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1. Einleitung

Die Massenspektrometrie ist ein weites und komplexes Themenfeld, das viele na-
turwissenschaftliche Disziplinen vereint. Sind die verwendeten Methoden und ihre
Anwendungen auch vielfdltig, so lassen sie sich doch auf dasselbe grundlegende Prin-
zip zuriickfithren. Letztlich gilt es immer, die verschiedenen Komponenten einer zu
untersuchenden Probe anhand ihrer Masse voneinander zu trennen und ihre Anteile
zu quantifizieren.

In den meisten Féllen erfolgt diese Trennung allerdings nicht nur nach der Masse,
sondern nach dem Masse-zu-Ladungsverhéltnis. Detektiert werden also nur elektrisch
geladene Teilchen. Daher miissen vorher Ionen aus der Probe erzeugt oder extrahiert
werden. Fiir diesen Zweck stehen heute diverse verschiedene Ionisierungsmethoden zur
Verfiigung, die sich in ihrem Resultat zum Teil erheblich voneinander unterscheiden.

In dieser Arbeit wurde eine Elektrospray-Ionisationsquelle zusammen mit einem
Orbitrap-Massenspektrometer verwendet. Diese Kombination zeichnet sich durch
eine besonders sanfte Ionisation bei gleichzeitig hohem Auflésungsvermégen aus.
Selbst grofle Makromolekiile bleiben dabei zu weiten Teilen erhalten. Daher eignet
sich die Elektrospray-Ionisation (ESI) besonders gut zur massenspektrometrischen
Charakterisierung von chemischen Systemen. Der Hauptanwendungsbereich liegt
dabei in der Untersuchung von biologischen Proben, beispielsweise zur Identifizierung
und Erforschung von Stoffwechselprodukten.

Aber auch in der Radiotkologie ist die Speziation von Radionukliden in der Umwelt
von grofem Interesse. Beispielsweise konnen die vorliegenden chemischen Verbin-
dungen erhebliche Auswirkungen auf das Transportverhalten eines Radionuklids
innerhalb eines 6kologischen Systems haben. Dieses Thema ist vor allem im Kontext
der (End-)Lagerung von radioaktiven Abféllen oder auch im Hinblick auf kerntech-
nische Unfélle von Bedeutung. Daher handelt es sich bei der aquatischen Chemie
von radioaktiven Elementen um ein hochst relevantes Themenfeld innerhalb der
Radiodkologie.

Bei der Analyse von chemischen Systemen mittels Massenspektrometrie stehen neben
dem Masse-zu-Ladungsverhéltnis noch weitere Informationsquellen zur Verfiigung.
Beispielsweise treten viele Elemente natiirlicherweise in Form mehrerer Isotope auf.
Da diese Isotope sich in ihrer Masse unterscheiden, zeigt sich also pro Spezies im
Spektrum nicht nur ein Signal, sondern eine Peakgruppe entsprechend der Anzahl
verschiedener Isotope. Die Massenabstdnde und Intensitatsverhéltnisse dieser Signale
sind dabei durch die Massendifferenzen und relativen Héufigkeiten der beteiligten
Isotope definiert. Diese Parameter sind dabei fiir die meisten Elemente innerhalb
gewisser Grenzen gut charakterisiert.

Gegenstand dieser Arbeit ist die Programmierung einer Python-Anwendung zur
teilautomatisierten Auswertung von Massenspektren auf Grundlage dieser Informa-
tionen. Im Fokus stehen dabei zwei verschiedene Anwendungsmoglichkeiten. Zum
einen wurde eine allgemeine Isotopenmustererkennung implementiert. Dabei sollen
innerhalb eines Massenspektrums alle Peakgruppen identifiziert werden, die zum
charakteristischen Isotopenmuster eines vorgegebenen Elementes passen. Auf diese
Weise sollen Signale dem gesuchten Element zugeordnet werden.

Dariiber hinaus wurde eine Funktion zur Suche von chemischen Verbindungen ent-
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wickelt. Dabei wird ausgenutzt, dass sich das Isotopenmuster einer Spezies anhand
der Isotopenhdufigkeiten der beteiligten Elemente berechnen ldsst. Diese theoretische
Vorhersage wird mit den Messdaten verglichen, um zu beurteilen, ob die fragliche
Verbindung in der Probe enthalten sein konnte oder nicht.

Schliellich wurde das entwickelte Programm getestet und evaluiert, um eine Einschét-
zung seiner Leistungsfahigkeit und geeigneter Betriebsparameter zu erarbeiten. Dafiir
wurden Spektren von einigen Elemente in verschiedenen chemischen Umgebungen
aufgenommen und ausgewertet, um die Resultate anschlieBend mit den Ergebnissen
der Python-Anwendung zu vergleichen.

Zu diesem Zweck wurden stellvertretend die Elemente Europium, Zirconium und
Uran mit ihren natiirlichen Isotopenverhéaltnissen ausgewahlt. Europium besitzt mit
I51Ey und %3Eu zwei stabile Isotope mit sehr dhnlichen Haufigkeiten von 47,8 %
bzw. 52,2 %. Zirconium hingegen zeigt mit den Isotopen “°Zr (51,5 %), 'Zr (11,2%),
27r (17,2%), 2Zr (17,4%) und %Zr (2,8 %) einen etwas komplexeren isotopischen
Fingerabdruck. Durch Betrachtung von Uran, das hauptsichlich in Form von 233U
vorliegt und nur einen kleinen Anteil 233U von ca. 0,7 % aufweist, sollen die Grenzen
der hier entwickelten Methoden ausgetestet werden. [1]

Nach einer Einfithrung in die Grundlagen der Massenspektrometrie und der aqua-
tischen Chemie der betrachteten Elemente in Kapitel 2 und 3 gibt Kapitel 4 einen
Uberblick iiber Aufbau und Funktionalitit des Programmes. Ausfithrungen zur ex-
perimentellen Arbeit finden sich in Kapitel 5. Kapitel 6 widmet sich schliellich den
Ergebnissen und der Diskussion der Evaluation.



2. Grundlagen der Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie stellt heute ein wichtiges Werkzeug zur Analyse der ele-
mentaren oder chemischen Zusammensetzung verschiedenster Proben dar. Je nach
Anwendungszweck unterscheiden sich die dabei verwendeten Gerdte und Methoden
erheblich voneinander. In dieser Arbeit wurde ein Orbitrap-Massenspektrometer in
Verbindung mit einer Elektrospray-lonisationsquelle verwendet. Eine ausfiihrlichere
Beschreibung dieses Aufbaus folgt in den nédchsten Abschnitten. Zunéchst aber sollen
einige Grundbegriffe behandelt werden. Die folgenden Definitionen und Erlduterun-
gen orientieren sich dabei an Massenspektrometrie - Fin Lehrbuch von J. H. Gross
[2].

Die Aufgabe der Massenspektrometrie besteht darin, die Bestandteile eines Analyten
entsprechend ihrer Masse-zu-Ladungsverhéltnisse zu trennen. Diese werden in der
Regel als m/z ausgedriickt, wobei m und z hier jeweils als Vielfaches der atomaren
Masseneinheit bzw. der Elementarladung zu interpretieren sind. m/> wird {iblicherweise
als dimensionslose Grofie behandelt.

Das Massenspektrum ist die Auftragung der Signalintensitit gegen m/z. Es wird
dabei unterschieden zwischen Profilspektren, bei denen die Peaks eine Form, Breite
und Fléache besitzen, und Strichspektren, die aus vertikalen Linien mit infinitesimaler
Breite bestehen. Profilspektren lassen sich durch Zentrierung (engl. centroiding) in ein
Strichspektrum tberfithren. Dieser Prozess erleichtert hdufig die Interpretation und
Verarbeitung des Spektrums, geht aber auch immer mit einem Informationsverlust
einher. So geben Peakbreite und -form beispielsweise Aufschluss {iber die Massen-
auflésung und sich moglicherweise iiberlagernde Signale, die sich im Strichspektrum
nicht von gut aufgeldsten Peaks unterscheiden lassen.

Das Auflésungsvermdgen beschreibt dabei die Fahigkeit eines Massenspektrometers
zwischen zwei Ionen zu unterscheiden, deren m/:-Werte nur eine geringe Differenz
aufweisen. Fiir die genaue Definition gibt es unterschiedliche Konventionen, die jedoch
alle direkt oder indirekt mit der Peakbreite zusammenhédngen. In dieser Arbeit wird
die Massenauflosung nach ITUPAC [3] definiert tiber die Halbwertsbreite Am des
Peaks eines einfach geladenen Ions mit Masse m:

m

R=xm

(2.1)

Da die Peakbreite bei vielen Instrumenten abhéngig von m/z ist, wird bei der Nen-
nung von Auflésungen in der Regel ein zugehoriger m/--Wert angegeben. Die mit
dem Orbitrap-Massenspektrometer aufgenommenen Spektren erreichen Auflésungen
zwischen 15000 und 240000 bei /> = 400 [4]. Dabei erhoht sich die Messdauer mit
zunehmender Auflosung [2].

Bei Messungen mit einem Orbitrap-Massenspektrometer werden innerhalb der Messdau-
er meist mehrere (oft einige hundert) separate Spektren aufgezeichnet, die sogenannten
Scans. Parallel dazu wird fiir jeden Scan der Totalionenstrom (TIC, engl. total ion
current) gemessen. Diese Werte bilden gegen die Messzeit aufgetragen das Ionen-
chromatogramm. Bei einer vorgelagerten chromatografischen Trennung kann auf
diese Weise anhand der jeweiligen Retentionszeiten zwischen einzelnen Komponenten
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unterschieden werden. Ohne chromatografische Trennung ist es umgekehrt meist
wiinschenswert, den Ionenstrom moglichst konstant zu halten. Im Anschluss an die
Messung werden dann alle Scans zu einem gemittelten Spektrum (engl. average
spectrum) verarbeitet.

Eine entscheidende Rolle fiir diese Arbeit spielen die verschiedenen Isotope der Ele-
mente. Da sie sich in ihrer Masse unterscheiden, tauchen sie im Massenspektrum
als separate Signale auf. Ionen, die zwar dieselbe elementare Summenformel aber
eine unterschiedliche isotopische Zusammensetzung aufweisen, werden als Isotopologe
bezeichnet. Ein wichtiger Begriff in diesem Zusammenhang ist die nominelle Masse,
die im Gegensatz zur ezakten Masse nicht die tatséchliche Masse eines Ions darstellt,
sondern die Summe der Massenzahlen aller beteiligter Isotope. Haufig haben unter-
schiedliche Isotopologe dieselbe nominelle Masse, bei ausreichend hoher Auflésung
lasst sich aber auch diese isotopische Feinstruktur im Massenspektrum als getrennte
Peaks beobachten. So lésst sich beispielsweise mit dem Orbitrap-Analysator die
Feinstruktur vieler Verbindungen zu groflen Teilen auflosen. Weiterhin bezeichnet
die monoisotopische Masse die Summe der exakten Massen der haufigsten Isotope
aller beteiligten Elemente entsprechend der Summenformel. Es ist zu beachten, dass
dies nicht zwangsweise der Masse des héufigsten Isotopologs entsprechen muss.

2.1. Elektrospray-lonisation

Wie die meisten Massenspektrometer detektiert auch der Orbitrap-Massenanalysator
ausschliefflich elektrisch geladene Teilchen. Die Extraktion von ionischen Spezies aus
der Probe stellt entsprechend einen entscheidenden Schritt der Messung dar. In dieser
Arbeit wurde als Ionisationsmethode die ESI genutzt. Diese zeichnet sich durch eine
besonders sanfte Uberfiihrung der Ionen in die Gasphase bei Atmosphéirendruck
aus. Chemische Spezies und auch grofie Molekiile bleiben dabei weitgehend erhalten,
weshalb die ESI sich besonders gut fiir die Analyse der chemischen Beschaffenheit
von Proben eignet. [2]

2.1.1. Prinzip

Bei der ESI befindet sich der Analyt in einem meist fliichtigen Lésungsmittel in einer
Kapillare aus elektrisch leitendem (oder entsprechend beschichtetem) Material, an
die durch eine Gegenelektrode eine Spannung angelegt wird. Durch das elektrische
Feld kommt es zu einer Ladungstrennung innerhalb der Kapillare. Je nach Richtung
der angelegten Spannung sammeln sich entweder die Kationen oder die Anionen an
der Spitze. Die Coulomb-Abstoflung zwischen den gleichnamigen Ladungen verur-
sacht eine Wolbung der Fliissigkeitsoberfliche nach auflen. Durch den geringeren
Kriimmungsradius steigt die Ladungsdichte an der Oberfliche, was wiederum zu
einer Verstarkung der Kriimmung fiihrt. Dieser Prozess miindet schliefflich in der
Ausbildung des sogenannten Taylor-Konus (Abbildung 2.1 links), an dessen Spitze
die elektrischen Kréifte die Oberflichenspannung {ibersteigen, sodass ein diinner
Fliissigkeitsstrahl entsteht.

Dieser zerfallt bald in Tropfchen von 1-2 um Gréfe, die sich durch ihre gegenseitige
elektrostatische Abstofiung zu einem feinen Spray verteilen. Aufgrund der Beschleuni-
gung der geladenen Tropfchen im elektrischen Feld bildet sich die typische Tropfenform
mit einem verjingten Ende aus. Dies und die Verdampfung von Lésungsmittel an
der Tropfenoberfliche bewirken eine Erhéhung der Ladungsdichte, wodurch an der
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Abb. 2.1.: Schema des ESI-Prozesses (links) und Aufnahme der Spray-Entstehung
(rechts). [2]

Spitze dhnlich wie beim Taylor-Konus wesentlich kleinere Tropfen freigesetzt wer-
den. Gleichzeitig kommt es bei ausreichend kleiner Tropfchengrofie nach dem Ion
Evaporation Model aufgrund der hohen Abstoflungskréfte auch zu einer direkten Ver-
dampfung geladener Molekiile von der Tropfenoberfliche. Durch das Zusammenspiel
beider Prozesse entsteht am Ende ein Spray, dessen Tropfchen fast ausschliefllich aus
Analyt-Molekiilen bestehen. [2]

Bei der fur diese Arbeit verwendeten Ionenquelle handelt es sich um eine nanoESI-
Quelle, die mit einem besonders geringen Kapillardurchmesser von wenigen Mikrome-
tern arbeitet. Dies fithrt zu einer hoheren Feldstéirke an der Nadelspitze und deutlich
kleineren Initialtrépfchen mit einem Durchmesser von weniger als 200 nm. Neben dem
kleineren Probenverbrauch durch die geringeren Flussraten ergeben sich daraus eine
Reihe weiterer Vorteile. Zum einen reduziert die kleinere Tropfengréfie das Auftreten
von Aufkonzentrationsartefakten (siehe Abschnitt 2.1.2) und Elektrolytkontaminatio-
nen. Andererseits verringert sie die zur Tropchenbildung benétigte Spannung, was
den Einsatz von polaren Lésungsmitteln mit hoher Oberflichenspannung, wie z. B.
Wasser, ohne das Risiko elektrischer Entladungen ermoglicht. Auflerdem kann mit der
nanoESI ein deutlich kleinerer Abstand zur Eintrittséffnung des Massenanlysators
realisiert werden. Dies mindert den Spray-Verlust und fiihrt bei gleichen Messbe-
dingungen trotz deutlich niedriger Analyt-Konzentrationen typischerweise zu einer
signifikanten Erhohung der Signalstirke. [5] Auf der anderen Seite zeigen die diinneren
Emitter eine erhdhte Anfalligkeit gegeniiber Verstopfungen durch Kristallbildung.
Dies fiihrt zu einer Limitation der verwendbaren Ionenstérke.

2.1.2. Messartefakte

Trotz der relativen Sanftheit des ESI-Prozesses sind auch hier gewisse Modifikationen
der chemischen Speziation nicht vollstdndig vermeidbar. Die konkrete Manifestation
dieser sogenannten Messartefakte hdngt stark vom betrachteten System ab, daher soll
es nicht Gegenstand dieser Arbeit sein, aus den Messdaten die urspriingliche chemische
Beschaffenheit der Probe zu rekonstruieren. Allerdings stellt die korrekte Zuordnung
der gemessenen Signale zu den jeweiligen Spezies einen essenziellen Schritt in der
Evaluation der hier entwickelten Methoden dar (siehe Kapitel 6). Ein Uberblick iiber
die erwartbaren Ionen ist dafiir unabdingbar, weshalb im Folgenden zunéchst eine
allgemeine Zusammenfassung typischer Messartefakte gegeben werden soll. Aufgrund
der im experimentellen Teil verwendeten Chemikalien liegt der Fokus hierbei auf
der Speziation ein- oder zweifach geladener Metallkomplexe mit kleineren Liganden.
Néhere Ausfithrungen zu den individuellen untersuchten Systemen finden sich in
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Kapitel 3.

Sehr haufig zu beobachten ist die unvollstéindige Verdampfung des Losungsmittels,
die in Anlagerung von Losungsmittelmolekiilen an den Analyten (M) resultiert.
Dadurch entstehen z. B. in wéssriger Losung Spezies der Form [M(H,0),]? (wobei q
die Ladung des Analyten darstellt) [6]. Durch Ladungstransfer kann es anschliefend
zur Hydrolyse geméaf

[M(H0),]* — [M(OH)(H;0),, 4]*" + Hz0™" (2.2)

kommen [7, 8]. Dieser Effekt fiihrt hiiufig zu einer deutlichen Uberschitzung von
Hydroxidspezies [9].

Da die ESI unter Atmosphérendruck arbeitet, ist auch eine Reduktion durch La-
dungstransfer bei Stéflen mit Gasmolekiilen nach dem Schema

M9 4 X — M 4 XF (2.3)

nicht uniiblich [10, 11]. Dadurch lassen sich auch Oxidationsstufen beobachten, die
iiblicherweise bei den vorliegenden chemischen Bedingungen nicht zu erwarten wéren.

Die bereits erwahnten Aufkonzentrationsartefakte entstehen, wenn sich in einem
Mikrotropfen bei der Messung mehrere Teilchen befinden, die vom Detektor als ein
Signal registriert werden. Dabei kommt es vor, dass neutrale Molekiile mitgemessen
werden, aber auch das Auftreten vermeintlicher Polymere wird bei ausreichender
Analyt-Konzentration beobachtet [12]. In salzhaltigen Losungen bilden sich dariiber
hinaus hdufig Addukte mit ein oder mehreren Elektrolytionen wie beispielsweise
K" oder Na*t [2, 13]. Auch eine Protoneniibertragung vom Losungsmittel auf den
Analyten ist nicht ungewdhnlich, formal lassen sich die dadurch entstehenden Spezies
ebenfalls als Addukte der Form [M 4 H]%"! notieren. Dieses Phinomen erméglicht
mitunter auch die Messung urspriinglich neutraler Analyt-Spezies [2, 14].

Eine wichtige Rolle spielen weiterhin verschiedenste Fragmentierungsprozesse. Diese
kénnen z. B. zur Abspaltung von Wasser- oder COo-Molekiilen fiihren, aber auch der
Verlust von funktionellen Gruppen, wie beispielsweise einer Carboxy- oder Phosphat-
Gruppe, tritt auf [13, 15, 16]. Eine besondere Form der Fragmentierung ist die Disso-
ziation eines Nitratliganden zu Stickstoffdioxid. Die durch das dabei zuriickbleibende
anionische Sauerstoffradikal entstehenden Spezies werden auch als Oxo-Artefakte
bezeichnet. Die Gleichungen 2.4 - 2.6 zeigen einen moglichen Reaktionsweg [17, 18].

[M(NO3),|” — [MO(NO3), 1] + NO, (2.4)
[MO(NO3),, 1] — [MO5(NO3), 5] + NO, (2.5)
[MO5(NO3), o] —= [MO(NOy)|”  + O, (2.6)

Neben den bisher beschriebenen relativ allgemeingiiltigen Effekten bewirkt der Prozess
der Spraybildung aulerdem eine inhérente Verdnderung der chemischen Bedingungen.
Die kontinuierliche Verdampfung von Losungsmittel fithrt zu Verschiebungen von
pH-Wert und Konzentrationsverhéltnissen, die wiederum Einfluss auf die chemische
Speziation haben kénnen. [11, 19]
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2.2. Das Orbitrap Elite-Massenspektrometer

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Massenspektrometer handelt es sich um
ein Hybridmassenspektrometer des Typs Orbitrap Elite von THERMO FISHER
SCIENTIFIC. Der Aufbau des Gerétes ist in Abbildung 2.2 schematisch dargestellt.
Er besteht im Wesentlichen aus vier Komponenten: einer Velos Pro Ionenfalle, der
C-Trap (engl. curved linear trap), einer HCD-Zelle (engl. higher energy collisional
dissociation) und dem eigentlichen Orbitrap-Massenanalysator. In dieser Arbeit
war dem Aufbau lediglich eine nanoESI-Quelle vorgeschaltet. Es besteht jedoch die
Moglichkeit, die Ionenquelle mit einer Sdule zur chromatografischen Trennung zu
koppeln. [4]

Nach dem Austritt aus der Quelle gelangen die Ionen zunéachst in die Velos Pro-Einheit.
Diese enthélt eine lineare Ionenfalle, bestehend aus einer Hoch- und einer Niederdruck-
zelle, die als eigenstédndiger Massenanalysator genutzt werden kann, aber auch zur
Fragmentierung oder Vorselektion der Ionen. In dieser Arbeit wurde sie hauptséch-
lich zur Filterung des Ionenstroms entsprechend des eingestellten m/--Messbereichs
eingesetzt. [4] Zwischen Quelle und Ionenfalle befinden sich mehrere Ionenoptiken,
die primér der Fokussierung des Ionenstrahls dienen. Auflerdem verhindert eine
leichte Kriimmung des verbauten Quadrupols den Eintritt von Neutralteilchen in
den Massenanalysator. [20]

Nach dem Verlassen der Velos Pro werden die lIonen durch einen Oktopol in die
C-Trap geleitet. Diese enthélt chemisch weitgehend inerten Stickstoff, sodass die
Tonen durch St68e mit den Gasmolekiilen einen Grofiteil ihrer kinetischen Energie
verlieren und im Zentrum der C-Trap fokussiert werden. Am Ein- und Ausgang kénnen
Spannungen angelegt werden, die als Potentialwall eine Barriere fiir die Ionen bilden.
Dies ermoglicht es, eine definierte Menge von Ionen zunéchst in der Falle zu sammeln
und anschliefend zu verdichten, um sie als komprimiertes Paket mit vergleichsweise
schmalbandiger Energieverteilung in den Orbitrap-Massenanalysator zu injizieren.
Optional kann die stickstoffgefiillte HCD-Zelle zwischengeschaltet werden, in der fiir
Dissoziationsversuche Stof3e bei hohen kinetischen Energien realisiert werden kénnen.
Davon wurde in dieser Arbeit allerdings kein Gebrauch gemacht. [4]

Velos Pro MS Orbitrap analyzer

IEIecIrospray lon Source  S-Lens Square Quadrupole Octopole High Pressure Cell  Low Pressure Cell I Multipole C-Trap HCD Cell I
with neutral blocking

N G b e b

[
= ==
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/ \.\
High-field Orbitrap Mass Analyzer ‘
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Abb. 2.2.: Schematischer Aufbau des Orbitrap Elite-Massenspektrometers. [4]

2.2.1. Der Orbitrap-Massenanalysator

Der Orbitrap-Massenanalysator ist das Herzstiick des Massenspektrometers. Er
zeichnet sich durch ein hohes Auflésungsvermégen und eine besonders exakte Mas-
senbestimmung aus. Das Konzept des orbital trapping wurde erstmals 1923 in der
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Kingdon-Falle implementiert und spéter von Alexander Makarov zum Orbitrap-
Analysator weiterentwickelt. [2, 21]

Grundlage der Methode ist die Oszillation der Ionen um eine spindelférmige Zentral-
elektrode. Das elektrostatische Feld lésst sich nach Gleichung 2.7 in Zylinderkoordina-
ten (z, r) als Kombination aus einem logarithmischen und einem Quadrupolpotential
beschreiben. Dabei ist k die Feldkriimmung, R,, der sogenannte charakteristische
Radius und C' eine Konstante.

2
Ulr,z) = g <z2 - ;) + ngn In (g) +C (2.7)

Die geladenen Teilchen bewegen sich in diesem Feld auf komplexen spiralférmigen
Trajektorien. [21] Unter Vernachlissigung der radialen Abhéngigkeit ldsst sich das
Feld in axialer Richtung allerdings als harmonisches Potential ausdriicken.

k
U(z) = 5 2+ (2.8)
. . . . ou .
Mit der Ladung ¢ und der elektrischen Kraft in z-Richtung Fy; . = —¢q 9 ergibt
z
sich daraus die Bewegungsgleichung des harmonischen Oszillators
d*z  F k
C2_ ez T, (2.9)

dt2 m m

Diese Differentialgleichung ldsst sich lésen zu

z(t) = C cos (ﬁt) + Csysin <\/(f:kt) (2.10)

wobei sich die Konstanten C7 und Cy aus den Anfangsbedingungen ergeben [22]. Aus
Gleichung 2.10 ist aber bereits ersichtlich, dass die axiale Bewegung eine harmonische
Schwingung darstellt, deren Frequenz neben der Feldkriimmung ausschliefSlich vom
Masse-Ladungsverhéltnis m/q abhéangt. In der Massenspektrometrie ist es tiblich die
Ladung eines Ions als Vielfaches der Elementarladung e auszudriicken. Statt m/q,
wird also m/z genutzt, wobei ¢ = e - 2.

Die auf diese Weise schwingenden Ionen verursachen eine periodische Ladungsverschie-
bung in der d&ufleren Elektrode, deren Frequenzkomponenten die der lonenbewegungen
widerspiegeln. Dieser sogenannte Bildstrom wird mit einem Differenzverstirker aufge-
zeichnet, digitalisiert und anschlieffend einer Fouriertransformation unterzogen, um
ein Frequenzspektrum zu erhalten. Dieses kann schliellich durch Anwendung des
Zusammenhangs

ek
m/z

in ein m/>-Spektrum transformiert werden. [2]

w =

(2.11)

Diese beiden letzten Schritte und ihre Implikationen fir die Verarbeitung der massen-
spektrometrischen Daten sollen im folgenden Abschnitt genauer beleuchtet werden.
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Abb. 2.3.: Verlauf einer geddmpften Schwingung [23] (links) und Messung des
transienten Signals von ca. 2 - 10° *Fe-Tonen im Orbitrap-Analysator [21] (rechts).

2.2.2. Fouriertransformation und Datenverarbeitung

Auch wenn eine quantitative Auswertung der massenspektrometrischen Daten im
eigentlichen Sinne nicht Zielsetzung dieser Arbeit ist, so sind fiir die Analyse von
Isotopenmustern die Haufigkeiten der Isotopologe relativ zueinander doch von entschei-
dender Bedeutung. Im idealen Grenzfall einer unendlichen, ungeddmpften Schwingung
ergibt sich aus der Fouriertransformation (FT) in der Frequenzdoméne ein Strich-
spektrum mit diskreten Delta-Peaks. In der Realitét fithren St68e der Ionen mit dem
Restgas aber zu einem transienten Signal mit exponentiell abfallender Amplitude
(siehe Abbildung 2.3), wodurch die Peaks im Frequenzspektrum (und damit spater
auch im Massenspektrum) nach der FT eine endliche Breite aufweisen. Damit stellt
sich die Frage nach einem geeigneten Maf} fir die Ionenhéufigkeit. [2, 21, 23]

Dafiir kommen im Wesentlichen die Peakhthe und die Peakfliche infrage. Hierbei
handelt es sich um eine nicht-triviale Entscheidung, fiir die es scheinbar keine allge-
meingiiltige Konvention gibt. So empfehlen Marshall et al. in Fourier Transforms
in NMR, Optical, and Mass Spectrometry: A User’s Handbook [23] die Verwendung
der Peakflache, was in der FT-basierten Massenspektrometrie durchaus Anwendung
findet [24]. Allerdings gibt es auch zahlreiche Gegenbeispiele [25, 26]. Fiir eine fun-
dierte Entscheidung gilt es nachzuvollziehen, wie die Peakformen im Frequenz- und
Massenspektrum zustande kommen.

Dafiir muss zunédchst bedacht werden, dass die Fouriertransformierte F des Schwin-
gungssignals eine (im mathematischen Sinne) komplexe Funktion ist, fiir die zunéchst
eine reelle Entsprechung gefunden werden muss. Dafiir kénnen zum Beispiel der Real-
und Imaginérteil genutzt werden. Im Falle der F'T von Schwingungssignalen werden
diese haufig durch das sogenannte Absorptions- (A) und Dispersionsspektrum (D)
ausgedriickt. Dabei gilt

Re(F(w)) = A(w) cos ¢ + D(w) sin ¢ (2.12)
Im(F(w)) = D(w) cos¢p — A(w) sin ¢. (2.13)

wobei ¢ die Phase des Signals ist. Fiir ¢ = 0 (also wenn sich das Signal zum Zeitpunkt
t = 0 in seinem Maximum befindet) entspricht also das Absorptionsspektrum dem
Realteil und das Dispersionsspektrum dem Imaginérteil der Fouriertransformierten.

Je nach Anwendungszweck wird in der Praxis meist das Absorptionsspektrum oder
das Betragspektrum M (engl. Magnitude spectrum) genutzt:
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M(w) = /Re(w)? + Im(w)? = /A(w)? + D(w)? (2.14)

Obwohl das Absoprtionsspektrum eine deutlich geringere Peakbreite (und damit
eine bessere Auflésung) aufweist, wird beispielsweise in der Fourier-Transform-Ionen-
cyclotronresonanz (FT-ICR) héufig das Betragsspektrum verwendet, da das Absorp-
tionsspektrum bei nicht verschwindender Phase mit asymmetrischen Peakformen
reagiert und eine ausreichend genaue Phasenkorrektur iiber die gesamte Bandbreite
des Spektrums eine grofie Herausforderung darstellt. [23, 27, 28]

Fiir den Orbitrap-Analysator wurde allerdings ein anderes Verfahren entwickelt,
die sogenannte enhanced Fourier transform (eFT). Dabei handelt es sich um eine
Kombination aus Absorptions- und Betragsspektrum:

ES(w) = C(w) - A(w) + (1 — C(w)) - M (w) + ESCORE(y) (2.15)

(2.16)

mit C'(w) = 0,54 0,5 - < Aw) M(w) >

max(A(w)) max(M(w))

wobei der Verlauf des Wichtungsfaktors C'(w) so gewahlt ist, dass an der Peakbasis
der Einfluss des Betragsspektrums iberwiegt, wihrend um das Maximum herum
das Absorptionsspektrum dominiert. Der letzte Term in Gleichung 2.15 ist ein Kor-
rekturterm zur Unterdriickung von Seitenbanden an der Peakbasis, die durch das
Abschneiden des Signals am Ende des Messzeitraumes entstehen konnen. Mit diesem
Verfahren lassen sich deutlich héhere Auflésungen als beim reinen Betragsspek-
trum erzielen und gleichzeitig eine bessere Peaksymmetrie als bei Verwendung des
Absorptionsspektrums. [28]

Welchen Einfluss haben nun verschiedene Parameter auf Peakhohe und -fliche des
resultierenden Spektrums? Fiir ein typisches transientes Signal

x(t) = o - exp (t/r) cos(wy - t) (2.17)

mit Zerfallszeit 7 und verschwindender Phase ergeben sich Absorption und Dispersion
zZu

o T

Alw) = 1+ (wp —w)? 72

(2.18)

D _ JIO'(WO—M)T2 21
) = T o~ (2.19)

Das Absorptionsspektrum zeigt dabei eine lorentzartige Peakform, wéhrend das
Dispersionsspektrum ein punktsymmetrischen Verlauf mit positivem und negativem
Teil aufweist (sieche Abbildung 2.4). [23]

Fiir das Betragsspektrum gilt dann

10
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Abb. 2.4.: Absorptions-, Dispersions- und Betragsspektrum der Fouriertransformier-
ten fiir ein transientes Signal ohne Phasenverschiebung. [23]

72 4 (wo — w)2 74
(1+ (wo —w)?72)2

M(w) = \JAW)? + D(w)? = 2o - \/ (2.20)

To- T

- \/1+(w0—w)272.

(2.21)

Da im Orbitrap-Analysator alle Ionen mit der gleichen Amplitude schwingen [2],
ist zo direkt proportional zur Anzahl der Ionen mit Schwingungsfrequenz wg. An
Gleichung 2.18 und 2.21 ist zudem schnell ersichtlich, dass in beiden Féllen sowohl
Peakhohe als auch -fliche unabhéngig von der Frequenz wq sind.

Allerdings lésst sich auch unmittelbar ableiten, dass die Peakhohe nicht nur propor-
tional zur Haufigkeit der fraglichen Spezies, sondern auch zur Zerfallszeit ist:

A(wo) = M(wp) =g - T (2.22)

Zumindest beim Absorptionsspektrum gilt dies fiir die Peakflache nicht:

/oo A(w)dw = x9 /OO T (2.23)

o oo 1+ (wo —w)? 72

= x [arctan(7 (w — wo))]

=xoT (2.24)

Fir das Betragsspektrum ist dieser analytische Ansatz nicht zielfitlhrend, da die
Stammfunktion hier der Areasinus hyperbolicus ist und das Integral somit nicht

11
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konvergiert. Allerdings gilt hier genau wie beim Absorptionsspektrum fiir die Halb-
wertsbreite Aw o< 1/7 [23]. Die Vermutung liegt nahe, dass sich auch in diesem Fall
damit in der Praxis eine von 7 unabhéngige Peakflache ergibt.

Um zu iiberpriifen, ob diese Eigenschaften auf die eFT iibertragbar sind, wurde
ES(w) (ohne den Korrekturterm ESCOFE) fiir einige Beispielwerte berechnet und
zur Bestimmung der Peakfliche eine numerische Integration durchgefiihrt. Die Fr-
gebnisse zeigen, dass auch fiir die eF'T die Peakhohe proportional zur Zerfallszeit
ansteigt, wihrend die Peakfldche konstant bleibt (sieche Abbildung 2.5). Damit scheint
die Peakfliche zunéchst das geeignetere Mafl zur Bestimmung der relativen Ionen-
hiufigkeit zu sein. Die bisherigen Uberlegungen beschrinken sich allerdings auf die
Frequenzdoméne. Die Umrechnung in ein Massenspektrum nach Gleichung 2.11
hat nicht nur Auswirkungen auf die Peakposition sondern auch auf die Peakbreite.
Aufgrund der Quadratwurzel ist das Massenauflosungsvermogen nur halb so grof3
wie das Frequenzauflosungsvermaogen [2]:

m w1 ke

k= Am/: — 2Aw  Aw\ m/:

(2.25)

Fiir die Peakbreite folgt damit

Amfs oc mfzfmfz = (mf:). (2.26)

Entsprechend ist auch die Peakflache (im Gegensatz zur Peakhohe) abhéngig von m/-.
Hierbei handelt es sich allerdings um einen systematischen Effekt, der sich dhnlich
wie in [29] beispielhaft fir time of flight (TOF)- und FT-ICR-Geréte beschrieben,
mit einer Transformation der m/--Achse mathematisch korrigieren ldsst. Da sich die
Peakform bei FT-basierten Massenspektren je nach Datenverarbeitungsmethode in
der Regel entweder als lorentz- oder gaufiférmig (oder eine Mischform, Néheres dazu
in Abschnitt 4.3.1) beschreiben lasst [30] und fiir beide Kurventypen die Peakflache
proportional zur Halbwertsbreite ist [31], geniigt sogar eine einfache Division durch
(m/2)¥?, um die m/-- Abhéingigkeit der Peakfliche auszugleichen.

Fiir die Abhéngigkeit der Peakhéhe von der Zerfallszeit gilt das nicht. Der Abfall
des transienten Signals wird hauptséichlich bestimmt durch elastische Stofle, die zu
Phasenverschiebungen und Amplitudenverringerung fithren, sowie inelastische Stofle,
bei denen es zu Ionenverlusten durch Fragmentierung kommt. Es handelt sich hierbei
also um statistische Prozesse. [32]

Fiir die Geschwindigkeit der Ionen im elektrischen Feld des Orbitrap-Analysators

gilt [32]
v /an/‘z/. (2.27)

Entsprechend steigt mit zunehmendem ™/ (also kleinerer Frequenz) die mittlere freie
Flugzeit und die Stofifrequenz sinkt. Zudem ist bei groferer Masse der Energieiiber-
trag beim Stofl mit den im Vergleich eher leichten Gasmolekiilen im Durchschnitt
geringer, was insgesamt fiir eine langere Zerfallszeit spricht. Andererseits erhoht
sich bei grofieren, komplexeren Molekiilen sowohl der Sto3querschnitt als auch die
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Abb. 2.5.: Abhéngigkeit der Peakhohe und Peakflache von der Zerfallszeit bei der

eFT. zg =1, v = 50Hz.

Tendenz zur Fragmentierung, was den Zerfall des transienten Signals beschleunigt.
Es handelt sich hier also um ein Zusammenspiel verschiedener Effekte, deren gemein-
same Auswirkungen kaum pauschal nur anhand des Masse-zu-Ladungsverhéltnisses
vorherzusagen sind.

Vor diesem Hintergrund ist anzunehmen, dass die Peakfliche als Ma8 fiir die relative
Ionenh&ufigkeit der Peakhéhe vorzuziehen ist. Allerdings ist zu bedenken, dass
die geschilderten Einfllisse auf die Zerfallszeit im Hinblick auf die verschiedenen
Isotopologe einer chemischen Spezies von untergeordneter Bedeutung sein diirften.
Gleichzeitig konnte es weitere Peakverbreiterungsmechanismen geben, die bisher nicht
beriicksichtigt wurden und die sich auf die Peakfliche auswirken. Zudem koénnen einige
vorgelagerte Datenmanipulationen wie Apodisation und Zerofilling, die hier nicht
niher betrachtet wurden, zum Verlust der Linearitdt des Signalverarbeitungsprozesses
und zu dadurch bedingten Peakverzerrungen fithren, die sich auf Peakhohe und -flache
auswirken [24]. Daher soll die Frage nach dem besseren Héufigkeitsmafl anhand der
experimentellen Daten an spéterer Stelle noch einmal aufgegriffen werden (siehe
Abschnitt 6.1).

2.3. Isotopenmuster in der Massenspektrometrie

Die Isotopenverteilung der verschiedenen Elemente bietet bei der Auswertung von
massenspektrometrischen Daten eine zusétzliche Informationsquelle, derer sich auf
verschiedene Weise bedient werden kann. So werden beispielsweise in der Isotopenver-
haltnis-Massenspektrometrie (IRMS, engl. isotope ratio masss spectrometry) lokale
und zeitliche Schwankungen der Isotopenhéufigkeiten genutzt, um die geographische
Herkunft oder das Alter von geologischem Material, Lebensmitteln sowie archiologi-
schen oder forensischen Proben zu bestimmen [33, 34]. Trotz dieser geringfiigigen
Schwankungen kénnen umgekehrt die Isotopenmuster auch herangezogen werden,
um die elementare Zusammensetzung einer gemessenen Spezies zu bestimmen oder
zumindest die Menge der moglichen Verbindungen einzugrenzen. Letzteres erfreut
sich vor allem im Bereich der Proteomik und Metabolomik (also der Wissenschaften
der Proteine und Stoffwechselprodukte) groBer Beliebtheit.

13
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Massenspektrometrische Messungen dienen in diesem Forschungsfeld vorwiegend
der Identifizierung von in biologischen Proben enthaltenen Verbindungen. Zunéchst
werden dabei in der Regel die gefundenen Spezies mit vorhandenen Datenbanken
abgeglichen. AnschlieBend werden fiir die nicht identifizierten Verbindungen mégliche
elementare Zusammensetzungen berechnet. In beiden Schritten kann die Betrachtung
des Isotopenmusters hilfreich sein, da hiufig mehrere Verbindungen (innerhalb der
Messgenauigkeit) dieselbe monoisotopische Masse aufweisen und auf diese Weise
die Menge der passenden Kandidaten erheblich reduziert werden kann. Auch zur
Bestimmung des Ladungszustandes einer Spezies kann das Isotopenmuster genutzt
werden, denn fiir den Abstand zweier Isotopenpeaks mit Ladung g auf der m/--Achse
gilt

(Am/2), = <A’|”q/’z)1. (2.28)

Dariiber hinaus werden beim sogenannten stable isotope labeling Proben beispielsweise
mit '3C angereichert. Die Massenverschiebung gegeniiber der nicht-gelabelten Probe
gibt dann Aufschluss iiber die Anzahl der enthaltenen Kohlenstoffatome. [35]

Fiir all diese Anwendungszwecke gibt es eine grofie Auswahl an Softwarelosungen
wie CAMERA [36], NTFD [37] MetExtract II [38], SIRIUS [39] und MZmine 2
[40], um nur eine Auswahl zu nennen. Im Allgemeinen dienen diese Programme
aber ausschliefflich der Identifikation gemessener Komponenten und bieten nicht,
wie in dieser Arbeit angestrebt, die Moglichkeit ein ganzes Spektrum nach einem
definierten Isotopenmuster zu durchsuchen. Als Gegenbeispiele seien hier ChelomFx
[41] und DeltaMS [42] genannt. Letzteres ermdoglicht beispielsweise die Analyse von
Massenspektren im Hinblick auf Peakpaare mit nutzerdefiniertem Massenabstand
und Intensitdtsverhaltnis. Hierbei ist die Anzahl der zu beriicksichtigenden Isotope
allerdings auf zwei beschréankt.

AuBerdem basieren beide Programme, wie die tiberwiegende Mehrheit der Anwendun-
gen im Bereich der Proteomik und Metabolomik, auf chromatografischen Vorverarbei-
tungsmethoden, wie sie beispielsweise das Softwarepaket XCMS [43] zur Verfiigung
stellt. Diese setzen LC-MS- oder GC-MS-Daten (engl. liguid bzw. gas chromatography
mass spectrometry), also eine chromatografische Trennung der enthaltenen Kompo-
nenten vor der Messung, voraus und stiitzen sich fiir entscheidende Schritte wie
Peakerkennung oder Gruppierungen der Signale zu Isotopenmustern mafigeblich auf
chromatografische Informationen. Scheltema et al. gehen fiir ihr eigens konzipiertes
Dateiformat PeakML sogar einen Schritt weiter und definieren alle Analyten, die iiber
die gesamte Retentionszeit nachweisbar sind, als Hintergrundionen von geringem
Interesse [44]. Das Ziel der Messungen in dieser Arbeit hingegen besteht nicht in
einer chromatografischen Trennung und Analyse einzelner Verbindungen, sondern
im Gegenteil in der Herstellung eines stabilen Elektrosprays und anschliefender
Betrachtung des gesamten Spektrums mit all seinen Komponenten. Zwar kénnen
einzelne Methoden fiir beide Verfahren hilfreich sein, nichtsdestotrotz handelt es sich
hier um zwei fundamental verschiedene Ansédtze. Daher ist die bisher vorgestellte
Software fiir die in dieser Arbeit verfolgten Anwendungszwecke nicht unmittelbar
anwendbar.
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Fiir diese Arbeit wurden Losungen von ZrOCl, in HCl, metallischem Uran in HC1
und HNOg, sowie von Eu(NOj3); in wéssriger Losung mit verschiedenen organischen
Liganden untersucht. Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber die Chemie dieser
Systeme und die zu erwartenden Spezies gegeben werden.

Die Speziationsdiagramme wurden von JULIA STADLER mit PHREEQC [45]
und PhreePlot [46] erstellt. Grundlage fur die Berechnungen war die Thermochimie-
Datenbank [47]. Die Abhéngigkeit der Chlorid- bzw. Nitrat-Konzentration vom
pH-Wert im Falle der Uran- und Zirconium-Lésungen wurde nicht beriicksichtigt.
Stattdessen wurde jeweils ein Konzentrationswert exemplarisch ausgewéhlt. Diagram-
me fiir die anderen Konzentrationen sind in Abschnitt A.1 zu finden.

3.1. Europium und Liganden

100 T T T T T T T T T T T T T T T T T T EU3+
- — Eu(COy)*
Eu*
1 Eu(CO3)2”
Eu(HCO3)2*
80 - 1 — Eumoy?
Eu(OH)2*
8 —— Eu(OH);"
S 60 -
@
o
w
=40
2 -
20 +
Eu(NO3
0 L—— Bu(QH?j | Eu(HCO:Py
4 5 6 7 8
pH

Abb. 3.1.: Speziationsdiagramm fiir eine Europium-Nitrat-Losung mit [Eu] = 3 mM.
Aufgrund der Salzhydrolyse liegt der pH-Wert bei etwa 5,5. Die Carbonat-Spezies
sind auf gelostes Kohlenstoffdioxid aus der Raumluft zuriickzufiithren.

Furopium gehort zur Gruppe der Lanthanoide und besitzt die Elektronenkonfigu-
ration [Xe] 4f"6s2. Diese ist analog zur Elektronenkonfiguration des radioaktiven
Actinoids Americium ([Rn] 5f77s?). Zudem besitzen beide Elemente sehr dhnliche
Ionenradien und Komplexbildungskonstanten. Aufgrund dessen zeigt Europium eine
groBe chemische Ahnlichkeit zu Americium und wird oft als Homolog dazu eingesetzt.
[48, 49]

Europium besitzt mit '°'Eu und *®Eu zwei stabile Isotope. Das Haufigkeitsverhaltnis
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I51E:153Ey betrigt etwa 0,916, womit die beiden Isotope dhnlich hiufig vertreten
sind.

Europium tritt bei niedrigen pH-Werten primér in der Oxidationsstufe +3 auf. Durch
die in Abschnitt 2.1.2 erwdhnten Reduktionsmechanismen ist aber im Falle der
ESI auch ein vermehrtes Auftreten der Oxidationsstufe +2 zu erwarten. Wegen
ihrer vergleichsweise hohen Ladungsdichte gelten die Kationen der Lanthanoide als
harte Sduren und neigen zur Komplexierung mit harten Basen wie beispielsweise
Hydroxidionen. [48]

Fiir die in dieser Arbeit hergestellten Losungen wurde grofitenteils Europium-Nitrat
verwendet. Abbildung 3.1 zeigt das Speziationsdiagramm fiir eine Lésung von 3 mM
Eu(NOj3)3 in Wasser. Durch Hydrolyse-Effekte weist diese Losung einen leicht sauren
pH-Wert von ca. 5,5 auf. Bis etwa pH 7 dominiert zwar das unkomplexierte Eut-
Ion, dieses wére allerdings bei ca. m/z 50,3 bzw. m/> 51 zu detektieren, was fur die
durchgefiihrten Messungen nicht im zu betrachtenden Massenbereich liegt. Daher
sind ohne zusétzliche Liganden hauptsachlich Hydroxid- und Nitratspezies, womoglich
mit einigen zusdtzlichen Wassermolekiilen, zu erwarten. Auch Carbonat-Liganden
durch aus der Raumluft geléstes CO5 kénnten sich bilden. Der Anteil von Hydroxid-
Verbindungen sollte in wassriger Losung im sauren Bereich zwar sehr gering sein,
durch die Artefaktbildung bei der ESI kann aber mit einem erhdhten Auftreten dieser
Komplexe gerechnet werden.

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

EDTA gehort zu den Aminopolycarbonsauren. Als potentielle Bindungsstellen kom-
men vier Carboxygruppen sowie zwei Stickstoffatome infrage, die insgesamt eine
sechszdhnige Bindung ermoglichen. Dabei entsteht eine oktaedrische Koordinations-
geometrie, die das Kation von anderen Liganden abschirmt. [50]

Entsprechend sind keine Komplexe mit mehreren EDTA-Liganden zu erwarten.
Aufgrund der Eigenschaften des ESI-Prozesses (Abschnitt 2.1.2) wéren aber Addukte
mit kleineren Liganden wie Hydroxid- oder Nitrationen denkbar. Bei Untersuchungen
von Thorium-EDTA-Komplexen mittels ESI stellten sich solche Ionen abhéngig vom
pH-Wert sogar als dominante Spezies heraus [51].

Ublicherweise liegt EDTA in Metallkomplexen vierfach deprotoniert (EDTAA‘*) vor
[52], im Zuge der ESI bilden sich aber auch andere Zusténde aus, so konnten Baron
et al. z. B. bei der Analyse von EDTA-Komplexen mit unterschiedlichen Metallionen
mittels EST unter anderem Spezies der Form [M(H,EDTA)]™ und [M(H;EDTA)]"™
nachweisen [53].

Phytinsaure

Das Zentrum des Phytinsduremolekiils bildet ein Ring aus sechs Kohlenstoffatomen,
an denen jeweils eine HyPO3-Gruppe bindet. Jede dieser Gruppen kann zwei Protonen
abgeben, sodass theoretisch eine zwolffache Deprotonierung moglich ist. Daher soll
die Phytinsdure im Folgenden als H;,Phy notiert werden, bzw. das vollstindig
deprotonierte Anion als Phy'?", die weniger stark deprotonierten Formen entsprechend
als HXPhy(m*X)*. Aufgrund der Vielzahl an potentiellen Bindungsstellen stellt das
Phytat-Anion im Allgemeinen einen starken Komplexbildner dar und liegt meist als
Salz in Verbindung mit ein- oder zweiwertigen Metallkationen vor. [54]

Welche Deprotonierungsstufen vorliegen, hingt dabei von den jeweiligen chemi-
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3.1. Europium und Liganden

schen Randbedingungen ab. In potentiometrischen Titrationsversuchen mit ein- und
zweiwertigen Metallionen wurden als Gleichgewichtspunkte die Zustédnde H6Phy677
H,Phy® und Phy'? identifiziert [55]. In ESI-Versuchen wurden allerdings auch
andere Formen wie HyPhy” , H;Phy” [56] oder HyPhy® [57] nachgewiesen.

Bei Verwendung des handelsiiblichen Natriumsalzes wurde zudem im positiven
Messmodus bei pH 13 die Anlagerung von bis zu 12 Na'-Tonen beobachtet. Bei
geringeren pH-Werten war die Anzahl der Kationen zwar geringer, aber auch bei pH
2,8 konnten noch Verbindungen mit bis zu 3 angelagerten Natriumionen nachgewiesen
werden. [56]

Im Negativmodus wurden hingegen Spezies gemessen, die scheinbar aus dem Verlust
einer oder mehrerer HPO3-Gruppen hervorgehen. Auch die Abspaltung von bis zu
zwel Wassermolekiilen konnte beobachtet werden. [16, 57]

Carbonsauren

Aufgrund ihrer weiten Verbreitung in biologischen Systemen spielt die Komplexierung
von Metallionen mit Carbonséuren eine grofie Rolle in der Umweltchemie. Daher
wurden neben EDTA und Phytinsdure auflerdem Essigsédure, Malonsdure, Oxalséure
und Citronensdure als Liganden genutzt. Dabei weist Essigsdure eine, Malon- und
Oxalséure je zwei und Citronensédure drei Carboxygruppen und zusétzliche eine
Hydroxygruppe auf. Im Folgenden seien sie daher abgekiirzt als HAc, H,Mal, H,Ox
und H,Cit.

Es sei angemerkt, dass die Hydroxygruppe der Citronensaure fiir die Komplexierung
mit Metallionen von untergeordneter Bedeutung ist, daher wird in einigen Quellen
auch die Notation H3Cit verwendet. Fiir verschiedene Lanthanoide wurden Kom-
plexe mit bis zu zwei HCit* - bzw. HyCit? - sowie mit bis zu drei H;Cit -Liganden
beobachtet [58]. In Laserfluoreszenz-Spektroskopie-Versuchen an Eu(IIT) und Cm(III)
wurden dariiber hinaus auch gemischte Spezies wie [M(H,Cit)(HCit)], und Hinweise
auf die Existenz von [MCit] -Komplexen gefunden [59].

Fiir Oxalsaure sind vor allem Verbindung mit dem vollstdndig deprotonierten Oxalat-
Anion bekannt [60, 61], wobei auch von Beteiligung des HOx -Ions berichtet wurde.
Europium bildet dabei hauptséchlich 1:1 und 1:2 Komplexe mit dem Oxalat-Ion.
Auch die Bildung von Chelatringen mit mehreren Metallionen ist nicht uniiblich. [62]

Malonat bildet mit Lanthanoid-Ionen sowohl 1:1 als auch 1:2 Komplexe, wobei sowohl
HMal als auch Mal*  als Liganden infrage kommen [63, 64]. Auch hier wurde die
Bildung von Chelatringen beobachtet [64, 65].

In saurer Umgebung bildet das Acetat-Anion mit Lanthanoiden hauptséchlich 1:1-
und 1:2-Komplexe, wobei die dominierende Form vom pH-Wert und den jeweiligen
Konzentrationen abhéngt. Im Gegensatz dazu wurden bei Untersuchungen von Nd-
Acetat-Losungen mittels ESI-MS Spezies mit bis zu fiinf Acetatliganden und zum
Teil mehreren Zentralionen identifiziert, die moglicherweise auf die beschriebenen
Aufkonzentrationsartefakte zuriickzufithren sein kénnten. Weiterhin wurden zahl-
reiche Oxo-Artefakte sowie einige Spezies mit COo- oder CO-Liganden gemessen.
19)
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Abb. 3.2.: Speziationsdiagramm von Uran in HNO3 mit [U] = 1mM und [NOs] =
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3.2. Uran

3.2. Uran

Bei dem zu den Actiniden gehérenden Uran handelt es sich um ein radioaktives
Element, es sind also keine stabilen Isotope vorhanden. Den Grofteil der natiirlichen
Uranvorkommen (99,27 %) macht das primordiale Isotop ?**U aus. Nur ca. 0,7 %
bestehen aus 23°U, das ebenfalls primordial ist. Daneben existieren kleine Mengen
an 234U, die in dieser Arbeit aber vernachlissigt werden. Uran kommt in den Oxida-
tionsstufen +3 bis +6 vor, wobei U(IV) und U(VI) die stabilsten Formen sind. Da
U(IV) allerdings eine sehr geringe Loslichkeit besitzt, dominiert in wéssriger Losung
in der Regel U(VI). Dieses liegt wiederum fast ausschlieflich als Uranyl-Ion UOZT vor
[66]. Eine Reduktion zu UO4" ist méglich, wobei der Stabilititsbereich von U(V)
in wéssrigen Losung sehr klein ist [67]. Der ESI-Prozess konnte die Bildung dieser
Spezies allerdings begiinstigen.

Fiir diese Arbeit wurde metallisches Uran zunéchst in konzentrierter HNO3 bzw. HCI
aufgelost. Die so entstandenen Lésungen wurden eingedampft und die Riickstdnde
anschliefend in schwécherer Sdure wieder gelost. Im Zuge dieser Wiederaufnahme
wurden Losungen mit pH-Werten von ca. 0 und 3 hergestellt. In diesem Bereich sollte
hauptsichlich das freie Uranyl-Ion auftreten mit geringen Anteilen von [UOy(NO4)]™
im HNOg- bzw. [UO,CIT im HCl-Medium (vgl. Abbildung 3.2 und 3.3). Wie fiir
Europium zeigt auch hier das Speziationsdiragramm nur geringe Anteile an Hydroxid-
Spezies, die sich im Zuge der Messung aber deutlich erhéhen kénnten. Zudem sind
geringe Anteile der dimeren Spezies [(UOy)o(OH)*T und [(UO4)o(OH)o)*" zu erwar-
ten.

In Untersuchungen von Uranyl-Nitrat-Lésungen mittels ESI-MS wurden im Vergleich
hingegen vermehrt polymere Spezies der Form [(UO5),Xo, 1(Hy0),,]1 mit (X =
OH, NO3),n = 1-5und m = 2 - 4 gefunden [68] sowie diverse Oxo-Artefakte wie
beispielsweise [(UO3);0,5]" oder [(UO),O(NO;)] ™. [18]

3.3. Zirconium

Das Element Zirconium gehért zu den Ubergangsmetallen und kommt in wéssriger
Losung fast ausschliellich in der Oxidationsstufe +4 vor. Dabei existiert das freie
Zr*Ton nur bei geringen Konzentrationen unter sehr sauren Bedingungen. In wéssri-
ger Losung bilden sich iiblicherweise Hydroxidspezies mit einigen koordinierenden
Wassermolekiilen. Je nach pH-Wert zeigt sich eine Tendenz zu polymeren Spezies.
Dabei nimmt deren Anteil bei ausreichend hoher Konzentration ([Zr] > 107° M) mit
steigendem pH-Wert zu, weshalb in dieser Arbeit geringe pH-Werte im Bereich von 0
bis 0,3 bei einer Konzentration von [Zr] = 1 mM gewéahlt wurden. [69]

Zirconium besitzt fiinf stabile Isotope, eine Ubersicht mit den korrespondierenden
Isotopenhaufigkeiten ist in Tabelle 3.1 gegeben.

Tab. 3.1.: Stabile Zirconium-Isotope mit relativen Haufigkeiten.

Isotope ‘ Zr-90  Zr-91 Zr-92  Zr-94 Zr-96
Héaufigkeit ‘ 51,0% 112% 172% 147% 2,8%

Im hier betrachteten pH-Bereich sollte nach dem Speziesdiagramm (Abbildung 3.4)
iiberwiegend [Z]L"Cl]?’Jr vorliegen. Dariiber hinaus zeigen sich Anteile von Zr*t und
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Abb. 3.4.: Speziationsdiagramm von ZrOCl, in HCIl mit [Zr] = 1mM und [C]] =
0,73 M.

[ZrCly]*". Auch geringe Mengen der Hydroxid-Spezies [Zr(OH)]** und [Zr(OH),)**
sowie des Trimers [Zry(OH),|®" werden vorhergesagt. Die Bildung des Tetramers
setzt nach den verwendeten Daten erst bei ca. pH 0,45 ein.

Die Ergebnisse unterschiedlicher Studien an Zirconium-Loésungen mittels ESI-TOF-
MS sind diesbeziiglich nicht immer einheitlich. So konnten Walther et al. fiir Konzen-
trationen von 1,5mM im relevanten pH-Bereich eine Dominanz des Tetramers und
Anteile des Mono- und Pentamers nachweisen. [69]

In anderen Untersuchungen hingegen wurden bei pH 0,3 auch Di- und Trimere sowie
hohere Polymere bis hin zum Undecamer identifiziert. Letztere schienen allerdings
nicht iiber ldngere Zeit stabil zu sein und konnten nach einer gewissen Alterungszeit
nicht mehr nachgewiesen werden. Die Di- und Trimere zeigten sich allerdings auch
nach zehn Monaten noch mit einem signifikanten Anteil im Spektrum. [70]

Die gefundenen Spezies lassen sich zusammenfassend aber beschreiben als

[ZTP(OH)XCI},(HQO)n]4P*X*y

wobei maximal dreifach geladene Spezies gemessen wurden. Dazu sollte allerdings
erwihnt werden, dass die hohe Ladungsdichte des Zr(IV)-Ions im Zuge der ESI zu
ausgepriagten Messartefakten fithren kann [9]. Da in dieser Arbeit keine MaBnahmen
getroffen wurden, um diese zu unterdriicken, kénnten sich hier also auch andere
Spezies zeigen.

20



4. Programmierung

Das in dieser Arbeit entwickelte Programm besteht aus einem Python-Paket mit meh-
reren Untermodulen und einer dazugehorigen grafischen Benutzeroberfliche (GUI). In
diesem Kapitel sollen Aufbau und Funktionsumfang dieser beiden Komponenten be-
schrieben werden. Dafiir folgt zundchst eine Einfithrung in die wichtigsten Methoden
und Begriffe im Zusammenhang mit den dabei verwendeten Programmiertechniken.

4.1. Objektorientierte Programmierung in Python

Dieses Projekt folgt zu grofien Teilen dem Konzept der objektorientierten Programmie-
rung (OOP). Im Folgenden soll die Idee dieses Programmierparadigmas in Grundziigen
erlautert werden.

Bei der OOP wird der Code strukturiert durch sogenannte Klassen, denen Eigenschaf-
ten (Attribute) und Aktionen (Methoden) zugeordnet werden. Alle zu einer Klasse
gehorenden Objekte (die sogenannten Instanzen einer Klasse) besitzen dann diese
Attribute und Methoden.

Ein klassisches Beispiel zur Veranschaulichung ist die Klasse Fahrzeug. Ein Objekt
dieser Klasse konnte beispielsweise die Attribute Farbe und Geschwindigkeit besit-
zen, deren Werte fiir jede Instanz unterschiedlich sein kénnen. Eine Methode, die den
Wert des Attributs Geschwindigkeit vergrdfiert, konnte dann z. B. beschleunigen
heiBen. [71]

Im weitesten Sinne stellt eine Methode dabei lediglich eine Funktion dar, die auf das
jeweilige Objekt und seine Eigenschaften zugreifen kann. Wahrend im obigen Beispiel
auf diese Weise die Eigenschaften des Objektes selbst modifiziert werden, konnen
Methoden auch einfach dazu dienen, Berechnungen auf Grundlage der Attribute eines
Objektes durchzufiihren. Ebenso lassen sich damit aber auch Interaktionen zwischen
mehreren Objekten definieren, wobei diese aus derselben oder aus unterschiedlichen
Klassen stammen konnen.

Wahlweise kann eine Methode auch parameterabhéngig definiert werden. Dem
Fahrzeug-Beispiel folgend kénnte die Methode beschleunigen einen Parameter,
auch Argument genannt, haben, um dessen Wert die Geschwindigkeit bei Anwendung
der Methode erhéht wird. In Python wird dabei zwischen positionellen Argumenten
und Schliisselwort- Argumenten unterschieden. Positionelle Argumente miissen bei An-
wendung der Methode iibergeben werden, sonst wird eine Fehlermeldung ausgegeben.
Im Gegensatz dazu werden fiir Schliisselwort-Argumente bei der Programmierung
Standardwerte definiert, auf die zuriickgegriffen wird, falls kein anderer Wert tiberge-
ben wird. Dadurch lassen sich Methoden erzeugen, die einerseits intuitiv und ohne
umfangreiches Vorwissen benutzbar sind, aber andererseits bei Bedarf einen grofien
Variations- und Optimierungsspielraum bieten.

FEin weiteres wichtiges Konzept im Zusammenhang mit OOP ist die Vererbung.
Es wird eine sogenannte Kind-Klasse definiert, die von einer anderen Klasse (der
Eltern-Klasse) erbt. Dabei tibernimmt die Kind-Klasse automatisch alle Merkmale
der Eltern-Klasse und erhélt je nach Anwendungsfall zusétzlich eigene Attribute
und/oder Methoden. So konnte beispielsweise eine Klasse Auto von Fahrzeug erben
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und zusétzlich eine Attribut Reifenanzahl erhalten, dem der Wert 4 zugewiesen
wird. Dem entgegen stiinde beispielsweise eine Klasse Flugzeug, deren Reifenanzahl
einen anderen Wert besitzt und die dafiir als weiteres Attribut die Flughdhe erhilt.
Attribute und Methoden der Eltern-Klasse kbnnen auch iiberschrieben oder modifiziert
werden. So kénnte der Klasse Auto eine Hochstgeschwindigkeit zugewiesen werden,
ab der die Methode beschleunigen die Geschwindigkeit nicht weiter erhoht.

4.2. Aufbau des Programms

4.2.1. Das Python-Paket

Das Python-Paket enthélt alle Klassen und Funktionen, die im Zuge dieser Arbeit
entwickelt wurden. Es stellt die Grundlage fiir die GUI dar, ist aber auch voéllig
eigenstandig nutzbar und ermoglicht python-versierten Nutzenden durch seine groflere
Flexibilitdt im Vergleich zur GUI sogar einen erhéhten Funktionsumfang. Es besteht
im Wesentlichen aus den Modulen spectrum, element und species. Dariiber hinaus
existieren die Module preprocessing und usefull. Diese sind allerdings nicht
fir den direkten Zugriff durch die Nutzenden gedacht, sondern enthalten lediglich
Funktionen, auf die aus den iibrigen Modulen zugegriffen wird.

Umfassend Gebrauch gemacht wurde von den oben beschriebenen Schliisselwort-
Argumenten. Fiir die im experimentellen Teil dieser Arbeit verwendeten Instrumente
und Messparameter kénnen dabei die Standardwerte problemlos beibehalten werden.
Modifikationen kénnten allerdings notwendig sein, falls ein anderer Instrumententyp
eingesetzt werden soll, oder die Instrumentenkonfiguration mafigeblich verédndert
wird.

Der folgende Abschnitt gibt eine Ubersicht iiber die wichtigsten Klassen und Funk-
tionen.

Das spectrum-Modul

Das spectrum-Modul umfasst alle Klassen und Funktionen im Zusammenhang mit
Messdaten und deren Verarbeitung. Bei den in dieser Arbeit angewendeten Methoden
besteht der erste Schritt dabei in der Erstellung eines gemittelten Spektrums, in dem
die Daten mehrerer (hier meist aller) Scans in einem Spektrum zusammengefasst
werden. Bei Messungen im Profilmodus handelt es sich hierbei ebenfalls um ein
Profilspektrum. Aus diesem kann dann ggf. durch Zentrierung ein Strichspektrum
erstellt werden. Fiir Details zum Datenverarbeitungsprozess sei auf Abschnitt 4.3.1
verwiesen.

Die Klasse Spectrum bietet Zugriff auf jegliche massenspektrometrische Daten in Form
von Tabellen bzw. Listen! mit m/-- und Intensititswerten. AuBerdem sind Methoden
zur grafischen Darstellung (Plotten) und zum Exportieren der Daten implementiert.
Dariiber hinaus steht eine Schnittstelle zur Speziessuche aus dem species-Modul
zur Verfiigung. Auflerdem koénnen beliebige Metainformationen hinterlegt werden.

Die Kind-Klassen ProfileSpectrum und CentroidSpectrum erben von Spectrum
und repréasentieren Spektren im Profil- bzw. Strichmodus. Im Allgemeinen kann ein
ProfileSpectrum zunichst ein beliebiges Massenspektrum im Profilmodus darstel-
len, im Rahmen des beschriebenen Arbeitsablaufs enthélt es jedoch in der Regel
die Daten des gemittelten Spektrums. Gegeniiber der Eltern-Klasse besitzt das

!Gemeint sind eigentlich Arrays. Im Folgenden wird der Begriff der Liste aber beibehalten werden.
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ProfileSpectrum lediglich eine weitere Methode zur Erstellung eines Strichspek-
trums. Auflerdem kénnen zusammengehorende Strich- und Profilspektren miteinander
verkniipft werden.

Ein CentroidSpectrum entsteht meist aus der Zentrierung eines Profilspektrums
und bietet Zugriff auf alle gefundenen Peaks unter anderem mit Informationen tiber
Peakposition, -hohe, -breite, und -flache. Standardméfig wird als Intensitdtswert die
Peakhohe genutzt, optional kann aber auch die Fliache verwendet werden. Dafiir ist
eine Korrektur der Peakfliche auf m/--Abhéngigkeit moglich, indem der qualitative
Zusammenhang zwischen Massenauflosung und /> angegeben wird. Des Weiteren
existiert eine Schnittstelle zur Elementsuche.

Fiir einen bequemen Umgang mit Messdaten wurde auflerdem die Klasse Measurement
entwickelt. Eine Measurement-Instanz kann zum Beispiel aus einer mzML-Datei er-
zeugt werden, die die Daten einer massenspektrometrischen Messung enthélt. Nach
der Initiierung sind die einzelnen Scans als Scan-Objekte (eine Klasse aus dem
Python-Paket ms_deisotope [72]) verfiigbar. Auch Metadaten, beispielsweise zur In-
strumentenkonfiguration, konnen abgerufen werden. Es sind Methoden zur Erstellung
von gemittelten Spektren und Strichspektren vorhanden. Auflerdem kann auch ein
Tonenchromatogramm berechnet werden.

Dateien im raw-Format von THERMO FISCHER SCIENTIFIC konnen nicht direkt
eingelesen werden, allerdings ist eine Konvertierungsfunktion zur Erstellung einer
mzML-Datei verfiighar. Diese basiert auf dem ThermoRawFileParser [73]. Alternativ
kénnen auch csv-Dateien verwendet werden. Dabei werden bei der Initiierung des
Measurement-Objekts die /> und Intensitétswerte jedes Scans einzeln bereitgestellt,
so dass mehrere Dateien iibergeben werden miissen. Liegt eine csv-Datei mit be-
reits gemittelten und ggf. zentrierten Messdaten vor, kann aber auch direkt ein
ProfileSpectrum oder CentroidSpectrum erzeugt werden.

Das element-Modul

Die Hauptfunktionalitit des element-Moduls ist in der Funktion find_isotope_pat-
tern enthalten, mit der innerhalb eines Spektrums nach dem charakteristischen
Isotopenmuster eines Elementes gesucht werden kann (Naheres in Abschnitt 4.3.2).
Standardméflig werden dafiir die natiirlichen Isotopenhaufigkeiten zugrunde gelegt.
Diese wurden der entsprechenden Datenbank des Python-Moduls pyteomics [74, 75]
entnommen. Die Klasse IsotopicComposition ermdbglicht es zudem, ein modifiziertes
Isotopenverhéltnis zu definieren. Fiir die Berechnung der Isotopenmuster polymerer
Spezies steht auflerdem die Klasse PolyComposition zur Verfiigung.

Das species-Modul

Die im species-Modul enthaltene Species-Klasse wurde zur Représentation chemi-
scher Spezies entwickelt. Sie ist eine Kind-Klasse der Formula-Klasse aus dem Modul
pyvalem [76], die verschiedene Informationen tiber chemische Verbindungen zugéng-
lich macht. Die Initiierung erfolgt iiber eine chemische Formel. Im Gegensatz zur
Eltern-Klasse ist hier die Spezifizierung einzelner Isotope innerhalb der Formel aller-
dings nicht moglich, da ein Species-Objekt eine chemische Verbindung mit all ihren
Isotopologen darstellen soll. Auch hier kann allerdings ein IsotopicComposition-
Objekt (siehe element-Modul) als optionaler Parameter iibergeben werden, falls ein
veréndertes Isotopenverhéltnis angewendet werden soll.
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Neben einer Liste aller Isotopologe sind auch Informationen iiber relative Haufigkei-
ten und Massen abrufbar [74, 75]. Optional kann dabei eine maximale Anzahl an
Isotopologen oder auch ein Schwellwert fiir die Haufigkeit angegeben werden.

Auch Methoden zur Vervielfaltigung (Multiplikation mit einem ganzzahligen Skalar)
und zum Addieren mehrerer Spezies wurden implementiert. Dies erleichtert bei-
spielsweise die automatisierte Erzeugung von Metallkomplexen mit unterschiedlichen
Ligandenkonfigurationen und Polymerisierungsgraden.

Daneben bietet das Modul mit der Funktion find_species die Moglichkeit, ein Spek-
trum nach einer konkreten Spezies zu durchsuchen. Als Ergebnis werden verschiedene
Bewertungsparameter sowie Informationen iiber die erwarteten und die gefundenen
Peaks ausgegeben (siehe Abschnitt 4.3.3).

Schliefllich dient die Funktion find_stoich der Berechnung moglicher elementarer Zu-
sammensetzungen fiir konkrete m/:-Werte. Dabei steht eine zusétzliche Funktion zur
Verfiigung, um zu iiberpriifen, ob die Ergebnisse sich auf bestimmte Formelbausteine
zuriickfithren lassen.

4.2.2. Die grafische Benutzeroberflache

Die GUI wurde mit tkinter [77] erstellt. In Anlehnung an die Struktur des Python-
Pakets ist sie in drei Tabs aufgeteilt: den Measurement-Tab, den Element Search-
Tab und den Species Search-Tab. Nach dem Auswéhlen einer Datei 6ffnet sich
zunéchst ein Fenster mit den wesentlichsten Einstellungen fiir die Vorverarbeitung
der Messdaten. Um ggf. die Auswahl des passenden Scan- und Massenbereichs zu
erleichtern, werden im Falle von mzML- oder raw-Dateien das Ionenchromatogramm
und Plots der einzelnen Scans angezeigt. Alle Spektrum-Plots sind dabei mit einer
Navigationstoolbar ausgestattet, die es erlaubt, einzelne Abschnitte zu vergrofiern,
sich innerhalb des Plots zu bewegen oder die Grafik zu exportieren.

Nach abgeschlossener Verarbeitung wird das resultierende Strichspektrum im Measu-
rement-Tab abgebildet, um eine nidhere Betrachtung zu ermoglichen (Abbildung 4.1).
Hier konnen ggf. auch die Isotopenverhéltnisse eingestellt werden, falls mit kiinstlichen
Radionukliden oder modifizierten Isotopenhéufigkeiten gearbeitet wurde.

Im Tab Element Search finden sich neben den Einstellungen fiir die Elementsuche eine
Tabelle und ein Plot-Bereich fiir die Ergebnisse (Abbildung 4.2). Hier erscheint nach
erfolgreicher Suche eine Darstellung des Spektrums, indem die fiir die unterschiedlichen
Elemente gefundenen Peakgruppen farbig hervorgehoben sind.

Der Species Search-Tab folgt einem &hnlichen Aufbau (Abbildung 4.3). Hier konnen die
zu suchenden Verbindungen konfiguriert werden, wobei sowohl eine manuelle Eingabe
von Formeln méglich ist als auch ein automatisiertes Konfigurieren von Spezies anhand
von Ligandendatenbanken. Diese Datenbanken enthalten moégliche Komplexbausteine
mit Kiirzel und chemischer Formel sowie Standardwerten fiir die minimale und
maximale Anzahl des Auftretens im Komplex (siehe Tabelle 4.1). AuBlerdem sind die
Eintrage nach Stammverbindung und Kategorie sortiert und kénnen einzeln oder in
diesen Gruppen iiber Checkboxen an- und abgewahlt werden. Zusétzlich werden von
den Nutzenden das Element des Zentralatoms, die zu betrachteten Oxidationszustdnde
und optional ein Ladungsbereich ausgewahlt. Anschliefend werden innerhalb der
festgelegten Parameter alle moglichen Kombinationen der gewéhlten Liganden mit
den verschiedenen Oxidationszustédnden berechnet und als Verbindungen fiir die
Speziessuche gespeichert. Optional kénnen weitere Bedingungen zur Eingrenzung
der Speziesmenge angegeben werden, beispielsweise wie die Mengen der einzelnen
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Komponenten zueinander in Relation stehen sollen. Die Erstellung und Bearbeitung
der Ligandendatenbanken erfolgt ebenfalls in diesem Tab. Es kénnen unterschiedliche
Datenbanken ausgewéhlt, neue Datenbanken erstellt oder bestehende bearbeitet
werden, beispielsweise durch das Hinzufiigen weiterer Liganden.

An dieser Stelle sollte erwahnt werden, dass bei der automatisierten Konfiguration
eine sorgsame Auswahl der gewiinschten Liganden und Addukte sowie der minimalen
und maximalen Anzahl dieser unabdingbar ist, um das Programm nicht zu tiberlasten.
Als Beispiel sei auf die fiir diese Arbeit erstellte Ligandenliste (Tabelle 4.1) verwiesen.
Bei Auswahl aller Komponenten mit den voreingestellten Begrenzungen ergeben sich
mehr als 102° verschiedene Kombinationen.

Da auch bei umsichtiger Konfiguration schnell eine Vielzahl an Spezies zusammen-
kommt, wurde darauf verzichtet, die Ergebnisse direkt nach Abschluss der Suche zu
plotten. Stattdessen kénnen die Verbindungen von besonderem Interesse in der Er-
gebnistabelle markiert und so in kleineren Gruppen dargestellt werden. Dann werden
die berechneten Isotopenverteilungen dieser Spezies farbig in das Spektrum einge-
zeichnet. Das Rechtsklick-Menti der Tabelle ermdglicht aulerdem eine detailliertere
Ergebnisanzeige fiir einzelne Spezies.
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Abb. 4.1.: Tab in der GUI fir die Inspektion des Spektrums.
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4.2. Aufbau des Programms

Tab. 4.1.: Beispiel fiir eine Speziesdatenbank.

Category Parent Symbol Formula Min. Max
Carboxylic Acids Acetic Acid AcO C2H302-
Citric Acid Ci C6H407-4
H-Ci C6H507-3
H2-Ci C6H607-2
H3-Ci C6H7O7-
Malonic Acid H-Mal C3H304-
Mal C3H204-2
Oxalic Acid H-Ox C2HO4-
Ox C204-2
Phosphoric Acids Phytic Acid Phy C6H6024P6-12
H-Phy C6H7024P6-11

H2-Phy C6H8024P6-10
H3-Phy C6H9024P6-9
H4-Phy C6H10024P6-8
H5-Phy C6H11024P6-7
H6-Phy C6H12024P6-6
H7-Phy C6H13024P6-5
H8-Phy C6H14024P6-4
Synthetic Compounds EDTA EDTA C10H12N208-4
H-EDTA  C10H13N208-3
H2-EDTA C10H14N208-2
H3-EDTA C10H15N208-

N = O N RO N NN N W W W W W W W W W ke e e e e e

O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO O O o o o o o o o o o o o

Anorganic Ligands Hydroxide OH OH-
Nitrate NO3 NO3-
Nitrite NO2 NO2-
Chloride Cl Cl-
Oxide O 0-2
Kations Proton H H+
Potassium K K+ 10
Sodium Na Na+ 10
Neutral Adducts Water H20 H20 5
Silica Si02 Si02 2
Carbon Dioxide CO2 CO2 3
Carbon Monoxide CO CO 5
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4. Programmierung

4.3. Implementierung der Kernfunktionalitiaten

Der folgende Abschnitt soll einen Uberblick iiber die Kernfunktionalititen des Pro-
gramms geben. Der Fokus liegt dabei auf der konzeptionellen Umsetzung, die Imple-
mentierung soll dabei nur grob umrissen werden. Eine Auflistung der verwendeten
Python-Pakete findet sich im Anhang unter Abschnitt A.2.1. Der Quellcode sowie
eine HTML-Dokumentation liegen in elektronischer Form bei.

4.3.1. Datenverarbeitung

Wie in Kapitel 2 beschrieben, setzt sich eine Messung mit dem Orbitrap-Massenspek-
trometer aus mehreren Einzelspektren, den Scans, zusammen. Der erste Schritt im
Datenverarbeitungsprozess besteht darin, die Scans zu einem einzigen Spektrum zu
mitteln. Dabei kann die Verarbeitung optional auf einen definierten Massenbereich
oder ausgewdhlte Scans bzw. Messzeitintervalle beschrankt werden. Letzteres kann
beispielsweise fiir Messungen mit chromatografischer Trennung niitzlich sein.

Zwar erzeugt der Orbitrap-Analysator stets Profilspektren, das Gerét bietet aber die
Moglichkeit, diese direkt zu zentrieren und die Daten als Strichspektrum abzuspei-
chern. Es gilt also zu unterscheiden, ob die Scans im Profil- oder im Strich-Modus
aufgenommen werden.

Messungen im Strich-Modus

Im Fall des Strich-Modus besteht die essentielle Aufgabe darin, die Signale aus den
unterschiedlichen Scans einander zuzuordnen. Im Idealfalle stammen dann alle Signale
innerhalb einer so entstandenen Gruppe vom selben Ion. Die Herausforderung besteht
darin, dass aufgrund der Messungenauigkeiten die gemessenen m/--Werte eines Ions in
den verschiedenen Scans leicht variieren. Vor allem bei sehr nah zusammenliegenden
Signalen ist die Zuordnung dann nicht immer eindeutig. Um dieses Problem zu lésen,
stehen zwei verschiedene Algorithmen zur Verfigung.

Der Peak Matching Algorithmus ist eine Variation des von Krishnan et al. fiir LC-
MS-Messungen vorgeschlagenen Verfahrens [78]. Dabei wird als Referenzspektrum
zundchst der Scan mit der hdchsten Signalanzahl ausgewéhlt. Ausgehend davon
werden der Reihe nach fiir die weiteren Scans alle Signale dem ihnen jeweils am
néchsten liegenden Peak aus dem Referenzspektrum zugeordnet, sofern ein gewisser
(benutzerdefinierter) Massenabstand nicht tiberschritten wird. Sollte kein Peak des
Referenzspektrums innerhalb der Massentoleranz liegen, wird das Signal als eigener
Peak hinzugefiigt.

Im Gegensatz dazu werden beim Natural Breaks Algorithmus zunéchst alle Scans zu
einem Summenspektrum iiberlagert. Anhand der Absténde zwischen den Signalen im
Summenspektrum sollen dann natiirliche Minima in der Signaldichte gefunden werden,
um auf diese Weise die ,intuitiven“ Grenzen zwischen den zusammengehorenden
Signalen zu finden. Auch hier fungiert ein benutzerdefinierter Maximalwert als
Obergrenze fiir die Peakbreite.

Nach erfolgter Zuordnung der Signale wird die Intensitat der einzelnen Beitrage
summiert und zur Ermittelung des m/.-Wertes ein nach den Intensitéten gewichteter
Mittelwert gebildet. Bei dem so erstellten Spektrum handelt es sich wie bei den Scans
um ein Strichspektrum. Aus der Streuung der zu jedem Peak beitragenden Signale
kann jedoch eine grobe Abschétzung der Peakbreite berechnet werden.
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Abb. 4.4.: Berechnung des Beitrags eines einzelnen Scans zum gemittelten Spektrum.

Messungen im Profil-Modus

Bei Messungen im Profil-Modus wird (mit geringfiigigen Modifikationen im Hinblick
auf das m/z-abhéngige Auflésungsvermégen des Orbitrap-Analysators) auf die ent-
sprechende Funktion aus dem Python-Paket ms_peak picker [79] zuriickgegriffen.
Hier werden zunéichst anhand eines Massenbereichs (meist der gesamte Messbereich)
und einer Massenauflosung die m/--Werte des neuen Spektrums aufgestellt. Anschlie-
Bend werden fiir jeden Scan die Beitrige fiir alle diese Datenpunkte als gewichtetes
Mittel des jeweils néchst kleineren und groferen m/--Wertes im Scan ermittelt (siehe
Abbildung 4.4). Zuletzt werden die Beitrége aller Scans gemittelt.

Das nach der beschriebenen Methode gemittelte Spektrum ist erneut ein Profilspek-
trum. Fiir die Elementsuche (siehe unten) wird jedoch ein Strichspektrum benétigt.
Aus diesem Grund werden die Daten im néchsten Schritt einem sogenannten Peak
Picking Algorithmus unterzogen. Grundlage ist auch hier wieder eine Funktion aus
dem ms_peak picker-Paket, bei der Peaks anhand von lokalen Maxima im Profil-
spektrum identifiziert werden. Neben dem m/>-Wert und der Peakhthe werden dabei
unter anderem auch die Peakbreite und -fliche bestimmt. Hierbei kann zwischen
gauBscher und lorentzscher Peakform gewéhlt werden.

Wie in Abschnitt 2.2.2 diskutiert, ergeben sich aus der Fouriertransformation im
Idealfall lorentzférmige Peaks. Bei der Betrachtung der Spektren wird allerdings
deutlich, dass eine gauflsche Peakform die Messdaten wesentlich besser wiedergibt,
nicht nur im gemittelten Spektrum, sondern auch in den einzelnen Scans, wie in
Abbildung 4.5 exemplarisch dargestellt. Dies kénnte auf die angesprochenen Da-
tenmanipulationen (Zerofilling und Apodisation) zuriickzufiihren sein, die vor der
Fouriertransformation durchgefithrt werden [30]. Aus diesem Grund wurde fiir den
gesamten Datenverarbeitungsprozess ein gaufisches Peakmodell zugrunde gelegt.

Wiéhrend der von ms_peak_ picker bereitgestellte Algorithmus fiir klar getrennte
Peaks gute Ergebnisse liefert, stellt sich die Bestimmung der Halbwertsbreite fiir iiber-
lappende Peaks als problematisch heraus. Da der Algorithmus die Peakgrenzen aus
dem Intensitatsabfall der Peakflanken bestimmt, werden die Peakbreiten und -flichen
an solchen Stellen teils massiv iiberschétzt. Zudem ergeben sich auch tendenziell
zu grofe Peakhohen, da bei deren Bestimmung Uberlappungen nicht miteinbezogen
werden.

Um diesem Umstand zu begegnen, wird der Peak Picking Prozess daher in drei
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Abb. 4.5.: Vergleich von Lorentz- und Gaufiverteilung mit der gemessenen Peakform.
Augenscheinlich stellt die Gaulkurve die bessere Nédherung dar.

verschiedenen Genauigkeitsstufen angeboten. Bei geringer Genauigkeit werden die
Ergebnisse des urspriinglichen Algorithmus iibernommen, wihrend im Gegensatz
dazu bei hochster Genauigkeit eine Uberlagerung mehrerer Gaufverteilungen an
die Messdaten der iiberlappenden Peaks angepasst wird. Da dieses Vorgehen vor
allem bei Spektren mit einer Vielzahl an iiberlappenden Signalen teils sehr lange
Rechenzeiten benétigt, wurde die mittlere Genauigkeitsstufe als Kompromiss ent-
wickelt. Dabei wird zunéchst die mittlere Peakbreite im Spektrum bestimmt (ggf.
unter Beriicksichtigung der m/z-Abhéngigkeit) und dort, wo die Signale nicht gut
aufgelost sind, eine entsprechende Korrektur der Peakbreite und -fliche durchgefiihrt.

4.3.2. Elementsuche

Grundlage der Elementsuche ist die charakteristische Isotopenverteilung des gesuch-
ten Elements. Die Aufgabe besteht dabei darin, im Strichspektrum alle Peakgruppen
zu finden, deren Massenabstinde und Intensitdtsverhéltnisse untereinander zu dem
gesuchten Isotopenmuster passen. Da die Isotopenhéufigkeit gewissen Schwankungen
unterworfen ist und die Massenbestimmung des Instrumentes niemals vollkommen ex-
akt sein kann, ist dabei die Wahl passender Toleranzbereiche von zentraler Bedeutung.
Dafir werden Maximalwerte fiir die Massenabweichung |dm| und die Haufigkeitsab-
weichung |dp| festgelegt, wobei folgende Definitionen gelten:

_ m/z — m/zo — Am

om ] m/z : gemessener m/z-Wert des Referenzions  (4.1)
z
Am : theoretische Massendifferenz
1/1y—
dp = Uh=p Iy : gemessene Intensitét fiir das Referenzion (4.2)
p

p : theoretisches Haufigkeitsverhaltnis

Zur Beschreibung des generellen Vorgehens kann das Spektrum als Liste aus m/--
Intensitét-Paaren betrachtet werden (als Intensitdtsmafl kann statt der Peakhohe
wahlweise auch die Peakfliche verwendet werden). Zunéchst wird dann aus der
gesuchten Isotopenverteilung das haufigste Isotop als Referenz definiert. Alle Mas-
sendifferenzen und Intensitdtsverhéltnisse werden dann relativ zum Referenzisotop
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berechnet. Natiirlich liegen die Isotope in der Regel in chemischen Verbindungen vor
und werden nicht isoliert gemessen. Da sich die Massendifferenzen und Intensitéts-
verhéltnisse aber (im Falle einer monomeren, einfach geladenen Spezies) direkt auf
die Molekiilionen iibertragen lassen, wird im Folgenden der sprachlichen Ubersicht
halber der Begriff des Isotops stellvertretend fiir das Molekiilion, welches das Isotop
enthélt, verwendet.

Fiir jedes Paar [(m/z);, I;] im Spektrum wird nun iiberpriift, ob das Signal zum Re-
ferenzisotop des gesuchten Elements gehoren konnte. Dafir wird fiir jedes weitere
Isotop die Menge der Peaks bestimmt, fiir die die Massendifferenz und das Intensi-
tatsverhéltnis relativ zum fraglichen Signal innerhalb der gewdhlten Toleranzbereiche
der theoretischen Vorhersage entsprechen. Falls fiir jedes Isotop ein entsprechender
Peak gefunden wird, wird die Peakgruppe in die Ergebnisliste aufgenommen. Wird
flir ein Isotop mehr als ein Peak gefunden, so wird das Signal ausgewéahlt, das die
geringsten Abweichungen von den theoretischen Werten zeigt.

Falls ein oder mehrere Isotope eine sehr geringe relative Hiufigkeit besitzen, kann
optional ein Schwellenwert Ir definiert werden. Eine Peakgruppe wird dann auch bei
nicht gefundenen Isotopen noch als potentielles Ergebnis behandelt, solange die zu
erwartende Intensitét der fehlenden Isotope (abgeschétzt anhand der Intensitit des
Referenzisotops) kleiner als Iy ist.

Das beschriebene Vorgehen kann auf mehrfach geladene Spezies erweitert werden.
Hier sind entsprechend die theoretischen Massendifferenzen durch den Betrag der
Ladung zu dividieren. Auch die Suche nach polymeren Spezies ist moglich.

4.3.3. Speziessuche

Die Grundidee hinter der Speziessuche ist simpel. Anhand der Isotopenhéufigkeiten
der beteiligten Elemente kann fiir eine chemische Spezies ein theoretisches Isotopen-
muster, also Massen und relative Intensitdten der einzelnen Isotopologe, berechnet
werden. Nun gilt es zu priifen, ob diese vorhergesagten Peaks in den richtigen Inten-
sitdtsverhéltnissen im Spektrum vorhanden sind.

Zu bedenken ist dabei allerdings die isotopische Feinstruktur. Tendenziell gilt, je
komplexer die chemischen Verbindungen werden (also je mehr Atome sie enthalten),
desto mehr Isotopologe besitzen die gleiche nominelle Masse. Die sehr nah beieinander
liegenden Signale lassen sich dann zum Teil selbst mit dem Orbitrap-Analysator nicht
mehr vollstdndig auflésen. Das durch diese sich iiberlagernden Signale entstehende
Profilspektrum zeigt dann unter Umstédnden nach Umwandlung in ein Strichspektrum
eine andere Peakverteilung als naiver Weise aufgrund der Isotopenhdufigkeiten zu
erwarten wire. Um dieses Problem zu umgehen, wird in dieser Arbeit der von Stoll
et al. publizierte Ansatz verfolgt [80].

Dabei wird zunéchst unter Beriicksichtigung der Auflésung des Spektrums im be-
trachteten Massenbereich aus der theoretischen Isotopenverteilung ein simuliertes
Profilspektrum als Uberlagerung von gaufiformigen Peaks erzeugt. AnschlieBend wird
dieses simulierte Spektrum in ein Strichspektrum iiberfiihrt, welches dann mit den
gemessenen Daten verglichen wird. Falls die Messdaten bereits als Strichspektrum
vorliegen und keine Informationen iiber die spektrale Auflosung verfiigbar sind, kann
der zu verwendende Wert optional manuell eingepflegt werden. Geschieht dies nicht,
wird die theoretische Isotopenverteilung iibenommen, was formal einer unendlichen
Auflésung entspricht.

Zu beachten ist, dass an dieser Stelle aus Effizienzgriinden nicht wie in der Datenver-
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arbeitung der Peak Picking Algorithmus aus dem ms_peak_picker-Paket verwendet
wird, sondern eine schnellere Funktion aus der SciPy-Bibliothek [81]. Zur besseren
Vergleichbarkeit werden bei Existenz eines Profilspektrums immer sowohl die si-
mulierten als auch die gemessenen Daten diesem Verfahren unterzogen. Da damit
allerdings lediglich die Position des Peakmaximums bestimmt wird, stehen hier keine
Informationen iiber Peakbreite oder -fliche zur Verfigung.

Fiir den Vergleich der beiden Spektren miissen im ersten Schritt aus den Messda-
ten die Signale ausgewédhlt werden, die am besten zu den vorhergesagten Peaks
passen. Bei Stoll et al. wird dafir aus einem Toleranzbereich um die m/:-Werte
der theoretischen Peaks jeweils das Signal mit der groiten Intensitdt gewéahlt, falls
mehrere infrage kommen. Im Gegensatz dazu werden hier standardméfig vorerst alle
moglichen Kombinationen beibehalten und spéter anhand der berechneten Korrela-
tionswerte die beste Kombination ausgewahlt. Da dieses Vorgehen bei Spezies mit
vielen Isotopologen sehr zeitaufwéndig sein kann, steht allerdings auch die andere
Variante zur Verfiigung.

Stoll et al. wenden fiir die Bewertung der Ahnlichkeit zwischen simuliertem und
gemessenem Spektrum ein von Tong et al. beschriebenes Verfahren an [82]. Dabei
wird zunéchst iiber eine least-square-Anpassung ein sogenannter Normierungsfak-
tor bestimmt, mit dem die relativen Haufigkeiten des simulierten Spektrums an
die tatsédchliche gemessenen Intensitdten angepasst werden. Anschlieffend wird aus
den relativen Abweichungen der Messwerte von den simulierten Intensititen ein
Korrelationsfaktor bestimmt.

Im Zuge der experimentellen Arbeiten wurde festgestellt, dass der nach diesem
Verfahren bestimmte Korrelationswert Intensitatsabweichungen bei Signalen mit
geringem Anteil an der Gesamtintensitdt mitunter nicht addquat widerspiegelt. Daher
wird fiir diese Signale ein gesonderter Korrelationswert berechnet. Dieser wird dann
mit in die Gesamtwertung einbezogen, wobei die Gewichtung anhand des relativen
Anteils der beitragenden Signale erfolgt. AuBlerdem werden zusédtzliche Abziige
berechnet fiir vorhergesagte Peaks, fiir die keine Entsprechung im Spektrum gefunden
wurde. Genauere Angaben zur Berechnung der Gesamtwertung sowie der einzelnen
Komponenten sind in Abschnitt A.2.2 zu finden.
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Die experimentelle Arbeit dient vor allem der Identifizierung von chemischen Spezies
innerhalb verschiedener Spektren. Durch Vergleich mit einer manuellen Auswertung
sollen spéater die Ergebnisse des entwickelten Programms qualitativ beurteilt und
geeignete Parameter fiir den Betrieb erarbeitet werden. Die im Spektrum gefundenen
Verbindungen miissen dabei nicht zwangsweise die Situation in der Probe widerspie-
geln, sondern kénnen durch die in Abschnitt 2.1.2 angesprochenen Messartefakte
zum Teil sogar deutlich davon abweichen. In diesem Kapitel soll ein Uberblick iiber
die betrachteten Losungen, ihre Herstellung und die verwendeten Messparameter
gegeben werden. Auflerdem wird die Auswertung der Messdaten beschrieben.

Alle gemessenen Losungen enthalten Europium, Uran oder Zirconium. Diese drei
Metalle wurden ausgewahlt, da sie sehr verschiedene Isotopenmuster aufweisen. Fiir
Europium wurden Lésungen von Europium-Nitrat und Europium-Chlorid in Wasser
sowie eine europiumhaltige Hoaglandlésung zur Aufzucht von Pflanzen in Hydrokultur
und Europium-Nitrat-Losungen mit verschiedenen organischen Liganden verwendet.
Uran wurde bei pH0 und pH3 in HCl und HNO;3; und Zirconylchlorid in HCI im
pH-Bereich 0 bis 0,3 gemessen. Tabelle 5.1 zeigt eine Ubersicht aller in dieser Arbeit
verwendeten Messungen.

5.1. Herstellung der Losungen

Europium-Losungen

Zur Herstellung der Europium-Nitrat und -Chlorid-Lésungen wurden 3 mM Eu(NOj)3 -
5H50 bzw. EuCl; - 6 H,O in Milli-Q-Wasser gelost. Die Hoagland-Loésung enthielt
1mM Europium-Nitrat. Fiir die iibrigen Losungen wurden zunichst Stammlosungen
von Europium-Nitrat und den verwendeten Liganden mit einer Konzentration von
50 mM angesetzt. Anschliefend wurden daraus fiir alle Liganden Loésungen mit ei-
ner Europium-Konzentration von 1 mM und einem Europium-Liganden-Verhéaltnis
von 1:1 hergestellt. Die Losungen mit zwei Liganden wurden bei gleicher Europium-
Konzentration auf ein Verhéltnis Eu:L;:Ly von 2:1:1 eingestellt. Da bei den Messungen
der Liganden-Losungen Probleme mit Signaleinbriichen auftraten, wurden diese spé-
ter im Verhéltnis 1:10 verdiinnt, um einem Verstopfen der nanoESI-Nadel durch zu
hohe Tonenfrachten vorzubeugen. Damit ergibt sich fiir diese Proben eine Europium-
Konzentration von 0,1 mM. Eine Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien und
die genauen Konzentrationen findet sich in Abschnitt A.3 und A.4.

Uran-Losungen

Fir die Uranproben wurde metallisches Natururan zunéchst in konzentrierter Salzséu-
re bzw. Salpetersiure aufgelost, anschlieBend eingedampft und in 10~3-molarer HCI
bzw. HNOj aufgenommen. Die so entstandenen Stammldsungen wurden verdiinnt
und anschliefend mit dem {CAP @ ICP-MS von THERMO FISHER SCIENTIFIC
die Urankonzentration bestimmt. Da die Kalibrierstandards aus abgereichertem
Uran hergestellt waren und somit ein anderes Isotopenverhéltnis aufwiesen als die
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Tab. 5.1.: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Messungen.

Element Losung Positivmodus Negativmodus
Europium Nitrat X
Chlorid X
Hoagland X
Phytinséure X X
EDTA X X
Oxalat X X
Citrat X X
Acetat X X
Malonat X X
Phytat + EDTA X X
Oxalat 4+ Citrat X X
Acetat + Malonat X X
Zirconium pHO X X
pHO,15 X X
pHO,3 X X
Uran HNO3 pH 0 X
HNO; pH 3 X
HClpH 0 X
HCl pH 3 X
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Stammlosung, war eine exakte Bestimmung der Gesamturankonzentration nach dem
iiblichen Verfahren anhand eines ausgewahlten Isotops nicht méglich. Als Ndherung
wurde die Kalibrierung stattdessen auf die summierten Counts aller gemessenen
Uranisotope (233U, 234U, 235U, 236U und 2*®U) angewendet. Dieses Verfahren basiert
auf der Annahme gleicher Messeflizienz fiir alle Uranisotope. Da dies allerdings mit
den vorliegenden Informationen nicht verifiziert werden konnte, ist mit erhéhten
Messunsicherheiten zu rechnen. Die Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen
wurden nach DIN 32645 berechnet (sieche Tabelle A.6). Es ergaben sich fiir die
Stammlésungen Konzentrationen von 54 mM (HCI) bzw. 53 mM (HNO3). Aus diesen
Losungen wurden anschlieend die Probenlésungen mit [U] ~ 1 mM bei pH0 und
pH 3 hergestellt. Genauere Angaben zu den Konzentrationen und verwendeten Séuren
sind in Abschnitt A.4 zu finden.

Zirconium-Losungen

Eine Stammlosung aus ZrOCl, - 8 H,O in einmolarer HCI mit [Zr] = 10 mM wurde
angesetzt und anschliefend auf [Zr] = 1 mM verdiinnt. Durch unterschiedliche Ver-
hiltnisse von einmolarer und 10~ 3-molarer Salzsiure wurden dabei Proben mit pHO,
pH 0,15 und pH 0,3 hergestellt. Fiir genauere Angaben zu Zirconium-Konzentrationen,
pH-Werten und verwendeten Sduren sei auf Abschnitt A.4 verwiesen.

5.2. Messungen mit dem Orbitrap-Massenspektrometer

Die Messungen wurden mit einer nanoESI-Quelle und einem Orbitrap Elite Mas-
senspektrometer von THERMOFISCHERSCIENTIFIC durchgefiihrt, wobei stets
die Orbitrap-Einheit zur Massenanalyse genutzt wurde. Die Eintrittskapillare des
Spektrometers wurde auf eine Temperatur von 250 °C geheizt. Die Messdauer betrug
jeweils zwei Minuten, wobei eine maximale Injektionszeit von 10 ms bei einer Ziel-
menge von 1 - 10% Tonen eingestellt wurde. Die Massenauflosung lag bei R = 120000
fiir m/> = 400. Die externe Kalibration erfolgte alle zwei Wochen mit den vorgese-
henen Kalibrierstandards von THERMO FISHER SCIENTIFIC. Fiir eine interne
Kalibration wurden Raumluftbestandteile als Lockmassen verwendet [9].

Die Spray-Spannung lag zwischen 1,0kV und 1,8kV. Vor der eigentlichen Messung
wurde durch Variation von Spannung und Abstand zwischen dem Emitter und
der Eintrittskapillare ein méglichst stabiles Spray hergestellt. Mitunter wurde der
Sprayfluss dabei durch einen Inertgasstrom unterstiitzt. Die erreichte Spraystabilitat
schwankte allerdings stark zwischen den einzelnen Messungen.

Die grofiten Schwierigkeiten traten dabei bei den Zirconium-Messungen auf. Hier
erwies sich das Spray durchgehend als duflerst instabil und der detektierte Ionenstrom
als vergleichsweise gering. Probleme mit der Spraystabilitit gab es auch bei der Uran-
HCI-Losung bei pH 0, obwohl die iibrigen Uran-Lésungen ausgesprochen gut zu messen
waren. Bei den Europium-Messungen konnte nach der zusétzlichen Verdiinnung fiir
die meisten Proben eine zufriedenstellende Spraystabilitéit erreicht werden. Vor allem
in Negativmodus gab es allerdings einige Ausnahmen. Diese betrafen hauptséchlich
die acetat- und malonathaltigen Proben.
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5.3. Auswertung

Die Auswertung der Spektren erfolgte stets nach einem dhnlichen Schema. Zunéchst
wurden alle Peakgruppen identifiziert, deren Intensitétsverhéltnisse grob zu dem
gesuchten Element passten und deren stérkstes Signal eine relative Intensitit von
iiber 1% bezogen auf den Basispeak des Spektrums aufwies.

Fir Europium und Zirconium wurde die Identifikation von potentiellen Spezies mit
dem Algorithmus fiir die Elementensuche durchgefiihrt. Im Vorfeld wurden fiir ei-
ne erste grobe Bestimmung geeigneter Toleranzgrenzen in ausgewéhlten Spektren
(Eu-Nitrat, Eu-Chlorid und Eu-Hoagland) einige Tests an optisch identifizierbaren
Europium-Signalen durchgefiihrt. Die untersuchten Signale zeigten eine Massenab-
weichung [dm| < 3 ppm und Intensitatsabweichungen |0p| < 0,09 (fir genaue Defini-
tionen der Toleranzgrenzen siehe Abschnitt 4.3.2). Basierend auf diesen Ergebnissen
wurden fiir die Europium-Spektren die Toleranzgrenzen auf |dm,q.| = 5 ppm und
|0 pmaz| = 0,3 festgelegt. Gesucht wurde nach bis zu zweifach geladenen Monomeren
und Dimeren.

Im Fall von Zirconium erwies sich die optische Bestimmung einer ausreichenden
Anzahl von Peakgruppen als herausfordernd. Es stellte sich aber schnell heraus, dass
die Intensititsabweichungen hier deutlich héher liegen, insbesondere fiir ?Zr. Daher
wurden fiir die automatisierte Suche nur die vier primiren Isotope herangezogen
mit einer Intensitétstoleranz von |dpmaz| = 0,5 fiir monomere Spezies. Auflerdem
wurde nach Di-, Tri-, Tetra- und Pentameren gesucht, wobei die Intensitatstoleranz
zunéchst [0pmaz| = 0,9 betrug.

Fir die Uranspektren wurden alle Signale mit I,.,; > 1% untersucht, zunichst
unabhingig vom 23°U-Signal.

Im néchsten Schritt wurden die Ergebnisse der einzelnen Messungen verglichen, um
die potentiell beteiligten Elemente weiter einzugrenzen. Basierend darauf wurden fiir
die gefundenen Peakgruppen mogliche elementare Zusammensetzungen berechnet,
wobei in der Regel die (vermutete) monoisotopische Masse herangezogen wurde.

Die Berechnung moglicher Summenformeln stellt eine Variation des sogenannten
Coin-Change-Problems dar. Die dahinter stehende Fragestellung lautet, mit welchen
Kombinationen vorgegebener Werte sich ein bestimmter Zielwert erreichen lésst.
Fir die Losung dieses Problems wurde, inspiriert von einem Blog-Artikel zu diesem
Thema [83], ein rekursiver Ansatz gewéhlt. Die entsprechende Python-Funktion
ist im species-Modul des entwickelten Python-Paketes zu finden. Es wurde eine
Massentoleranz von +5 ppm gewahlt.

Die auf diese Weise erhaltenen Summenformeln wurden unter Beriicksichtigung
moglicher Messartefakte auf chemisch sinnvolle Verbindungen untersucht. Bis auf
wenige Ausnahmen konnte die Menge moglicher Ergebnisse so auf héchstens eine
Spezies reduziert werden. Dort wo sinnvolle Resultate gefunden wurden, wurden
deren Isotopenmuster schliellich optisch mit den Messdaten abgeglichen. Falls auch
innerhalb eines grofleren Toleranzbereichs nur eine mogliche Summenformel fiir ein
Signal infrage kam, wurden gelegentlich auch Ergebnisse mit leichten Unstimmigkeiten
im Isotopenmuster ibernommen (fiir Beispiele siehe Abschnitt 6.3).

Im Folgenden sollen die Resultate kurz zusammengefasst werden. Eine Ubersicht
aller identifizierten Spezies ist in Tabelle A.11 gegeben.
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Abb. 5.1.: Massenspektrum der Europium-Nitrat-Losung im Positivimodus. Einge-
zeichnet sind einige ausgewéhlte Verbindungen.

In den meisten Verbindungen liegt das zentrale Europium-Atom in der Oxidations-
stufe 43 vor, allerdings wurden auch einige Eu(II)-Spezies identifiziert, vermutlich
bedingt durch Reduktion wihrend des ESI-Prozesses. Abbildung 5.1 und 5.2 zeigen
exemplarisch Spektren der Europium-Nitrat- und Europium-Citrat-Losungen.

Im Positivmodus stellt in den meisten Spektren [Eu(OH)(H,0)]" die dominierende
Spezies dar. Auch sonst sind wie erwartet viele Hydroxidverbindungen mit bis zu
finf (meist aber nicht mehr als drei) Wassermolekiilen vorhanden. In der Nitrat- und
der Hoagland-Losung lassen sich auflerdem diverse Verbindungen mit Nitrat-Anteilen
finden, wiahrend in der Chlorid-Loésung stattdessen nur einige wenige chloridhaltige
Spezies identifiziert werden konnten. Bei der iiberwiegenden Mehrheit der gefundenen
Verbindungen handelt es sich um Monomere, aber auch einige Dimere konnten
bestimmt werden.

Es konnten kaum Oxalat-Spezies bestimmt werden, nur einige wenige Ox- und HOx-
Liganden traten in Kombination mit Citrat auf. Moglicherweise findet wahrend der
Messung eine Fragmentierung der Oxalat-Ionen statt. Falls vorhanden, beschrankt sich
dieses Phénomen allerdings auf Signale von geringer Intensitét, da die dominierenden
Europium-Peaks auf Hydroxid- und Nitrat-Spezies zuriickgefiihrt werden konnten. In
den Citronensaure-Spektren wurden Liganden der Form H,Cit (x = 1 — 3) gefunden
und auch einige Hinweise auf Cit*" Tonen, wobei maximal zwei Citrat-Liganden
pro Spezies beobachtet wurden. Die meisten Carboxy-Liganden fanden sich in den
acetathaltigen Losungen. Dort konnten Verbindungen mit bis zu fiinf Acetat-Liganden
identifiziert werden, auch Mischungen von Acetat und Malonat innerhalb einer Spezies
wurden beobachtet. Die Anzahl der Malonat-Liganden war dabei, genauso wie in den
reinen Malonat-Spezies, im Allgemeinen auf zwei begrenzt. Viele Carbonat-Spezies
zeigten zusétzliche Nitrat-Liganden, aber auch Mischungen mit Hydroxid-Liganden
und Wasser-Addukte waren vertreten. Im Falle der Acetat-Lésungen konnten auch
einige Kalium-Addukte beobachtet werden.

Alle vier Deprotonierungszustinde des EDTA-Molekiils wurden gefunden. Dabei
traten die EDTA-Liganden ausschliellich einzeln und auch nicht gemischt mit Phytat-
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Abb. 5.2.: Massenspektrum der Europium-Citrat-Losung im Negativmodus. Einge-
zeichnet sind einige ausgewahlte Verbindungen.

Liganden auf, hdufig aber in Verbindung mit zusétzlichen Hydroxid- oder Nitrat-Ionen.
Phytat-Liganden wurden in der Form H,Phy (x = 2 - 7) identifiziert. Vor allem
im negativen Messmodus konnte auch der Verlust von bis zu zwei HPO5-Gruppen
beobachtet werden, dabei traten im Gegensatz zu EDTA keinerlei Mischungen mit
Hydroxid- oder Nitrat-Liganden auf, was vermutlich auf den hohen Ladungszustand
der Phytat-Liganden zuriickzufiihren ist. Im Positivmodus aber kamen wiederum
einige Phytat-Nitrat-Spezies vor. Sowohl fiir EDTA als auch fiir Phytat konnten
zahlreiche Addukte mit bis zu 11 Natrium-Ionen beobachtet werden.
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Abb. 5.3.: Massenspektrum von Uran in HNOj bei pH 3. Eingezeichnet sind einige

ausgewahlte Verbindungen.
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Abb. 5.4.: Massenspektrum von Uran in HCI bei pH 3. Eingezeichnet sind einige
ausgewahlte Verbindungen.

Die Spektren der Uran-Loésungen bei pH 3 sind in Abbildung 5.3 und 5.4 zu sehen.
Eingezeichnet sind auch hier nur einige ausgewihlte Spezies. Ein Uberblick iiber
alle Verbindungen ist in Tabelle A.11 zu finden. Alle identifizierten Uranspezies
enthalten das Uranyl-Ton UO5" oder die reduzierte Form UO,". Im HCI- und HNO5-
System konnte jeweils eine dimere Spezies identifiziert werden, diese konnten auf
Aufkonzentrationseffekte (siche Abschnitt 2.1.2) zuriickzufiithren sein. Dariiber hinaus
wurden ausschlielich Monomere gefunden.

Neben dem freien Uranyl-lon existieren Hydroxid-, Nitrat- und Chlorid-Spezies,
h&ufig mit ein bis drei zusétzlichen Wassermolekiilen. Auch mehrere Oxo-Artefakte
der Form [UO504(H50),]7 (n = 1 - 3) wurden gefunden. Diese Ionen wurden schon
frither in ESI-Messungen beobachtet und werden iiblicherweise auf die Dissoziation
eines Nitratliganden und den dadurch bedingten Verlust von Stickstoffmonoxid
zuriickgefiihrt [9, 84]. Da die Signale dieser Spezies hier aber auch im HCI-System
gefunden wurden und innerhalb einer groflen Massentoleranz von mehr als 30 ppm
keine anderen Summenformeln in Frage kommen, muss in diesem Fall ein anderer

Bildungsmechanismus zugrunde liegen. Auch zwei verschiedene Reaktionswege wéren
denkbar.

Zirconium

Auch in den Zirconium-Messungen konnten diverse Hydroxid- und Chlorid-Spezies
nachgewiesen werden. Bei den meisten Verbindungen handelt es sich um Monomere,
allerdings konnten im Positivimodus auch einige Dimere bestimmt werden. Ein ausrei-
chend sicherer Nachweis hoherer Polymere gelang im betrachteten Intensitdtsbereich
nicht. Allerdings zeigen sich in den Spektren einige weitere Peak-Cluster, die nicht
eindeutig zugeordnet werden konnten. Denkbar wére auch, dass die hoheren Polymere
nur geringe Intensititen aufweisen, da hier die Anzahl der Signale, auf die sich die
Gesamtintensitit aufteilt, im Vergleich mit monomeren Spezies um ein Vielfaches
hoher ist.

In Abbildung 5.5 und 5.6 sind beispielhaft die Spektren der Zirconyl-Chlorid-Lésung
bei pHO dargestellt. Im Positivmodus sind bei héheren m/: einige Polymere zu
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beobachten.

Es fallt auf, dass fiir viele der identifizierten Zirconium-Spezies die Ladung (unter
Annahme der iiblichen Oxidationszustdande) nicht zur Stochiometrie der Verbindung
passt. Dazu gehoren beispielsweise Tonen der Form [ZrOs(H,0),]T. Das Auftreten
dieser Spezies ist mit der aquatischen Chemie des Metalls nicht in Einklang zu bringen
und konnte auch durch Vergleich mit anderen Studien nicht verifiziert werden.

Allerdings erwies sich die Messung von Zirconium in wéssriger Losung mittels Orbitrap
und ESI schon in fritheren Untersuchungen als problematisch. Zum einen scheinen
die Ergebnisse stark von der schwankenden Spraystabilitdt abzuhdngen und sind
daher nur bedingt reproduzierbar. Zum anderen zeigen die chemischen Spezies bei
Messungen mit einem Orbitrap-Massenspektrometer deutlich weniger koordinierende
Wassermolekiile als bei vergleichbaren Analysemethoden, wie beispielsweise der TOF-
Massenspektrometrie (vgl. [69]). Die fehlende Wasserhiille in Kombination mit der
hohen Ladungsdichte des Zr(IV)-Tons fiihrt scheinbar zu einer starken Anfélligkeit
fiir Artefaktbildung und zu gravierenden Verdnderungen der chemischen Speziation.
So zeigten sich auch bei diesen fritheren Untersuchungen Spezies mit ungewohnlichen
Ladungszustanden wie [ZrO9(NOs3)s] und [ZrO9(NO3),] . [9]

Da bei diesen Messungen allerdings mit nitrathaltigen Losungen gearbeitet wurde,
konnen diese Oxo-Artefakte &hnlich wie beim Uran auf die Dissoziation von NO3 zu-
riickgefiihrt werden. Dieser Bildungsmechanismus kommt bei dem in der vorliegenden
Arbeit verwendeten HCI-System nicht in Frage. Daher wurden fiir alle betreffenden
Spezies die Hauptpeaks unter Beriicksichtigung der in den Lésungen enthaltenen
Elemente erneut auf alternative elementare Zusammensetzungen gepriift. Da auch
bei einer grolen Massentoleranz von tiber 40 ppm fiir keines der Signale eine andere
Summenformel mit passender Masse gefunden wurde und auch die Isotopenmuster im
Rahmen der iblichen Schwankungen mit den Messdaten iibereinstimmen, ist davon
auszugehen, dass die Spezies korrekt bestimmt wurden.
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Abb. 5.5.: Massenspektrum der Zirconyl-Chlorid-Loésung bei pH 0 im Negativmodus.
Eingezeichnet sind einige ausgewahlte Verbindungen.
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Abb. 5.6.: Unterschiedliche Ausschnitte des Massenspektrums der Zirconyl-Chlorid-
Losung bei pH 0 im Positivmodus. Eingezeichnet sind einige ausgewéhlte Verbindun-
gen.
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6. Evaluation und Parameterfindung

Im Folgenden soll es darum gehen, die Leistungsfahigkeit des entwickelten Programms
in seinen einzelnen Funktionen zu analysieren und geeignete Parameter und Konfigu-
rationen zu erarbeiten. Die Bewertung der Ergebnisse geschieht dabei anhand der im
experimentellen Teil gefundenen Spezies, wobei die Annahme zugrunde gelegt wird,
dass diese korrekt bestimmt wurden. Damit liegen fiir die betrachteten Messungen
eine Reihe von enthaltenen Ionen vor, deren Massen und relative Haufigkeit bekannt
sind. Anschlieffend kann nun untersucht werden, in welchem Mafle die Messwerte
von diesen erwarteten Werten abweichen. Um die besten Entsprechungen der vorher-
gesagten Peaks im Spektrum zu finden, wurde der Algorithmus fiir die Speziessuche
herangezogen. Fiir die Massentoleranz wurde ein Wert von 5 ppm gewahlt.

Die in den Abbildungen eingezeichneten Fehlerbalken stellen rein statistische Unsi-
cherheiten dar, die berechnet wurden nach

o

s=1t, —— 6.1
b (61

wobei N die Stichprobengrofie ist und o die Standardabweichung der Stichprobe.

tp ist ein Korrekturfaktor fiir kleine Stichprobenmengen gemafl der Student’schen
t-Verteilung und bezieht sich auf das 68 %-Konfidenzintervall. [85]

6.1. Vergleich der Datenverarbeitungsmethoden

Um die Ergebnisse der unterschiedlichen Datenverarbeitungsmethoden zu verglei-
chen, wurden zunéchst mit den verschiedenen Peak Picking Genauigkeiten (siehe
Abschnitt 4.3.1) Strichspektren aus den Messdaten erstellt. Anschliefend wurden fiir
die erwarteten Peaks der im experimentellen Teil bestimmten Spezies Entsprechungen
in den Spektren gesucht und jeweils auf Abweichung von den theoretischen Werten
untersucht. Dabei wurden analog zur Elementsuche als Parameter die Massendifferenz
und das Intensitétsverhaltnis relativ zum Isotop mit der grofiten Haufigkeit gewéhlt.
Es wurden ausschliellich die Peaks betrachtet, die auf die Isotopenverteilungen von
Furopium, Uran und Zirconium zuriickzufithren sind. Die Intensitdtsverhéaltnisse
wurden sowohl anhand der Peakhohe als auch anhand der Peakfliche berechnet,
wobei letztere entsprechend der m/--Abhéngigkeit der Auflosung korrigiert wurden
(sieche Abschnitt 2.2.2).

Abbildung 6.1 zeigt die Ergebnisse fiir die Massenbestimmung. FEingezeichnet ist die
Abweichung von der theoretischen Massendifferenz berechnet nach Gleichung 4.1 und
gemittelt iiber alle Messungen, Spezies und Isotope (aufler dem jeweiligen Referenzi-
sotop).

Durch Betrachtung der Massendifferenz statt des absoluten Messwerts soll der Einfluss
der Kalibrationsqualitdt auf das Messergebnis minimiert werden. Da die fiir die
mittlere Genauigkeitsklasse durchgefiihrte Peakbreitenkorrektur keinen Einfluss auf
den m/:-Wert hat, wurde an dieser Stelle nicht zwischen geringer und mittlerer
Genauigkeit differenziert. Die Abweichungen bei hoher Genauigkeit sind zwar etwas
geringer, die Unterschiede liegen aber innerhalb der statistischen Unsicherheiten.
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Abb. 6.1.: Mittlerer Betrag der relativen Abweichung von der theoretischen Mas-
sendifferenz bei unterschiedlicher Peak Picking Genauigkeit.
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verhéltnis fiir verschiedene Isotope bei unterschiedlicher Peak Picking Genauigkeit.
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6.2. Parameterfindung fiir die Elementsuche

Da sich die einzelnen Isotope im Hinblick auf die relativen Abweichungen im Intensi-
tatsverhéltnis deutlich voneinander unterscheiden (siehe auch Abschnitt 6.2), werden
sie fiir die Analyse der Intensitdtsbestimmung getrennt betrachtet. Die Abweichung
d0p wurde dabei entsprechend Gleichung 4.2 berechnet.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 6.2 dargestellt. Im Bezug auf die unterschiedlichen
Genauigkeitsstufen kann bei Verwendung der Peakhohe auch hier kein merklicher
Unterschied festgestellt werden. Fiur die Peakflache hingegen fallen die durchschnittli-
chen Abweichungen fiir 22°U und 92Zr bei mittlerer Genauigkeit deutlich geringer aus.
Demgegeniiber zeigt die hochste Genauigkeitsstufe allerdings keine weitere Verbesse-
rung. Bei den iibrigen Isotopen sind die Unterschiede im Allgemeinen gering. Einzig

fiir 15'Eu sind bei mittlerer und hoher Genauigkeit merklich gréfere Abweichungen
zu erkennen. Auch hier liegen die absoluten Unterschiede aber nur bei etwa 0,002.

Beim Vergleich der unterschiedlichen Peak Picking Genauigkeiten ist zu beachten,
dass die hier untersuchten Spezies aufgrund des Auswertungsprozesses ohnehin wenig
iiberlappende Signale aufweisen. Diese Tatsache konnte die Ergebnisse verfélschen.
Auflerdem wurden die Messungen bei vergleichsweise hoher Auflésung aufgenommen,
weshalb die Spektren zu eher geringen Peakbreiten neigen und damit zumindest fiir
Intensitéten, die deutlich iiber dem Hintergrundniveau liegen, generell verhaltnisméfig
wenig Uberlappungen zeigen. Die Ergebnisse sind also nicht unbedingt allgemeingiiltig.

Bei Verwendung der mittleren oder hohen Genauigkeitsstufe erweisen sich die Ab-
weichungen in den meisten Féllen bei Verwendung der Peakflache als geringfiigig
kleiner. Im Hinblick auf die statistischen Unsicherheiten sind die Unterschiede fir
jedes einzelne Isotop zwar nicht signifikant, im Gesamtbild ergibt sich aber eine
gewisse Systematik. So sind im Mittel tiber alle Isotope (bei mittlerer Genauigkeit)
die Abweichungen bei Verwendung der Peakhéhe um 0,011 4 0,003 grofler als bei
Verwendung der Peakflache.

Zusammenfassend scheint bei Verwendung der Peakfliche die mittlere Genauigkeits-
stufe empfehlenswert zu sein. In diesem Fall sind die Abweichungen im Intensi-
tatsverhaltnis geringfiigig kleiner als fiir die Peakhéhe. Die Unterschiede sind aber
von geringem Ausmaf, sodass auch bei Verwendung der Peakhohe nicht mit einer
nennenswerten Verschlechterung der Ergebnisse zu rechnen ist.

6.2. Parameterfindung fiir die Elementsuche

Ublicherweise ist bei der Speziessuche die Verwendung eines Profilspektrums vorzuzie-
hen. Da allerdings die Elementsuche auf Grundlage des Strichspektrums durchgefiihrt
wird, wurde dieses hier auch fiir die Suche der bestimmten Spezies herangezogen. So-
mit wurde gewéhrleistet, dass die Ergebnisse die Situation im verwendeten Spektrum
addquat widerspiegeln.

Im Gegensatz zum oben beschriebenen Vorgehen wurden alle Isotopologe! genutzt.
Dabei wurden fiir jedes Isotopolog der theoretische m/--Wert, die theoretische relative
Haufigkeit und die erwartete Intensitat (berechnet aus dem bei der Speziessuche
berechneten Normierungsfaktor und der relativen Haufigkeit) bestimmt sowie m/--
Wert, Hohe und Flache des zugehorigen gemessenen Peaks. Die Berechnung der
relativen Abweichungen von den theoretischen Werten erfolgte nach Gleichung 4.1

!Der Begriff des Isotopologs wird hier der sprachlichen Ubersicht halber verwendet. Strenggenommen
handelt es sich hier nicht um die Isotopologe, sondern um die Peaks, die sich aus dem simulierten
Spektrum der Spezies ergeben. Diese konnen wegen Uberlagerungen innerhalb der isotopischen
Feinstruktur auf mehrere Isotopologe zuriickzufiihren sein.
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und Gleichung 4.2.

Wie sich bei den ersten Untersuchungen schnell herausstellte, stehen die beobachteten
Abweichung im Zusammenhang mit der Intensitéit der Signale. Aus diesem Grund
werden die Ergebnisse in den Abbildungen in Abhingigkeit von der erwarteten In-
tensitit dargestellt. Dabei stellt jeder Datenpunkt ein Isotopolog innerhalb eines
Spektrums dar. Zusétzlich wurden die Datenpunkte entsprechend der relativen Hau-
figkeit p = P/ P, eingefirbt, wobei P die theoretische Haufigkeit des Isotopologs und
Py die des jeweiligen Referenzisotopologs ist. Wahrend die Haufigkeitsabweichungen
auf Grundlage der Ergebnisse aus Abschnitt 6.1 anhand der Peakfliche bestimmt
wurden, beziehen sich die Angaben zur erwarteten Intensitdt hingegen immer auf
die Peakhohe, da sie Ergebnisse der Speziessuche darstellen. Wie in Abschnitt 4.3.3
dargelegt, werden hier ausschliellich Peakhohen verwendet.

An dieser Stelle sei erwdhnt, dass die Intensitdten im gemittelten Spektrum sich
unter Umstanden je nach Datenverarbeitungsmethode unterscheiden. Hier wurden
Profildaten und eine mittlere Peak Picking Genauigkeit verwendet. Wéahrend der
Zentrierungsprozess keinen nennenswerten Einfluss haben diirfte, kénnten sich die
beschriebenen Abhédngigkeiten von der erwarteten Intensitdt fiir Messungen, die
direkt im Strichmodus aufgenommen wurden, verschieben.

Abweichungen von der theoretischen Massendifferenz

Wie in Abbildung 6.3 zu sehen, nehmen die Abweichungen in der Massendifferenz mit
steigender Intensitit ab. Fiir erwartete Intensitiaten iiber 1500 cts liegen die Werte
deutlich unter 5 ppm. Dieser Befund deckt sich qualitativ mit fritheren Befunden,
wonach die Massengenauigkeit des Orbitrap-Analysators bei kleinen Intensitéten
geringer ist [86]. Hierbei handelt es sich vermutlich um statistische Effekte, da die
Position des Peakmaximums im Spektrum schlussendlich aus einer Art Mittelwert
der Schwingungsfrequenzen der einzelnen Ionen hervorgeht. Je gréfler die Anzahl
dieser Tonen, umso weniger fallen Abweichungen bei einzelnen Signalen ins Gewicht.

Die ausgepragten Abweichungen im Bereich I.., < 200 kénnten allerdings auch auf
falsch zugeordnete Signale zuriickzufiithren sein. Bei diesen Intensitéten ist davon
auszugehen, dass es sich hier um Konzentrationen handelt, die nicht mehr zuverlassig
nachweisbar sind. Es kénnte sich bei den gefundenen Signalen auch um Hintergrund-
rauschen handeln.

Als Toleranzparameter sowohl fiir die Element- als auch fiir die Speziessuche scheint
ein Wert von 5 ppm geeignet zu sein, falls eine hohe Sensitivitdt gewiinscht ist. Fiir
eine hohere Spezifitdt sind durchaus geringere Werte moglich, aber ab etwa 3 ppm
muss damit gerechnet werden, dass auch bei hoheren Intensitdten einige Peakgruppen
nicht mehr erfasst werden.
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Abb. 6.3.: Relative Abweichung von der theoretischen Massendifferenz (bezogen
auf das Referenzion) bei den untersuchten Spezies. Zusétzlich eingezeichnet sind
die bei der Elementsuche verwendeten Toleranzrenzen von +5 ppm. Da hier die
Abweichungen von der Massendifferenz und nicht die absoluten Massenabweichungen
betrachtet werden, sind Werte bis 10 ppm moglich.

Unten: vergrofierter Ausschnitt.
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Abweichungen vom theoretischen Haufigkeitsverhaltnis

Abbildung 6.4 zeigt die gemessenen H&aufigkeitsabweichungen. Zunéchst féllt auf,
dass auch diese bei geringen Intensitdten deutlich ausgeprégter sind. Nach unten hin
sind sie auf 0p = —1 begrenzt, dieser Wert ergibt sich, wenn fiir einen vorhergesagten
Peak keine Entsprechung im Spektrum gefunden wird (I = 0). Zudem l&sst sich ein
deutlicher Trend zu negativen Abweichungen beobachten. Die beobachtete Intensitét
ist also kleiner als erwartet. Nur fiir sehr kleine Signale mit einer erwarteten Intensitét
bis etwa 750 cts iberwiegen die Datenpunkte mit §p > 0. Wie schon im vorherigen
Abschnitt erlautert, handelt es sich hierbei vermutlich um Zufallstreffer aufgrund
von Hintergrundrauschen. Moglicherweise liegt hier die mittlere Intensitét des Mess-
hintergrunds {iber der erwarteten Signalintensitit, was dann positive Abweichungen
bedingt.

Ein Grund fiir die hohen Abweichungen bei schwachen Signalen ist auch hier die
Annéherung der Intensitiat an das Hintergrundniveau. Allerdings kommt neben den
allgemein erhéhten Unsicherheiten wéhrend der Messung in diesem Fall noch ein
weiterer Effekt hinzu, der auch den Trend zu negativen Abweichungen in Teilen
erkldren konnte. Wenn das Signal eines untergeordneten Isotopologs unterhalb einer
gewissen Intensitdt nicht mehr zuverldssig nachweisbar ist, tritt unter Umstanden
der Effekt auf, dass der entsprechende Peak in einigen Scans der Messung zu finden
ist, in anderen aber nicht. Wenn das Signal des Referenzisotopologs hingegen in allen
Scans auftaucht, fithrt das Mitteln iiber alle Scans letztlich zu einer Verzerrung der
relativen Haufigkeit, selbst wenn das Haufigkeitsverhéltnis innerhalb der Scans, die
beide Signale enthalten, korrekt wiedergegeben wird. Um den Intensitétsbereich abzu-
schétzen, innerhalb dessen dieses Phédnomen zu erwarten ist, wurde fiir die einzelnen
Isotopologe bestimmt, in wie vielen Scans der jeweiligen Messung, ein entsprechendes
Signal enthalten war. Hierbei wurde lediglich untersucht, ob mindestens ein Peak im
Toleranzbereich liegt oder nicht. Das zu erwartende Intensitdtsverhéltnis wurde nicht
beriicksichtigt und es wurde keine Differenzierung zwischen Hintergrundrauschen
und ,,echten®“ Signalen angestrebt. Anschlielend wurden die Ergebnisse nach erwar-
teter Intensitdt sortiert und die Auffindquote wurde tiber Gruppen von jeweils 50
Datenpunkten gemittelt. Die Resultate sind in Abbildung 6.5 aufgetragen. Es wird
deutlich, dass der beschriebene Effekt fiir Intensititen bis etwa 1,5 - 104 cts plausibel
ist. Ab diesem Schwellwert, sind die Peaks der Isotopologe zuverldssig in allen Scans
auffindbar. Allerdings zeigen sich in Abbildung 6.4b erhéhte Abweichung auch noch
bei wesentlich grofleren Intensitéten.

Bei Betrachtung von Abbildung 6.4c scheint es auf den ersten Blick Unterschiede zwi-
schen den betrachteten Elementen zu geben. So weisen beispielsweise die Uran-Daten
im Vergleich zu den Zirconium-Daten bei dhnlicher Intensitéit eine hohere Abwei-
chung auf. Leider zeigen die in den Uran- und Zirconium-Messungen identifizierten
Spezies fiir die untergeordneten Isotopologe vergleichsweise geringe Intensitdten. Ab
einer Intensitit von ca. 10° cts sind nur noch Daten aus den Europium-Messungen
verflighar. Daher ist ein Vergleich bei hoheren Intensitdten nicht moglich. Ein Ab-
gleich mit Abbildung 6.4b legt aber nahe, dass die Ursache nicht in den gemessenen
Losungen, sondern im Haufigkeitsverhéltnis selbst liegen kdnnte. So weisen einerseits
die '%'Eu-Signale auch bei verhiltnisméfBig niedrigen Intensitéten nur geringe Ab-
weichungen auf. Gleichzeitig zeigt sich im Intensitétsbereich 2 - 10° bis 4 - 10° auch
innerhalb der Europium-Messungen eine klare Trennung nach Haufigkeitsverhéltnis.
Die Vermutung liegt nahe, dass der Betrag der Abweichungen, auch unabhéngig von
der Intensitdt, mit abnehmender relativer Haufigkeit grofier wird.
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das Referenzion)
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Abb. 6.6.: Relative Abweichungen ép in Abhéngigkeit des theoretischen Haufigkeits-
verhéltnisses p = P/ Py. Berticksichtigt wurden alle Datenpunkte mit Io;, > 1,5 10%.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde eine weitere Abbildung der relativen Hiu-
figkeitsabweichungen erstellt, diesmal aufgetragen in Abhéngigkeit vom theoretischen
Haufigkeitsverhéltnis p und mit einer Farbskala basierend auf der erwarteten In-
tensitét (siehe Abbildung 6.6). Um die Ergebnisse nicht durch die beschriebenen
Mittelungseffekte zu verfialschen, wurden nur Datenpunkte mit I.,, > 1,5 - 104
beriicksichtigt. Tatséchlich ist der Zusammenhang im Vergleich zu Abbildung 6.4
hier deutlich klarer zu erkennen. Zudem bestétigt die Farbskala eine weitgehende
Unabhingigkeit von der Intensitat.

Fiir eine bessere Quantifizierung des Effektes wurden die Daten fiir die Isotopenpeaks
der betrachteten Elemente Europium, Uran und Zirconium aus den Messdaten extra-
hiert und isoliert von den iibrigen Isotopologen betrachtet. Zusétzlich wurden die auf
371 zuriickzufiihrenden Peaks in die Analyse mitaufgenommen. Auch hier wurden
nur Signale mit einer erwarteten Intensitit iiber dem Schwellwert von 1,5 - 10% cts
in die Auswertung einbezogen. Polymere Spezies wurden nicht beriicksichtigt. In
Abbildung 6.7 sind die Ergebnisse gegen die relative Haufigkeit bezogen auf das
Referenzisotop aufgetragen. Abgesehen von den Werten fiir ¥2Zr und geringen Abwei-
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Abb. 6.7.: Mittlere relative Abweichungen &p fiir die Isotopenpeaks von Europium,
Zirconium, Uran und Chlor. Beriicksichtigt wurden alle Datenpunkte mit o, >
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Abb. 6.8.: Verteilung der relativen Abweichungen dp fiir einige ausgewéhlte Isotope.
Beriicksichtigt wurden alle Datenpunkte mit Iz, > 1,5 - 104

chungen bei %Zr und ?*Zr, die allerdings innerhalb der statistischen Unsicherheiten
liegen, folgen die Datenpunkte einem klaren, stetig ansteigenden Verlauf. Die Isotope
I51Ey einerseits und 23U bzw. %Zr andererseits stellen erwartungsgemif die Ex-
tremwerte dar. Wéhrend die mittleren Abweichungen beim Europium-Isotop deutlich
unter 5% liegen, zeigen die 23°U-Signale eine im Mittel um etwa 30 % zu kleine
Intensitdt. Gerade die Werte fiir die Isotope mit geringen Héufigkeiten basieren
allerdings auf nur wenig Datenpunkten (10 Datenpunkte fiir “°Zr bzw. 15 fiir 23°U),
entsprechend grof3 sind hier die statistischen Unsicherheiten.

Abbildung 6.8 zeigt die Verteilung der Abweichungen exemplarisch fiir die Isotope
51y, 947y und 2%°U. Zusitzlich wurden mithilfe der vom Modul SciPy.Stats be-
reitgestellten Funktionen schiefe Gaufiverteilungen an die Daten angepasst. Neben
der bereits diskutierten Verschiebung des Mittelwertes fallt auf, dass die Daten mit
abnehmender relativer Haufigkeit eine deutlich groflere Streuung aufweisen. Aufler-
dem lassen sie sich weniger gut durch die Normalverteilung beschreiben. Letzteres
koénnte allerdings auch darauf zuriickzufiihren sein, dass bei geringeren Haufigkeiten
zunehmend weniger Datenpunkte mit ausreichender Intensitit verfiighar sind.

o1



6. Evaluation und Parameterfindung

(a) Expansion Plot

5000.0

0.0

Signal (Raw)

-5000.0

T T T T T T T T T
610.00 620.00 630.00 640.00 650.00 660.00 670.00
Time, ms

(b) Bovine insulin single spectrum
8192.0

4915.2
1638.4

-1638.4

Signal (Raw)

-4915.2

-8192.0 7 X T T T T T T T T
0.0 200.0 400.0 600.0 800.0 1000.0 1200.0 1400.0 1600.0

Time, ms

Abb. 6.9.: Typischer Verlauf des transienten Signals im Orbitrap-Analysator. Die
Uberlagerung mehrerer nah beieinander liegender Frequenzen fiihrt zu einem Schwe-
bungsmuster mit periodisch ab- und zunehmender Amplitude. [88]

Die systematische Diskriminierung von Isotopologen mit geringer relativer Haufigkeit
wurde schon frither bei Messungen mit Orbitrap-Massenspektrometern beobachtet.
So konnten Erve et al. diesen Effekt beispielsweise anhand des Isotopenmusters von
Thiostrepton nachweisen [30]. Auch fiir FT-ICR-Spektren sind &hnliche Phédnomene
bekannt. Hier lassen sich die Intensitédtsdefizite auf sogenannte Raumladungseffekte,
also Coulomb-Interaktionen zwischen den einzelnen Ionenwolken, zuriickfithren. Diese
Storungen fallen allerdings erst nach einigen Sekunden (> 5s) in Gewicht, eine
Zeitspanne, die die Lebensdauer der Ionen im Orbitrap-Analysator (< 2s) deut-
lich tibersteigt. Daher schlussfolgern die Autoren, dass den Intensitdtsverzerrungen
in diesem Fall ein anderer Mechanismus zugrunde liegen miisse, und postulieren
Schwebungsmuster in den Schwingungen (engl. isotopic beat patterns) als mogliche
Erklarung.

Schwebungen entstehen durch die Uberlagerung mehrerer Schwingungen mit dhnlichen
Frequenzen. Durch konstruktive und destruktive Interferenz der einzelnen Wellen
kommt es zu einem periodischen Wechsel von Phasen mit hoher und niedriger
Amplitude (siehe Abbildung 6.9). Der Einfluss dieser Schwebungsmuster auf die
Intensitéitsverteilung von Isotopenmustern wurde unter anderem von Easterling et al.
sowohl durch Computersimulationen als auch experimentell nachgewiesen. [87]

Allerdings manifestiert sich der Effekt in dieser Studie nicht in einer verringerten
Intensitdt der Isotopenpeaks mit geringer relativer Hiufigkeit. Betrachtet wurde eine
Gruppe Polymere mit annédhernd gauf3férmiger Intensitéatsverteilung mit und ohne
isotopische Feinstruktur. Dabei verursachte das Vorhandensein isotopischer Peaks
eine Verzerrung der Intensitétsverteilung hin zu kleineren m/--Werten, also einer
Intensitdtserhohung bei Signalen bei geringem ™/- bei gleichzeitigem Intensitatsverlust
bei hohem m/-.
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Da Thiostrepton ein monoton abfallendes Isotopenmuster besitzt, konnten die Er-
gebnisse der beiden Studien in diesem Punkt noch in Einklang gebracht werden.
Allerdings konnten Erve et al. eine deutliche Verstarkung des Effektes bei héheren
Auflésungen beobachten. Im Gegensatz dazu neutralisierten sich die Intensitdtsver-
zerrungen bei Easterling et al. fiir langere Messdauern.

Basierend auf diesen Ergebnissen konnten Kaufmann et al. zeigen, dass die Auspra-
gung der Intensitdtsverringerung nicht zwangsweise, wie von Erve et al. vermutet,
mit steigender Auflésung zunimmt. Stattdessen konnten sie das Problem auf die
unvollstdndige Auflésung benachbarter Peaks zuriickfithren. Fiir mittlere Auflésungen,
bei denen die betrachteten Peaks nur teilweise getrennt waren, zeigten sich die gravie-
rendsten Abweichungen. Bei weiter steigender Auflésungen und damit einhergehend
besserer Trennung der Signale nahm die Intensitdtsminderung wieder ab. [89]

Dariiber hinaus zeigte sich bei Simulationen des Schwingungsmusters fir verschiedene
Frequenzverteilungen, dass sich der Anteil von Bereichen destruktiver Interferenz
mit der Anzahl der Uberlagerten Frequenzen erhéhte. Die Autoren schlussfolgern,
dass die durch Isotopenpeaks bedingten Schwebungen fir Ionen mit geringer Masse
eine untergeordnete Rolle spielen und erst flir komplexe Molekiile mit hohen La-
dungszustinden relevant werden. Als alternative Erklarung schlagen sie ein Problem
mit den mathematischen Algorithmen vor, moéglicherweise bedingt durch die vor
der Fouriertransformation durchgefithrte Apodisation des Signals. Da die kommer-
ziellen Orbitrap-Massenspektrometer keinen Zugriff auf die eigentlichen Rohdaten
ermoglichen, war eine néhere Eingrenzung der Ursache nicht moglich. [89]

Alle beschriebenen Ansétze und experimentellen Untersuchungen legen allerdings
einen Zusammenhang mit der isotopischen Feinstruktur nahe. Diese Verkniipfung
lasst sich durch die Ergebnisse dieser Arbeit nicht eindeutig bestdtigen. Einerseits
scheint der Effekt bei den dimeren Zirconium-Spezies iberdurchschnittlich stark
zu sein, insbesondere wenn auflerdem Chlorid enthalten ist. Diese Verbindungen
zeigen gleichzeitig eine besonders ausgeprigte Feinstruktur. Zudem lieflen sich so
moglicherweise die unerwartet hohen Abweichungen fiir die *2Zr-Isotopologe erkliren,
da diese auf der selben nominellen Masse liegen wie die 37 Cl-Isotopologe. Andererseits
sollte durch die hohe Auflésung der Spektren eine ausreichende Trennung der beiden
Signale gewéhrleistet sein (siehe Abbildung 6.10). Auch sollte sich nach den oben
geschilderten Beobachtungen eine generelle Abhangigkeit von der Auspragung der
Feinstruktur zeigen. Stattdessen weist auch das 23>U-Isotop sehr hohe Abweichungen
auf, obwohl hier in den meisten Féllen keinerlei Feinstruktur vorhanden ist.

Somit liegt der Schluss nahe, dass dem hier beobachteten Phinomen noch ein weite-
rer Ausloser zugrunde liegen kénnte als die von Erve und Kaufmann beschriebenen
Effekte. Fiir eine abschlieBende Klarung dieser Frage wéren allerdings weitere Un-
tersuchungen notwendig. So kénnten Messungen bei anderen Auflésungen oder eine
systematische Untersuchung der Feinstrukturabhéngigkeit Hinweise auf mogliche
Erkldrungen geben. Auch Computersimulationen zum besseren Verstindnis des
Signalverarbeitungsprozesses konnten sich als hilfreich erweisen.

Unabhéngig von ihrer Ursache sind die diskutierten Verzerrungen der Isotopenmuster
eine wichtige Erkenntnis, die es bei der Verwendung von Isotopenhéufigkeiten fir
die Auswertung von Orbitrap-Spektren zu beachten gilt. Zusammenfassend werden
die theoretischen Haufigkeitsverhéltnisse fiir ausgeglichene Isotopenverteilungen ver-
héltnisméBig gut wiedergegeben. Die Europium-Signale zeigen bei ausreichender
Intensitéit (Iezp > 1,5-10%) in 98 % der Fille Abweichungen von unter 10 % und in
84 % der Fille liegen die Diskrepanzen unterhalb von 5 %.
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Abb. 6.10.: Isotopische Feinstruktur des M+2-Signals von [ZrOCls]". Die ?2Zr- und
37TCl-Isotopenpeaks sind gut aufgeldst.

In dieser Arbeit wurde ausschliefflich mit den natiirlichen Isotopenhéufigkeiten gear-
beitet. Falls davon abweichend ein kiinstliches Isotopen-Labeling angewendet werden
soll, sollte nach Moglichkeit ein ausgeglichenes Héufigkeitsverhéltnis eingestellt wer-
den. Geeignet wéren vermutlich zwei oder drei Isotope mit dhnlicher Haufigkeit.

Bei wesentlich geringeren Isotopenhéufigkeiten empfiehlt es sich moglicherweise,
vor der Analyse unbekannter Proben zunéchst ein gut charakterisiertes System zu
untersuchen, um eine Einschéitzung der zu erwartenden Intensititsverhéltnisse zu
erlangen. Unter Umstanden konnte die Elementsuche auch mit einer entsprechend
modifizierten Isotopenverteilung durchgefithrt werden. Abbildung 6.7 kann hierbei als
Orientierung dienen, aber vor allem bei abweichenden Instrumentenkonfigurationen
muss mit einer Verschiebung der Werte gerechnet werden.

6.3. Speziessuche

Priméres Ergebnis der Speziessuche ist ein Konfidenzwert, der eine Abschétzung
dafiir liefern soll, wie gut die Messdaten zu dem berechneten Isotopenmuster einer
chemischen Spezies passen. Um die Aussagekraft dieses Konfidenzwertes beurteilen
zu konnen, ist abgesehen von der Sensitivitat auch die Frage nach der Spezifitéit
von entscheidender Bedeutung. Neben der bereits ausgiebig genutzten Liste von
enthaltenen Spezies, die im Folgenden als Testmenge bezeichnet werden soll, wird
also auch eine Kontrollmenge von nicht enthaltenen Spezies bendtigt.

Um einen typischen Arbeitsablauf moglichst realistisch wiederzugeben, wurden dafiir
fiir das jeweils haufigste Isotopolog aller Spezies aus der Testmenge bis zu fiinf weitere,
nicht notwendigerweise chemisch sinnvolle, elementare Zusammensetzungen mit der
gleichen Masse berechnet. Dabei wurden nur Elemente berticksichtigt, die auch in
der entsprechenden Probe enthalten waren. Bei mehr als fiinf Ergebnissen wurde eine
zufillige Auswahl getroffen. AnschlieBend wurden die Ergebnisse der Speziessuche
fiir die so erzeugte Kontrollmenge mit denen der Testmenge verglichen. Dabei wurde
sowohl die Gesamtwertung I" betrachtet als auch die Intensitatskorrelation €2 sowie die
Korrelationsabziige fiir kleine Signale w und die Abziige fiir fehlende Peaks ¢ einzeln
(siehe Abschnitt 4.3.3, Details zur Berechnung im Anhang unter Abschnitt A.2.2).
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Abb. 6.11.: Vergleich der Isotopenmuster der beiden Spezies [EuH;C;;N;(Og]"
und [Eu(H,EDTA)(NO3)Na]t. Der Ubersicht halber wurden die Peaks fiir
Eu(H,EDTA)(NO3)Na™ um 0,1 Einheiten auf der m/.-Achse nach rechts verschoben,
zu beachten ist die logarithmische Auftragung.

Die ersten Tests zeigten schnell, dass auch viele Spezies aus der Kontrollmenge eine
hohe Gesamtwertung erreichen. Bei genauerer Betrachtung wurde festgestellt, dass
einige der Isotopenmuster fiir die berechneten elementaren Zusammensetzungen in
der Kontrollmenge groBe Ahnlichkeiten zu ihren Entsprechungen aus der Testmenge
aufweisen. Abbildung 6.11 zeigt beispielhaft die Isotopenmuster fiir [EuH,C;;N;,O0g] "
(Kontrollmenge) und [Eu(H,EDTA)(NO3)Na]t (Testmenge). Abgesehen von leichten
Unterschieden in der isotopischen Feinstruktur zeigen die Intensitéitsverteilungen
grofie Ubereinstimmungen. GroBere Diskrepanzen sind erst bei Peaks mit relativen
Héaufigkeiten von etwa p = 0,03 zu sehen. Wie im letzten Abschnitt dargelegt wurde,
sind die erwartbaren Abweichungen in diesem Intensitédtsbereich aber bereits so grof,
dass eine Unterscheidung der beiden Spezies auf dieser Grundlage kaum moglich ist.

Aufgrund dieser Beobachtung erfolgte durch manuellen Vergleich der berechneten
Isotopenmuster mit den Messdaten eine Unterteilung der Kontrollmenge in die
Untergruppen A und B, wobei Gruppe B alle Spezies enthélt, deren Isotopenverteilung
in guter Ubereinstimmung mit den Messwerten steht. Die Ergebnisse, aufgeschliisselt
nach Testmenge, Kontrollmenge A und Kontrollmenge B, sind in Abbildung 6.12
dargestellt. Die Werte bewegen sich auf einer Skala von null bis eins. Erwartungsgeméaf
erreichen die Spezies aus der Testmenge ebenso wie aus Kontrollmenge B bis auf
wenige Ausnahmen hohe Werte. Ebenso gibt es aber auch in Kontrollmenge A nach
wie vor einen signifikanten Teil, der eine gute Wertung erhalt.

Um mégliche Ursachen fiir hohe Werte in der Kontrollmenge bzw. niedrige in der Test-
menge zu kliaren, wurden die entsprechenden Spezies ndher untersucht. Der Grofiteil
der unerwartet kleinen Werte innerhalb der Testmenge ist auf dimere Zirconium-
Spezies zuriickzufiihren. Hier ist der in Abschnitt 6.2 beschriebene Effekt der Intensi-
téatsdefizite bei weniger haufigen Isotopologen besonders ausgeprigt. In den anderen
Féllen liegen die Griinde fiir kleine Werte hauptséchlich in vereinzelten Signalen, die
sich auflerhalb der Massentoleranz befinden und somit als nicht gefunden gewertet
werden. Auffillig hiufig findet sich in Eu-Chlorid-Spezies der 37Cl ! Eu-Peak bei
leicht erhohten m/.-Werten, niher als vorhergesagt am 3°Cl1 3Eu-Signal. Als Beispiel
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Abb. 6.12.: Vergleich der Gesamtwertung I sowie der Einzelkomponenten ), w
und ¢ fiir Testmenge, Kontrollmenge mit nicht passendem Isotopenmuster (A) und
Kontrollmenge mit gut passendem Isotopenmuster (B).

sind in Abbildung 6.13 die beiden Signale fiir [EuCl(OH)(H,0),]" dargestellt. Die
Moglichkeit einer fehlerhaften Identifizierung der Spezies wurde in Betracht gezogen,
aber da innerhalb einer Massentoleranz von iiber 20 ppm bei den vorhandenen Ele-
menten keine andere Zusammensetzung mit passender Masse gefunden wurde, kann
davon ausgegangen werden, dass die Verbindung korrekt bestimmt wurde.

Auch die vollstandige Abwesenheit von Peaks, die vergleichsweise hohe Intensititen
von teilweise mehreren Zehntausend Counts aufweisen sollten, konnte beobachtet
werden. Dies betrifft verstirkt die *O-Signale in Europium-Spezies. In Einklang mit
Abschnitt 6.2 zeigten sich mitunter auch Probleme mit Intensitétsdefiziten bei den
weniger hdufigen Isotopologen, vor allem bei Zirconium-Spezies mit ohnehin geringer
Intensitat.

Bei den Verbindungen aus Kontrollmenge A, die hohe Punktzahlen erreichen, sind es
meist &hnliche Griinde, die dazu fithrten, dass das Isotopenmuster als nicht ausreichend
gut passend bewertet und die Spezies der Gruppe A zugeordnet wurde. Vor diesem
Hintergrund ist es nachvollziehbar, dass innerhalb der Wertungen keine klare Trennung
zwischen Test- und Kontrollmenge erreicht wurde.

Im Vergleich zeigen die Verteilungen des Intensitédtskorrelationsfaktors 2, berechnet
nach Stoll et al. [80], und der Gesamtwertung I' merkliche Unterschiede. Allerdings
scheinen die zuséatzlichen Abziige auf den ersten Blick eher Spezies zu betreffen, deren
Intensitdtskorrelation im unteren Mittelfeld liegt, und nicht so sehr wie beabsichtigt
diejenigen mit hohen Werten.

Fiir eine quantitative Analyse der Ergebnisse, sowie auch fiir eine (teil-)automatisierte
Auswertung von Messwerten, sind Schwellenwerte von groflem Nutzen. Stoll et
al. fithren diesbeziiglich Grenzwerte von 0,8 und 0,85 ein. Dabei wurde nur die
Intensitéatskorrelation 2 herangezogen. Aufgrund der zusétzlichen Abzige durch w
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Abb. 6.13.: Vorhergesagtes Isotopenmuster von [EuCl(OH)(H,0),]" gegeniiber den
Messdaten. Es zeigt sich fiir den 37Cl-Peak eine deutlich zu geringe Intensitit und
eine merkliche Verschiebung nach rechts.

Tab. 6.1.: Anteile von Test- und Kontrollmenge mit Gesamtwertung bzw. Intensi-
tatskorrelation unter dem jeweiligen Schwellenwert.

Anteil 2 < 0,85 Anteil ' < 0,75

Testmenge (N = 361) 16 (4,4%) 15 (4,2%)
Kontrollmenge A (N =353) 251 (71,0%) 268 (75,9%)
Kontrollmenge B (N = 122) 3 (2,5%) 5 (4,1%)

und ¢, wurde hier fir die Gesamtwertung I' ein etwas niedrigerer Wert von 0,75
gewihlt. Tabelle 6.1 zeigt eine Ubersicht iiber die Anteile von Test- und Kontrollmenge,
die jeweils unterhalb dieser Schwellenwerte liegen.

In der Gegeniiberstellung zeigt sich, dass die zusétzlichen Abziige eine geringfiigig
bessere Trennung zwischen Test- und Kontrollmenge bewirken. Durch die Verwendung
der Gesamtwertung I" konnte im Vergleich zur reinen Intensitdtskorrelation der
Anteil der falsch-positiven Ergebnisse um 17 Spezies (entspricht 4,9 Prozentpunkten)
reduziert werden ohne Zunahme der falsch-negativen Resultate.

In der Studie von Stoll et al. wurden 25 Verbindungen untersucht, wobei allerdings im
Gegensatz zur vorliegenden Arbeit neben der korrekten Summenformel alle weiteren
Verbindungen betrachtet wurden, deren monoisotopische Masse innerhalb eines
5 ppm-Toleranzbereichs liegt und die einige chemische Randbedingungen erfiillen.
Auf diese Weise entsteht eine deutlich kleinere Testmenge (N = 25) bei gleichzeitig
wesentlich groferer Kontrollmenge (N = 4025). Die Ergebnisse fiir die Testmenge
sind vergleichbar mit den hier erzielten Resultaten. Fiir drei Spezies (12 %) lag der
Korrelationswert fiir die korrekte Formel unterhalb des 0,85-Schwellenwertes, was zwar
anteilig deutlich mehr ist als in dieser Arbeit. Allerdings erhielt keine der enthaltenen
Verbindungen einen Wert unter 0,8. Diesen Wert unterschreiten in der vorliegenden
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6. Evaluation und Parameterfindung

Testmenge aus oben beschriebenen Griinden immerhin noch elf Spezies. Diese sind
zum Grofiteil auf die Zirconium-Dimere zuriickzufiihren.

Anders gestaltet sich die Situation bei der Kontrollmenge. Wahrend bei Stoll et al. im
Schnitt nur etwa 6 % der falschen Summenformeln einen Korrelationswert von iiber
0,85 erzielten, liegt der Anteil hier mit ca. 25 % trotz der Vorauswahl anhand des
Isotopenmusters deutlich héher. Wird auch Kontrollmenge B mitberticksichtigt,
verstirken sich die Unterschiede noch. Diese Diskrepanz konnte sich durch die
unterschiedliche Beschaffenheit der enthaltenen Spezies erklidren lassen. Wéahrend
Stoll et al. mit organischen Verbindungen mit jeweils zwischen 18 und 55 Kohlen-
und Wasserstoffatomen arbeiteten, wurden hier ausschliefflich kleine Metallkomplexe
betrachtet. Die Isotopenmuster werden dabei von den Isotopenhéufigkeiten der
Zentralatome (Europium, Zirconium oder Uran) dominiert, wiahrend die anderen
beteiligten Elemente mit Ausnahme von Chlor eine untergeordnete Rolle spielen. Auf
diese Weise sind die Unterschiede in der Intensitédtsverteilung zwischen der korrekten
Formel und den anderen berechneten Verbindungen womoglich weniger signifikant,
solange die Art und Anzahl der Zentralatome iibereinstimmt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass weder der reine Intensitatskorre-
lationsfaktor noch die Gesamwertung eine eindeutige Aussage iiber die Korrektheit
einer Summenformel bzw. das Vorhandensein einer chemischen Spezies erlauben.
Wahrend die enthaltenen Verbindungen zwar in den meisten Féllen hohe Werte
erlangen, trifft dies auch auf einen signifikanten Teil der nicht vorhandenen Spezies zu.
Als Schwellenwert fiir die Gesamtwertung scheint eine Punktzahl von 0,75 geeignet
zu sein. Vor allem wenn das Isotopenmuster im Wesentlichen auf einem Element
beruht, ist der Wertungsalgorithmus allerdings anféllig fur falsch positive Ergebnisse.
Aus diesem Grund sollten die Resultate stets nur als Anhaltspunkt dienen und nie
als alleiniges Entscheidungskriterium.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Python-Anwendung zur Auswertung
von Massenspektren entwickelt. Die Hauptandwendungen bestehen in der automa-
tisierten Erkennung von elementspezifischen Isotopenmustern und der Bewertung
von Korrelationen zwischen den Messwerten und den Isotopenverteilungen gegebener
chemischer Spezies.

Zur Bewertung wurden mit einem Orbitrap-Massenspektrometer und einer ESI-
Quelle Messungen an Europium-, Zirconium- und Uran-Loésungen durchgefiihrt. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Isotopenmusternanalyse ein hilfreiches Werkzeug zur
Auswertung von massenspektrometrischen Daten sein kann. Dies gilt insbesondere
fiir Elemente mit einer ausgeglichenen Isotopenverteilung wie Europium. Die relative
Héufigkeitsabweichung der detektierten Signale lag hier im Allgemeinen bei unter
10 %, in der iiberwiegenden Mehrzahl der Falle sogar bei unter 5 %. Bei der verwen-
deten Massenauflosung (R = 120000 bei m/z = 400) lag die Abweichung von der
theoretischen Massendifferenz bei unter 5 ppm, meist auch unterhalb von 3 ppm.

Hohere Abweichungen sind fiir Komponenten mit Konzentrationen nahe der Nachweis-
grenze und entsprechend schwachen Signalen zu erwarten. Es stellte sich auflerdem
heraus, dass bei der verwendeten Instrumentenkonfiguration die Abweichungen vom
vorhergesagten Intensitdtsverhéltnis fiir Isotopologe mit geringer relativer Haufigkeit
auch bei ausreichend hohen Konzentrationen deutlich ausgeprégter sind. Die betrof-
fenen Signale zeigen durchweg eine geringere Intensitét als erwartet. So betrugen die
Abweichungen fiir 22U im Schnitt etwa 30 % mit Maximalwerten von fast 60 %.

Die Ursachen fiir diesen Effekt konnten nicht abschliefend geklért werden. Vorherige
Studien legen aber einen Zusammenhang mit der isotopischen Feinstruktur nahe.
Dieser Ansatz steht in guter Ubereinstimmung mit den hohen Abweichungen, die
flir dimere Zirconium-Chlorid-Spezies beobachtet wurden, bietet aber keine zufrie-
denstellende Erklarung fiir die Intensitétsdefizite bei 22U, da hier die identifizierten
Verbindung kaum eine Feinstruktur zeigen. Moglicherweise handelt es sich auch um
eine Uberlagerung verschiedener Mechanismen.

Fiir eine ausfiihrlichere Untersuchung des Phinomens wéaren weitere Messungen
notwendig. Beispielsweise konnte sich ein systematischer Vergleich von Systemen
mit unterschiedlich ausgepriagter Feinstruktur als aufschlussreich erweisen. Auch
eine Variation der Messparameter, vor allem der verwendeten Auflésung, konnte
Hinweise auf moégliche Ursachen liefern. Zuletzt lielen sich durch Computersimula-
tionen potentielle Auswirkungen des mathematischen Signalverarbeitungsprozesses
analysieren.

Es bleibt allerdings festzuhalten, dass die hohen Abweichungen bei weniger hdufigen
Isotopologen die Detektion von Isotopenmustern deutlich erschweren. Es miissen
entsprechend hohe Toleranzgrenzen gewdhlt werden, was wiederum ein grofleres Maf
an manueller Auswertearbeit notwendig macht. Daher wére eine zukiinftige Optimie-
rung der Messparameter im Hinblick auf die Minimierung besagter Intensitatsdefizite
erstrebenswert.

Das beschriebene Phdnomen wirkt sich auch auf die Korrelationsbewertungen fiir che-
mische Spezies negativ aus. Insbesondere die Zirconium-Dimere mit Chlorid-Liganden
zeigen aus diesem Grund haufig sehr geringe Korrelationswerte. Im Allgemeinen
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konnten aber fiir den Grofiteil der bestimmten Verbindungen hohe Werte erzielt
werden. Als Schwellenwert wird eine Gesamtwertung von 0,75 vorgeschlagen. Etwa
96 % aller identifizierten Spezies liegen iiber diesem Wert. Allerdings zeigte sich
in der Evaluation eine vergleichsweise hohe Anfilligkeit des Verfahrens fiir falsch-
positive Ergebnisse. So wurden als Kontrolle auch Verbindungen untersucht, die
nicht in der Probe enthalten waren, aber die gleiche monoisotopische Masse wie
eine der identifizierten Spezies aufwiesen. Aus dieser Gruppe erhielten trotz weniger
gut passendem Isotopenmuster etwa 25 % eine Wertung tiber dem Schwellenwert.
Dies liegt vermutlich hauptséchlich an den durch die metallischen Zentralatome
dominierten Isotopenverteilungen der identifizierten Verbindungen. Dadurch zeigen
auch die nicht zutreffenden Summenformeln héufig ein &hnliches Isotopenmuster,
wenn die Zentralatome tibereinstimmen. Aus diesem Grund sollte die Korrelations-
bewertung hauptsichlich als erster Anhaltspunkt dienen und nicht als alleiniges
Entscheidungskriterium herangezogen werden.
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A.1. Speziationsd
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Abb. A.1l.: Speziationsdiagramm von Uran in HNO3 mit [U] = 1mM und [NO4] =

1,05 mM.
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Abb. A.2.: Speziationsdiagramm von Uran in HCIl mit [U] = 1mM und [Cl] =

1mM.
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Abb. A.3.: Speziationsdiagramm von ZrOCl, in HCI mit [Zr] = 1mM und [Cl ] =
1,12 M.
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Abb. A.4.: Speziationsdiagramm von ZrOCl, in HCl mit [Zr] = 1mM und [Cl'] =
0,53 M.
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A.2. Details zur Programmierung

A.2. Details zur Programmierung

A.2.1. Liste der verwendeten Python-Pakete

o numpy [90]

o pandas [91]

« matplotlib [92]

o scipy [81]

o sympy [93]

o ms_deisotope [72]
o ms_peak_ picker [79]
o mendeleev [94]

o pyteomics [74] [75]
o pyvalem [76]

o tkinter [95]

o ttkbootstrap

o tkscrolledframe
 pandastable [96]

o sphinx [97]

A.2.2. Berechnung der Korrelationswertung fiir die Speziessuche

Ausgangssituation: Aus der Simulation des Isotopenmusters unter Beriicksichti-
gung der spektralen Auflésung resultiert eine Menge an theoretisch vorhergesagten
Peaks mit m/--Werten {my,...,mpr} und relativen Héufigkeiten {Tp,...,Thas} mit
T; € (0,1] Vi. Dem gegentiber steht eine Menge gemessener Signale mit m/--Werten
{10, ..., tar} und korrespondierenden Intensitaten {1y, ..., I/ }. Es gilt

|mi - Mz’|
m;

< Mmaz Vi (A.1)

mit einer variablen Massentoleranz dm,q.. Falls fiir einen vorhergesagten Peak
innerhalb dieses Toleranzbereichs keine Entsprechung im Spektrum gefunden wurde,
wird die entsprechende Intensitat gleich null gesetzt.

Es gilt nun, ein Ma$ fiir die Giite der Korrelation zwischen der berechneten H&ufig-
keitsverteilung und den gemessenen Intensitdtsverhéltnissen zu finden. Dafiir werden
die folgenden Schritte angewandt.

1. Berechnung des Normierungsfaktors

Berechne einen Normierungsfaktor a zur Anpassung der relativen Hiufigkeiten an
das gemessene Intensitétslevel, sodass

M
> U —aTy)? (A.2)
=0
minimal ist. Fiir « folgt [82]
Zj Ij TJ
= A.
= « >, 12 (A.3)
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2. Signalfilterung

Zur Vermeidung von iiberméfigen Abweichungen durch Peaks, die von gréfleren
Signalen iiberlagert werden setze I; = 0, falls I; > 2a/Tj.

3. Gewichtungsfaktoren

Aufgrund der in Abschnitt 6.2 beschriebenen Mittelungseffekte kann es fiir Signale
nahe oder unterhalb der Nachweisgrenze im Zuge des Datenverarbeitungsprozesses
zu Verzerrungen des Intensitdtsverhéltnisses kommen. Daher sollen Abweichungen
fiir Signale mit solch geringen Intensititen weniger stark gewichtet werden. Die
Wichtungsfaktoren werden berechnet nach

_ 1 _Tj/Tmaz

YT T T ke

mit Tynae = max({7}}) (A.4)
Diese Formel und der Faktor k wurden fiir das verwendete Instrument empirisch
ermittelt, indem abhéngig von der Intensitit die Auffindquote von erwarteten Signalen
in den Scans der Messungen untersucht wurde (Abb. 6.5). Der Term im Zéahler dient
als Korrekturfaktor fiir den Fall, dass alle Intensitdten sehr gering sind. In diesem
Fall sollten auch schwache Signale normal gewichtet werden, solange sie eine relevante
relative Haufigkeit aufweisen, da die Gesamtwertung sonst tiberdurchschnittlich hoch
ausfallen konnte.

4. Allgemeine Intensitéatskorrelation

Berechne Korrelationsfaktor zwischen theoretischer Verteilung und gemessenen Si-

gnalen:
2(1. _ 7.
Q=0 (p\lzf'%g/ﬁ? TJ)Q) (A.5)
J

wobei o ein optionaler, benutzerdefinierter Faktor ist, der angewendet wird, wenn
die Berechnung im Wesentlichen auf einem einzigen Signal basiert. Dies dient dazu,
monoisotopischen elementaren Zusammensetzungen (oder solche, die nur ein Isotopo-
log mit relevanter Haufigkeit besitzen) einen geringeren Wert zuzuweisen, da diese
immer eine Korrelation von 1 aufweisen, falls mindestens ein Peak im Toleranzbe-
reich liegt. Besonders fiir einen automatisierten Vergleich verschiedener elementarer
Zusammensetzungen kann diese Option von Nutzen sein.

5. Intensitatskorrelation fiir kleine Signale
Berechne einen weiteren Korrelationsfaktor fiir Signale mit geringem relativen Anteil

i Bestimme Peaks mit relativer Intensitit 7; < 0,3:
Js={j | T; <03} (A.6)

ii Berechne neuen Normierungsfaktor, da die Verwendung des urspriinglichen
Faktors o zu sehr hohen Abweichungen fithren kann:

g LT
og = 7ZJ€JS J 2] (A?)
Yjess T
iii Berechne neue Gewichtungsfaktoren (nutze hier weiterhin «, da davon auszu-
gehen ist, dass dies eine bessere Abschitzung der tatsichlich zu erwartenden
Intensitét liefert)

1- T‘J/Trlna:v mit T"

Tik-al; maz = max({T} | j € Jg}) (A.8)
J

ws,j =
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iv Berechne gewichtete relative Abweichungen:
e Falls Js={} = w=0
e Falls [ =0V jeJs = w=>cj ws;T]

e Sonst

w= (Z TJ> J e (A.9)

2
ieTs 2jess T

Dabei dient die Multiplikation mit ;¢ ;. T zur Begrenzung der Abziige auf
den tatsédchlichen Anteil der hier betrachteten Signale.

6. Abziige fiir nicht gefundene Peaks

Berechne zusétzliche Abziige fiir vorhergesagte Signale, fiir die keine Entsprechung
gefunden wurde.

o= wTy (A.10)

JEJF

wobei Jr die Menge der Peaks ist, fiir die keine Entsprechung im Spektrum gefunden
wurde

7. Berechnung der Gesamtwertung

Verrechne alle obigen Komponenten zu einem Gesamtwert

r=Q-w-2¢ (A.11)

A.3. Verwendete Chemikalien

o Citronensiure wasserfrei (BERND KRAFT, > 99,5 %)

o Ethylendiamintetraessigsdure Dinatriumsalz Dihydrat (VW R, 99,7 %)

o Europium(III)-Chlorid Hexahydrat (S1IGMA ALDRICH, 99,9 % trace metals
basis)

o Buropium(III)-Nitrat Pentahydrat (SIGMA ALDRICH, 99,9% trace metals
basis)

o Kaliumacetat (SIGMA ALDRICH, > 99,0 %)

o Malonsdure (ALFA AESAR, > 99,5%)

o Oxalsdure wasserfrei (FLUKA, > 99% (RT))

o Phytinsdure Natriumsalz Hydrat (StGMA ALDRICH, > 99 % phosphorus
basis)

o Salpetersaure 69 % (MERCK, zur Analyse, Ph.Eur.)

o Salzsaure 37% (VWR, Ph.Eur.)

o Uran Spéne (MERCK, zur Analyse)

o Zirconiumdichloridoxid Octahydrat (ALPHA AESAR, 98 %)
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A.4. Konzentrationen und pH-Werte

A.4.1. Europium

Tab. A.1.: Konzentrationen der Europium-Nitrat- und Europium-Chlorid-Lésungen.

Losung Substanz Konzentration
Eu-Nitrat ~ Eu(NOj)s - 5H,0 3mM
Eu-Chlorid EuCl; - 6 H,0O 3mM

Tab. A.2.: Zusammensetzung der Europium-Hoagland-Lésung.

Substanz Konzentration [uM]
KNOj; 1009
Ca(NOy), - 4H,0 299.,8
MgSO, - 7H,0 198,8
NH,H,PO, 87,08
FeSO, - 7H,0 1,640
EDTA - Ny, - 2,0 0,8059
H3BO;3 4,626
MnCl, - 4H,0 0,9146
ChSO, - 5H,0 0,03204
H,MoO, 0,05557
7nS0, - 7H,0 0,07651

Tab. A.3.: Konzentrationen der Europium-Liganden-Lésungen berechnet nach
Einwaagen.

Ligand  Substanz c(Eu) [1074M] (L) [1074M]
Phytat  CgH;3054P¢ - xNa - yH,0 0,995 0,969
Oxalat  CH,O4 1,005 0,943
Malonat CyH,O, 0,933 0,976
Acetat  CoH3KO, 1,036 0,940
Citrat ~ CgHgO; 1,012 1,029
EDTA  C,oH4N,Na,Og - 2H,0 0,983 0,908
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Tab. A.4.: Konzentrationen der gemischten Liganden-Lésungen berechnet nach

Einwaagen.

Ligand

c(Eu) [1074M] c(L1) [1074M] c(L2) [10~4M]

EDTA + Phytat
Oxalat + Citrat
Acetat + Malonat

1,030
1,021
1,045

0,458 0,507
0,472 0,517
0,466 0,489

A.4.2. Sauren

Tab. A.5.: Gemessene pH-Werte der Sauren fiir
die Losungsansétze von Uran und Zirconium.

realer pH-Wert

HNO; pHO0
HNO, pH 3
HCI pHO
HCI pH 3

0,11
2,98
-0,05
3,01

A.4.3. Uran

Tab. A.6.: Ergebnisse der ICP-MS-Messungen. Die Kalibration erfolgte anhand
der summierten Intensitéten der Uranisotope 233U, 234U, 235U, 236U und 22%U. Die
Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen wurden nach den Anweisungen der

DIN 32645 berechnet.

Massenanteil [ppt]

Stoffmengenkonzentration [M]

Nachweisgrenze
Erfassungsgrenze
Bestimmungsgrenze
verdiinnte HNOs-Probe
verdiinnte HCI-Probe

0,124
0,247
11,563
367,158
378,700

5,26 - 10713
1,05 - 10712
490101
1,56 - 1077
1,61-107°
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Tab. A.7.: Konzentration der Uran-Stammldsungen berechnet aus den Ergebnissen
der ICP-MS-Messungen (Tabelle A.6) und dem Verdunnungsfaktor (bestimmt aus
den Einwaagen).

Stammlésung  Verdiinnungsfaktor ¢(U) [mM]

U-HNO;4 3,32 - 107 51,60
U-HCl 3,36 - 107 54,01

Tab. A.8.: Zusammensetzung der gemessenen Uran-Probenlosungen. Die Chlorid-
und Nitratkonzentration wurden aus den pH-Werten und Einwaagen der Sduren
berechnet unter der Annahme vollstdndiger Dissoziation.

Losung c(U) [mM] ¢(NO3) [M]
U-HNO5 pHO 1,004 0,76
U-HNO; pH 3 0,967 1,047-1073

c(U) mM] ¢(Cl) [M]

U-HCL pHO 1,014 1,101
U-HCI pH 3 1,006 0,977 -1073

A.4.4. Zirconium

Tab. A.9.: Konzentrationen und pH-Werte der gemessenen
Zirconium-Probenlésungen.

Losung realer pH-Wert ¢(ZrOCl, - 8 H,0) [mM]

Zr pHO -0,05% 0,993
Zr pHO,15 0,14 0,977
Zr pH 0,3 0,28 0,527

& pH-Wert der verwendeten Saure
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A.5. Identifzierte Spezies

Tab. A.10.: Verwendete Symbole fiir die Europium-Liganden-Anionen. Andere
Deprotonierungszustéinde werden als H, L. gekennzeichnet.

Kiirzel TIon

Ac [CoH30,]

Mal [C3H04*

Ox [Co04*

Cit [CeH, O,
Phy [CeHgOa4Pg)
EDTA  [CyoH;oNy0g)™

Tab. A.11.: Ubersicht iiber alle in den verschiedenen Messungen identifizierten

Spezies.

Spezies Messungen

Eu(OH)(H,0)# Eu-Hoagland, Eu-Nitrat

Eu(OH)(H,0)# " Eu-Hoagland, Eu-Nitrat, Eu-Chlorid, Eu-Ac-
Malt, Eu-Act, Eu-Mal™

Eu(OH)(H,0)/" Eu-Hoagland, Eu-Nitrat, Eu-Chlorid, Eu-Ac-
Mal™, Eu-Ac*t, Eu-Cit™, Eu-Mal™

Eu(OH)(H,0)2" Eu-Ac-Malt, Eu-Act, Eu-Citt, Eu-Mal*

EuO™ Eu-Hoagland, Eu-Nitrat, Eu-Chlorid

Eu(OH)*" Eu-Hoagland, Eu-Nitrat, Eu-Chlorid, Eu-Ac-
Mal™, Eu-Act, Eu-Cit*, Eu-Mal™, Eu-Ox-Cit™,
Eu-Ox*, Eu-Phy ™"

Eu(OH)," Eu-Hoagland, Eu-Nitrat, Eu-Chlorid, Eu-Ac-
Mal™, Eu-Act, Eu-Cit™, Eu-Mal™, Eu-Ox-Cit™,
Eu-Ox*, Eu-Phy ™"

Eu(OH)(H,0)" Eu-Hoagland, Eu-Nitrat, Eu-Chlorid, Eu-Ac-
Mal™, Eu-Act, Eu-Cit", Eu-Mal™, Eu-Ox-Cit™,
Eu-Ox*

Eu(OH),(H,0)" Eu-Hoagland, Eu-Nitrat, Eu-Chlorid, Eu-Ac-

Mal™, Eu-Act, Eu-Cit*, Eu-Mal™, Eu-Ox-Cit ™,
Eu-Ox*, Eu-Phy ™"

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Spezies Messungen

Eu(OH)(H,0)," Eu-Hoagland

EuNO3" Eu-Hoagland, Eu-Ac-Mal™, Eu-Ac*t, Eu-Cit™,
Eu-Mal™, Eu-Ox-Cit™, Eu-Ox™

Eu(OH)Cl(H,0)" Eu-Chlorid

Eu(OH)4(H,0)5" Eu-Hoagland, Eu-Nitrat, Eu-Chlorid, Eu-Ac-
Mal™, Eu-Act, Eu-CitT, Eu-Mal*, Eu-Ox-Citt,
Eu-Ox™

Eu(OH)(NO3)™ Eu-Nitrat

Eu(NO;)(H,0)" Eu-Hoagland, Eu-Nitrat, Eu-Ac-Malt, Eu-Act,
Eu-Cit™, Eu-Mal*, Eu-Ox-Cit™, Eu-Ox™

EuCl(OH)(H,0)5" Eu-Chlorid

Eu(OH)(NO3)(H,0)™ Eu-Hoagland, Eu-Nitrat, Eu-Ac-Mal*, Eu-Ac™,
Eu-Cit™, Eu-Mal*, Eu-Ox-Cit™, Eu-Ox™

Eu(NO;)(H50)5" Eu-Hoagland, Eu-Nitrat

]311012(1‘120)2+ Eu-Chlorid

Eu(NO;)(OH)(H,0)s" Eu-Hoagland, Eu-Nitrat

Eu(NO;),(H,0)" Eu-Hoagland, Eu-Nitrat

Eu(OH)4(NO3)y Eu-Ac-Mal~, Eu-Mal~

Eu(NO3),(Hy0)5" Eu-Hoagland, Eu-Nitrat, Eu-Ac-Mal™, Eu-Ac™,
Eu-Cit™, Eu-Malt, Eu-Ox-Cit™, Eu-Ox*

Eu(NO3),(Hy0)5" Eu-Hoagland, Eu-Nitrat, Eu-Ac-Malt, Eu-Act,
Eu-Mal™, Eu-Ox-Cit™, Eu-Ox™

Eu(NO3)3 Eu-Ac-Mal™, Eu-Ac™, Eu-Ox-Cit™

Eu(NO3)3(OH)™ Eu-Mal~™

Eu(NO3), Eu-Ac-Mal~, Eu-Ac™, Eu-Cit~, Eu-Mal™, Eu-
Ox-Cit™, Eu-Ox~

EUZ(NOS)5(HQO)2+ Eu-Nitrat

EUQ(N03)5(H20)3+ Eu-Nitrat

Eu(Ac)(HMal)(H,0)" Eu-Ac-Mal*

Eu(HMal)(H,0)#+
Eu(HMal)(H,0) /"
Eu(Mal)(H,0)5"
Eu(Mal)(H,0)5"

Eu-Ac-Mal™, Eu-Mal™
Eu-Ac-Mal™, Eu-Mal™
Eu-Ac-Mal™, Eu-Mal*
Eu-Ac-Mal™, Eu-Mal™

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Spezies Messungen
Eu(HMal),(H,0)" Eu-Ac-Mal™, Eu-Mal ™
Eu(H;Cit)(H,0)** Eu-Cit
Eu(H;Cit)(H,0)4" Eu-Cit "

Eu(H;Cit) (H,0) 2+ Eu-Cit*

Eu,(H;Cit) (OH)5(Hy0)5 " Eu-Cit
Eu(HgPhy)(Na);(Hy0)*" Eu-EDTA-Phyt, Eu-Phy*
Eu(H,Phy)(Na)¢& ™ Eu-Phyt
Eu(H,EDTA)(H,0)* Eu-EDTA+
Eu(HEDTA)(Na)* Eu-EDTA-Phyt, Eu-EDTA*
Eu(EDTA)(Na)y(H,0) ™" Eu-EDTA-Phy*t, Eu-EDTA T
Eu(H;EDTA)(NO,)* Eu-EDTA+
Eu(H,EDTA)(NO;)(Na) ™ Eu-EDTA+
Eu(HEDTA)(Na)y(NO3) ™ Eu-EDTA-Phy*t, Eu-EDTA "
Eu(HEDTA)(NO3)y(Na)3" Eu-EDTA+
Eu(Ac),(OH), Eu-Ac™

Eu(Ac)3(OH)" Eu-Ac™

Eu(Ac), Eu-Ac™

Eu(Ac);(NO3) Eu-Ac™

Eu(Ac)5(NO3)y Eu-Ac™

Eu(Ac)s(K) Eu-Ac™
Eu(Ac),(NO3)(K) Eu-Ac™
Eu(Ac)3(NO3)o(K)~ Eu-Ac™
Eu(Ac)y(K)(NO3)5 Eu-Ac™
Eu(Ac)(NO;),(K) Eu-Ac™
Eu(Ac)5(NO3)(K)s Eu-Ac™
Eu(Ac)4(NO3)5(K)y Eu-Ac™
Eu(Ac)3(NO3)5(K)y Eu-Ac™

Eu(Ac)5(NO3) 4 (K)y Eu-Ac™

Euy(Ac)5(NO3)y Eu-Ac™

Euy(Ac)4(NO3) 5 Eu-Ac™

Euy(Ac)3(NO3) 4 Eu-Ac™
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Spezies Messungen
Euy(Ac)y(NO3)s5 Eu-Ac™
Eu,K(Ac)5(NO3)s Eu-Ac™
Eu,K(Ac),(NO3), Eu-Ac™
Eu(Ac)y(Mal)~ Eu-Ac-Mal™
Eu(Ac)(Mal)(NO3)~ Eu-Ac-Mal™
Eu(Mal)y Eu-Ac-Mal™, Eu-Mal~
Euy(NO3)o(Mal)# Eu-Mal~
Eu(Mal)(NO3)y Eu-Ac-Mal~, Eu-Mal™
Eu(Mal)(HMal)(NO3)~ Eu-Mal~
Eu(HMal)(NO3)3 Eu-Ac-Mal™, Eu-Mal~
Eu(HMal)y(NO3)y Eu-Mal~
Eu(H,Mal)(NO3), Eu-Mal~
Eu(HMal)3(NO3)~ Eu-Mal~
Eu,(NO3),(Cit) (0x)% Eu-Ox-Cit ™~
Eu,(NO,)(Cit) (HOx)s Eu-Ox-Cit ™~
Eu,(Ox)(HCit)s Eu-Ox-Cit™
Eu(HCit)(H,Cit)?* Eu-Cit~, Eu-Ox-Cit™
Euy(Cit)s Eu-Cit™, Eu-Ox-Cit~
Eu(HCit)(OH)™ Eu-Cit™, Eu-Ox-Cit~
Eu,(NO;)(HCit)(Cit)? Eu-Cit~, Eu-Ox-Cit~
Eu(HCit)(NO3)~ Eu-Cit™, Eu-Ox-Cit~
Eu(HCit)(NO3)(H50) Eu-Ox-Cit™
Eu(H,Cit)(NO3)y Eu-Cit~, Bu-Ox-Cit ™~
Eu(H3Cit)(NO3)s Eu-Ox-Cit™
Eu(H,yCit)y Eu-Cit™, Eu-Ox-Cit~
Eu(H;Cit)(H,Cit) (NO3) Eu-Cit~, Bu-Ox-Cit ™~
Eu(H,Phy — 2HPO,)* Eu-Phy~
Eu(H,Phy — 2HPO,)(H,0)* Eu-Phy~
Eu(H,Phy — HPO;)* Euw-EDTA-Phy~, Eu-Phy~
Eu(H,Phy — HPO4)(H,0)* Eu-Phy~

(

Eu(HgPhy — HPO4)(Na)? Eu-EDTA-Phy~, Eu-Phy™
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A.5. Identifzierte Spezies

Eu-EDTA-Phy—, Eu-EDTA~
Eu-Ac-Mal™, Eu-EDTA-Phy~, Eu-EDTA™
Eu-EDTA~

Spezies Messungen
Eu(HgPhy — HPO,)(Na)(H,0)>  Eu-Phy~
Eu(H;Phy — HPO4)(Na)s Eu-Phy~
Eu(HzPhy — HPO4)(Na)y(H,0)>  Eu-Phy~
Eu(H,Phy — HPO,;)(Na);(H,0)>  Eu-Phy~
Eu(HgPhy)(Na)* Eu-Phy~
Eu(HgPhy)(Na)(H,0)? Eu-Phy~
Eu(H;Phy)(Na)s~ Eu-Phy~
Eu(HgPhy)(OH)(Na)s~ Eu-Phy~
Eu(H,Phy)(Na)$ Eu-Phy~
Eu(H,Phy)(Na);(H,0)* Eu-Phy~
Eu(H,Phy — 2HPO,)(Na) Eu-Phy~

(

(

(

(

Eu(EDTA)(NO;)(Na)~
U0,

UO,(OH) ™"
UOy(H,0)"
UO,(OH)(H,0)"
UOZ(H20)2+

U0,0,(H,0)"
UO,(OH)(H,0),"
UOy(H,0)5"
U0,0,(H0);" ®

U0,0,(H,0)5" *
UO,NO4(H,0) "

Eu-EDTA-Phy~
Eu-EDTA™

U-HNO3 pHO0, U-HNO3 pH 3, U-HCI pHO0, U-
HCI pH 3

U-HNO3 pHO0, U-HNO3 pH 3, U-HCI pHO0, U-
HCI pH 3

U-HNO3 pHO0, U-HNO3 pH 3, U-HCI pHO0, U-
HCI pH 3

U-HNO3 pHO0, U-HNO3 pH 3, U-HCI pHO0, U-
HCI pH 3

U-HNO3 pH0, U-HNO3 pH 3, U-HCI pHO, U-
HCI pH 3

U-HCI pHO
U-HNO3 pH 3, U-HCI pH0, U-HCI pH 3
U-HNO3 pHO0, U-HNO3 pH 3, U-HCI pH0

U-HNO3 pHO0, U-HNO3 pH 3, U-HCI pHO0, U-
HCl pH 3

U-HNO3 pHO0, U-HNO3 pH 3, U-HCI pH0
U-HNO3 pHO0, U-HNO3 pH 3
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A. Anhang

Spezies Messungen

UO,NO;3(Hy,0)5" U-HNO3 pH0, U-HNO3 pH 3
UO,NO4(H,0) 5" U-HNO3 pH0, U-HNO3 pH 3
(UO4)5(NO4)5(Hy0)5" U-HNO3 pH0, U-HNO3 pH 3
UO,CI(H,0)*" U-HCI pHO

UO,Cl(Hy0)y + U-HCI pH 3

UO,CI(H,0),4" U-HCI pH 3

(U04)5Cl3(Hy0) 5" U-HCI1 pHO, U-HCI pH 3
ZrO(OH)™ Zr pHO*, Zr pHO0,15%, Zr pH0,3*
ZrO4" @ Zr pHO', Zr pHO,157

Zr(OH)5" Zr pHOT, Zr pHO0,15%, Zr pH0,3"
ZrO;(H,0)t 2 Zr pHO*, Zr pHO0,15%, Zr pH0,3*
Zr(OH)4(H,0)* Zr pHOT, Zr pHO0,15%, Zr pH0,3*

ZYOS(H20)2+ a

ZrCl(OH)4(H,0) "
(

ZrC1(OH)O5(H,0) T 2

ZI‘Og(HQO)ng a

ZI’C](OH) 02 (HQO)2+ a

Zro(OH);0™
Zr,C1(OH),0"
Zro(OH) ;"
Zro(OH)g05" 2

Zrz(OH)502(H20)+ 2

Zr,C1(OH)4"
Zr,Cl(OH);O™ 2
Zr,Cly(OH)s

Zr5C1(OH)(H,O0) "

ZrCl,04 #
ZrCl,0(OH)~
ZrCl,05 *
ZrCl,05(OH)™
ZrCl30°

Zr pHO™, Zr pHO0,15T, Zr pH0,3T
Zr pHO™, Zr pHO,15", Zr pH0,3T
Zr pHO', Zr pHO,157

Zr pHO', Zr pHO,157

Zr pHO", Zr pHO,15"

Zr pHO™', Zr pHO,157

Zr pHO™

Zr pHO", Zr pHO0,15", Zr pH0,3"
Zr pHO', Zr pHO,157

Zr pHO™

Zr pHO™, Zr pHO,15"

Zr pHO™

Zr pHO™

Zr pHO™

Zr pHO™, Zr pH 0,157, Zr pH 0,3~
Zr pHO™, Zr pHO0,15~, Zr pH 0,3~
Zr pHO™, Zr pHO0,15~, Zr pH 0,3~
Zr pHO™, Zr pHO0,15~, Zr pH 0,3~
Zr pHO™, Zr pH 0,157, Zr pH 0,3~
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A.6. Spektren

Spezies Messungen

ZrCL,04 Zr pHO™, Zr pHO0,15~, Zr pH 0,3~
ZrCl304 Zr pHO™, Zr pHO0,15™, Zr pH 0,3~
ZrCl30,(0OH) & Zr pHO™, Zr pH 0,157, Zr pH0,3~
ZrCly(OH)~ Zr pHO—, Zr pHO0,15~, Zr pHO0,3~
7ZrCl,0, # Zr pHO™, Zr pHO0,157, Zr pH 0,3~
ZrCly Zr pHO™, Zr pHO0,15~, Zr pH 0,3~

& Ladungszustand stimmt nicht mit den erwarteten Oxidationsstufen
der beteiligten Elemente tiberein. Da auch innerhalb einer groBziigigen
Massentoleranz (> 30 ppm) unter Beriicksichtigung der in den Losungen
enthaltenen Elemente keine anderen Verbindungen mit passender Masse
gefunden wurden, ist anzunehmen, dass es sich trotzdem um die korrekte
Summenformel handelt. Im HNO3-System kénnen O~ und O4 Liganden
aus der Dissoziation von Nitrat-Liganden unter Verlust von NO oder NO,
entstehen [84]. Fiir das HCI-System konnte der Bildungsmechanismus
dieser Verbindungen nicht geklart werden.

A.6. Spektren

Abb. A.5.: Spektren aller verwendeten Losungen.
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