0.0
I I I I I ' I ' I 1
s 0 5 10 15 20 25 30 35 40
1.0x10"
] m/z = 335.1579
5.0x10" -
0.0
I I I I I ' I ' I 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Retentionszeit [min]
1.0x10° -
5 0x10° ] m/z = 363.1880
0.0
1 1 1 4 1 1 4 1 4 1 1
; 0 5 10 15 20 25 30 35 40
8.0x10"
5 | miz = 437.2041
4.0x10°
0.0
1 1 1 4 1 4 1 4 1 4 1 1
. 0 5 10 15 20 25 30 35 40
4.0x10" -
s m/z = 405.2140
2.0x10" -
0.0
T T T T T T T 1 |
, 0 5 10 15 20 25 30 35 40
6.0x10° —
6 ] m/z = 449.2039
3.0x10°
0.0
1 1 1 4 1 1 4 1 4 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]
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Arsenolipide Struktur von Olschichte mit HCI hydrolysiert

1.0x10’
8.0x10°
6.0x10°
4.0x10°

2.0x10°
0.0

| ESI-Q-TOF/MS |
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8.0x10"
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4.0x10

2.0x10
0.0

4

4

4

dlalalallo

40
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8.0x10°
6.0x10" -
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0.0 J
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—/—,\_—\——_J\WI¥ m/z = 363.1880

40
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8.0x10"
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0 5

0
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40
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Anhang 7

e Phosphorlipide Struktur am Membranbereich der Ozean Metabolismus

N— NH
o " . o/ *°
P Pl
o o ©
«H H
//O ’//O
o) © o) ©
o o)

Chemical Formula: C4,HgoNOgP
Exact Mass: 759.5778
Molecular Weight: 760.0761

Chemical Formula: C3gH7gNOgP
Exact Mass: 717.5309
Molecular Weight: 717.9964

e Kopfgruppen entsprechende Phosphorlipide

| NH5
A e
OI +\ O\\P/O
O\\P/\OH HO’ “OH
HO

Chemical Formula: CsH;5NO,P*
Exact Mass: 184.07
Molecular Weight: 184.15

Chemical Formula: C,HgNO,P*
Exact Mass: 142.03
Molecular Weight: 142.07
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o
o
HaN
o\\P/O
o @
_H
2H
Y o

Chemical Formula: C4gH75NO4oP"
Exact Mass: 760.5134
Molecular Weight: 760.9985

Chemical Formula: C3HgNOgP*
Exact Mass: 186.02
Molecular Weight: 186.08



