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1  Einleitung

Die Aufnahme von Radionukliden aus der Umwelt in Pflanzen stellt ein viel-
seitiges Themengebiet dar. Diese wurden bei Kernwaffentests und nuklearen
Unféllen, wie Tschernobyl oder Fukushima freigesetzt. Bisherige Erkennt-
nisse stiitzen sich meist auf die Bestimmung der Elementkonzentration im
Organismus, aber nicht auf die vorliegenden Verbindungen.

Mithilfe der Elektrospray-lonisation (ESI) gekoppelt mit Massenspektrome-
trie wurden bisher viele Spezies in Losung identifiziert. Durch die sanfte
Ionisationsmethode konnten sowohl grofse, unpolare als auch kleine, polare
Molekiile analysiert werden. Allerdings miissen Pflanzen fiir diese Analyseme-
thode aufgeschlossen werden und verlieren so ihre Bindungspartner nahezu
vollstiandig. 2

Eine Weiterentwicklung ist die Desorptions-Elektrospray-lonisationsmethode
(DESI). Sie kann fiir die ortsaufgeldste Speziation von Substanzen in Pflan-
zenproben genutzt werden. Durch die unter Atmosphérendruck stattfindende
Ionisation und eine geschickte Uberfiihrung des Analyten in den Massenana-
lysator wird ohne grofe Probenvorbereitung ein schnelles Analysenergebnis
erhalten. Demnach ist es moglich, Proben direkt und ohne chemische oder
physikalische Veranderungen den Analyten in seiner natiirlichen Umgebung
zu untersuchen. 24

Derzeitige Forschungen stiitzen sich meist auf die Analyse von Metaboliten in
Pflanzen oder der Auswirkung toxischer Verbindungen auf den Organismus.
Aufgrund dessen soll in dieser Arbeit zunédchst versucht werden, eine organi-
sche und zwei anorganische Arsen-Spezies in Pflanzenteilen zu identifizieren,
um das Arbeiten mit dem Geriit zu erproben. !

Des Weiteren liefert die Speziation von Europium in Pflanzen einen gu-
ten Anhaltspunkt, da dessen Aufnahme bereits mit Zeitaufgeloster Laser-
Fluoreszenz-Spektroskopie (TRLFS, engl. time-resolved laser fluorescence

spectroscopy) nachgewiesen wurde. Vom Verhalten des Europiums konnten
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nachfolgend Riickschliisse auf das homologe, radioaktive Actinid Americium

gezogen werden. [l

In dieser Arbeit soll eine Methode zur Analyse von Arsen und Europium
in Pflanzenteilen durch DESI-MS entwickelt werden. Weitere Analysemetho-
den, wie die Konzentrationsbestimmung der Elemente, mittels [CP-OES und
ICP-MS, und TRLFS, sollen zusétzliche Informationen iiber die mdgliche

Aufnahme und den Pflanzenmetabolismus geben.



2 Theoretischer Hintergrund

Im Folgenden werden die bendtigten wissenschaftlichen Grundlagen fiir die
Arbeit dargestellt. Dabei werden die chemischen Eigenschaften von Arsen
und Europium erldutert und deren Aufnahme in Pflanzen dargelegt. Dar-
auf folgt die Erklirung des verwendeten Massenspektrometers mit einem
Orbitrap-Massenanalysator und dem Prozess der Elektrospray- und Desorp-

tions-Elektrospray-Ilonisation.

2.1. Eigenschaften von Arsen

Arsen ist allgemein ein ubiquitéres Element auf der Erde. Es kommt natiir-
lich sowohl in der Atmosphére, Lithospare, Pedosphéire, Hydrosphére und
Biosphire vor. Gediegenes Arsen ist eher selten zu finden, da es bevorzugt
kationische, aber auch anionische Verbindungen, wie z.B. Arsenchalkogenide
oder Metallarsenide bildet. Neben dem natiirlichen Vorkommen, wurde Arsen
aulerdem anthropogen durch die Verbrennung von fossilen Brennstoffen, Mi-
nenarbeit, den Gebrauch von arsenhaltigen Pestiziden und Herbiziden, aber
auch durch noch heute verwendetes Holzschutzmittel in die Umwelt einge-
tragen. [Tl

Das monoisotopische Element liegt meist in den Oxidationsstufen -3, 0, +3
oder +5 vor, wobei dessen Loslichkeit von dem pH- und Eh-Wert der Lo-
sung abhingt (Abbildung [2.1). Unter oxidierenden Bedingungen liegt Arsen
fiinfwertig und unter reduzierenden dreiwertig vor. Wéahrend das Element
ungefihrlich ist, sind dessen Verbindungen toxisch und fiihren u.a. zur Scha-

digung der DNA (Desoxiribonukleinsiure, engl. desoziribonucleic acid). /T8l
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Abbildung 2.1.: POUrRBAIX-Diagramm von wissrigen Arsenspezies in dem Sys-
tem As-Oa-10 bei 25 °C und 1 bar.

Natiirlich sind neben dem anorganischen Arsenat und Arsenit auch organi-
sche Verbindungen, wie Monomethylarsenat (MMA) und Dimethylarsenat
(DMA) vertreten, welche zum grofiten Teil von Mikroorganismen im Boden
gebildet werden. DMA kann weitergehend iiber zwei Prozesse im Boden wei-
terreagieren: Zum einen iiber die reduktive Umwandlung zu organo-Arsin
unter anaeroben Bedingungen und zum anderen iiber die Demethylierung zu
CO2 und Arsenat unter aeroben Bedingungen. Es entsteht ein Kreislauf im
Boden, in dem die genannten Arsen-Spezies vertreten sind. 20

Die Bioverfiigbarkeit der Spezies hingt somit stark von den pH- und Re-
doxbedingungen im vorliegenden Boden ab. In der Rhizosphére herrschen
meist oxidierende Bedingungen, wodurch Eisen als Hydroxid oder Oxyhy-
droxid gefillt wird und an den Wurzeln der Pflanze anlagert. Diese gebil-
dete Fisenplaque hat einen hemmenden Einfluss auf die Arsen-Aufnahme
in die Pflanze und besitzt zudem eine hohe Adsorptions-Affinitat gegeniiber

Arsenat-Verbindungen. 1011
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2.2. Eigenschaften von Europium

Das Element Europium zéhlt zu den Lanthaniden des Periodensystems und
ist daher in der 3. Nebengruppe zu finden. Es besitzt die Elektronenkonfi-
guration [Xe]4f"6s? und die zwei stabilen Isotope 'Eu (47,8 %) und **Eu
(52,2 %). Natiirlich kommt Europium meist mit den weiteren Seltenen Er-
den als Phosphate, Carbonate, Fluoride oder Silicatmineralien in metamor-
phen und magmatischen Gesteinen vor. In der Erdkruste ist Europium mit
0,99 - 10~° % sehr selten vertreten. ¥

Weitergehend wird Europium in der Forschung hiufig als Homolog zu dem to-
xischen Radionuklid Americium mit der Elektronenkonfiguration [Rn]5{"7s?
eingesetzt. Griinde dafiir sind die Ahnlichkeiten der Elektronenkonfigurati-
on von der Valenzschale, der Elektronegativitit, der dreiwertigen Oxidati-
onsstufe, des Ionenradius’ und der Koordinationszahl von Neun. Aus diesen
Eigenschaften resultiert ein analoges Verhalten in vielen Matrizes und Orga-
nismen. 1314

Fiir die Radiotkologie ist die Auswirkung von Americium-241 ein wichtiges
Themengebiet. Es kommt nicht natiirlich vor, entsteht meist {iber 5~ -Zerfall
von Plutonmium-241 in Brennstoffstdben von Kernreaktoren und besitzt eine
Halbwertszeit von 432,6 a. Nach dem Unfall in Chernobyl wurde eine erheb-
liche Menge Pu-241 freigesetzt, wodurch das Am-241 in der Exklusions-Zone
einen grofsen Einfluss auf die Umwelt ausiibt. Europium kann demnach als
nicht-radioaktiver Vertreter des Americiums genutzt werden, um zunichst
in einem inaktiven Versuch Eigenschaften des Americiums niherungsweise
vorherzusagen. Il

Das Europium-lon existiert in wassriger LOsung vorzugsweise dreiwertig,
kann aber als zweiwertiges Ion unter reduzierenden Bedingungen vorliegen.
Eu?t ist augfrund seines geringen Ionenradius und seiner hohen Ladung ei-
ne starke Lewis-Saure. Nach dem HSAB-Prinzip (engl. Hard and Soft Acids
and Bases) ist daher eine Wechselwirkung mit harten Donor-Liganden be-
vorzugt. Dementsprechend ist bei Anwesenheit von Phosphat-, Carbonat-,
und Carboxylatliganden eine starke Komplexierung des Europiums wahr-
scheinlich. Wird die Pflanzenaufnahme von Europium betrachtet, sind pH-
Werte nahe dem neutralen Bereich ebenso zu erwarten, wie das Auftreten von
Carbonat- und Phosphatliganden. In Pflanzennihe kénnen aufserdem kleine

organische Carboxylatliganden aus Pflanzenexsudaten in Béden vorliegen.
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All diese Liganden kénnen das Europium komplexieren und sein Verhalten
damit beeinflussen. ZHA et al. erforschten die Auswirklung von Europium in
wassriger, carbonat-, phosphat- und citrathaltiger Losung bei verschiedenen
pH-Werten. Es ergab sich, dass in wéssriger (pH = 5), carbonat- (pH = 4)
und citrathaltiger (pH = 4) Umgebung Europium von den Pflanzen auf-
genommen wurde. Aufer beim Citrat lag bei diesen pH-Werten das freie,
dreiwertige Ion Eu®" vor. Dariiber hinaus wird das Verhalten des Ions iiber
den anthropogenen Liganden EDTA beeinflusst. Fe(III)-, Cu(II)- und Zn(II)-
EDTA-Verbindungen werden als Diinger eingesetzt und somit in Béden ein-

gebracht. 13161

Die Aufnahme und Translokation von Europium in Pflanzen wurden in der
Veroffentlichung von FELLOWS et al. aus dem Jahre 2003 beschrieben. Da-
bei wurden der Awenia sativa zwei verschiedene Europiumkonzentrationen
von 1 mmol/L und 10 mmol/L angeboten und mittels Zeitaufgeloster Laser-
Fluoreszenz-Spektroskopie untersucht. Diese Literatur soll in dieser Arbeit

als Grundlage fiir die Aufnahme von Europium in Pflanzen dienen. [l

2.3. Physiologie der Pflanzen

Die Physiologie der Pflanze beschéftigt sich mit den Lebensvorgingen der
Pflanzen bzw. mit der Analyse und Erkldrung von Regulations- und Kon-
trollprozessen in der Pflanze. Um diese nachzuvollziehen, ist der Aufbau von
Pflanzen und dessen Zellen von Bedeutung. 7

Eine embryonale Pflanzenzelle befindet sich in jedem Spross und in jeder
Waurzel einer Pflanze (Abbildung . Die wichtigsten Bestandteile sind das
Cytoplasma und der Zellkern (Nucleus). Das Cytoplasma wird in das Cytosol,
die Zellfliissigkeit und alle darin enthaltenen gelosten Substanzen, und das
Cytoskelett, welches die Zelle mechanisch stabilisiert, unterteilt. Der Zellkern
enthilt das genetische Material der Pflanze und kommt nur bei eukaryoti-
schen Zellen vor. I8l

Weitergehend grenzen sich das endoplasmatische Reticulum, die Vacuole, die
Mitochondrien, der Golgi-Apperat und die Chloroplasten von dem Cytoplas-
ma ab. Wichtig an dieser Stelle ist die Aufgabe der Mitochondrien. In diesem

Organell wird der Energielieferant Adenosintriphosphat (ATP) gebildet, wel-
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cher u.a. im Pflanzenstoffwechsel eine entscheidende Rolle spielt. Auferdem
stellen Mitochondrien und Zellkern die einzigen DNA-haltigen Organellen in

einer Pflanze dar. 718l

Vacuole
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: ‘ Golgi
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Abbildung 2.2.: Struktureller Aufbau einer embryonalen Pflanzenzelle. L8l

2.4. Wassertransport und Stoffaufnahme

Der Weg des Wassers vom Boden zum Blatt einer Pflanze ist wichtig zu
verstehen, da auch im Wasser geloste Substanzen gleichzeitig transportiert
werden und in den Organismus gelangen. Dabei sind das Xylem als Leitbahn
und das Phloem als Leitbiindel fiir den Transport verantwortlich und verbin-
den die Wurzel- mit der Blattregion.

Drei verschiedene Komponenten sorgen fiir die Aufnahme von Wasser und
gelosten Substanzen durch die Wurzeln: Die Transpiration des Wassers durch
die Blitter, die Aufnahme aus dem Medium und die Leitung durch das Xy-
lem. Die Transpiration stellt die treibende Kraft der Wasseraufnahme dar,
wobei Wasser durch die Pflanzenporen (Stomata) und zu einem geringen Teil
durch die Cuticula diffundiert. 81

Weitergehend gelangt das Wasser und geloste Substanz durch drei Trans-
portwege in das Pflanzeninnere: Der symplastische Transportweg durch die

Zellen, der apoplastische Weg durch die Zellwinde und der transmembrane
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Weg durch die Membranen (Abbildung . An der Endodermis angelangt
reguliert der Casparische Streifen die weitere Aufnahme in das Xylem. Uber
die Leitbahn gelangt das Wasser schlieflich in das Pflanzenblatt, wobei Adhé&-

sion, Cohision und der Sog der Transpiration eine wichtige Rolle spielen. 1819

/dermis | Casparischer
Streifen

Symplastischer und
transmembraner Weg

Apoplastischer Weg

Abbildung 2.3.: Darstellung der Transportwege einer Pflanze (apoplatsich,
symplastisch und transmembran) von Wasser durch die Wurzeln bis zur Endo-
dermis. 8

2.5. Pflanzenaufnahme und Wirkung von

Arsen und Europium

Die Pflanzenaufnahme von Substanzen aus einem Nihmedium oder Boden
ist fiir jede Verbindung individuell und verlauft iiber unterschiedliche Trans-
portwege.

Jede Pflanze nimmt Arsen unterschiedlich stark auf. Dieser Prozess kann iiber
den Transferfaktor (TF) bestimmt werden, welcher sich definiert als Verhélt-
nis von Arsenkonzentration in der Pflanze zu dieser im Boden. Pflanzen mit
geringem TF werden als Fzcluders und jene mit hohem TF als Hyperakku-
mulatoren bezeichnet. Letztere sind z.B. Farn-Spezies aus der Familie der
Pteridaceae. 10201

Arsenat liegt im Boden meist als HyAsO; oder HAsOF~ vor und besitzt ein
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chemisch analoges Verhalten zum Phosphat-Ion PO3~. Die Arsenat-Ionen
konnen {iber den Phosphattransport in die Pflanze aufgenommen werden,
woraus eine starke Hemmung des Phosphats resultiert (Abbildung . Da-
bei gibt es verschiedene Arten des Phosphatstransports je nach Pflanze, wo-
durch unterschiedlich ausgepriigte Arsenat-Affinintéiten entstehen. 1021
Arsenit dagegen kommt im Boden meist undissoziiert als neutrales As(OH);
vor (pH<8) und kann iiber Aquaporin-Kanéle in die Pflanze transportiert
werden (Abbildung 2.4)). Diese sind fiir die Aufnahme von kleinen, neutralen
Molekiilen, wie Ammoniak, Kieselsdure oder Urea verantwortlich und unter-
liegen der Diffusion durch Konzentrationsgradienten. Die neutralen Molekiile
interagieren durch Wasserstoftbriickenbindungen mit den Kanélen und gelan-
gen so in die Pflanzenzelle. 1%

MMA und DMA sind ebenfalls in geringen Anteilen im Boden vorhanden.
Dessen Pflanzenaufnahme ist sehr stark vom pH-Wert abhingig und verlauft
ebenfalls iiber die Aquaporin-Kanéle (Abbildung[2.4). Aufgrund der geringe-
ren Anzahl von Hydroxy-Gruppen erfolgt der Transport allerdings langsamer
als beim Arsenit. Die nachfolgende Weiterleitung in das Xylem erfolgt jedoch
nicht iiber die Aquaporin-Kanéle, da vermutlich das meiste der organischen
Arsenverbindungen im Cytoplasma der Wurzelzelle dissoziiert. 1%

Im Organismus der Pflanze konnen schlieflich verschiedene Metabolite ent-
stehen. Oft werden fiinfwertige Arsenverbindungen durch die Arsenat-Reduk-
tase zu dreiwertigem As umgewandelt. Aus diesem wiederum kann iiber Me-
thylierung Monomethylarsenat oder Dimethylarsenat intrazellular gebildet.
Durch die Phosphattransporter (As(V)) und die Aquaporin-Kanile (As(I1I))
gelangen die Spezies anschliefend in das Xylem der Pflanze und werden bis

zum Blatt transportiert. o
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Abbildung 2.4.: Schematische Darstellung der Aufnahme von Arsen(III), Ar-
sen(V), Monomethylarsenat und Dimethylarsenat in die Pflanze. 0

Die Toxizitdt der Arsenverbindungen unterscheidet sich je nach Spezies. Die
toxische Wirkung von As(III) beruht auf der Affinitit zu Thiol-Gruppen. Die-
se sind in Proteinen, wie z.B. Glutathion (GSH) oder Phytochelatin (PCs) zu
finden, deren Funktion durch die Anbindung von Arsenit gehemmt wird. Des
Weiteren konnen Phosphate im Organismus durch As(V) ausgetauscht oder
gebunden werden und so die ATP-Synthese in den Mitochondrien und die
oxidative Phosphorylierung hemmen. MMA und DMA entsprechen, je nach
Oxidationsstufe, dessen toxischer Wirkung, sind allerdings weniger membran-
gingig durch die o.g. Griinde als die anorganischen Verbindungen. Insgesamt
filhrt eine Arsenvergiftung letzten Endes zur Schédigung der DNA-Synthese
und zur Bildung von Tumor-Zellen, H0#22:23]

Weitergehend kann durch diese Schidigungen eine Stressreaktion der Pflanze
ausgelost werden, wobei reaktive Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen spe-
cies), kurz ROS, gebildet werden. Dazu zéhlen z.B. verschiedene Sauerstoff-
/Wasserstoffradikale, aber auch Peroxide. Diese beeinflussen Proteine, Fette
und DNA, wodurch es u.a. zur Enzyminaktivierung oder Membranzerstérung

kommen kann. 2324

10



2.6. Massenspektrometrie

Anders als Arsen besitzt Europium bisher keine bekannte Toxizitdt. Seine
Ionen bzw. die der Seltenen Erden im Allgemeinen, werden eingesetzt, um
die Pflanzenaktivitit und das Wachstum zu verbessern. 2

In der Forschung wird es oft als Ersatz fiir Calcium(II)-Ionen eingesetzt. Bei-
de besitzen, trotz verschiedener Oxidationsstufe, einen dhnlichen Ionenradius
und Koordinationszahl, haben eine Affinitédt zu Sauerstoff und anderen Ligan-
den wie Amino-, oder Carboxylsduren. Fin Beispiel ist die Erforschung von
Ca*"-Bindungsstellen im Photosystem II der Nicotiana tabacums (Virgini-
scher Tabak). Dabei wurde keine Beeinflussung der physiologischen Funktion
durch Europium festgestellt. Eu3* lisst sich aufgrund seiner Fluoreszenzei-
genschaften gut in einem Organismus verfolgen und kann so Aufschluss iiber
den Einbau von Calcium-Ionen geben. 122527

Veroffentlichungen iiber die Aufnahme von Europium in Pflanzen ergaben,
dass das Ion durch Carboxylsduren in den Wurzeln intrazellular aufgenom-
men wird. Auferdem wurde eine grofsere Menge der Seltenen Erden, somit
auch Europium, in der Eisenplaque der Wurzeloberfliche und besonders an
den Wurzelhaaren ermittelt. 1228l

Weitergehend wurde neben der Absorption und Adsorption von Pflanzen-
wurzeln die Translokation der Seltenen Erden von Blatt zum Stamm beob-
achtet. Dazu wurde eine Europium-Lésung aufgespriiht und der Weg durch
den Organismus untersucht. Es ergab sich, dass die Absorption der Wurzeln
eine deutlich grofere Menge der Seltenen Erden in die Pflanze bringt als die
Translokation von Blatt zu Stamm. Letztlich wurde die folgende Reihenfolge
mit absinkender Konzentration der Seltenen Erden ermittelt: Wurzel, Blatt,

Stamm. 1228l

2.6. Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist heute eine sehr wichtige Methode der Analytik
und wird sowohl in der Elementaranalytik als auch in der Speziation durch
den Einsatz verschiedener Ionisationsmethoden angewendet. Dabei werden
Molekiil-Ionen, oder erzeugte Fragment-Ionen, anhand ihrer Masse und La-
dung (m/z-Verhiltnis) identifiziert. In dieser Arbeit wurde ein Hybridmas-

senspektrometer mit einer Orbitrap und Ionenfalle als Massenanalysatoren
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2. Theoretischer Hintergrund

genutzt. Die verwendeten Ionisationsmethoden waren die nano-Elektrospray-
Tonisation (nEST) und die Desorption-Elektrospray-Tonisation (DEST), welche

zusammen mit der Orbitrap im folgenden Kapitel erliutert werden. 2

2.6.1. Elektrospray-Ionisation

Die Elektrospray-lonisation wurde 1968 von DOLE et al. entwickelt und ist
heute eine weit verbreitete Ionisationsmethode fiir die Massenspektrometrie.
Dabei befindet sich der Analyt in einem meist fliichtigen Losungsmittel und
wird durch eine Spriihkapillare mit angelegtem elektrischen Feld in feine
Tropfchen iiberfiihrt. Durch die angelegte Spannung bildet sich ein TAY-
LOR-Konus aus, welcher nach Uberschreitung der elektrostatischen Krifte
durch die Oberflichenspannung in die Bildung geladener Tropfen resultiert.
Diese bestehen aus mehreren geladenen Analyt-lonen und dem verwende-
ten Losungsmittel. Durch Verdampfung des Losungsmittel werden die Trop-
fen kleiner bis das sogenannte RAYLEIGH-Limit erreicht ist. Nun befinden
sich viele gleich geladene Ionen auf geringer Dichte, wodurch es zur Cou-
LOMB-Explosion kommt und somit zur Bildung von geladenen Mikrotropf-
chen. Demnach entstehen immer kleinere Tropfchen, welche am Ende fast nur

noch aus dem Analyt-Ton bestehen und als Elektrospray bezeichnet werden

(Abbildung , [243529]

geladene E
Mikrotropfchen @ |
@ o

® of

Elektronen

Reduktion |

Hochspannungs-
versorgung JR——

TDC Elektronen

Abbildung 2.5.: Vorgang der Elektrospray-Ionisation. 2!

Dieser sehr sanfte Ionisationsvorgang findet unter Atmospharendruck statt.
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2.6. Massenspektrometrie

Die bei der ESI entstehenden Ionen gelangen iiber eine beheizte Kapillare in
das Hochvakuum des Massenspektrometers. Der Vorteil ist, dass sogar sehr
groke Molekiile durch Mehrfachladung mit einem Massenanalysator erfasst
werden konnen. Trotzdem ist die Methode auch fiir kleine, polare bzw. an-
organische Molekiile geeignet. Liegen schon ionische Spezies in Ldsung vor,

konnen diese durch die Methode sanft ins Vakuum iiberfiihrt werden. 230

Eine Weiterentwicklung der EST ist die nano-Elektrospray-Ionisation (nEST).
Dabei besteht die Spriihkapillare aus einer kleinen Borosilikatglas-Nadel mit
einem Innendurchmesser im pm-Bereich. Daraus resultieren geringere Fluss-
raten (nL/min) und kleinere Tropfchen mit bis zu 200 nm Durchmesser.
Auferdem wird das Arbeiten mit hochpolarem Loésungsmittel, wie Reinst-
wasser, ermoglicht. Ein weiterer Vorteil ist der geringere Probenverbrauch
von etwa 10 pL und der Moglichkeit, hohere Salzfrachten zu analysieren.
Aufgrund dessen wurde in dieser Arbeit mit der nESI gearbeitet und die sich

in Losung befindenden Spezies ermittelt. 231434

2.6.2. Desorptions-Elektrospray-lonisation

Die Desorptions-Elektrospray-lonisation wurde 2004 von TAKATAS einge-
fiihrt. Es handelt sich um eine Ionisationsmethode, die unter Atmosphéren-
druck und ohne grofse Probenvorbereitung funktioniert. Durch eine Spriihka-
pillare, die der der Elektrospray-lonisation nachempfunden ist, wird ein Lo-
sungsmittel geleitet. Dieses wird pneumatisch durch einen Inertgasstrom un-
terstiitzt, sodass hohe Driicke bis 15 bar erhalten werden konnen. Durch eine
angelegte Hochspannung wird das Losungsmittel in der Spriihkapillare analog
zu dem ESI-Prozess ionisiert und auf die Probe unter einem Auftreffwinkel
a geleitet. Durch den hohen Druck besitzen die Ionen des Losungsmittels ei-
ne ausreichende kinetische Energie, um selbst unter Umgebungsbedingungen
zur Probe zu gelangen. Dort findet das Anlésen des Probenmaterials und die
Desorption von Analyt-Ionen durch die entstehende elektrostatische Aufla-
dung statt. Mithilfe des beheizten Tonentransferréhrchen und dem dahinter
anliegenden Vakuum werden die Analyt-Ionen mit einem Austrittswinkel 5
von der Probe zum Massenspektrometer gefithrt (Abbildung . Im Ver-
gleich zu der ESI ist dieses Tonentransferréhrchen deutlich langer, wodurch

einerseits die Probenpositionierung vereinfacht wird und andererseits die De-
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2. Theoretischer Hintergrund

solvatisierung der Analyt-Ionen wegen der erhohten Temperatur verbessert
wird ., PHE35636]

Lost\J‘ngsmltteI I

Nz\ Hochspannungsversorgung

Spriuhkapillare—

Interface fir

Sprilhgas Atmospharendruck-lonisation

lonentransferrohrchen

\\Gasstrom desorbierte \

N Mikrotropfchen -

\ \@\ p @ -_‘_’.
i

® ® 5@

ESI-Spruhnebel \® o c® ® 5% E/’ﬁe s O
fa)

__— *2%% @ﬁﬁo ___________ o Auftreffiwinkel des Sprahnebels
& 3 : g

B Desorptionswinkel der lonen

Oberflache mit Probe analysierte Zone

frei bewegliche x,y-Probenbihne

Abbildung 2.6.: Schematischer Aufbau einer Desorptions-Elektrospray-
Ionisations-Quelle. 21

Der Tonisationsvorgang der Analyt-Molekiile kann mithilfe von drei Prozes-
sen beschrieben werden. Der erste ist die Aufnahme des Analyten in die
geladenen Losungsmitteltropfchen (engl.: droplet pickup). Demnach treffen
letztere auf die Probenoberfliche auf, 16sen den Analyten an der Oberfliche
und nehmen ihn auf.

Der zweite Prozess ist der Ladungstransfer in die kondensierte Phase. Durch
die Ubertragung von Protonen, Elektronen oder kleinen Ionen aus dem ge-
ladenen Lésungsmitteltropfchen in die Probenoberfliche 14dt sich diese auf.
Das weitere Aufschlagen von geladenen Trépfchen bewirkt einen Impuls, der
die Analyt-Ionen herausschliagt. Dieser Vorgang ist auch als Sputter-Prozess
bekannt. Uber den Gasdruck an der Spriihkapillare kann die kinetische Ener-
gie der Losungsmittel-Ionen eingestellt und so verschiedenste Reaktionen be-
glinstigt werden.

Der dritte Ionisationsvorgang ist der Ladungstransfer in der Gasphase, wo-
bei der Analyt zuvor durch Verdampfung oder Desorption in diese Phase
iibergeht und anschliekend durch den Ubertrag von Elektronen, Protonen
oder andere Reaktionen ionisiert wird. Der Dampfdruck des Analyten lasst
sich iiber die Variation von Losungsmittel oder pH-Wert der Probe beein-

flussen., [2E7:38]
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2.6. Massenspektrometrie

Die Besonderheiten der Tonisationsmethode liegt nicht nur allein in dem Pro-
zess, sondern auch in der simplen und schnellen Probenpriparation. Dadurch
kénnen beispielsweise Hochdurchsatzanalysen effizient durchgefiihrt werden.
Allerdings gibt es gewisse Anforderungen an die Probe selbst. Zum einen
ist es wichtig, dass leitfdhige Proben isoliert oder auf einem Potential gleich
bzw. kleiner der Spriihkapillarenspannung gehalten werden, um Spannungs-
iiberschlige zu vermeiden. Zum anderen kénnen die Oberflichentextur der
Probe und dessen chemische Zusammensetzung einen Einfluss auf das Ana-
lysenergebnis haben. Demnach sind raue Oberflichen besser fiir die Analyse
geeignet als glatte. Auferdem sollte eine hohe Affinitdt vom Analyten zur
Probenoberfliche vermieden werden. 25556l

Eine wichtige Rolle spielt die Optimierung der einstellbaren DESI-Parameter,
da diese iiber die Effizienz der lonenbildung entscheiden. Die wichtigsten Pa-
rameter sind die Spannung der Spriihkapillare, die Flussrate des Losungs-
mittels, der Auftreffwinkel «, der Druck der Losungsmittel-Tonen, der Ab-
stand zwischen Probe und Spriihkapillare, zwischen Spriihkapillare und Io-
nentransferrohrchen, sowie zwischen Ionentransferrohrchen und Probe. Auch
die Temperatur des Ionentransferréhrchens kann die Effizienz des Transfers

beeinflussen. 24!

Bisher wird die DESI-MS in einigen Bereichen verwendet. Beispiele sind
die schon erwédhnte Hochdurchsatzanalytik meist von pharmazeutischen Sub-
stanzen, die Naturstoffanalytik von Pflanzen oder die Untersuchung von Me-
dikamentmetaboliten direkt aus dem Blut. Z456:3%40]

Eine weitere Anwendung von DE ABREU et al. aus dem Jahre 2013 ist die
Analyse von Arsen-Spezies auf einer Pflanzenoberfliche. Dabei wurde Pteris
vittata in die Losungen der Spezies Arsenat, Arsenit, Monomethylarsenat und
Dimethylarsenat fiir 24 h eingetaucht und anschliefsend mit DESI-MS analy-
siert. Des Weiteren kann durch Pflanzenabdriicke auf DC-Kieselgel-Platten
ein ortsaufgelostes Massenspektrum der Pflanze aufgenommen werden, wie
bei der Verdffentlichung von HEMALATHA et al. 2013. Die Kenntnisse aus
diesen beiden Literaturstellen sollen in dieser Arbeit nachvollzogen werden

und dienen als Grundlage der Methodenentwicklung fiir die DESI-MS. 5411
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2. Theoretischer Hintergrund

2.6.3. Orbitrap-Massenanalysator

Die Orbitrap als Massenanalysator wurde im Jahre 2000 von ALEXANDER
MAKAROV entwickelt und stellt eine Weiterentwicklung der idealen Kingdon-
lonenfalle dar. Sie zeichnet sich durch eine exakte Massenbestimmung und
ein hohes Auflésungsvermogen aus. Eine dhnlich hohe Auflésung wird bei
Ionencyclotronresonanz-Massenanalysatoren erhalten, diese GGerdte benoti-
gen jedoch aufgrund des verwendeten Magnetfeldes deutlich mehr Platz als
ein Orbitap-Massenanalysator. 24243

Durch eine zweiteilige fassformige Aufsenelektrode und eine spindelférmi-
ge Zentralelektrode entsteht ein quadrologarithmisches Feld, welches die zu
analysierenden Ionen zur Rotation um die Zentralachse (z-Achse) und zur
gleichzeitgen, axialen Schwingung zwingt (Abbildung[2.7). Die dadurch ent-
stehende Frequenz w, (Gleichung ist umgekehrt proportional zu dem

Masse-zu-Ladungsverhéltnis der Ionen (m/z-Verhéltnis):

z
=k (5) 2.1
w - (21)
Dabei entspricht k£ der Feldkriimmung des quadrulogarithmischen Feldes. Al-
le Ionen besitzen die selbe Schwingungsamplitude, aber eine unterschiedliche
Frequenz w,. Uber Bildstromdetektion und Fourier-Transformation wird die

exakte Masse bestimmt. 244

Zweiteilige
Aulenelektrode
R

.
X‘,
‘
.
,
‘
1

loneneinschuss

XZentralelektrode

r

I
i

Abbildung 2.7.: Schematischer Aufbau des Orbitrap-Massenanalysators. 5]

Durch Einsetzen der Frequenz w, in die allgemeine Formel der Massenauf-
l6sung R und Umformen von Gleichung kann diese wie folgt definiert

werden:
m 1 kz
f=xm = Vm (2:2)
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2.6. Massenspektrometrie

Somit ist die Massenauflésung proportional zu der Wurzel aus Ladung geteilt
durch die Masse des zu analysierenden Ions. 24446

Weitergehend ist der richtige Ioneneinschuss fiir eine exakte Massenbestim-
mung wichtig, d.h., dass die Anforderungen an die Geometrie, Energie, Ge-
schwindigkeit und Injektion erfiillt sein miissen. Dazu wird vor die Orbitrap
die sogenannte C-Trap geschaltet, welche die Tonen biindelt, sammelt, ther-
malisiert und letztlich injiziert. Auferdem bendtigt der Massenanalysator ein
Ultrahochvakuum, damit keine Hinderungen der Tonen wiahrend der Rotati-

onssschwingungen vorherrschen. 244

Das vollstindige, verwendete Massenspektrometer ist schematisch in Abbil-
dung dargestellt. Die Tonen werden durch eine ESI- oder DESI-Quelle
ionisiert, gelangen in die S-Linsen und werden dort fokussiert. Durch den
darauffolgenden Quadrupol werden Neutralteilchen entfernt und die weiter
transportierten Ionen mithilfe des Oktopols erneut fokussiert. Die Hoch- und
Niederdruckzelle dienen als lineare Ionenfalle (LIT, engl. linear iontrap) zur
Analyse der Tonen oder als Kollisionszelle zur Fragmentierung (CID, engl.
collision induced dissociation). Anschliefend folgt ein weiterer Quadrupol
fiir den Tonentransfer in die C-Trap und schlieklich zur Orbitrap. Die nach-
folgende HCD-Zelle (engl. higher-energy collisional dissociation) dient der

Kollision von Tonen mit héherer Energie als jene, die in der CID moglich ist.

. Hochdruck- Niederdruck- HCD Kollisions-
ESI-Quelle S-Linse Quadrupol Oktopol selle Zalle Quadrupol C-Trap selle
G e I T,
I s T T
o = =
lonenfalle ﬁgzﬂ

e
==

Orbitrap

Abbildung 2.8.: Schematischer Aufbau eines Orbitrap-Massenspektrometers
mit Elektrospray-Ionisation. 45!
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2. Theoretischer Hintergrund

2.7. Zeitaufgeloste
Laser-Fluoreszenz-Spektroskopie von

Europium

Die Fluoreszenz ist allgemein eine spontane Emission von Photonen aus ei-
nem zuvor angeregtem S;-Zustand in den Sy-Grundzustand (Abbildung.
Europium z#hlt zu den Lanthaniden und somit zu dem sogenannten f-Block
des Periodensystems. Dessen Elemente besitzen aufgrund ihrer Elektronen-
konfiguration spezielle spektroskopische Eigenschaften: In der Oxidationsstu-
fe +3 existieren zum einen breite Absorptionsbanden im UV-Bereich durch
parititserlaubte f-d-Uberginge und zum anderen scharfe, weniger intensive
Banden im sichtbaren Bereich der elektromagnetischen Strahlung, welche von
f-f-Ubergingen herriihren. Das Eu®* kann mit einer Wellenlinge von 394 nm
angeregt werden, wodurch der " Fy —° Lg-Ubergang stattfinden kann (Abbil-
dung. Die Fluoreszenz erfolgt aus dem °Dy-Niveau in die " F;-Zustéinde,
wobei Banden im sichtbaren Bereich entstehen. Anhand der Uberginge in
die "Fy-, "Fi- und " Fy-Zustéinde konnen Riickschliisse auf die chemische Um-

gebung des Eu®*-Ions gezogen und somit dessen Spezies bestimmt werden

(Abbildung [2.11]). B

Schwingungs-
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Abbildung 2.9.: Schematische Darstellung der Anregung eines Elektrons von
dem Sy-Grundzustand in den angeregten Si-Zustand mit anschlieffender Emmis-
sion von Photonen bei der Relaxation des Elektrons (Fluoreszenz). 5

Die " Fy-Bande unterliegt dem Parititsverbot, nimmt die Symmetrie des ge-
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bildeten Komplexes ab, steigt die Intensitdt der Bande. Fiir jede Eu(III)-
Spezies existiert eine " Fy-Bande, welche sich in Fluoreszenzspektren iiberla-
gern. Letztlich kénnen aus diesen Emissionsbanden Aussagen iiber die Koor-
dinationssymmetrie der vorliegenden Verbindung getroffen werden.

Der Ubergang in das 7 F}-Niveau wird kaum durch das Ligandenfeld des Eu®*
beeinflusst, da dieser durch magnetische Dipoliibergdnge bestimmt wird. Bei
einem reinen Aquo-Komplex stellt diese Bande die intensivste der drei dar
und wird oft zur Normierung der Daten verwendet.

Der dagegen hypersensitive > Dy —7 F,-Ubergang wird von dem Ligandenfeld
beeinflusst und durch die Komplexierung der Spezies bestimmt. Des Weite-
ren kann das Mak der Komplexierung iiber das Verhiltnis von "Fj- und

"Fy-Bande ermittelt werden. P78l
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5 —
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Abbildung 2.10.: Schema der Europiumfluoreszenz: Die Uberginge in die " F-
Niveaus nach der Anregung mit 394 nm. 50l

Fiir jeden Fluoreszenz-Prozess existiert aufserdem eine Lebensdauer, d.h. die
Intensitit dessen nimmt mit der Zeit exponetiell ab wenn keine weitere Anre-
gung erfolgt. Mithilfe der Auftragung von Signalintensitéit gegen die Delayzeit
kann die Lebensdauer 7 einer oder mehrerer Spezies bestimmt werden. Wei-
tergehend besitzt ein Europium-Aquo-Komplex in der Regel Neun Wasser-
Molekiile um das Eu(III)-Ion. Das umgebende Wasser fiithrt zu einem Quen-
ching der Emissionsbanden, da ein Energietransfer auf die Wasserstoffmole-
kiile moglich ist. Die dabei entstehende Schwingungsanregung unterdriickt

die Bandenintensitit dadurch, dass ein dhnlicher Energiebereich der vierten
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2. Theoretischer Hintergrund

OH-Oberschwingung des Wassers und ®Dy-Niveau des Eu(III)-Ions vorliegt
und so ein weiterer Relaxationsweg geschaffen wird. Daraus resultiert eine
Abnahme der Lebensdauer, welche mit der Koordinationszahl von Wasser-
molekiilen um das Metall-Ion korreliert. Dieser Zusammenhang wird mit der

HORROCKS-Gleichung beschrieben:
TL(HQO) + 0,5 = 1,07 : kobs — 0,62 (23)

Mit kyps = % [ms™!] wird die Anzahl koordinierter Wassermolekiile berechnet,

wodurch Riickschliisse auf die chemische Umgebung des Eu(III) gezogen und

vorhandene Spezies identifiziert werden konnen. 5!

Eu({lll) Fluoreszenzemission

?FO

= 1T T 1.1 15 °°«f5Tf75"r—T1r>
540 555 570 585 600 615 630 645 660
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Abbildung 2.11.: Fluoreszenzspektrum von Europium mit seinen drei charakte-
ristischen Banden. 5

Die Zeitaufgeloste Laser-Fluoreszenz-Spektroskopie (TRLFS) dient sowohl
der Bestimmung des Fluoreszenzspektrums als auch der Aufnahme von Fluor-
eszenz-Lebensdauern mithilfe eines Delay-Generators. Dabei wird ein mono-
chromatische Nd:YAG-Laser mit einer Wellenlénge von 266 nm auf die Probe
gerichtet, die Fluoreszenz in einem 90 °~-Winkel aufgenommen und iiber eine
Glasfaser in einen Spektrographen geleitet (Abbildung . Dieser zerlegt
das Emissionsspektrum in einzelne Wellenldngen, welche mit einer CCD-

Kamera detektiert werden.
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Probe

Nd:YAG Laser |+

Fluoreszenz

Spektrograph
Datenaufnahme oox
und Steuerung -Kamera

Abbildung 2.12.: Schematischer Aufbau eines TRLFS-Experiments. B0
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3  Experimentelle Arbeit

Dieses Kapitel handelt von der Durchfiihrung und den verwendeten Parame-
ter der jeweiligen Analysemethoden. Die Kontamination der jeweiligen Pflan-
zen mit Arsen und Europium wird erldutert. Des Weiteren bedarf es einer
kurzen Probenaufarbeitung fiir die DESI-MS-Analyse und die Konzentrati-
onsbestimmung der Elemente. Fiir Letztere wurde die Arsen-Quantifizierung
mit einem Emissionspektrometer und induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-
OES) durchgefiihrt und fiir Europium ein Massenspektrometer mit der glei-
chen Tonisationstechnik (ICP-MS) verwendet.

3.1. Erste Untersuchungen mit der DESI-MS

Zur Vorbereitung auf die Pflanzenexperimente wurden zunéchst Vorversuche
durchgefiihrt, um die Handhabung und die DESI-MS besser zu verstehen.
Dafiir wurden als erstes die Parameter der Quelle optimiert und erste Kopp-

lungsversuche der Diinnschichtchromatographie mit DESI-MS unternommen.

3.1.1. Optimierung der Messparameter der DESI-Quelle

Die in Kapitel 2.6.2] genannten Parameter wurden zur Optimierung des Mess-
signals im positiven Tonenmodus auf einem Glastriger verwendet. Zunéchst
wurde ein Losungsmittelgemisch aus Wasser und Methanol (Verhéltnis 1:1)
und eine konstante Temperatur der Sammelkapillare von 200 °C genutzt.
In Tabelle sind die Bereiche der weiteren, verwendeten Messparameter

zusammengefasst.
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Tabelle 3.1.: Zusammenfassung der gepriiften Messbereiche von den jeweiligen
Parametern zur Optimierung der DESI-Quelle

Parameter Messbereich
Nadelspannung / kV 1-6
Flussrate / pL/min 1-12
Druck / bar 4-15
Winkel («) / ° 40 - 85
Abstand Spriihkapillare - Probe / mm 1-10
Abstand Spriihkapillare - Transferrohrchen / mm 1-10
Abstand Transferrohrchen - Probe / mm 1-10

Die Optimierung erfolgte jeweils mit einem festgehaltenen Parameter, wih-
rend die anderen variiert wurden. Der Parameter dessen MS-Spektrum die
hochste Tonenanzahl ergab wurde notiert und weitergehend festgehalten bis
alle Optionen optimiert wurden. Zum Schluss fand eine Uberpriifung der er-
mittelten Parameter statt.

Um die Ergebnisse fiir die jeweiligen Kontaminationslosungen zu testen, wur-
den diese auf eine PROSOLIA-Glasplatte mit hydrophoben Teflon-Spots ge-
tropft. Es wurden 4 1L von einer Dimethylarsenat-, Kaliumhydrogenarsenat-,
Natriumarsenit- und Europiumnitrat-Losung auf jeweils einen hydrophoben
Spot gegeben. Die Konzentrationen der wissrigen Arsen-Losungen betrugen
jeweils 50 pmol/L und 100 pmol/L und die der wéssrigen Europium-Losung
1 mmol/L und 10 mmol/L. Die aufgebrachten Tropfen wurden bis zur voll-
stdndigen Verdampfung des Wassers gelagert, anschliefend mit der DESI-MS
vermessen und die optimalen Parameter notiert. Die gennanten Verbindun-
gen wurden fiir die nachfolgend beschriebenen Pflanzenexperimente einge-

setzt.

Vor jedem Experiment mit der DESI-MS wurden nESI-MS-Spektren der
Verbindungen im positiven Ionenmodus aufgenommen, um die charakteris-
tischen m/z-Signale zu erhalten. Fiir die Messungen wurde eine DESI 2D
der Firma PROSOLIA INC verwendet und mit der Orbitrap Elite von THER-
MO FISHER SCIENTIFIC gekoppelt. Die nESI-MS-Analysen wurden ebenfalls
mit diesem Massenspektrometer durchgefiihrt. Die Auswertung der erhalte-
nen Spektren erfolgte mit der Software Xcalibur der selbigen Firma. Fiir jede
Probe wurde dabei ein MS-Spektrum iiber 30 Sekunden aufgenommen und

die Intensitdten anschlieffend iiber die Zeit gemittelt. Eine Normierung der
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Spektren erfolgte auf das m/z-Signal mit der hochsten Ionenanzahl.

3.1.2. Kopplungsversuche von DC-DESI-MS

Zunichst wurde eine Kieselgel-60-DC-Platte auf Aluminium verwendet, wel-
che auf den Probentréger zugeschnitten wurde (76 x 26 mm) und 10 pL
einer 100 pmol/L Dimethylarsenat-Losung aufgebracht. Fiir die Desorption
wurden Losemittelgemische aus Wasser und Methanol (Verhéltnisse 1:1 und
1:3) verwendet, die zuvor ermittelten optimalen Messparameter des positiven
Tonenmodus gepriift und gegebenenfalls gedndert. Es wurden sowohl DESI-
MS-Spektren von der DC-Platte als auch von der Probe aufgenommen.

Weitergehend wurde eine Normalphasen-DC-Platte aus Kieselgel 60 auf ei-

nem Glastriager untersucht.

3.2. Pflanzenexperimente

Dieses Kapitel erldutert die Vorbereitungen und Durchfiihrung der Pflanzen-
experimente von der Kontamination der Pflanzen Epipremnum aureum L.,
Pisum sativum L. und Secale cereale L. mit verschiedenen Arsen-Spezies und
Europium. Die zuerst genannte Pflanze diente dabei als Vorversuch, um die
Handhabung der DESI-MS mit Pflanzenteilen zu testen. Daher wurde diese
nicht unter Idealbedingungen aufgezogen, sondern direkt aus einer bereits

bestehenden Pflanze in herkémmlicher Blumenerde geerntet.

3.2.1. Aufzucht von Pisum sativum L. und Secale

cereale L.
Fir die Aufzucht der Pflanzen Pisum sativum L. und Secale cereale L. wurde

ein HOAGLAND-Medium verwendet, dessen Zusammensetzung in Tabelle 3.2
dargestellt ist. 23!
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Tabelle 3.2.: Zusammensetzung des verwendeten HOAGLAND-Mediums zur Auf-
zucht von Pflanzen 23]

Substanz ¢(Substanz) / pmol/L
KNOj3 2000
Ca(NC)g)Q' 4 HQO 500
MgSO,- 7 H,0 200
NH4NO;3 100
KCl 50
KHyPO4 25
Fe-EDTA 20
H3BO;3 12
MnSO,- HyO 2
ZIlSO4' 7 HQO 0,5
CUSO4' 5 HQO 0,2
NaQMOO4 0,1
NiSO, 0,1

Die Samen der Pisum sativum L. stammen von N. L. CHRESTENSEN aus
Erfurt in Deutschland. Zuerst wurden diese in destilliertem Wasser fiir zwolf
Stunden getrinkt und in feuchtem Loschpapier fiir 48 Stunden gelagert. Ge-
sunde und gleich grofse Setzlinge wurden in Plastikbehaltnissen mit 1 L
HoAGLAND-Medium {iberfithrt und in einer Wachstumskammer fiir zwei
Wochen gelagert (Abbildung . Es herrschten 22 4+ 1 °C wéhrend ei-
nes 16/8 Tag/Nacht-Zyklus mit 120 pE - m—2- s~! Bestrahlungsstiirke einer
Kalt-Fluoreszenz-Lampe. Auferdem wurde Sauerstoff durch Schlduche in das
Néhrmedium geleitet.

Die Samen der Secale cereale L. stammen aus Kiev in der Ukraine. Die Auf-
zucht der Pflanzen ist analog zu der der Pisum sativum L.

Die beschriebene experimentelle Arbeit erfolgte durch DHARMENDRA GUPTA.

Abbildung 3.1.: Aufzucht von Pisum sativum L. in abgedunkelten Plastikbe-
héltnissen und HOAGLAND-Medium.
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3.2. Pflanzenexperimente

3.2.2. Analyse der Kontaminationslosungen

Um die Arsen- und Europiumspezies identifizieren zu kénnen, wurden nESI-
MS-Messungen der verwendeten Arsen- bzw. Europium-HOAGLAND-LOsungen
durchgefiihrt, die jeweiligen Nadelspannungen optimiert und in Tabelle |3.3
zusammengefasst. Alle MS-Spektren wurden, aufgrund der aufwindigen DESI-

MS Parameteroptimierung, im positiven lonenmodus aufgenommen.

Tabelle 3.3.: Zusammenfassung der gemessenen Arsen- und Europium-
HoOAGLAND-Losungen mit nESI-MS und den dabei verwendeten Nadelspannun-
gen

Losung  Verwendete Nadelspannung / kV

DMA 1.3
As(V) 1,7
As(IIT) 1,8
Eu(I11) 1,2

3.2.3. Untersuchung von Arsen in Epipremnum aureum

L. und Pisum sativum L.

Epipremnum aureum L. wurde direkt aus einer bereits bestehenden Pflan-
ze in herkémmlicher Blumenerde geerntet. Dazu wurden zwei Stimme mit
jeweils drei Blittern von der restlichen Pflanze getrennt und in HOAGLAND-
Medium gelagert. Eine der beiden Aufzuchtlésungen wurde mit 1,2 mL einer
50 mmol/L Dimethylarsenat-Losung versetzt, sodass eine Endkonzentration
von 200 pmol/L erreicht wurde (Abbildung [3.2)).

Die Epipremnum aureum L. wurden nach 24 h, 72 h und 144 h mit der DESI-
MS untersucht.

Dieser Versuchsaufbau diente lediglich als Vorversuch, um das Arbeiten mit
Pflanzen kennenzulernen und die Aufnahme von Diemethylarsenat abzu-

schatzen.
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3. Experimentelle Arbeit

Abbildung 3.2.: Versuchsaufbau der Vorversuche mit Epipremnum aureum L.;
Links: Kontrollpflanze; Rechts: Kontamination der Pflanze mit Dimethylarsenat.

Die Pisum sativum L. wurde mit drei verschiedenen Arsenspezies kontami-
niert. Dabei handelt es sich um die Ausgangsverbindungen Dimethylarsenat
(DMA), Kaliumhydrogenarsenat (As(V)) und Natriumarsenit (As(III)). Die-
se wurden jeweils mit einer Konzentration von 0,1 mol/L in Wasser gelost
und anschlieffend der Pflanze in je zwei verschiedenen Konzentrationen von
50 pmol/L und 100 pmol/L angeboten. Dazu wurden je 250 pL und 500 pL
der Ausgangslésungen abgenommen und zum HOAGLAND-Medium zugege-
ben. Pro Konzentration und Arsenspezies wurden je zwei Parallelproben un-
tersucht, was in einer Gesamtanzahl von 14 Pflanzen resultierte (Abbildung

. Die Kontamination der Pisum sativum L. erfolgte iiber fiinf Tage.

Abbildung 3.3.: Versuchsaufbau der Kontamination von Pisum sativum L. mit
den Arsenspezies Dimethylarsenat, Kaliumhydrogenarsenat und Natriumarsenit
in den Konzentrationen von 50 pmol/L und 100 pmol /L in HOAGLAND-Medium.
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3.2.4. Versuchsaufbau von Europium und Secale cereale
L.

Fiir die Kontamination von Secale cereale L. diente als Ausgangssubtanz Eu-
ropiumnitrat Pentahydrat. Dieses wurde den Pflanzen in zwei unterschiedli-
chen Konzentrationen von 1 mmol/L und 10 mmol/L angeboten. Die dafiir
verwendeten Losungen wurden direkt aus der Ausgangssubtanz unter Losen
in HOAGLAND-Medium hergestellt, in die Aufzuchbehélter {iberfiihrt und
die Pflanzen hineingesetzt (Abbildung [3.4). Die Kontamination erfolgte mit
zwolf Pflanzen pro Konzentration und Kontrollmedium. Eine Zwischeniiber-
priifung der Aufnahme von Europium wurde nach fiinf Tagen durchgefiihrt

und die restlichen Proben nach sieben Tagen analysiert.

Abbildung 3.4.: Versuchsaufbau der Kontamination von Secale cereale L. mit
Europium in den Konzentrationen 1 mmol/L und 10 mmol/L in HOAGLAND-
Medium.

3.3. Analyse der Pflanzenteile

Die Speziation der angebotenen Arsen- und Europiumspezies erfolgte mit
DESI-MS. Nach anschliekender Probenaufarbeitung der Pflanzen wurden
Konzentrationsbestimmungen der jeweiligen Elemente durchgefiihrt. Zuletzt
dienten TRLFS-Messungen der Aufnahme von Fluoreszenzspektren und Le-
bensdauern der mit Europium kontaminierten Pflanze, um die Speziation zu

unterstiitzen.
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3. Experimentelle Arbeit

3.3.1. Untersuchungen mit DESI-MS

Fiir die Analyse der kontaminierten Pflanzen mit DESI-MS wurden die Pro-
ben kurz aufbereitet, um eine Qualifizierung des Inneren der jeweiligen Pflan-
ze zu ermoglichen.

Von der Epipremnum aureum L. aus dem Vorversuch wurden Blatt und
Stamm analysiert. Dazu wurde von dem Blatt die oberste Wachsschicht (Cu-
ticula) abgetrennt und auf einer PROSOLIA-Glasplatte mit doppelseitigem
Klebeband fixiert. Der Stamm wurde quer aufgeschnitten und ebenfalls be-
festigt.

Weitergehend wurden Blatt, Stamm und Wurzel von der Pisum sativum L.
und Secale cereale L. analysiert (Abbildung|3.5)). Die Bldtter wurden analog
zu den Vorversuchen aufgearbeitet, wohingegen die Stamme und Wurzeln

lings aufgeschnitten und befestigt wurden.

9.6 0.6 .06 6 o 6 ¢-0 0

® @

Abbildung 3.5.: Beispielhafter Aufbau einer PROSOLIA-Glasplatte mit Pflan-
zenproben auf doppelseitigem Klebeband fiir die DESI-MS-Analyse; B: Blatt, S:
Stamm, W: Wurzel.

3.3.2. Probenaufarbeitung fiir die

Konzentrationsbestimmung

Um die Konzentration der Elemente Arsen, Phosphor und Europium in Epi-
premnum aureum L., Pisum sativum L. und Secale cereale L. bestimmen
zu konnen, mussten deren Pflanzenteile zunichst bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet werden. Danach erfolgte das Morsern der Proben zu einem ho-
mogenen Feststoff und ein Sdureaufschluss. Es wurden etwa 1 - 30 mg der
getrockneten Proben eingewogen und mit 2 - 5 mL Salpetersdure (69 %) ver-
setzt (Tabelle[A.T]). Der Aufschluss erfolgte fiir etwa 21 h bei 130 °C in einem
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3.3. Analyse der Pflanzenteile

Sandbad. !
Anschliefsend wurden die aufgeschlossenen Proben in 15 mL- bzw. 50 mL-
Plastikgefife iiberfiithrt und das Aufschlussgefifs drei mal mit Mili-Q-Wasser

gewaschen. Zuletzt erfolgte je nach Messmethode die Verdiinnung der Pro-

ben (Tabelle [A.1)).

3.3.3. Analyse von Arsen mit ICP-OES

Arsen und Phosphor wurden mit ICP-OES analysiert. Fiir die Analyse des
Arsengehaltes der Epipremnum aureum L. wurden Standards mit Arsen von
0,05 mg/L bis 0,45 mg/L und mit Phosphor von 5 mg/L bis 45 mg/L in
dquidistanten Abstdnden mit 2 %iger Salpetersidure aus 1000 mg/L-ICP-
Standards hergestellt. Die Einwaagen wurden notiert und die genauen Kon-
zentrationen bestimmt.

Des Weiteren wurde der Arsen- und Phosphorgehalt in der Pisum sativum
L. bestimmt, ebenso wie die genauen Konzentrationen der Kontaminati-
onslosungen. Letztere Standards wurden mit Arsen und Phosphat in den
Konzentrationen von 1 mg/L bis 20 mg/L in dquidistanten Absténden mit
2 %iger Salpetersdure hergestellt. Fiir die Messung der Pflanzenteile musste
die Standard-Reihe deutlich geringer angesetzt werden. Die Arsen-Standards
wurden von 1 pg/L bis 1 mg/L und die Phosphor-Standards von 1 ng/L bis
10 mg/T in ebenfalls dquidistanten Abstédnden und mit 2 %iger Salpetersiure
hergestellt.

Die Messungen wurden mit einem ¢{CAP 6200 dual-view ICP emission spec-
trometer der Firmer THERMO SCIENTIFIC durchgefiihrt. Die Auswertung er-
folgte mit den axial gemessenen Emmissionslinien 189,0 nm (As) und 213,6 nm
(P) nach DIN 38402 Teil 51. Die Berechnung der Nachweis-, Erfassungs- und
Bestimmungsgrenze, sowie die Fehlerberechnung wurden nach DIN 32645
durchgefiihrt.

3.3.4. Untersuchung von Europium mit ICP-MS

Die Elementkonzentration des Europiums wurde mit ICP-MS ermittelt. Es
wurden die Europium-Kontaminationslésung und die aufgeschlossenen Secale

cereale L.-Proben in einer Messung untersucht. Dafiir wurden die Kontamina-

31
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tionslosungen bis unter 1 pg/L verdiinnt und eine Standardreihe von 1,5 ng/1
bis 1 pg/L in dquidistanten Abstdnden mit 2 %iger Salpetersidure hergestellt.
Die Proben wurden mit dem iCAP () ICP-MS der Firma THERMO FISHER
SCIENTIFIC vermessen. Die Auswertung erfolgte nach DIN 38402 Teil 51 und
die Berechnung der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze, sowie
die Fehlerberechnung nach DIN 32645.

3.3.5. Charakterisierung der Europiumspezies mit
TRLFS

Mit der TRLFS sollte die Speziesermittlung des Europium(III)-Ions in der
Pflanze erleichtert werden. Dazu wurden zunéchst die Fluoreszenz-Spektren
der Europium-HOAGLAND-L6sung vor und nach der Kontamination unter-
sucht. Anschliefend wurde ein Fluoreszenz-Spektrum des inneren Wurzel-
querschnitts der kontaminierten Secale cereale L. aufgenommen und mit den
restlichen Spektren verglichen. Fiir die Speziesbestimmung wurden abschlie-
fsend von den genannten Proben Lebensdauer-Messungen durchgefiihrt.

Fiir diese Messungen wurde der gepulster Nd:YAG-Laser PS6100 series der
Firma EKSPLA verwendet. Die untersuchten Losungen wurden mit einer La-
serleistung von 7 mW und die Pflanzenwurzel mit 1 mW vermessen. Der
Spektrograph Shamrock 303 der Firma ANDOR TECHNOLOGY LTD. mit po-
lychromatischen Gitter (300 Linien/mm, 10 pm Schlitzweite) und die CCD-
Kamera Andor iStar 743 wurden fiir die Untersuchung genutzt.

Die Fluoreszenz-Messungen erfolgten mit einer Belichtungszeit von 0,1 s,
einer Gate-Breite von 1 ms und einem Delay von 1 ps. Die Einstellungen
der Lebensdauer-Messungen wurde je nach Probe variiert. Die erhaltenen
Fluoreszenz-Spektren wurden jeweils auf die " F;-Fluoreszenzbande normiert.
Auferdem erfolgte die Auswertung der Lebensdauermessungen mit einer bi-

exponentiellen Anpassung.
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4  Ergebnisse und Diskussion

4.1. Parameteroptimierung der DESI-MS

Die Parameteroptimierung der DESI-MS ist ein sehr wichtiger Teil der Analy-
se und héngt sowohl von der Probe, als auch dem Analyten ab. Dazu wurden
die in Kapitel genannten Parameter anhand der Ionenanzahl (TA) des
grobten m/z-Signals optimiert (Abbildung [2.6]). Eine ausreichend hohe To-
nenanzahl ist wichtig fiir eine genaue Interpretation der MS-Spektren.

Fiir die Einarbeitung in das Gerat wurde zunéchst ein Losungsmittelgemisch
aus Methanol und Wasser (1:1-Verhéltnis) untersucht. Zu Beginn zeigte sich
eine Korrelation zwischen angelegter Nadelspannung und Ionenanzahl: Je
hoher die angelegte Spannung, desto hoher die Gesamtionenanzahl. Daher
wurde zunéchst die weitere Optimierung mit 3 kV durchgefiihrt. Es ergaben
sich die in Tabelle aufgefithrten optimalen Parameter.

Tabelle 4.1.: Optimale Parameter fiir die DESI-MS eines Methanol-Wasser-
Gemisches (1:1) auf einer PROSOLIA-Glasplatte bei 3 kV Nadelspannung

Paramter Optimum
Flussrate / pL/min 5
Druck / bar 8
Winkel («) / ° 55
Abstand Spriihkapillare - Probe / mm 2
Abstand Spriihkapillare - Transferréhrchen / mm 10
Abstand Transferrohrchen - Probe / mm 1

Beispielhaft sind in Abbildung Spektren der Optimierung dargestellt,
wobei die Winkel zwischen 50 °, 55 ° und 60 ° variiert wurden. Es zeigen
sich Unterschiede in der Ionenanzahl und in den Intensitdtsverhiltnissen der

Signale.
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Abbildung 4.1.: Vergleich von MS-Spektren und Tonenanzahl (TA) eines
Methanol-Wasser-Gemisches (1:1-Verhéltnis) auf einer PROSOLIA-Glasplatte bei
einer Nadelspannung von 3 kV, einer Flussrate von 3 puL/min und einem Druck
von 8 bar und verschiedenen Auftreffwinkeln («).

Khnliches gilt fiir die in Abbildung [4.2] und Abbildung verglichenen
Driicke von 8 bar und 11 bar und den Flussraten von 3 pL/min und 5 pL/min.
Der Grund fiir die Intensitatsunterschiede sind vermutlich Ionen mit m/z-
Verhéltnissen in den Bereichen 149,02 - 279,16 (Bereich A) bzw. 301,14 -
317,11 (Bereich B), welche verschiedene Desorptionseigenschaften besitzen.
Es wird deutlich, dass die Signale aus Bereich A bei einem Druck von 8 bar
groker sind als bei 11 bar. Die Signale aus Bereich B dagegen zeigen ein
entgegengesetztes Verhalten. Daraus kann geschlossen werden, dass die lo-
nen von A zu dem Lésungsmittelgemisch und B zu dem Glastriger gehoren,
da bei einem hoheren Druck mehr adsorbierte Substanzen der Glasplatte
desorbieren konnten. Somit handelt es sich bei den Ionen dieses Spektrums
vermutlich um Losungsmittel-Cluster, welche teilweise adsorbierte Molekiile

des Glastréigers ionisiert und desorbiert haben.
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Abbildung 4.2.: Vergleich von MS-Spektren und Tonenanzahl (TA) eines
Methanol-Wasser-Gemisches (1:1-Verhéltnis) auf einer prosolia-Glasplatte mit
einer Nadelspannungvon 3 kV, einem Winkel o = 55 °, einer Flussrate von

5 nL/min bei verschiedenen Driicken.

Eine weitere, wichtige Rolle bei den DESI-MS-Spektren spielt die umgebende
Raumluft, da die Quelle unter Atmosphérendruck arbeitet. Aufgrund dessen
gestaltet sich die Interpretation der m/z-Signale als duferst komplex. Da
dieses Tonisationsverfahren noch recht neu ist, existieren bisher keine ausrei-
chenden Datenbanken.

Die Parameteroptimierung sollte fiir jede Probe und jeden Analyten durch-
gefiihrt werden. Fiir die nachfolgenden Proben werden die optimalen Einstel-

lungen in den jeweiligen Kapiteln beschrieben.

4.2. Kopplungsversuche mit DC-DESI-MS

Um einen Pflanze und deren Bestandteile ortsaufgelost analysieren zu kon-
nen, eignet sich die Analyse eines Pflanzenabdruckes auf einer DC-Platte
(engl. Bioimaging). Dazu wurde zunéichst versucht, Dimethylarsenat (DMA)
von einer Kieselgel-60-Platte mit Aluminiumtrager zu desorbieren. Die an der

DESI-Quelle einstellbaren Parameter wurden unterschiedlich variiert, aller-
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dings konnte kein DMA detektiert werden. Zudem war eine sichtbare Span-
nungsentladung zu erkennen, sobald das Tonentransferréhrchen weniger als
5 mm von der Probe entfernt platziert wurde. Die Leitfdhigkeit des Trégers
ist somit ein entscheidender Grund, weshalb die Analyse des DMA nicht
moglich war.

Daraufhin wurde eine DC-Kieselgel-60-Platte mit Glastrager getestet. Die
DESI-Parameter wurden iiber weite Bereiche variiert, dennoch konnte kein
DMA im MS-Spektrum gefunden werden.

Entscheidend fiir die Desorption ist zunéchst das zu ionisierende Losungs-
mittel. In diesem Fall wurde Wasser, aufgrund der hohen Loslichkeit des
DMAs von 2000 g/L.F2 und Methanol eingesetzt, um die Desorption zu er-
leichtern und eine erhéhte Benetzung der DC-Platte zu vermeiden. Auch bei
verschiedenen Verhiltnissen des Gemisches wurde kein DMA detektiert.

Eine weitere, wichtige Rolle spielt die Beschichtung der Kieselgel-Platte. Hier
wurde eine polare NP-Kieselgel-60-Platte verwendet, wodurch der Analyt
eventuell starken Adsorptionskriften unterliegt und nicht desorbiert werden
kann. Wird die Struktur des Dimethylarsenats betrachtet, zeigen sich zwei
Methyl-Gruppen, eine Hydroxy- und Oxo-Gruppe (Abbildung . Letzte-
re konnten beispielsweise durch Wasserstoffbriicken-Bindungen oder Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen an der Kieselgel-Platte haften. Allerdings ist auch
ein unpolarer Charakter durch die Mehtyl-Gruppen gegeben, welche eben-
falls eine Einfluss auf die Adsorption bzw. Desorption bei unpolaren RP-DC-

Platten haben konnen.
ﬁ
H3C_AS —— CH3

OH

Abbildung 4.3.: Strukturformel des Dimethylarsenats: In blau die unpolaren
Methylgrupppen und in rot die polare Hydroxo- und Oxo-Gruppe.

Durch die somit erhaltenen Kenntnisse wurde im Folgenden nicht mit der

Analyse von Pflanzenabdriicken fortgefahren, sondern eine andere Proben-

aufarbeitungstechnik verwendet.
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4.3. Erste Messungen von Arsen in

Epipremnum aureum L.

Dieses Kapitel behandelt die Ergebnisse der durchgefiihrten Vorversuche mit
Arsen in Epipremnum aureum L. (Efeutute), welche weiterfiihrend als Grund-

lange fiir die Analyse der Pisum sativum L. (Erbse) genutzt werden.

4.3.1. Pflanzenaufnahme von Dimethylarsenat mit
DESI-MS

Die Néahrlosung der Epipremnum aureum L. wurde mit Dimethylarsenat kon-
taminiert und Blatt und Stamm mit DESI-MS untersucht. Um die genau-
en m/z-Signale des DMA zu kennen, wurde die Kontaminationslésung aus
HoAGLAND-Medium und DMA zuvor mit nESI-MS untersucht und in Ab-
bildung [4.4] dargestellt.
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Abbildung 4.4.: nESI-MS-Spektrum von Dimethylarsenat in HOAGLAND-
Medium (¢ = 100 pM) mit Markierungen der Ionen [AsO(CH;3)2,OH + H|* (m/z
138,97), [As2O3(CHs)o+ H|T (m/z 258,93) und [CaNO3 + HoO|* (m/z 119,96).

Die Signale bei m/z 138,97 und 25893 sind den Ionen des DMAs zuzu-
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ordnen. Dabei handelt es sich um die Ionen [AsO(CH3);OH + H]" und
[As203(CHjz)o+ H|' und somit um ein protoniertes Monomer und Dimer des
Dimethylarsenats. Das m /z-Signal bei 119,96 gehort zu einem Ion des HOAG-
LAND-Mediums [CaNOj + HyO|". Alle weiteren HOAGLAND-Ionen sind in
Tabelle [A.2] zu finden.

Anschliefsend erfolgte die Optimierung der DESI-Quelle durch einen einge-
trockneten Tropfen DMA auf einer PROSOLIA-Glasplatte. Dabei ergaben sich
die in Tabelle [A.3] angegebenen optimalen Bedingungen.

Bei einer Betrachtung der dufseren Erscheinung der Pflanze werden deutliche
Unterschiede sichtbar (Abbildung [1.5)). Die Blitter und der Stamm der mit
Arsen kontaminierten Pflanze weisen dunkle Verfirbungen an den Schnitt-

stellen auf, welche auf eine Schadstoffaufnahme hindeuten.

Abbildung 4.5.: Pflanzenversuche mit Epipremnum aureum L. (A) und Ver-
gleich vom Stamm ohne Arsenzugabe (B) und mit Arsenzugabe (C).

Die darauf folgende Analyse der Pflanzenbestandteile mit DESI-MS wiesen
kein m /2-Signal bei 138,97 von DMA auf (Abbildung[4.6). Grund dafiir kann
eine feste Einbindung des Dimethylarsenats in die Pflanze oder die Dissoziati-
on im Cytoplasma der Wurzelzellen sein, wodurch die Desorption des DMAs
unmoglich wird. Demnach spielt die Pflanzenphysiologie eine sehr entschei-
dende Rolle.

Auferdem wurde die Parameteroptimierung an einem DMA-Tropfen durch-
gefiihrt, da die Analyse der Pflanze schneller erfolgen sollte als die Variation
der Einstellungen zuldsst. Demnach wurde unter Idealbedingungen optimiert
und die Probenbeschaffenheit nicht beriicksichtigt.
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Abbildung 4.6.: DESI-MS-Spektren der Epipremnum aureum L.-Blatt mit Zu-
gabe von Arsen und Vergleich mit dem Hintergrund (Doppelseitiges Klebeband
auf PROSOLIA-Glasplatte) und Dimethylarsenat-nESI-Spektrum.

Des Weiteren kénnen die DESI-MS-Spektren von Hintergrund und Blatt ver-
glichen werden. Dabei zeigen sich unterschiedliche Intensitdten der gleichen
m/z-Signale, welche auf der verschiedenen Probenoberfliche bzw. Beschaf-
fenheiten der Probe beruhen. Dennoch sind alle Messsignale des Hintergrun-
des in dem Spektrum des Blattes wieder zu erkennen.

Weitere Ionen des Blattes wurden nicht gefunden, wodurch die Vermutung
nahe liegt, dass trotz Losen der Cuticula keine merkliche Desorption von der
Epipremnum aureum L. moglich war. Dies wird durch die Beschaffenheit der
Pflanze unterstiitzt, da diese eine sehr feste Struktur besafk.

Analog zu dem Blatt der Epipremnum aureum L. verhilt sich der Stamm
(Abbildung [A.2)). Auch dort wurde kein m/z-Signal des Dimethylarsenats

und kein weiteres der Pflanze gefunden.
Schlussfolgernd konnte kein DMA in der Epipremnum aureuwm L. mit DESI-

MS nachgewiesen werden. Aufgrund dessen wurde eine Konzentrationsbesti-

mung von Arsen in der Pflanze durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.3.2. Konzentrationsbestimmung von Arsen

Nach Trocknung und Aufschluss von Epipremnum aureum L. sowohl mit
als auch ohne Arsen-Zugabe, wurden ICP-OES-Messungen durchgefiihrt und
die Arsen-Gehalte von kontaminierter und Kontrollpflanze berechnet (Tabel-
le . Die erhaltenen Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen sind
in Tabelle aufgefiithrt. Die zu Vergleichszwecken notwendigen Ergebnisse
sind in Tabelle zu finden. Neben Arsen wurde Phosphor analysiert, um
eine Korrelation zwischen Arsenaufnahme und Phosphat-Transport herstel-

len zu konnen.

Tabelle 4.2.: Ergebnisse der Massenanteile w, von kontaminierter und Kon-
trollpflanze der Elemente Arsen und Phosphor in Epipremnum aureum L. nach
unterschiedlichen Inkubationszeiten ¢ gemessen mit ICP-OES; N.N.: Nicht nach-
gewiesen, N.: Nachgewiesen

Pflanzenteil t(Zugabe) / Was / wp /
d ng - (mg Probe)™! pg - (mg Probe)™!

Kontrolle Blatt 3 N.N. N.N.

Blatt 3 0,121 + 0,0227 18,0 4 1,45
Kontrolle Stamm 3 N. 30,7 £ 3,78
Stamm 3 0,193 + 0,0445 N.N.
Kontrolle Blatt 4 N. 6,62 £ 1,36
Blatt 4 0,113 + 0,0210 6,911 + 1,37
Kontrolle Stamm 4 N.N. N.
Stamm 4 0,0993 £ 0,0210 N.

Tabelle 4.3.: Berechnete Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze (NG,
EG, BG) fiir die ICP-OES-Messung von Arsen und Phosphor in Epipremnum
aureum L.

Grenze As /ng/mg P /ng/mg

NG 0,00588 0,411
EG 0,0118 0,822
BG 0,0176 1,23

Dabei liegen die mit N.N. gekennzeichneten Ergebnisse (Tabelle unter-
halb der berechneten Nachweisgrenze und wurden somit nicht nachgewiesen.
Die mit N. deklarierten Werte sind grofer als die Nachweisgrenze und wurden
eindeutig nachgewiesen, liegen jedoch unter der Erfassungsgrenze. Die Daten

mit, Unsicherheiten sind grofer als die Bestimmungsgrenze und wurden mit
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4.3. Erste Messungen von Arsen in Epipremnum aureum L.

einer Sicherheit von 95 % bestimmt.

Dieses Ergebnis reicht nicht aus, um die konkreten Arsen-Gehalte der Pflan-
zenteile zu vergleichen. Tendenzen zeigen allerdings, dass mehr Arsen in der
kontaminierten Pflanze vorhanden ist. Auferdem ist zu erkennen, dass sich
der Phosphor-Gehalt bei Blattern mit Arsen steigert, wahrend dieser im
Stamm sinkt. DMA wird nicht iiber den Phosphattransport aufgenommen,
sondern durch die Aquaporin-Kanéle der Pflanze. Durch die vermehrte Auf-
nahme der toxischen Verbindung, versucht die Pflanze vermutlich durch Re-
paraturmechanismen diesen Effekt zu kompensieren und nimmt daher mehr
Phosphat zur Herstellung von ATP als Energielieferant auf. Des Weiteren
akkumuliert der Schadstoff in den Blittern, da keine Moglichkeit besteht ihn
erneut abzugeben.

Weitergehend ist in der Pflanze deutlich weniger Arsen als Phosphor vorhan-
den, da es sich bei letzterem um ein essentielles Element handelt, welches

z.B. im Stoffwechsel und in der DNA-Synthese unerlésslich ist.

Letztlich konnten aus diesen Ergebnissen Tendenzen erhalten werden. Die
ICP-OES besitzt bei Arsen und der Linie 189,0 nm eine Nachweisgrenze von
0,005 ng/mg und ist damit relativ nachweisstark.®3 Allerdings hat die Ma-
trix der aufgeschlossenen Pflanze einen grofen Einfluss auf das Messsignal.
Zudem wurde ein Gewichtsverlust der Pflanze um etwa das Zehnfache an
Wasser nach der Trocknung festgestellt, wodurch nur wenig Probe fiir den
Aufschluss gewonnen werden konnte. Die Analyse mittels OES erforderte
aufserdem ein Mindestvolumen von 15 ml, welches die schon geringe Arsen-
Konzentration in der Pflanze nochmals verdiinnte.

Da mit der DESI-MS kein Dimethylarsenat in der Pflanze detektiert wurde,
scheint die Nachweisgrenze dessen iiber dem hdochsten bestimmten Gehalt
von 0,193 pg - (mg Probe)™! bezogen auf die Epipremnum aureum L. zu
liegen. Eine weitere Moglichkeit ist, dass die Arsen-Verbindung bereits in
andere Spezies, wie Dimethylarsenit, Trimethylarsinoxid oder Trimethylar-
sin umgewandelt wurden (Abbildung und deshalb nicht mehr in dem
MS-Spektrum gefunden werden kann.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.4. Analyse von Arsen und Pisum sativum L.

Fiir die Analyse der Pflanzenaufnahme von Arsenspezies wurde eine weitere
Pflanzengattung verwendet, welche ein schnelles Wachstum und damit ver-
bunden eine vermutlich schnelle Aufnahme von Schadstoffen aufweist. Die
Ergebnisse der Analysen und dessen Bedeutung sind in diesem Kapitel zu-

sammengefasst.

4.4.1. Untersuchung der Nahrlosungen und

Arsenspezies

Nachfolgend werden die Ergebnisse von nESI-MS-Messungen der Nahrlésun-
gen, kontaminiert mit DMA, Arsenat und Arsenit, fiir die Pisum sativum L.
erlautert. Es wurde die gleiche DMA-Kontaminationslésung wie in Kapitel
[.3.1] verwendet und die m /z-Signale von DMA und HOAGLAND-Medium be-
reits erldutert (Abbildung. Weitergehend wurde je ein charakteristisches
Messsignal der Arsenit- und Arsenat-Spezies detektiert (Abbildung [4.7). Bei
m/z 148,92 handelt es sich um das As(III)-Ion [As(OH)3; + Na]t und bei
m/z 218,84 um das As(V)-Ion [AsO(OH),(OK) + K]*. Natiirlich sind auch

dessen Strukturisomere denkbar.

42



4.4. Analyse von Arsen und Pisum sativum L.
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Abbildung 4.7.: Vergleich der nESI-MS-Spektren von dem reinen HOAGLAND-
Medium und diesem mit Natriumarsenit (As(IIT)) und Kaliumhydrogenarsenat
(As(V)) mit je ¢ = 100 pmol/L und Kennzeichnung der wichtigsten m/z-Signale
und relativen Intensitdten.

Werden die nESI-MS-Spektren in HOAGLAND-Medium von DMA, As(V) und
As(III) verglichen, zeigt sich deutlich, dass die anorganischen Verbindungen
weniger Intensitdt aufweisen. Grund dafiir konnte eine bevorzugte Bildung
negativer lIonen der anorganischen Spezies sein. Dimethylarsenat dagegen
ldsst sich leicht in positive lonen iiberfithren. Trotz dieser Ergebnisse wurde

die Pisum sativum L. in alle drei Arsen-HOAGLAND-Medien inkubiert.

4.4.2. Pflanzenaufnahme der Arsenspezies mit
DESI-MS

Es wurde versucht, in den DESI-MS-Spektren die m/z-Signale der bekann-
ten HOAGLAND und Arsenspezies zu identifizieren. Die Blitter, Stdmme und
Wurzeln wurden dabei sowohl in Bezug auf ihre inkubierten Spezies, als auch
evenueller Metabolite der anderen zwei Spezies untersucht. Diese Ergebnis-
se sind in Tabelle zusammengefasst und die optimalen DESI-Parameter
in Tabelle aufgefithrt. Zusétzlich wurde in jedem Pflanzenteil das m/z-
Signal bei 119,96 des HOAGLAND-Mediums detektiert, welches auf einen in-
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4. Ergebnisse und Diskussion

takten Metabolismus der Pflanze hindeutet.

Tabelle 4.4.: Ergebnisse der DESI-MS-Spektren des Pflanzenversuchs von Pi-
sum sativum L. mit Dimethylarsenat, Kaliumhydrogenarsenat und Natriumar-
senit; B: Blatt, S: Stamm, W: Wurzel, v': Signal vorhanden, X: Signal nicht vor-
handen

Losung c(As) /  Probe m/z-Signale
nmol /L DMA As(V) As(I1I)
(m/z 138,97) (m/z 218,84) (m/z 148,92)

Kontrolle - B X X X
Kontrolle - S X X X
Kontrolle - W X X X
DMA 50 B X X X
DMA 50 S X X X
DMA 50 W v X X
DMA 100 B v X X
DMA 100 S X X X
DMA 100 W v X X
As(V) 50 B X X X
As(V) 50 S X X X
As(V) 50 W X X X
As(V) 100 B X X X
As(V) 100 S X v X
As(V) 00 W X X X
As(I1I) 50 B X X X
As(I1I) 50 S X X X
As(III) 50 W X X X
As(II) 100 B X X X
As(TIT) 100 S X X X
As(III) 100 W X X X

Das Arsenat konnte nur in dem Stamm des 100 pmol/L-Mediums identifiziert
werden. Das Dimethylarsenat-Signal wurde sowohl bei einer Konzentration
von 50 pmol /L, als auch 100 pmol/L in der Wurzel detektiert. Daneben reicht
letztere Konzentration aus, um das Ion ebenfalls in dem Blatt nachzuweisen.
Ein Vergleich des Hintergrund-, Kontrollpflanzen- und DMA-Spektrums der
Pflanze (50 nM) ist in Abbildung [4.8| dargestellt. Die m/z-Signale des Hin-
tergrundes sind in den DESI-MS-Spektren der Proben zu erkennen, aller-
dings mit sehr stark schwankenden Intensitdten. Grund dafiir ist vermutlich

die verdnderte Probenoberfliche, wodurch unterschiedliche Winkel des ein-
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4.4. Analyse von Arsen und Pisum sativum L.

treffenden Losemittel-Sprays entstehen. Auferdem nehmen die Pflanzenteile
wahrscheinlich einen Teil des Methanol-Wasser-Gemisches auf. Daraus wiirde
die Aufladung der Probe resultieren. Aus diesen Erkenntnissen wird deutlich,
dass die DESI-Quelle zum jetzigen Zeitpunkt nur als qualitative Analyseme-

thode Verwendung finden kann.
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Abbildung 4.8.: Vergleich der DESI-MS-Spektren von dem Hintergrund (Glas-
trager mit doppelseitigem Klebeband), der Wurzel der Kontrollpflanze (Kontrol-
le) und der Wurzel mit Dimethylarsenat (DMA) inkubiert (¢ = 50 pmol/L).

Des Weiteren erscheint in Abbildung ein neues m/z-Signal bei 104,11.
Dieses ist auf eine Verbindung aus der Pflanze zuriickzufiihren, da es nicht
im Hintergrund und in jedem Pflanzen-DESI-Spektrum auftaucht. Dabei
konnte es sich um das Ton des Cholins mit der Formel [(CH)3N(CHz),OH|*
handeln. Diese Verbindung ist in verschiedensten Formen im Pflanzenge-
webe zu finden. Das freie Cholin kommt mit einem Gehalt von 11,73 -
188,5 ng - (mg Pflanze, frisch)™! in verschiedensten Pflanzengattungen und
auch in Pisum sativum L. vor.Pl

Nachfolgend werden die Gehalte von Arsen und Phosphor in der Pflanze
bestimmt und mit den DESI-MS-Ergebnissen verglichen.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.4.3. Konzentrationsbestimmung von Arsen

Die Arsen- und Phosphor-Gehalte wurden nach Trocknung und Aufschluss
mittels ICP-OES bestimmt. Dabei ergaben sich die in Tabelle dargestell-
ten Ergebnisse und die Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen in
Tabelle Da die Endergebnisse unter Verwendung von variierenden Ein-
waagen der Pflanzenteile erhalten wurden, mussten die bestimmten Grenzen
mit den in Tabelle dargestellten Ergebnissen ohne Einbezug der Einwaa-

gen verglichen werden.

Tabelle 4.5.: Ergebnisse der Gehalte von Arsen und Phosphor in Pisum sativum
L. gemessen mit ICP-OES; B: Blatt, S: Stamm, W: Wurzel, N.N.: Nicht nachge-
wiesen, N.: Nachgewiesen, Erfassungsgrenze > Werte ohne Unsicherheit < Be-
stimmungsgrenze, Werte mit Unsicherheit > Bestimmungsgrenze

Losung c(As) /  Probe was / wp /
pmol /T, ug - (mg Probe)™! pg - (mg Probe)™!
Kontrolle - B N.N. 4,58 4+ 0,000830
Kontrolle - S N.N. N.
Kontrolle - W N.N. 8,47 + 0,274
DMA 50 B N. 3,05 + 0,000819
DMA 50 S N.N. N.
DMA 50 W N. 5,60 + 0,156
DMA 100 B N. 3,85 40,0449
DMA 100 S N.N. N.
DMA 100 W 0,278 9,68 + 0,268
As(V) 50 B NN, 1,97 =+ 0,0568
As(V) 50 S N.N. 3,97 + 0,168
As(V) o0 W 0,588 6,13 + 0,00184
As(V) 100 B N.N. 3,46 + 0,000838
As(V) 100 S N. 401 + 0,120
As(V) 100 W 0,452 5,52 £+ 0,00134
As(I1I) 50 B N.N. 3.12 + 0,00814
As(I1I) 50 S N.N. 5.32 + 0,149
As(II) 50 W 0,486 £ 0,0748 N.
As(IIT) 100 B N.N. 0,0826 4+ 0,0491
As(TIT) 100 S N. 0,298 + 0,123
As(III) 100 W 0,353 5,95 £+ 0,00141
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4.4. Analyse von Arsen und Pisum sativum L.

Tabelle 4.6.: Berechnete Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze (NG,
EG, BG) fiir die ICP-OES-Messung von Arsen und Phosphor in Pisum sativum
L.

Grenze As /ng/mg P /ng/mg

NG 0,109 1,69
EG 0,217 3,39
BG 0,326 2,08

Aufgrund der Tatsache, dass nur wenig Probenmaterial gewonnen werden
konnte und die ICP-OES-Analyse ein relativ hohes Probenvolumen benétigt,
wurden nicht alle Arsen- und Phosphor-Gehalte eindeutig bestimmt. Trotz-
dem zeigen sich Tendenzen der erhaltenen Werte. In den Kontrollpflanzen
konnte kein Arsen nachgewiesen werden, da der Gehalt unter 0,109 ng/mg
lag. Zudem zeigt sich, dass meist in dem Stamm der Pisum sativum L. we-
niger Arsen und Phosphor enthalten ist. Dies kann zum einen eine Folge
von geringer Probenausbeute sein. Zum anderen dient der Stamm nur als
Transportweg von den Wurzeln zum Blatt der Pflanze und es werden keine
bedeutenden Mengen gelagert oder metabolisiert.

Die Bestimmungsgrenze des Arsens wurde von den Wurzeln der Pflanze mit
den Kontaminationslosungen von DMA, As(V) und As(III) iiberschritten
und Gehalte von 0,278 pg - (mg Probe) ™! bis 0,588 ng - (mg Probe) ™! erhal-
ten. Zudem wurde im Blatt der Kontaminationslosung von Dimethylarsenat
(c = 100 pM) ein ungefihrer Gehalt von 0,128 pg - (mg Probe)~! erhalten.
Generell war erneut eine grofsere Menge Phosphor als Arsen in den Pflanzen-
teilen vorhanden. Auferdem ist eine Korrelation zwischen den Messwerten
zu erkennen. Mit steigender DM A-Konzentration sinkt der Phosphor-Gehalt
im Blatt leicht und steigt bei den Wurzeln. Der Grund hierfiir ist analog zu
Kapitel Bei Arsenat dagegen sinken Phosphor-Gehalt in Wurzel und
Blatt mit steigender Arsenkonzentration. Dieser Zusammenhang ldsst sich
durch die Konkurrenz von Phosphat und Arsenat bei der Pflanzenaufnahme
durch den Phosphattransport erkliren. Ahnliches ist beim Arsenit zu er-
kennen, welches eigentlich durch die Aquaporin-Kanéle aufgenommen wird.
Allerdings kénnte durch oxidierende Bedingungen an der Wurzeloberfliche
das Arsenit zum Arsenat teilweise umgewandelt werden, wodurch erneut eine

Konkurrenz zwischen Arsenat und Phosphat entsteht.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse der DESI-MS zeigten, dass Dimethylarsenat in der Wurzel bei
¢ = 50 pmol/L und in dem Blatt und der Wurzel bei ¢ = 100 pmol/L detek-
tiert wurde. Wird dies mit den erhaltenen Konzentrationen von Arsen vergli-
chen, ist eine dhnliche Tendenz beim Dimethylarsenat zu erkennen. Demnach
sollte die Nachweisgrenze dessen bei etwa 0,109 ng/mg liegen. Dieser Wert
wurde auch vom Blatt bei beiden DM A-Konzentrationen iiberschritten, aber
nicht mittels DESI-MS gefunden. Da sich jede untersuchte Pflanze vermutlich
in ihrem Metabolismus, z.B. die Aufnahme- und Umwandlungszeit von Sub-
stanzen, unterscheidet und fiir die ICP-OES-Messung deutlich mehr Probe
entnommen wurde, kénnen die erhalten Ergebnisse von Massenspektrome-
trie und Atomspektroskopie leicht verschieden ausfallen. Aufserdem kdnnte
DMA in der Pisum sativum L. metabolisiert worden sein und so nicht in dem
MS-Spektrum bei den o.g. m/z-Signalen auftauchen. Weitere Metabolite zu
finden bedeutet eine sehr zeitaufwiandigen Arbeit mit genauesten biologisch-
physiologischen Kenntnissen.

Des Weiteren wurde fiinfwertiges Arsen bei ¢ = 100 pmol/L im Stamm mit
DESI-MS detektiert. Das Element wurde zwar in diesem Stamm nachge-
wiesen, aber die Wurzel enthielt deutlich mehr Arsen, welches nicht durch
MS gefunden wurde. Auch hier kdnnten weitere Metabolite bei verschiede-
nen m/z-Signalen in der Wurzel entstanden und in den Stamm transportiert
worden sein.

Im Verhéltnis zu den generell hohen Konzentrationen der anorganischen Ar-
senspezies und der geringer vorhandenen organischen ist DMA weniger mem-
brangéngig als As(V) und As(III). Dennoch wurde die organische Spezies
eher mit DESI-MS detektiert. Vermutlich ist DMA mit dem Losungsmittel-
Gemisch Methanol und Wasser leichter zu desorbieren oder besser 16slich als
die anorganischen Spezies. Auferdem wurden die anorganischen lonen im po-
sitiven Ionenmodus der nESI bereits schlechter gebildet. Aufterdem besitzt
Arsenit eine sehr hohe Affinitdt zu Thiol-Gruppen von Proteinen und Ar-
senat wird hiufig in As(III)-Spezies umgewandelt. Dies konnte ein weiterer
Grund fiir die geringe Desorption von den anorganischen Spezies im Vergleich

zu der organischen sein.

Zusammenfassend konnten die DESI-MS und ICP-OES-Messung in Einklang

gebracht und neue Erkenntnisse iiber den Desorptionsprozess von organi-
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4.5. Analyse von Europium und Secale cereale L.

schen und anorganischen Arsenspezies von der Pisum sativum L. erhalten
werden. Die Nachweisgrenze der DESI-MS-Analyse von DMA und As(V) in
Pisum sativum L. liegt vermutlich zwischen 0,109 ng/mg und 0,217 ng/mg,
da in diesem Bereich Arsen durch ICP-OES detektiert wurde und in dem
MS-Spektrum erkennbar ist. Es sind moglicherweise aber auch andere Meta-
bolite durch die Konzentrationsbestimmung mit einbezogen worden, wodurch
weniger der Ausgangssubstanzen in der Pflanze vorhanden sein konnte.

Da Arsen ein monoisotopisches Element darstellt, ist es schwierig, weitere
Metabolite in der Pflanze mithilfe von DESI-MS zu detektieren.

4.5. Analyse von Europium und Secale cereale
L.

Die Untersuchung des monoisotopischen Arsens hat neue Erkenntnisse zu
der Analyse von Pflanzenteilen mit DESI-MS gebracht. Die Radiotkologie ist
hingegen weniger an Schwermetallen generell sondern an den Auswirkungen
von Radionukliden auf Pflanzen interessiert. Europium dient als Homolog
zu Americium und besitzt zwei stabile Isotope, wodurch die MS-Spektren-

Analyse nach weiteren Metaboliten vereinfacht werden konnte.

4.5.1. Untersuchung der Nihrlosung und Europium mit
nESI-MS

Die Analyse von Europiumnitrat in HOAGLAND-Medium ergibt das in Abbil-
dung[4.9)abgebildete nESI-MS-Spektrum. Die charakteristischen m /z-Signale
sind markiert und in Tabelle L7 erliutert.
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Abbildung 4.9.: nESI-MS-Spektrum von FEuropiumnitrat in HOAGLAND-
Medium mit den wichtigsten, markierten m/z-Signalen.

Tabelle 4.7.: Charakteristische m/z-Signale der nESI-MS von Europiumnitrat

in HOAGLAND-Medium

Nummer m/z-Signal  Tonen-Summenformel
IR, 15[y

1 167,92 169,92 [Eu(OH)|"

2 184,92 186,93 [Eu(OH)y|"

3 185,93 187,93 [Eu(OH) + H,O]"

4 202,94 204,94 [Eu(OH), + H,O]"

5 220,95 222,95 [Eu(OH), + 2 HyO]"

6 230,92 232,92 [Eu(NOj3) + H,O]"

7 247,92 249,92 [Eu(OH)(NO;) + HoO]"

8 265,93 267,93 [Eu(OH)(NO3) + 2 H,O]"

9 282,89 284,89 |[Eu(HPO,) + 2 HOF

10 292,91 294,91 [Eu(NOj)s + HoO"

11 300,90 302,90 [Eu(HPO,) + 3 HO]"

12 310,92 312,92 [Eu(NOjz)s + 2 HyO]"

In dem Spektrum konnten keine Europium-EDTA-Komplex-lonen festge-

stellt werden, welche die Aufnahme des Europium-Ions in die Pflanze hem-

men.
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4.5. Analyse von Europium und Secale cereale L.

Neben den ermittelten Europiumspezies mit Hydroxid-, Nitrat- und Hydro-
genphosphat-Tonen ist auch das [Ca(NO3)OH + H|" bei m/z 119,96 des
HOAGLAND-Mediums zu erkennen. Trotzdem liegen die Intensititen der Eu-
ropiumspezies deutlich iiber denen der HOAGLAND-Ionen. Aufserdem ist Eu-
ropium anhand seines Isotopenmusters mit einer Differenz von m/z = 2 leicht
zu identifizieren.

Bei den Hydroxid-Spezies handelt es sich meist um Messartefakte, welche
wéhrend des ESI-Prozesses durch die Reaktion in Gleichung und ent-

stehen.

Eu*t + H,0 — [Eu(H,0)]** (4.1)
[Eu(H,0)]*" + HyO — [Eu(OH))*~ + H;0™" (4.2)

Diese Hydrolyse-Reaktion steigt dabei mit der Ladung des Kations. Dem-
nach liegt in der Lésung vermutlich das freie Eu*-Ton anstelle der Hydroxide
vor 5556]

Des Weiteren sind m /z-Signale des zweiwertigen Europium-Tons zu erkennen.
Diese sind durch Messartefakte zu erkldren, welche aus einem Ladungstrans-
fer durch Stofe mit Restgas auf dem Weg zum Massenspektrometer resultie-
ren. Daher liegt das Eu?* nicht in Lésung vor und ist unter den Bedingungen
des Nihrmediums nicht stabil. 5556

Diese Messsignale werden im Folgenden zur Identifikation von Europium in
Secale cereale L. (Winterroggen) genutzt und eventuelle Metabolite anhand

des Isotopenmusters untersucht.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.5.2. Pflanzenaufnahme von Europium mit DESI-MS
und TRLFS

Die Untersuchung von Secale cereale L. ergab die in Tabelle dargestell-
ten Ergebnisse, welche mit den optimalen DESI-Parametern aus Tabelle
erhalten wurden. Es wurde zunéichst versucht, das grofste m /z-Signal der Eu-
HOAGLAND-Losung bei 202,94 (*'Eu) bzw. 204,94 (**3*Eu) zu identifizieren.

Tabelle 4.8.: Ergebnisse der DESI-MS von Europium in Secale cereale L. nach
fiinf und sieben Tagen und Analyse der m/z-Signale bei 202,94 und 204,94; v :
Signal vorhanden, X: Signal nicht vorhanden

¢(Eu) / Probe FEu-Zugabe /d  m/2-Signal

mmol /L 202,94, 204,94
0 Blatt 5 X
0 Wurzel 5 X
1 Blatt 5 X
1 Wurzel 5 X
10 Blatt 5 X
10 Wurzel 5 v
0 Blatt 7 X
0 Stamm 7 X
0 Wurzel 7 X
1 Blatt 7 X
1 Stamm 7 X
1 Wurzel 7 X
10 Blatt 7 X
10 Stamm 7 X
10 Wurzel 7 X

Nur in der Wurzel bei einer Konzentration des Europiums von 10 mmol/L-
wurde nach fiinf Tagen die Spezies [Eu(OH), + HoO| " detektiert (Abbildung
4.10). Auch alle anderen in Tabelle [4.7) dargestellten Spezies sind nicht er-

kennbar.
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4.5. Analyse von Europium und Secale cereale L.
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Abbildung 4.10.: Vergleich der DESI-MS-Spektren des Hintergrundes
(PrROSOLIA-Glastrager mit doppelseitigem Klebeband), der Wurzel der Kontroll-

pflanze und der Wurzel mit Europium (10 mmol/L) und Markierung der wich-
tigsten m/z-Signale und dessen relative Intensititen.

Um weitere Erkenntnisse liber die moglichen Europiumspezies zu erhalten,
wurden sowohl Fluoreszenzspektren als auch Lebensdauer-Messungen mithil-
fe von TRLF'S durchgefiihrt. Es erfolgte zum einen die Analyse der Europium-
HoAGLAND-Medien vor und nach dem Pflanzenversuch und zum anderen die
eines Wurzelquerschnitts der Secale cereale L. aus der Kontaminationslésung
mit ¢ = 10 mmol/L nach sieben Tagen Inkubationszeit. Dabei ergaben sich
die Emissionsspektren in Abbildung [4.11], die Lebensdauern und dessen be-
rechnete Wassermolekiil-Anzahl in Tabelle Die verwendeten biexponen-

tiellen Anpassungen und Einstellungen der Lebensdauermessungen sind in

den Abbildungen - zu finden.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Eu-Hoagland A
Eu- Wurzel
Eu-Hoagland B

Fluoreszenzemission

580 590 600 610 620 630 640
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Abbildung 4.11.: Vergleich der Emissionsspektren von FEu-HOAGLAND vor (A)
und nach (B) dem Pflanzenversuch, sowie einem Wurzelquerschnitt der Secale
cereale L. der Konzentrationen von 10 mmol/L, entnommen nach sieben Tagen.

Tabelle 4.9.: Ergebnisse der Lebensdauermessungen (biexponentielle Anpas-
sung) von Europium in HOAGLAND-Medium (A) vor und nach (B) dem Pflanzen-
versuch, sowie in der Wurzel (7 d, ¢ = 10 mmol/L) mit angegebener und ausge-
werteter Fluoreszenzbande

Probe Emissionsbande Lebensdauer / ps  n(H20)
Eu-HOAGLAND A 3 149 6,6 £ 0,5
405 2.0 + 0,5
Eu-Wurzel Fy 457 1,7 £ 0,5
1709 0,0£0,5
Eu-HOAGLAND B F 117 85+ 0,5
352 2.4 + 0,5

Alle Fluoreszenz-Spektren weisen eine " Fy-Bande auf, welche auf unsymme-
trische Komplexierung des Europiums hindeutet. Wird das " F}-7 F5-Verhiltnis
verglichen, zeigen sich unterschiedliche Ergebnisse. Anhand der Emissionss-
pektren und Lebensdauern ist zu erkennen, dass sich die Speziation des Eu-
HOAGLAND-Mediums vor und nach der Inkubation kaum verdndert haben
kann. Kleinere Schwankungen der Lebensdauern entstehen durch die Aus-
wertung mit einer biexponentiellen Anpassung. Demnach sind mindestens

zwei Spezies enthalten mit der umgebenden Wassermolekiil-Anzahl von etwa
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4.5. Analyse von Europium und Secale cereale L.

zwei und sieben bis neun. Werden diese Zahlen von der Gesamtkoordinations-
zahl des Europium-Ions von neun subtrahiert, sind sieben (Spezies 1) bzw.
null bis drei (Spezies 2) Koordinationsplitze von anderen Liganden besetzt.
Folgende Spezies in Losung wiren mit den detektierten Fluoreszenzlebens-
dauern in Einklang zu bringen: [Eu(H20)o]**, [EuH2PO4]*T, [Eu(HaPOy)o] "
und |[Eu(EDTA)|~. Diese Komplexe konnten aufgrund des im HOAGLAND-
Medium vorhandenen Phosphats und EDTAs in der Losung vorliegen. Wie
in Kapitel beschrieben, besitzt Europium eine grofse Affinitat zu Phos-
phat und EDTA. Die umgebende Wassermolekiil-Anzahl kann in dem MS-
Spektrum aufgrund des ESI-Prozesses von den berechneten Werten abwei-
chen.

Der Wurzelquerschnitt der Secale cereale 1.. dagegen weist eine deutlich héhe-
re "F»>-Bande auf, welche auf eine erhéhte Komplexierung hindeutet. Aufier-
dem existiert eine Spezies mit etwa zwei und eine ohne koordinierte Wasser-
molekiile. Demnach sind sieben bzw. neun Koordinationsplatze von anderen
Liganden besetzt. Aufgrund dessen liegt die Vermutung einer starken Kom-
plexbildung, wie z.B. mit in der Pflanze vorkommenden Carboxylat- oder Or-
ganophosphatliganden nahe. 6l In einer Pflanze sind allgemein viele verschie-
dene Carboxylate vorhanden, welche mit Europium(III) komplexieren kénn-
ten. Aufgrund dessen wurde versucht, die typischen Europium-Carboxylate
in dem DESI-MS-Spektrum der Pflanzenwurzel (¢ = 10 mmol/L, Sieben Ta-
ge) zu identifizieren (Tabelle [4.10). Eine dhnlich hohe Affinitét von Eu(III)-
Ionen wie zu den Carboxylaten existiert zu Phosphaten. Die Untersuchung
der moglichen Spezies wurde ebenfalls durchgefiihrt(Tabelle .
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4. Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4.10.: Eu?t-Speziessuche der Carboxylate im DESI-MS-Spektrum nach
sieben Tagen Inkubationszeit und ¢(Eu) = 10 mmol/L; v': Vorhanden, X: Nicht

vorhanden
Bu?t- Strukturformel m /z-Signale Vor-
Spezies BlEy  Eu  handen?
Formiate  [Eu(HCOO) | HyO2F 10696 107,06 X
[Eu(HCOO) + 2 H,OJ?* 115,97 11697 X
[Eu(HCOO),|* 240,91 242,92 X
[Eu(HCOO), + H,0[* 258,03 260,93 X
[Eu(HCOO), + 2 H,0]* 276,94 27894 X
[Eu(fICO0), | 2 I,0]" 276,04 27894 X
Acetat [Eu(CH3CO0)|** 104,97 105,97 X
[Eu(CH;CO0) + H,OP* 113,97 11497 X
[Eu(CH;CO0) + 2 H,O* 12298 123,98 X
[Eu(CH;CO0),]* 268,95 270,95 X
[Eu(CH,C00), + H,0[* 286,96 288,96 X
[Eu(CH,CO0), + 2 H,0[* 304,97 30697 X
Propionat |[Eu(CH3CH,COO)|** 111,97 112,97 X
[Eu(CH;CH,COO0) + H,Of2 12098 121,08 X
[Eu(CH;CH,COO0) + 2 HyO 129,98 130,99 X
[Eu(CH;CH,CO0),| 206,98 29898 X
[Eu(CH;CH,COO), + HyOl* 314,99 31699 X
[Eu(CH,CH,CO0), + 2 IL,O]* 333,00 335,00 X
Citrat |[Eu(Ce¢H507) + H|" 240,93 342,93 X
[Eu(CsH507) + H,0 + HJ* 358,94 360,94 X
[Eu(CoH507) + 2 H,O + H|* 376,95 37895 X
Oxalat [Eu(COO)q|™ 194,91 196,91 X
[Eu(COO0), + H,0[* 212,92 214,92 X
[Eu(CO0)s + 2 H,Ol* 230,93 232,93 X
Malonat  [Eu(CHy(COO)q)|" 252,92 254,92 X
[Eu(CH,y(COO),) + HoOl* 270,93 272,93 X
[Eu(CH,y(COO)s) + 2 HyOl* 288,94 290,94 X
Lactat  |Eu(CH;CH(OH)COO)2* 11997 12007 X
[Eu(CH;CH(OH)COO) + H,OF 12898 12998 X
[Eu(CH;CH(OH)COO) + 2 H,O]** 137,98 13898 X
[Eu(CH;CH(OH)COO),|* 328,97 330,97 X
[Eu(CH,CH(OH)COO), + H,OF 34698 34898 X
[Eu(CH;CH(OH)COO), + 2 HoOF 364,99 366,99 X
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4.5. Analyse von Europium und Secale cereale L.

Tabelle 4.11.: Eu?t-Speziessuche der Phosphate im DESI-MS-Spektrum nach
sieben Tagen Inkubationszeit und ¢(Eu) = 10 mmol/L; v': Vorhanden, X: Nicht
vorhanden

Eu®*-Spezies  Strukturformel m/z-Signale ~ Vorhanden?
I, 153y

Phosphat  |Eu(POy) | H|F 216,88 248,88 X
[Eu(PO,) + H,O + HJ* 264,98 266,98 X
[Eu(PO,) + 2 H,O + H* 282,90 284,90 X
[Eu(HIPO,)|* 246,88 248,88 X
[Eu(HPO,) + HO[* 264,80 266,80 X
[Eu(HPO,) + 2 H,O* 282,90 284,90 X
[Eu(H,PO,)|> 123,04 124,94 X
[Eu(H,PO,) + H,O]?* 132,95 133,95 X
[Eu(H,PO,) + 2 LOP* 141,95 142,96 X

Keine der gennanten m/z-Signale aus den Tabellen sind in den DESI-MS-
Spektren zu finden. Besonders das Citrat-Ion ist ein beliebter Bindungspart-
ner fiir das Eu(IIl)-Ton und ist bei pH 5 bis 8 mit dem (CgH507)3 -Ton
vertreten. Alle weiteren Carboxylate sind ebenfalls bekannte Vertreter in ei-
ner Planze. 57

Dieses Ergebnis kann mehrere Ursachen haben. Zum einen spielt die Pflan-
zenphysiologie eine grofe Rolle, da das Europium in verschiedenen Stoffwech-
selvorgiingen eingebaut werden kann und meist wie ein Ca?*-Ion interagiert.
Bisher ist z.B. bekannt, dass Eu®" Ca?* als Botenstoff ersetzen, oder durch
eine Reduktion zum Eu(II)-Ion zur Beeinflussungen von Bindungsproteinen
durch das abgefangene Elektron fiihren kann.B8 Viele Metamolismen von
Europium in Pflanzen sind allerdings bis heute noch nicht geklart. Demnach
konnte das Ion in die Pflanze eingebaut werden, wodurch eine Desorption mit-
tels DESI-MS eher unwahrscheinlich wire. Nur in der Pflanzenwurzel nach
einer Inkubationszeit von fiinf Tagen wurden die Signale bei m/z 202,94
und 204,94 identifiziert, welches in der Eu-HOAGLAND-LGsung vorhanden
ist. Entweder wurde das Eu®* nach sieben Tagen bereits metabolisiert und
weiter transportiert, oder aber als Carboxylsdure wieder in das Kontaminati-

onsmedium abgegeben. [6459]

Da die Konzentrationen der Eu-Losungen relativ
hoch angesetzt wurden, kann letzteres durchaus in Frage kommen. Aufer-
dem konnte pro Pflanze und Pflanzenteil nur eine Probe untersucht werden.
Dies beeinflusst die Représentativitit der Ergebnissen, da durchaus lokale

Verteilungsunterschiede in einer Pflanze vorkommen kénnen.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Des Weiteren wurde nur eine endliche Anzahl an méglichen Kompelxierun-
gen des Europium-Tons getestet. Durch die Vielzahl an Carboxylaten und an-
organischen oder organischen Phosphaten sind weitaus mehr Verbindungen
denkbar und schwierig zu identifizieren. In den Spektren sind noch weitere
unaufgeklirte Peaks vorhanden, welche von weiteren, bisher noch nicht iden-

tifizierten Europium-Komplexen herriihren konnten.

Alles in allem konnte bisher eine Europiumspezies in der Pflanze identifi-
ziert werden, welche allerdings nur in einer Probe vorkam. Die m/z-Signal-
identifikation erwies sich generell als sehr komplex, da der Metabolismus des
Europiums in der Pflanze vielfiltig sein kann. Trotzdem konnte gezeigt wer-
den, dass das Europium vermutlich als freies Eu®*-Ion in der Planzenwurzel
vorliegt (m/z 202,94 bzw. 204,94) und dort als Carboxylat oder Phosphat
weitergeleitet und metabolisiert wird. Aufserdem liegt es wahrscheinlich fest
gebunden vor, da es sich nicht mittels DESI-MS desorbieren lisst. Diese Fr-
kentnisse decken sich mit denen von KELLEY et al., dass Europium von Car-
boxylatgruppen hydratisiert, adsorbiert und intrazellular gebunden wird. 28l
Um eine Konzentrationsverteilung von Europium in der Pflanze zu erhalten,

wurden die Pflanzenteile weitergehend mittels ICP-MS untersucht.

4.5.3. Konzentrationsbestimmung von Europium

Die Europium-Gehalte in den Pflanzenteilen der Secale cereale L. wurden
mithilfe von ICP-MS bestimmt und die Ergebnisse in Tabelle [4.12]aufgelistet.
Die Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze wurden berechnet und
in Tabelle zusammengefasst. Die dafiir notwendigen Vergleichswerte der
Konzentrationsebstimmung des Europiums sind in Tabelle aufgefiihrt.
Aufgrund von sehr unterschiedlichen Gehalten, wurde drei Kalibrationen
verwendet und dementsprechend drei Nachweis-, Erfassungs- und Bestim-

mungsgrenzen erhalten.
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4.5. Analyse von Europium und Secale cereale L.

Tabelle 4.12.: Ergebnisse der Gehalte von Europium in Secale cereale L. gemes-
sen mit ICP-MS; B: Blatt, S: Stamm, W: Wurzel, K: Verwendete Kalibration N.:
Nachgewiesen, Werte mit Unsicherheit > Bestimmungsgrenze

Losung  t(Zugabe) /  c¢(Eu) / Probe Wiy / K
d mmol /L ng - (mg Probe)™!
Kontrolle 5 - B 0,0480 £ 0,00190 1
Kontrolle 3 - W N. 1
Eu d 1 B 0,563 £+ 0,00170 1
Eu 5 1 W 32,14 + 4,123 3
Eu d 10 B 1,04 £+ 0,00188 1
Eu 5 10 W 24,181 + 324 3
Kontrolle 7 - B 0,0257 £ 0,0134 1
Kontrolle 7 - S 0,106 £+ 0,00184 1
Kontrolle 7 - W 0,0808 £ 0,00169 1
Eu 7 1 B 0,315 £ 0,00175 1
Eu 7 1 S 3,73 + 0,0981 2
Eu 7 1 W 17,6 + 1,76 3
Eu 7 10 B 46,7 £ 3,09 3
Eu 7 10 S 43,7 £ 0,939 3
Eu 7 10 W 106 £ 6,72 3

Tabelle 4.13.: Berechnete Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen
(NG, EG, BG) fiir die ICP-MS-Messung von Europium in Secale cereale L.; K1-
3: Kalibration 1-3

Grenze Kl1(Eu) / K2(Eu) / K3(Eu) /
ng/mL ng/g ng/g
NG 0,00134 0,202 0,224
EG 0,00268 0,404 0,447
BG 0,00403 0,606 0,671

Es ist zu erkennen, dass die Europium-Gehalte der Pflanze wie erwartet mit
steigender Konzentration in der Kontaminationslosung zunehmen. Mit der
Ausnahme von den Gehalten nach sieben Tagen Inkubationszeit in dem Me-
dium mit ¢ = 10 mmol/L kann folgende Reihenfolge der inkubierten Proben
mit absteigenden Eu-Gehalten definiert werden: Wurzel, Stamm, Blatt. Diese
deckt sich nicht mit der in der Literatur beschriebenen Reihenfolge: Wurzel,
Blatt, Stamm, wird aber durch die angesprochene Ausnahme bestitigt. 2
Daher gilt letztere eventuell nur bei erhohten Europium-Konzentrationen.

Das Ergebnis nach fiinf Tagen Inkubationszeit bei ¢ = 1 mmol /L weist einen
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4. Ergebnisse und Diskussion

etwas hoheren Wert auf als bei ¢ — 10 mmol/L. Dies kann in der Pflan-
zenphysiologie begriindet werden, da jede Pflanze der gleichen Gattung un-
terschiedlich schnell auf Umweltereignisse reagiert. Demnach haben diese in
1 mmol/L-Eu-Losung das Europium vermutlich schneller aufgenommen als
jene in 10 mmol/L-Losung. Ein dhnliches Ergebnis zeigt sich auch bei einem

Vergleich der Gehalte nach fiinf und sieben Tagen Inkubationszeit.

Werden die Ergebnisse der ICP-MS-Messung mit denen der DESI-MS ver-
glichen, zeigt sich, dass bei der Wurzel-Probe nach fiinf Tagen Inkubati-
onszeit und einer Konzentration der Kontaminationslosung von 10 mmol/L
ein Europium-Gehalt von 24,181 4+ 3,24 ng - (mg Probe)™! erhalten wur-
de. Dieser muss nicht dem freien, gefundenen Eu(IIT)-Ton enstprechen, wel-
ches vermutlich bereits metabolisiert wurde und womdglich als Carboxylat
oder Phosphat vorliegt. Aufgrund der hohen erhaltenen Gehalte ist es wahr-
scheinlich, dass das Europium bereits fest in die Pflanze eingebunden wurde
und keine Desorption stattfinden konnte. Natiirlich spielen auch die verwen-
deten Parametereinstellungen der DESI-MS eine grofe Rolle, welche aller-
dings vorher auf das Europium(IIT)-Ion optimiert wurden. Dennoch kénnen
Desorptionswinkel, Druck und Abstand des ionisierten Losungsmittels von
Probenoberfliche zu Probenoberfliche variieren und somit eine schlechtere
Desorption zur Folge haben. Eine Parameteroptimierung wéihrend der Pro-
benmessung gestaltete sich als schwierig, da das Pflanzenmaterial durch das
Methanol sehr schnell austrocknete und somit die Oberfliche verdndert wur-
de.
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5 Zusammenfassung und
Ausblick

Ziel dieser Arbeit war die erstmalige Inbetriebnahme und Einarbeitung in die
Desorptions-Elektrospray-Tonisations-Massenspektrometrie (DESI-MS) fiir
die Untersuchung von aufgenommenen Arsen- und Europiumspezies in Pflan-
zen. Nach Anschluss und Testen der DESI-Quelle wurde zunéchst eine Pa-
rameteroptimierung fiir die Ausgangssubstanzen Dimethylarsenat, Kalium-
hydrogenarsenat, Natriumarsenit und Furopiumnitrat in Losung auf einem
ProsoLiA-Glastrager mit hydrophoben Teflon-Spots durchgefiihrt. Die Fluss-
rate, der Druck und der Auftreffwinkel v des ionisierten Losungsmittels (Me-
thanol, Wasser 1:1), sowie der Abstand von Spriihkapillare zu Probe, von
Spriihkapillare zu Transferréhrchen und von Transferréhrchen zu Probe wur-
den dabei optimiert.

Anschliefsend wurden erste Kopplungsversuche von Diinnschichtchromato-
graphie und DESI-MS mit einer NP-Kieselgel-60-Platte und Aluminium-
bzw. Glastrager unternommen. Unter Variation der DESI-Parameter und des
Losungsmittels konnte keine Desorption des verwendeten Dimethylarsenats
festgestellt werden. Grund dafiir sind wahrscheinliche Wasserstoffbriickenbin-
dungen oder Dipol-Dipol-Wechselwirkungen von DMA mit der stationiren
Phase der DC-Platte. Folglich wurden Feststoffproben mit doppelseitigem
Klebeband auf einem PROSOLIA-Glastrager fixiert und so mit DESI-MS un-
tersucht.

Die Vorversuche von Dimethylarsenat in Epipremnum aureum L. dienten dem
Erlernen und Erproben der Analyse von Pflanzenteilen mittels DESI-MS. Die
verwendete Kontaminationslésung von DMA und HOAGLAND-Medium wur-
de vorab mit nESI-MS analysiert und die charakteristischen m /z-Signale
mit den DESI-MS-Spektren verglichen. Fiir die Desorptions-Untersuchungen

wurden Pflanzenblatter von ihrer Cuticula befreit und untersucht. Von dem
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Pflanzenstamm wurde ein Querschnitt analysiert. Weder im Blatt noch im
Stamm wurde das DM A-Signal nachgewiesen. Mit nachfolgender ICP-OES-
Analyse von Arsen und Phosphor konnte eine wahrscheinliche Nachweis-
grenze der DESI-MS bei Epipremnum aureum L. und Dimethylarsenat von
0,193 pg - (mg Probe)™! ermittelt werden. Aukerdem wurde durch die Ato-
memmissionsanalyse dargestellt, dass vermutlich der Phosphattransport durch
die Schéidigung der Pflanze wegen des steigenden Arsen-Gehalts zunahm.
Des Weiteren konnten aus der Analyse von den Arsenspezies DMA, Arse-
nat und Arsenit in Pisum sativum L. weitere Erkenntnisse iiber die DESI-
MS gewonnen werden. Auch hier wurden die m/z-Signale der zuvor mit
nESI-MS untersuchten Kontaminationslosungen mit den erhaltenen DESI-
MS-Spektren der Pflanzenteile Blatt, Stamm und Wurzel verglichen. Es wur-
den DMA in der Wurzel der 50 pmol/L-Losung und im Blatt und Wurzel der
100 pM-Losung detektiert. Aukerdem wurde das Arsenat-Signal im Stamm
der 100 pmol/L-Kontaminationslosung und ein neues, der Pflanze zugehori-
ges Signal des Cholins nachgewiesen. Nach einer Konzentrationsbestimmung
von Arsen mittels ICP-OES ergaben sich fiir die gefundenen m /z-Signale Ge-
haltsbereiche von 0,109 ng/mg und 0,217 ng/mg in denen DMA und As(V)
detektiert werden kénnen. Allerdings konnten diese Werte iiberschétzt wor-
den sein, da durch ICP-OES alle Arsenspezies bestimmt wurden. Die Gehalte
der verschiedenen Spezies konnten mit denen des Phosphors durch die Auf-

nahme und den Metabolismus der Pflanze in Einklang gebracht werden.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde die Aufnahme von Europium
in Secale cereale 1. nach fiinf und sieben Tagen Inkubationszeit mithilfe
von DESI-MS und ICP-MS untersucht. Die durch nESI-MS analysierte Eu-
Hogland-Losung ergab ein breites Spektrum an m /z-Signalen von Europium-
hydroxid-, -nitrat- und -phosphat-Spezies. Diese wurden nur in der Pflan-
zenwurzel nach einer Inkubationszeit von fiinf Tagen und einer Konzentra-
tion der Kontaminationslésung von ¢ = 10 mmol/L detektiert und in sel-
biger nach sieben Tagen nicht gefunden. Um weitere Spezies identifizieren
zu kénnen wurden Fluoreszenzspektren und Lebensdauermessungen mittels
TRLEFS von Pflanzenwurzel und Kontaminationslésungen aufgenommen und
ausgewertet. Daraus ergab sich, dass in der Wurzel unsymmetrische und

stark komplexierte Europiumspezies, vermutlich mit Carboxylat- oder Or-
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ganophosphatliganden existieren, welche die ”Fy-Fluoreszenzbande deutlich
erhohten. Aufserdem wurden Lebensdauern von zwei Spezies ermittelt, wel-
che auf eine Wassermolekiil-Anzahl um das Eu(III)-Ion von 1,7 £+ 0,5 bzw.
0,0 + 0,5 hinweisen. Typische Carboxylat- sowie Phosphat-Spezies konnten
allerdings nicht im DESI-MS-Spektrum identifiziert werden.

Die Konzentrationbestimmung mit ICP-MS zeigte bei geringeren Inkubati-
onszeiten oder Eu-Kontaminationskonzentrationen die absteigende Gehalts-
reihenfolge von Wurzel, Stamm, Blatt. Bei ldngerer Inkuationszeit und héhe-
rer Konzentration ergab sich dagegen die Reihenfolge Wurzel, Blatt, Stamm,
wie in der Literatur beschrieben.™ Zudem wurden relativ hohe Europium-
Gehalte im Vergleich zu den Kontrollpflanzen erhalten, wodurch die Vermu-
tung nahe lag, dass das Ion gebunden in der Pflanze vorliegt und nur schwer
desorbiert werden kann. Dies wird auch durch die Tatsache unterstiitzt, dass
Eu(III)-Ionen als Ca(ll)-Ionenersatz zur Analyse des Pflanzenmetabolismus
eingesetzt werden.8 Auch durch KELLEY et al. wurde festgestellt, dass
Europium-Ionen von Carboxylaten aufgenommen und intrazellular gebunden
werden. 28 Somit gestaltete sich die Analyse von aufgenommenem Europium

als schwierig und konnte nur in einem Pflanzenteil detektiert werden.

Insgesamt wurden mit DESI-MS erfolgreich eine organische und anorganische
Arsenspezies, sowie eine Eu3t-Spezies nach der Planzenaufnahme detektiert

und Riickschliisse auf die Pflanzenphysiologie gewonnen.

Weiterblickend ist die Analyse von Europium in Pflanzen mit DESI-MS ein
vielversprechender Ansatz. Durch den Einsatz von organischen Europium-
verbindungen, wie z.B. Europiumacetat, konnte getestet werden, ob das Ion
wirklich fest in die Pflanze eingebaut wird. Organische Verbindungen erschie-
nen wihrend der DESI-MS-Analyse leichter zu desorbieren als anorganische.
Dadurch konnte gesagt werden, ob das Fehlen der zuvor ermittelten m/z-
Signale in der Desorption oder dem Metabolismus der Pflanze begriindet
liegt.

Des Weiteren konnten die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmungen von
Arsen und Europium iiberpriift werden. Dazu kann die aufgeschlossene Pflan-
ze des jeweiligen Elements mit nESI-MS untersucht werden. Es wiirde sich

zeigen, ob der Aufschluss vollstandig verlaufen ist. Falls ja, wiren vermutlich

63



5. Zusammenfassung und Ausblick

nur noch freie Ionen zu finden.

Weiterhin ist das Bioimaging einer Pflanze ein interessantes Themengebiet.
Fiir die Kopplung von DC-DESI-MS kénnten weitere Experimente mit RP-
DC-Platten auf Glastrigern unternommen werden, um einen Pflanzenab-
druck zu generieren. Dies ist vor allem fiir das Pflanzenblatt rentabel, da die
Cuticula dessen vor der Analyse entfernt werden muss und dies meist nur an
einer kleinen Stelle gelingt. Durch einen Abdruck kénnte die Wachsschicht im
Nachhinein vollstindig entfernt werden. In diesem Zusammenhang ist auch
die Einstellung der Flussrate des Losungsmittels wichtig, anhand dessen die
Breite des ionisierten Sprays auf der Probe variiert werden kann. In dieser
Arbeit war eine Flussrate von 5 pL/min nétig, da sonst das erhaltene Spek-
trum eine zu geringe Ionenanzahl aufwies. Dieser konnte nach Verdndern der
Probenoberfliche, durch z.B. einen Pflanzenabdruck, verringert und so eine

hohere Auflésung des Imagings erhalten werden.
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A | Anhang

Liste der verwendeten Chemikalien

e Arsenic (SIGMA ADRICH, Standard for ICP)

e Cacodylic acid (SIGMA ALDRICH, >99 %)

e Disodium methyl arsonate hexahydrate (SIGMA ALDRICH, 98,60 % )
e Europium (ALFA AESAR, plasma standard solution)

e Europium(III) nitrate pentahydrate (SIGMA ALDRICH, 99,9 % trace

metals basis)
e Methanol (VWR CHEMICALS, HPLC' Grade)
e Nitric acid (VWR CHEMICALS, 69 %)
e Phosphourus (SIGMA ALDRICH, standard for AAS)
e Potassium arsenate monobasic (SIGMA ALDRICH, 99,995 %)

e Sodium (meta) arsenite (SIGMA ALDRICH, >90 %)
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A. Anhang

Tabellen

Tabelle A.1.: Verwendete Einwaagen, Verdiinnungen und Volumen von Salpe-
tersdure fiir den Sdureaufschluss der Pflanzenteile; Verd.:Verdiinnungsfaktor, K:
Kontrollpflanze, B: Blatt, S: Stamm, W: Wurzel

Pflanze Probe t/ c/ Mprobe / Verd. V(HNO;3) /
d mmol/L mg L
Epi- KB 3 - 9,93 50 0,001
premnum B 3 0,2 9,75 50 0,001
aureum L. K S 3 - 3,79 50 0,001
S 3 0,2 5,01 50 0,001
KB 4 - 10,69 50 0,001
B 4 0,2 10,55 50 0,001
KS 4 - 10,76 50 0,001
S 4 0,2 10,6 50 0,001
Pisum KB 5 - 26,93 3 0,005
sativum L. K S 5 - 2,38 7,5 0,002
KW 5 - 3,64 7,5 0,002
DMA B 5 0,05 28,66 3 0,005
DMA S 5 0,05 5,17 7,5 0,002
DMA W 5 0,05 10,87 7,5 0,002
DMA B 5 0,05 25,78 3 0,005
DMA S 5 0,05 2,54 7,5 0,002
DMA W 5 0,05 8,73 7,5 0,002
DMA B 5 0,1 26,95 3 0,005
DMA S 5 0,1 5,14 7,5 0,002
DMA W 5 0,1 10,45 7,5 0,002
DMA B 5 0,1 26,11 3 0,005
DMA S 5 0,1 1,05 7,5 0,002
DMA W 5 0,1 4,26 7,5 0,002
As(V) B 5 0,05 27,38 3 0,005
As(V) S 5 0,05 6,87 7,5 0,002
As(V) W 5 0,05 12,33 7,5 0,002
As(V) B 5 0,05 20,7 3 0,005

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Tabelle A.1.: Verwendete Einwaagen, Verdiinnungen und Volumen von Salpe-
tersdure fiir den Sdureaufschluss der Pflanzenteile; Verd.:Verdiinnungsfaktor, K:
Kontrollpflanze, B: Blatt, S: Stamm, W: Wurzel

Pflanze Probe t/ c/ Mprobe / Verd. V(HNO3) /
d mmol/L mg L

As(V)S 5 0,05 3,92 7.5 0,002
As(VIW 5 0,05 11,84 7.5 0,002
AS(VIB 5 01 28,4 3 0,005
As(V)S 5 0,1 9,74 7.5 0,002
AS(VIW 5 01 16,25 7.5 0,002
As(VIB 5 01 24,94 3 0,005
As(V)S 5 0,1 9,88 7.5 0,002
AS(VIW 5 01 17,03 7.5 0,002
As(I1T) B 5) 0,05 28,38 3 0,005
As(IIT) S ) 0,05 11,65 7,5 0,002
ASIIDW 5 0,05 18,22 7.5 0,002
As(I1T) B 5) 0,05 26,37 3 0,005
As(IIT) S ) 0,05 8,85 7,5 0,002
As(IIl) W 5 0,05 16,67 7,5 0,002
As(I1T) B 5) 0,1 29,03 3 0,005
As(II)S 5 0,1 11,17 7.5 0,002
As(IIl) W 5 0,1 16,16 7,5 0,002
As(I1T) B 5) 0,1 28,05 3 0,005
AsIIDS 5 01 12,63 7.5 0,002
AsIIHW 5 0,1 15,4 7.5 0,002

Secale K B 5 - 586 37656524 0,002

cereale L. KW ) - 9,57 3515,913 0,002
Eu B 5 1 523 3724,2336 0,002
Eu W 5) 1 5,94 38808,1491 0,002
Eu B ) 10 6,02 3669,4158 0,002
Eu W ) 10 5,2 36369,0488 0,002
K B 7 ; 572 3684,4454 0,002
KS 7 - 5,15 3745,7301 0,002

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Tabelle A.1.: Verwendete Einwaagen, Verdiinnungen und Volumen von Salpe-
tersdure fiir den Sdureaufschluss der Pflanzenteile; Verd.:Verdiinnungsfaktor, K:
Kontrollpflanze, B: Blatt, S: Stamm, W: Wurzel

Pflanze Probe t/ c/ Mprobe / Verd. V(HNO3) /
d mmol/L mg L
KW 7 - 95,64 3584,504 0,002
KB 7 - 2,33 3584,836 0,002
KS 7 - 9,33 3551,9022 0,002
KW 7 - 9,58 3496,5378 0,002
Eu B 7 1 565 35922711 0,002
Eu S 7 1 5,21 3752,8249 0,002
Eu W 7 1 5,74 38093,5468 0,002
Eu B 7 1 ) 3661,7729 0,002
Eu S 7 1 5,47 3622,74 0,002
Eu W 7 1 2,8 3751,1643 0,002
Eu B 7 10 6,06 3593,9124 0,002
Eu S 7 10 2,17 3827,6673 0,002
Eu W 7 10 95,15 37378,6163 0,002
Eu B 7 10 9,29 38165,3696 0,002
Eu S 7 10 2,19 3996,748 0,002
Eu W 7 10 3,79 37105,2182 0,002

Tabelle A.2.: m/z-Signale von HOAGLAND-Medium bis zu einer relativen Inten-
sitit von 15 % gemessen mit ESI-MS

m/z-Signal Intensitdt / % Summenformel Ion
119,96 100,0 [CaNO; + MO
137,97 49,05 [CaNO; + 2 HyO
121,99 47,95 IMgNO; + 2 H,0]*
154,04 98,47 |CaH,PO, + HO*
163,13 25,58 [CsH1908]* (Raumluft)
103,98 20,67 IMgNO; + H,O[*
101,95 15,66 [CaNO,|*
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Tabelle A.3.: Optimale Parameter fiir die DESI-MS von Dimethylarsenat, Ka-
liumhydrogenarsenat und Natriumarsenit auf einer PROSOL1A-Glasplatte bei
4,5 kV Nadelspannung

Paramter Optimum
Flussrate / pL/min 5
Druck / bar 11
Winkel («) / ° 55
Abstand Spriihkapillare - Probe / mm 4
Abstand Spriihkapillare - Transferréhrchen / mm 10
Abstand Transferréhrchen - Probe / mm 1

Tabelle A.4.: Ergebnisse der ICP-OES-Messung von Epipremnum aureum L.
vor Einberechnung der Verdiinnung

Pflanzenteil t(As-Zugabe) / d  cps / cp /
ng/mlL  pg/mL

Kontrolle Blatt 3 0,00526 0,311
Blatt 3 0,0235 3,51
Kontrolle Stamm 3 0,00862 2,33
Stamm 3 0,0194 0,321
Kontrolle Blatt 4 0,00993 1,42
Blatt 4 0,0238 1,46
Kontrolle Stamm 4 0,00567 0,557
Stamm 4 0,0211 0,502

Tabelle A.6.: Optimale Parameter fiir die DESI-MS von Europium auf einer
ProsoLiA-Glasplatte bei 4,5 kV Nadelspannung

Paramter Optimum
Flussrate / pL/min 5
Druck / bar 10
Winkel (a) / ° 55
Abstand Spriihkapillare - Probe / mm 5
Abstand Spriihkapillare - Transferréhrchen / mm 9
Abstand Transferrohrchen - Probe / mm 1
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Tabelle A.5.: Messergebnisse der Gehalte von Arsen und Phosphor ohne Einbe-
zug der Verdiinnung und Einwaage in Pisum sativum L. gemessen mit ICP-OES;
B: Blatt, S: Stamm, W: Wurzel

Losung  Konzentration / Probe  cag / cp /
pmol/L ng/mlL  pg/mL
Kontrolle - B 0,0619 8,03
Kontrolle - S 0,0655 1,10
Kontrolle - W 0,0501 2,28
DMA 50 B 0189 567
DMA 20 S 0,0585 0,845
DMA o0 W 0,163 3,84
DMA 100 B 0,227 7,00
DMA 100 S 0,0596 1,14
DMA 100 W 0,120 447
As(V) 50 B 0112 3,39
As(V) 50 S 0,083 1,755
As(V) 50 W 0469 5,09
As(V) 100 B 0149 6,27
As(V) 100 S 0138 2,86
As(V) 100 W 0501 625
As(TT) 50 B 0122 581
As(I11) 50 S 0111 384
As(I11) 50 W 0,58 3,04
As(II1) 100 B 0,158 3,52
As(III) 100 S 0240 3,71
As(III) 100 W 0374 641
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Tabelle A.7.: Messergebnisse der Gehalte von Europium in Secale cereale L.
ohne Einbezug der Verdiinnung und Einwaage gemessen mit ICP-MS; B: Blatt,
S: Stamm, W: Wurzel

Losung  t(Eu-Zugabe) / d Konzentration / Probe  cpy /

mmol /L ng/mL
Kontrolle 5 - B 0,454
Kontrolle 5 - W 0,00206
Eu 5 1 B 0,348
Eu 5 1 W 1,60
Eu 5 10 B 0,876
Eu 5 10 W 1,00
Kontrolle 7 - B 0,252
Kontrolle 7 - S 0,0754
Kontrolle 7 - W 0,00650
Eu 7 1 B 0,0197
Eu 7 1 S 2,97
Eu 7 1 W 5,13
Eu 7 10 B 1,62
Eu 7 10 S 4,80
Eu 7 10 W 3,36
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Abbildung A.1.: Vergleich von MS-Spektren und Ionenanzahl (IA) eines
Methanol-Wasser-Gemisches (1:1-Verhéltnis) auf einer PROSOLIA-Glasplatte mit
einer Nadelspannung von 3 kV, einemm Winkel a = 55 * und einem Druck von

8 bar bei verschiedenen Flussraten. 85
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Abbildung A.2.: DESI-MS-Spektren der Epipremnum aureum L.-Stamm mit
und ohne Zugabe von Arsen und Vergleich mit dem Hintergrund (Doppelseitiges

Klebeband auf ProsoL1A-Glasplatte) und Dimethylarsenat.
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Abbildung A.3.: Biexponentielle Anpassungen von " Fj- (schwarz) und 7 Fy-
Bande (rot) der Lebensdauermessungen von Eu-HOAGLAND-Medium vor dem
Pflanzenversuch; Zahl der Akkumulationen 163 mit 50 Schritten, Gate Width
1 ms, Delay 1 ps, Delay Step 40 ps.
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Abbildung A.4.: Biexponentielle Anpassungen von " Fj- (schwarz) und 7 Fy-
Bande (rot) der Lebensdauermessungen von einem Wurzelquerschntt der Secale
cereale L. nach einer Inkubationszeit von Sieben Tagen in ¢ = 10 mmol/L Eu-
HOAGLAND; Zahl der Akkumulationen 163 mit 81 Schritten, Gate Width 10 ms,
Delay 1 ps, Delay Step 50 ps.

87



A. Anhang

"--'
L1 ]
'l'...: o -
donls . &
I.' [ .'-
e wEE-T'R

Abbildung A.5.: Biexponentielle Anpassungen von ’ Fi- (schwarz) und 7 Fp-
Bande (rot) der Lebensdauermessungen von Eu-HOAGLAND-Medium nach dem
Pflanzenversuch; Zahl der Akkumulationen 163 mit 50 Schritten, Gate Width
1 ms, Delay 1 ps, Delay Step 40 ps.
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