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A b str a ct  

A mi n o p ol y p h o s p h o n at e s  ( A P P s)  ar e  wi d el y  u s e d  c h el ati n g  a g e nt s  i n  i n d u stri al  a n d  h o u s e h ol d 

a p pli c ati o n s,  wit h  i n cr e a si n g  e n vir o n m e nt al  r el e a s e  r ai si n g  c o n c er n s  d u e  t o  t h eir  r e p ort e d 

r e c al citr a n c e  a n d p ot e nti al  tr a n sf or m ati o n  i nt o  c o ntr o v er si al  c o m p o u n d s  li k e 

a mi n o m et h yl p h o s p h o n at e  ( A M P A).  D e s pit e  t h eir  wi d e s pr e a d  u s e,  si g nifi c a nt  k n o wl e d g e  g a p s 

e xi st r e g ar di n g t h e e n vir o n m e nt al f at e a n d tr a n sf or m ati o n p at h w a y s of A P P s, p arti c ul arl y i n t h e 

pr e s e n c e of c o m m o n e n vir o n m e nt al c o n stit u e nt s li k e m a n g a n e s e o xi d e s. T h e c o m pl e x s urf a c e 

pr o c e s s e s i n v ol v e d i n A P P tr a n sf or m ati o n s a n d t h e l a c k of c o m pr e h e n si v e a n al yti c al m et h o d s f or 

si m ult a n e o u s  q u a ntifi c ati o n  of  A P P s  a n d  t h eir  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  h a v e  hi n d er e d  a  f ull 

u n d er st a n di n g of t h eir e n vir o n m e nt al i m p a ct. T hi s t h e si s ai m s t o a d dr e s s t h e s e k n o wl e d g e g a p s 

b y pr o vi di n g  i n si g ht s i nt o t h e tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s a n d  m e c h a ni s m s of m a n g a n e s e -dri v e n A P P 

tr a n sf or m ati o n,  a n d  i n  t ur n  t h eir  p ot e nti al  e n vir o n m e nt al  f at e  a n d  i m pli c ati o n s,  w hil e  al s o 

a d dr e s si n g t h e a n al yti c al c h all e n g e s a s s o ci at e d wit h t h e s e i n v e sti g ati o n s .  

T h e fir st p art of t hi s w or k i n v e sti g at e d t h e m e c h a ni s m  of i mi n o di( m et h yl e n e p h o s p h o n at e) (I D M P) 

o xi d ati o n b y  m a n g a n e s e di o xi d e ( M n O 2 ). I D M P i s a m aj or tr a n sf or m ati o n pr o d u ct of n u m er o u s 

c o m m er ci all y u s e d A P P s a n d a pr e c ur s or f or A M P A. T h e r e s e ar c h s u c c e s sf ull y d et er mi n e d t h e 

tr a n sf or m ati o n p at h w a y s a n d s urf a c e pr o c e s s e s i n v ol v e d i n I D M P o xi d ati o n b y M n O2 . T hr o u g h 

b at c h  e x p eri m e nt s  at  p H  6 , p art  1  r e v e al e d  A M P A  a n d  p h o s p h at e  a s  t h e  m ai n  tr a n sf or m ati o n 

pr o d u ct s, wit h a p h o s p h or u s m a s s b al a n c e of 8 0 -9 2 %. T h e pr o p o s e d m e c h a ni s m i n v ol v e s i niti al 

C- P b o n d cl e a v a g e, f or m ati o n of N -f or m yl-A M P A a s a st a bl e i nt er m e di at e, f oll o w e d b y C -N b o n d 

cl e a v a g e  l e a di n g  t o  A M P A  f or m ati o n.  N ot a bl y, p art  o n e  i d e ntifi e d  t h e  f or m ati o n  of  I D M P-M n 2 +  

s urf a c e  bri d gi n g  c o m pl e x e s  a s  M n O 2  r e d u cti o n  pr o gr e s s e d,  r e s ulti n g  i n  t h e  p a s si v ati o n  of  t h e 

mi n er al s urf a c e f or I D M P o xi d ati o n. C o m p o u n d -s p e cifi c st a bl e c ar b o n i s ot o p e a n al y si s  ( c ar b o n 

C SI A) f urt h er  s u p p ort e d  t hi s  h y p ot h e si s,  i n di c ati n g  t h at  eit h er  s or pti o n  of  I D M P  t o  t h e  mi n er al 

s urf a c e or el e ctr o n tr a n sf er fr o m I D M P t o M n I V c o ul d b e t h e r at e -li miti n g st e p, d e p e n di n g o n t h e 

M n 2 +  s urf a c e  c o n c e ntr ati o n.  T hi s  r e s e ar c h pr o vi d e d  e vi d e n c e  f or  t h e  p ot e nti al  c o ntri b uti o n  of 

a bi oti c  o xi d ati v e  tr a n sf or m ati o n  of  A P P s  b y  M n O 2  t o  el e v at e d  A M P A  c o n c e ntr ati o n s  i n  t h e 

e n vir o n m e nt.  

T h e s e c o n d p art of t hi s st u d y  a d dr e s s e d  t h e a n al yti c al c h all e n g e s i n q u a ntif yi n g A P P s a n d t h eir 

tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s. R e c o g ni zi n g t h e n e e d f or a gr e e n, l o w-c o st a p pr o a c h f or si m ult a n e o u s 

q u a ntifi c ati o n i n l a b or at or y e x p eri m e nt s, a n o v el a n al yti c al m et h o d u si n g i o n c hr o m at o gr a p h y (I C) 

c o u pl e d  t o  i nt e gr at e d  p ul s e d  a m p er o m etri c  d et e cti o n  (I P A D) w a s  d e v el o p e d.  T hi s  m et h o d 
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s u c c e s sf ull y  q u a ntifi e d  si x  A( P) P s,  i n cl u di n g  A M P A,  gl y p h o s at e,  I D M P, a mi n otri s( m et h yl e n e  

p h o s p h o n at e)  ( A T M P ),  et h yl e n e di a mi n e t etr a( m et h yl e n e  p h o s p h o n at e)  (E D T M P ),  a n d 

di et h yl e n e tri a mi n e  p e nt a( m et h yl e n e  p h o s p h o n at e)  (D T P M P ),  wit hi n  a  3 5-mi n ut e  r u nti m e.  T h e 

m et h o d d et e cti o n li mit s r a n g e d fr o m 0. 0 1 4 μ M f or A M P A t o 0. 1 4 μ M f or D T P M P. A k e y a d v a nt a g e 

of t hi s a p pr o a c h i s it s e n vir o n m e nt al fri e n dli n e s s, eli mi n ati n g t h e n e e d f or d eri v ati z ati o n a g e nt s 

a n d  or g a ni c  s ol v e nt s  w hil e  e m pl o yi n g  a  l o w -e n er g y  d et e ct or.  Alt h o u g h  t h e  d et e ct or' s  i n h er e nt 

n o n -s p e cifi c  n at ur e  pr e s e nt s  s o m e  li mit ati o n s,  t h e  m et h o d  off er s  a  s u st ai n a bl e  alt er n ati v e  t o 

e xi sti n g t e c h ni q u e s, f a cilit ati n g m or e c o m pr e h e n si v e st u di e s of A P P tr a n sf or m ati o n s i n c o ntr oll e d 

l a b or at or y s etti n g s.  

T h e t hir d p ar t, b y c o m bi ni n g  i n si g ht s a n d d e v el o p m e nt s fr o m p art  o n e a n d t w o , i n v e sti g at e d t h e 

m a n g a n e s e -dri v e n  o xi d ati o n  of  D T P M P,  a  wi d el y  u s e d  c o m pl e xi n g  a g e nt  i n  h o u s e h ol d  a n d 

i n d u stri al  a p pli c ati o n s. D T P M P  tr a n sf or m ati o n i n  t h e  pr e s e n c e  of  M n O2  ( wit h  a n d  wit h o ut 

di s s ol v e d O 2 ) a n d i n t h e pr e s e n c e of M n2 +  a n d O 2  i n b uff er e d ultr a-p ur e w at er ( p H 6) a n d  i n st eril e-

filt er e d w a st e w at er ( p H 8) w a s e x a mi n e d . A gr o u n d br e a ki n g di s c o v er y w a s m a d e, d e m o n str ati n g 

t h at  gl y p h o s at e,  a  br o a d-s p e ctr u m  h er bi ci d e,  i s  a  st a bl e  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct  d uri n g  t hi s 

pr o c e s s.  M a xi m u m  gl y p h o s at e  yi el d s  r a n g e d  fr o m  0. 0 3  t o  0. 4 2 m ol -%,  v ar yi n g  wit h  r e a cti o n 

c o n diti o n s. I m p ort a ntl y, b ot h gl y p h o s at e a n d A M P A c o n c e ntr ati o n s w er e f o u n d t o b e st a bl e w ell 

b e y o n d c o m pl et e D T P M P tr a n sf or m ati o n, e v e n i n t h e w a st e w at er m atri x.  

T h e  wi d e s pr e a d  o c c urr e n c e  of  m a n g a n e s e  i n  b ot h  n at ur al  e n vir o n m e nt s  a n d  w a st e w at er 

tr e at m e nt  pl a nt s  ( W W T P s)  u n d er s c or e s  t h e  p ot e nti al  si g nifi c a n c e  of  m a n g a n e s e-m e di at e d 

D T P M P  tr a n sf or m ati o n  a n d  s u b s e q u e nt  gl y p h o s at e  f or m ati o n  u n d er  e n vir o n m e nt all y  r el e v a nt  

c o n diti o n s.  T h e s e  r e s ult s  l e n d  s u p p ort  t o  r e c e nt  h y p ot h e s e s  s u g g e sti n g  t h at  m u ni ci p al 

w a st e w at er s  c o ul d  b e  a  pr e vi o u sl y  u nr e c o g ni z e d  s o ur c e  of  gl y p h o s at e  i n  E ur o p e a n  s urf a c e 

w at er s,  wit h  A P P s  a s  p ot e nti al  pr e c ur s or s,  hi g hli g hti n g  m a n g a n e s e  a s  a  p ot e nti al  k e y  f a ct or . 

Alt h o u g h a d diti o n al a p pli e d r e s e ar c h i s n e c e s s ar y t o d efi niti v el y e st a bli s h t h e r ol e of m a n g a n e s e 

i n gl y p h o s at e f or m ati o n wit hi n t e c h ni c al a n d n at ur al s y st e m s, t hi s st u d y c h all e n g e s t h e tr a diti o n al 

u n d er st a n di n g of h er bi ci d e a p pli c ati o n a s t h e si n gl e s o ur c e f or gl y p h o s at e c o n c e ntr ati o n s  i n t h e 

e n vir o n m e nt. T h e r e s ult s of t hi s st u d y  s u g g e st t h at t h e p at h w a y s of gl y p h o s at e i ntr o d u cti o n i nt o 

e c o s y st e m s m a y b e m or e c o m pl e x a n d di v er s e t h a n pr e vi o u sl y t h o u g ht.  

C oll e cti v el y, t hi s w or k si g nifi c a ntl y a d v a n c es o ur u n d er st a n di n g of A P P tr a n sf or m ati o n, pr o vi d e s 

n e w a n al yti c al t o ol s f or t h eir st u d y, a n d r e v e al s a n u n e x p e ct e d p at h w a y f or t h e f or m ati o n of t h e 

c o ntr o v er si al l y di s c u s s e d  c o nt a mi n a nt  gl y p h o s at e . P ol y p h o s p h o n at e s,  i n cl u di n g  A P P s, ar e 

g e n er all y d e s cri b e d a s c h e mi c all y st a bl e c o m p o u n d s d u e t o t h eir st a bl e C -P b o n d s.  T h e r e s ult s 
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of t hi s st u d y t o g et h er wit h r e c e ntl y p u bli s h e d lit er at ur e o n A P P tr a n sf or m ati o n a n d b e h a vi or i n 

W W T P s str o n gl y  s u g g e st  r e vi si n g  t h o s e  a s s u m pti o n s. I n  t hi s  c o nt e xt,  t h e  wi d el y  a c c e pt e d 

a s s u m pti o n t h at A P P s ar e pri m aril y r e m o v e d fr o m W W T P s  t hr o u g h s or pti o n pr o c e s s e s s h o ul d b e 

r e-e v al u at e d a n d s u bj e ct e d t o f urt h er i n v e sti g ati o n. T hi s w or k pr o vi d e s e vi d e n c e s u g g e sti n g t h at 

A P P s  m a y  u n d er g o  si g nifi c a nt  tr a n sf or m ati o n  wit hi n  w a st e w at er  tr e at m e nt  s y st e m s  a n d/ or  t h e 

e n vir o n m e nt . T h o s e  fi n di n g s mi g ht  h a v e  i m p ort a nt i m pli c ati o n s  f or  e n vir o n m e nt al  ri s k 

a s s e s s m e nt, m o nit ori n g , a n d t h e r e g ul ati o n of A P P s a n d t h eir tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s. 
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K ur zf ass u n g  

A mi n o p ol y p h o s p h o n at e  ( A P P s)  fi n d e n  al s  C h el at bil d n er  br eit e  A n w e n d u n g  i n  I n d u stri e  u n d 

H a u s h alt. I hr e z u n e h m e n d e Fr ei s et z u n g i n di e U m w elt gi bt j e d o c h A nl a s s z ur S or g e, d a si e al s 

p er si st e nt  g elt e n  u n d  m ö gli c h er w ei s e  z u  k o ntr o v er s  di s k uti ert e n  V er bi n d u n g e n  wi e 

A mi n o m et h yl p h o s p h o n at  ( A M P A)  u m g e w a n d elt  w er d e n  k ö n n e n.  Tr ot z  i hr e s  w eit v er br eit et e n 

Ei n s at z e s  b e st e h e n  er h e bli c h e  Wi s s e n sl ü c k e n  hi n si c htli c h  d e s  U m w elt v er h alt e n s  u n d  d er 

Tr a n sf or m ati o n s w e g e  v o n  A P P s,  i n s b e s o n d er e  i n  G e g e n w art  u bi q uit är er  U m w elt k o m p o n e nt e n 

wi e  M a n g a n o xi d e.  Di e  k o m pl e x e n  O b erfl ä c h e n pr o z e s s e  b ei  A P P -Tr a n sf or m ati o n e n  u n d  d er 

M a n g el a n u mf a s s e n d e n a n al yti s c h e n M et h o d e n z ur si m ult a n e n Q u a ntifi zi er u n g v o n A P P s u n d 

i hr e n  Tr a n sf or m ati o n s pr o d u kt e n  h a b e n  bi s h er  ei n  v oll st ä n di g e s  V er st ä n d ni s  i hr er 

U m w elt a u s wir k u n g e n v er hi n d ert. Di e s e Ar b eit zi elt d ar a uf a b, di e s e Wi s s e n sl ü c k e n z u s c hli e ß e n 

u n d  Ei n bli c k e  i n  di e  Tr a n sf or m ati o n s pr o d u kt e, -m e c h a ni s m e n  u n d  m ö gli c h e 

U m w elt a u s wir k u n g e n v o n A P P s s o wi e di e d a mit v er b u n d e n e n a n al yti s c h e n H er a u sf or d er u n g e n 

z u g e wi n n e n.  

D er  er st e  T eil  di e s er  Ar b eit  u nt er s u c ht e  d e n  M e c h a ni s m u s  d er  O xi d ati o n  v o n  

I mi n o di( m et h yl e n p h o s p h o n at)  (I D M P)  a n  M a n g a n di o xi d  ( M n O2 ). I D M P  i st  ei n  b e d e ut e n d e s 

H a u pttr a n sf or m ati o n s pr o d u kt  z a hlr ei c h er  k o m m er zi ell  g e n ut zt er  A P P s  u n d  ei n  p ot e n zi ell er 

V orl ä uf er f ür A M P A . Di e U nt er s u c h u n g e n i d e ntifi zi ert e n erf ol gr ei c h di e U m w a n dl u n g s w e g e u n d 

O b erfl ä c h e n pr o z e s s e, di e a n d er I D M P -O xi d ati o n d ur c h M n O 2  b et eili gt si n d. B at c h -E x p eri m e nt e 

b ei  p H  6  z ei gt e n,  d a s s A M P A  u n d  P h o s p h at  di e  H a u pt tr a n sf or m ati o ns pr o d u kt e  si n d,  mit  ei n er 

P h o s p h or -M a s s e n bil a n z v o n 8 0 -9 2 %. D er v or g e s c hl a g e n e M e c h a ni s m u s u mf a s st di e i niti al e C -

P- Bi n d u n g s s p alt u n g,  di e  Bil d u n g  v o n N -F or m yl -A M P A  al s  st a bil e s  Z wi s c h e n pr o d u kt  u n d  di e 

a n s c hli e ß e n d e C - N-Bi n d u n g s s p alt u n g, di e z ur A M P A -Bil d u n g f ü hrt. Ei n wi c hti g e s Er g e b ni s w ar 

di e I d e ntifi zi er u n g v o n I D M P -M n 2 + -O b erfl ä c h e n br ü c k e n k o m pl e x e n, di e si c h mit f ort s c hr eit e n d er 

M n O 2 -R e d u kti o n  bil d et e n  u n d  z ur  P a s si vi er u n g  d er  Mi n er al o b erfl ä c h e  f ür  di e  I D M P -O xi d ati o n 

f ü hrt e n.  Di e  v er bi n d u n g s s p e zifi s c h e  A n al y s e  st a bil er  K o hl e n st offi s ot o p e  ( K o hl e n st off- C SI A) 

u nt er st üt zt e di e s e H y p ot h e s e u n d d e ut et e d ar a uf hi n, d a s s e nt w e d er di e S or pti o n v o n I D M P a n 

di e  Mi n er al o b erfl ä c h e  o d er  d er  El e ktr o n e ntr a n sf er  v o n  I D M P  z u  M n I V d er 

g e s c h wi n di g k eit s b e sti m m e n d e  S c hritt  s ei n  k ö n nt e,  a b h ä n gi g  v o n  d er  M n 2 + -

O b erfl ä c h e n k o n z e ntr ati o n. Di e s er T eil d er Ar b eit li ef ert e Hi n w ei s e a uf d e n m ö gli c h e n B eitr a g d er 

a bi oti s c h e n o xi d ati v e n U m w a n dl u n g v o n A P P s d ur c h M n O 2  z u er h ö ht e n A M P A -K o n z e ntr ati o n e n 

i n d er U m w elt. 
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D er  z w eit e  T eil  d er  St u di e  wi d m et e  si c h  d e n  a n al yti s c h e n  H er a u sf or d er u n g e n  b ei  d er 

Q u a ntifi zi er u n g  v o n  A P P s  u n d  i hr e n  Tr a n sf or m ati o n s pr o d u kt e n.  A n g e si c ht s  d er  N ot w e n di g k eit 

ei n e s  u m w eltfr e u n dli c h e n  u n d  k o st e n g ü n sti g e n  A n s at z e s  z ur  si m ult a n e n  Q u a ntifi zi er u n g  i n 

L a b or e x p eri m e nt e n w ur d e ei n e n e u arti g e A n al y s e m et h o d e e nt wi c k elt . Di e s e M et h o d e b a si ert a uf 

d er  K o p pl u n g  v o n  I o n e n c hr o m at o gr a p hi e  (I C)  mit  i nt e gri ert er  g e p ul st er  a m p er o m etri s c h er 

D et e kti o n (I P A D). Mit di e s e m V erf a hr e n k o n nt e n s e c h s A( P) P s erf ol gr ei c h q u a ntifi zi ert w er d e n, 

d ar u nt er  A M P A,  Gl y p h o s at,  I D M P,  A mi n otri s( m et h yl e n p h o s p h o n at)  ( A T M P),  Et h yl e n di a mi n -

t etr a( m et h yl e n p h o s p h o n at)  ( E D T M P)  u n d  Di et h yl e ntri a mi n-p e nt a( m et h yl e n p h o s p h o n at) 

( D T P M P),  i n n er h al b  ei n er  L a uf z eit  v o n  3 5  Mi n ut e n.  Di e  N a c h w ei s gr e n z e n  d er  M et h o d e  l a g e n 

z wi s c h e n 0, 0 1 4 μ M f ür A M P A u n d 0, 1 4 μ M f ür D T P M P. Ei n w e s e ntli c h er V ort eil di e s e s A n s at z e s 

i st  s ei n e  U m w elt v ertr ä gli c h k eit,  d a  er  o h n e  D eri v ati si er u n g sr e a g e n zi e n  u n d  or g a ni s c h e 

L ö s u n g s mitt el  a u s k o m mt  u n d  ei n e n  e n er gi e effi zi e nt e n  D et e kt or  v er w e n d et.  Tr ot z  g e wi s s er 

Ei n s c hr ä n k u n g e n  a uf gr u n d  d er  i n h är e nt e n  U n s p e zifit ät  d e s  D et e kt or s  bi et et  di e  M et h o d e  ei n e 

n a c h h alti g e  Alt er n ati v e  z u  b e st e h e n d e n  T e c h ni k e n.  Si e  er m ö gli c ht  s o mit  u mf a s s e n d er e 

U nt er s u c h u n g e n v o n A P P -U m w a n dl u n g e n u nt er k o ntr olli ert e n L a b or b e di n g u n g e n.  
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v oll st ä n di g er D T P M P -U m w a n dl u n g st a bil bli e b e n, s el b st i n d er A b w a s s er m atri x.  

D a s  u bi q uit är e  V or k o m m e n  v o n  M a n g a n  s o w o hl  i n  n at ürli c h e n  U m g e b u n g e n  al s  a u c h  i n 

Kl är a nl a g e n  u nt er str ei c ht  di e  p ot e n zi ell e  B e d e ut u n g  d er  m a n g a n v er mitt elt e n  D T P M P -

Tr a n sf or m ati o n  u n d  d er  d ar a u s  r e s ulti er e n d e n  Gl y p h o s at -Bil d u n g  u nt er  u m w eltr el e v a nt e n 
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O b erfl ä c h e n g e w ä s s er n d ar st ell e n k ö n nt e n, w o b ei A P P s al s p ot e n zi ell e V orl ä uf er f u n gi er e n u n d 

M a n g a n al s m ö gli c h er S c hl ü s s elf a kt or i d e ntifi zi ert wir d. O b w o hl w eit er e a n w e n d u n g s ori e nti ert e 

F or s c h u n g erf or d erli c h i st, u m di e R oll e v o n M a n g a n b ei d er Gl y p h o s at bil d u n g i n t e c h ni s c h e n u n d 
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n at ürli c h e n S y st e m e n a b s c hli e ß e n d z u kl är e n, st ellt di e s e St u di e d a s tr a diti o n ell e V er st ä n d ni s d er 
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Er g e b ni s s e  di e s er  U nt er s u c h u n g  d e ut e n  d ar a uf  hi n,  d a s s  di e  Ei ntr a g s w e g e  v o n  Gl y p h o s at  i n 

Ö k o s y st e m e m ö gli c h er w ei s e k o m pl e x er u n d vi elf älti g er si n d al s bi s h er a n g e n o m m e n.  

I n s g e s a mt tr ä gt di e s e Ar b eit w e s e ntli c h z u m V er st ä n d ni s d er A P P-Tr a n sf or m ati o n b ei, st ellt n e u e 

a n al yti s c h e  W er k z e u g e  f ür  d er e n  U nt er s u c h u n g  b er eit  u n d  d e c kt  ei n e n  u n er w art et e n 

Bil d u n g s w e g  f ür  d e n  k o ntr o v er s  di s k uti ert e n  S c h a d st off  Gl y p h o s at  a uf.  P ol y p h o s p h o n at e, 

ei n s c hli e ßli c h  A P P s,  w er d e n  a uf gr u n d  i hr er  st a bil e n  C - P-Bi n d u n g e n  all g e m ei n  al s  c h e mi s c h 

st a bil e  V er bi n d u n g e n  b e s c hri e b e n.  Di e  Er g e b ni s s e  di e s er  St u di e  z u s a m m e n  mit  k ür zli c h 

v er öff e ntli c ht e n Er k e n nt ni s s e n z ur A P P -Tr a n sf or m ati o n u n d z u m V er h alt e n i n  Kl är a nl a g e n l e g e n 

j e d o c h  n a h e,  di e s e  A n n a h m e n  z u  ü b er d e n k e n.  I n  di e s e m  Z u s a m m e n h a n g  s ollt e  di e  w eit hi n 

a k z e pti ert e  A n n a h m e,  d a s s  A P P s  h a u pt s ä c hli c h  d ur c h  S or pti o n s pr o z e s s e  a u s  Kl är a nl a g e n 

e ntf er nt w er d e n, n e u b e w ert et u n d w eit er e n U nt er s u c h u n g e n u nt er z o g e n w er d e n. D i e s e Ar b eit 

li ef ert Hi n w ei s e  d ar a uf,  d a s s  A P P s  m ö gli c h er w ei s e  si g nifi k a nt e  U m w a n dl u n g e n  i n n er h al b  v o n 

A b w a s s er b e h a n dl u n g s s y st e m e n  u n d/ o d er  i n  d er  U m w elt  d ur c hl a uf e n.  Di e s e  Er k e n nt ni s s e 

k ö n nt e n  b e d e ut e n d e  A u s wir k u n g e n  a uf  di e  U m w eltri si k o b e w ert u n g,  d a s  M o nit ori n g  u n d  di e 

R e g uli er u n g v o n A P P s u n d i hr e n Tr a n sf or m ati o n s pr o d u kt e n h a b e n.   
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a m p er o m etri c d et e ct or wit h g o l d W E, Pt C E, a n d A g/ A g Cl R E, 3 5 ° C; w a v ef or m: s e e Fi g ur e 5 3 ); i nj e cti o n 
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1. 1 P ol y p h os p h o n at es a n d A mi n o p ol y p h os p h o n at es  

1. 1. 1 G e n er al I ntr o d u cti o n  

P ol y p h o s p h o n at e s i n cl u di n g a mi n o p ol y p h o s p h o n at e s ( A P P s) ar e a cl a s s of or g a n o p h o s p h or u s 

c o m p o u n d s c h ar a ct eri z e d b y t h e pr e s e n c e of m or e t h a n o n e  p h o s p h o n at e ( - C- P O( O H)2 ) gr o u p 

a n d, i n t h e c a s e of A P P s , nitr o g e n at o m s c o n n e cti n g t h o s e p h o s p h o n at e m oi eti e s. D u e t o t h eir 

m ulti pl e p h o s p h o n at e ( a n d a mi n e) gr o u p s, t h e y e x hi bit m ulti pl e p K a v al u e s a n d t h er ef or e m ulti pl e 

p H  s p e ci e s . P ol y p h o s p h o n at e s  e x hi bit  str o n g  c h el ati n g  pr o p erti e s  f or  di- a n d  tri v al e nt  m et al 

c ati o n s 1, 2  a n d ar e d e s cri b e d t o b e hi g hl y c h e mi c al l y st a bl e 3 – 6 , m a ki n g t h e m v al u a bl e i n a r a n g e of 

i n d u stri al a n d h o u s e h ol d a p pli c ati o n s7 . A P P str u ct ur e s oft e n r e s e m bl e t h o s e of t h e w ell -k n o w n 

a mi n o p ol y c ar b o x yl at e s,  s u c h  a s  e. g.  et h yl e n e di a mi n et etr a a c eti c  a ci d  ( E D T A)  a n d 

et h yl e n e di a mi n et etr a( m et h yl e n e  p h o s p h o ni c  a ci d)  ( E D T M P)  ( s e e  Fi g.  1. 1).  A P P c o m pl e x ati o n 

c o n st a nt s wit h m et al c ati o n s ar e u s u all y a littl e hi g h er t h a n f or t h eir c ar b o x yli c a n al o g u e s, a s f or 

e x a m pl e E D T M P s h o w s  l o g  K  v al u e s  r a n g i n g fr o m 9. 3  f or  M g 2 +  ( E D T A:  8. 8)  t o  2 1. 7  f or  C u2 +  

(E D T A 1 8. 8 )8 . 
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Fi g ur e  1. 1  F ull y  d e pr ot o n at e d  str u ct ur e s  of  t h e  t w o  A P P s  et h yl e n e di a mi n et etr a( m et h yl e n e  p h o s p h o n at e)  ( E D T M P, 
di e et h yl e n etri a mi n e p e nt a ( m et h yl e n e  p h o s p h o n at e)  ( D T P M P)  a n d  t h eir  c ar b o x yl at e  e q ui v al e nt s 
et h yl e n e di a mi n et etr a a c et at e ( E D T A) a n d di et h yl e n etri a mi n e p e nt a a c et at e ( D T P A).  
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1. 1. 2 Us e a n d A p pli c ati o ns  

P ol y p h o s p h o n at e s h a v e b e e n u s e d si n c e t h e mi d -2 0t h c e nt ur y i n v ari o u s i n d u stri al a n d d o m e sti c 

a p pli c ati o n s d u e t o t h eir e x c ell e nt s c al e i n hi biti o n a n d m et al i o n s e q u e str ati o n pr o p erti e s 1, 7, 9 . E arl y 

a p pli c ati o n s i n cl u d e d i) i n d u stri al w at er tr e at m e nt, a s e. g. t h e c o n diti o ni n g of c o oli n g w at er or a s 

a nti s c al a nt s  i n  w at er  b oil er s,  ii)  bl e a c hi n g  st a bili z ati o n  i n  t h e  t e xtil e  a n d  p a p er  i n d u str y  b y 

i n a cti v ati n g  m et al  i o n s  c at al y zi n g  p er o xi d e  d e c o m p o siti o n  a n d iii) a d diti v e s  i n  i n d u stri al  a n d 

h o u s e h ol d d et er g e nt s  b y c h el ati n g m et al c ati o n s a n d r e d u ci n g w at er h ar d n e s s. O v er ti m e, t h eir 

u s e  h a s  e x p a n d e d  t o  i v)  oil  drilli n g  ( a s  s c al e  a n d  c orr o si o n  i n hi bit or s) , v)  p er s o n al  c ar e ( a s 

pr e s er v ati v e s  a n d  st a bi li z er s) a n d vi) m e di c al  pr o d u ct s (a s  C a 2 + -bi n d er s  f or  b o n e  di s e a s e 

tr e at m e nt)4, 7, 8, 1 0 .  T h eir  str o n g  c h el ati n g  c a p a biliti e s  a n d  s u b-st oi c hi o m etri c  eff e cti v e n e s s 

(t hr e s h ol d i n hi biti o n) all o w f or t h e m t o b e u s e d i n q uit e  l o w c o n c e ntr ati o n s ( 0. 1- 5 %) 4, 1 0 . T h e y ar e 

u s e d  a s  s u b stit ut e s  f or  p ol y c ar b o x yl at e s  a n d p ol y p h o s p h at e s  i n  d et er g e nt s  a n d  w at er 

tr e at m e nt7, 9 , d u e t o t h e r e p ort e dl y hi g h c h e mi c al st a bilit y d u e t o  t h e C-P b o n d 4, 6, 1 1  a n d t h er ef or e 

n o c o ntri b uti o n t o e utr o p hi c ati o n 1 2 .  I n t h e E U, p h o s p h at e-c o nt ai ni n g a d diti v e s ar e b a n n e d fr o m 

h o u s e h ol d d et er g e nt s si n c e 2 0 1 3 (l a u n dr y) r e s p. 2 0 1 7 ( di s h w a s h er) 1 3 . 

1. 1. 3 Q u a ntit ati v el y m ost r el e v a nt  

A m o n g t h e m o st c o m m o nl y u s e d p ol y p h o s p h o n at e s ar e 1 -h y dr o x y et h a n e -1, 1 -di p h o s p h o ni c a ci d 

( H E D P), a n d t h e  A P P s a mi n otri s( m et h yl e n e  p h o s p h o ni c  a ci d)  ( A T M P), 

et h yl e n e di a mi n et etr a( m et h yl e n e p h o s p h o ni c  a ci d)  ( E D T M P)  a n d 

di et h yl e n etri a mi n e p e nt a( m et h yl e n e p h o s p h o ni c  a ci d)  ( D T P M P) 7, 1 2 .  R e gi o n al  diff er e n c e s  ar e 

r e m ar k a bl e, wit h D T P M P b ei n g t h e m ai n p h o s p h o n at e a d diti v e i n e ur o p e a n d et er g e nt s f oll o w e d 

b y E D T M P, w hil e H E D P i s m o stl y u s e d i n t h e U S A f or i n d u stri al w at er tr e at m e nt, s u c h a s s c ali n g 

i n hi biti o n i n c o oli n g w at er s y st e m s or b oiler s 4, 7 . Gl o b al p h o s p h o n at e c o n s u m pti o n i n cr e a s e d fr o m 

5 6. 0 0 0  t/ a  i n  1 9 9 8 1 1, 1 4  t o  9 4, 0 0 0  t/ a  i n  2 0 1 27 ,  wit h  E ur o p e  a c c o u nti n g  f or  > 5 0 %  of  t h e  gl o b al 

p h o s p h o n at e u s e 7 , w hi c h mi g ht b e d u e t o t h e o n g oi n g u s e of p ol y p h o s p h at e s i n t h e U S 1 5 . 

1. 1. 4 E n vir o n m e nt al B e h a vi or a n d F at e  

E ntr y i nt o t h e e n vir o n m e nt  a n d E n vir o n m e nt al C o n c e ntr ati o ns  

P ol y p h o s p h o n at e s  e nt er  r e c ei vi n g  w at er s  eit h er  dir e ctl y,  e. g.  fr o m  c o oli n g  w at er  c y cl e s  w h er e 

p h o s p h o n at e  r e m o v al  i s  n ot  a  st a n d ar d  y et,  or  i n dir e ctl y  vi a  w a st e w at er  tr e at m e nt  pl a nt s 

( W W T P s)7 . 
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P ol y p h o s p h o n at e  c o n c e ntr ati o n s  i n  G er m a n  w a st e w at er  effl u e nt s  w er e  d et e ct e d  b et w e e n 

1. 1  μg/ L  ( A T M P)  a n d  3 4. 1  μg/ L  ( P B T C) 1 6 .  A d diti o n all y,  p ol y p h o s p h o n at e  c o n c e ntr ati o n s  i n  t h e 

s e di m e nt of t h e r e c ei vi n g ri v er w er e f o u n d t o b e si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d aft er w a st e w at er di s c h ar g e 

1 6, 1 7 .  

I n  t h e  e n vir o n m e nt,  p ol y p h o s p h o n at e s  ar e  m o stl y  f o u n d  a d s or b e d  t o  p arti c ul at e  m att er  a n d 

s oil s 1 1, 1 6, 1 8 . Tr a c e l e v el q u a ntifi c ati o n of A T M P, E D T M P a n d D T P M P d et er mi n e d t h e p h o s p h o n at e 

l o a d s of s oli d p h a s e s t o b e ar o u n d 3 or d er s of m a g nit u d e hi g h er t h a n t h e r e s p e cti v e li q ui d p h a s e s 

fr o m  e. g.  ri v er  s a m pl e s1 6 .  U p  t o  6. 2 m g/ k g  D T P M P  a n d  0. 7  m g/ k g  A T M P  h a v e  b e e n  f o u n d  i n 

s u s p e n d e d m att er of g er m a n ri v er w at er, w hil e p h o s p h o n at e c o n c e ntr ati o n s i n t h e a q u e o u s p h a s e 

w er e u s u all y b el o w t h e d et e cti o n li mit ( s u b t o l o w u g/ L r a n g e) 1 6 . S or pti o n of p ol y p h o s p h o n at e s 

o nt o  mi n er al s  s e e m s  t o  b e  e n h a n c e d  f urt h er  b y  t h e  pr e s e n c e  of  m et al -c ati o n s  b y  alt eri n g  t h e 

mi n er al  s urf a c e  c h ar g e  or  e v e n  f or mi n g  t er n ar y  c o m pl e x e s 3, 1 9, 2 0 . T h e  d et e cti o n  of 

p ol y p h o s p h o n at e s  i n  a  R hi n e  Ri v er  s e di m e nt  s a m pl e  fr o m  6 6  c m d e pt h  i n di c at e s  t h at 

p ol y p h o s p h o n at e s str o n gl y s or b t o s e di m e nt p arti cl e s a n d a c c u m ul at e t h er e 1 7 . 

 

Eli mi n ati o n a n d tr a nsf or m ati o n i n W ast e w at er Tr e at m e nt Pl a nts a n d t h e E n vir o n m e nt  

I n w a st e w at er tr e at m e nt, p ol y p h o s p h o n at e s ar e d e s cri b e d t o b e m ai nl y r e m o v e d b y s or pti o n o nt o 

s e w a g e sl u d g e 7, 2 1, 2 2 . T hi s i s s u p p ort e d b y t h e str o n g s or pti o n o nt o mi n er al p h a s e s, a s e x e m pl ar y 

i n v e sti g at e d f or g o et hit e1 8 , wit h F e-( h y dr) o xi d e s b ei n g u bi q uit o u sl y pr e s e nt i n s e w a g e sl u d g e 2 3, 2 4 . 

E v e n i n t h e pr e s e n c e of 2 0 -f ol d e x c e s s of p h o s p h at e, A T M P s or pti o n o nt o g o et hit e ( p H 7) w a s 

j u st  di mi ni s h e d  b y  8 %,  w hil e  E D T A  i n  t h e  s a m e  e x p eri m e nt  d e s or b e d  al m o st  c o m pl et el y 1 8 . 

R e m o v al  effi ci e n ci e s  of  p h o s p h o n at e s  fr o m  6 0  %  t o  > 9 0  %  w er e  r e p ort e d  f or  diff er e nt  sl u d g e 

a d s or pti o n e x p eri m e nt s ( diff eri n g i n st arti n g c o n c e ntr ati o n s, sl u d g e a n d ti m e), s u m m e d u p b y R ott 

et al. ( 2 0 1 8) 7  t o a g e n er al p h o s p h o n at e r e m o v al effi ci e n c y of 8 0-9 5  % fr o m W W T P s. W hil e t h o s e 

n u m b er s  a p pl y  t o  i n d u stri al  a n d  c o n s u m er  w a st e w at er s  e nt eri n g  w at er  tr e at m e nt,  r e m o vi n g 

p h o s p h o n at e s fr o m w at er c o n diti o ni n g a n d i n d u stri al pr o c e s s e s i s n ot a st a n d ar d pr o c e d ur e y et. 

H er e,  R ott  et  al.  ( 2 0 1 8) 7  e sti m at e d  p h o s p h o n at e  r e m o v al  r at e s  ar o u n d  3 0 -6 0  %.  N e xt  t o 

a d s or pti o n  o nt o  s e w a g e  sl u d g e,  a bi oti c  tr a n sf or m ati o n  pr o b a bl y  pl a y s  a n  i m p ort a nt  r ol e  i n 

p ol y p h o s p h o n at e r e m o v al i n W W T P s. A st u d y i n v e sti g ati n g t h e r el e v a n c e of bi oti c v er s u s a bi oti c 

pr o c e s s e s i n s e w a g e pl a nt effl u e nt a n d n at ur al w at er s i d e ntifi e d a bi oti c pr o c e s s e s t o b e t h e m ai n 

dri v er of A P P tr a n sf or m ati o n e v e n o c c urri n g i n t h e d ar k, e v e n t h o u g h bi oti c pr o c e s s e s e n h a n c e 

f urt h er tr a n sf or m ati o n a n d e v e n mi n er ali z ati o n of a bi oti c tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s2 2 . A c c or di n gl y, 
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r e si d u e s  of  p ol y p h o s p h o n at e s  a s  w ell  a s  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  ar e  r el e a s e d  i nt o  t h e 

e n vir o n m e nt.  

W hil e t h e m o n o p h o s p h o n at e s gl y p h o s at e ( a nt hr o p o g e ni c) a n d 2 -a mi n o et h yl p h o s p h o ni c a ci d ( 2 -

A E P) ( bi o g e ni c) ar e r e a dil y d e gr a d e d mi cr o bi all y b y C -P b o n d cl e a vi n g b a ct eri a str ai n s s u c h a s 

e. g. P s e u d o m o n a s  s p. 1 0, 2 5, 2 6 ,  t h e  bi oti c  d e gr a d ati o n  of  p ol y p h o s p h o n at e s  i s  n ot  s o 

str ai g htf or w ar d 1 1, 1 2 .  T hi s  i s pr o b a bl y  d u e  t o  si z e,  m ulti pl e  n e g ati v e  ( a n d  p o siti v e)  c h ar g e s  a n d 

c o m pl e x  s p e ci ati o n s 1 1 . A  f e w  st u di e s  r e p ort  bi otr a n sf or m ati o n  of  p ol y p h o s p h o n at e s  u n d er  P -

li miti n g c o n diti o n s6, 2 2, 2 7 – 2 9 , b ut n o mi n er ali z ati o n d u e t o p ur e bi oti c pr o c e s s e s w a s r e p ort e d s o f ar 

4, 1 1, 2 2, 3 0 . In W W T P s a s i n t h e e n vir o n m e nt bi otr a n sf or m ati o n pr o c e s s e s  pr o b a bl y  pl a y – if at all – 

a m ar gi n al r ol e, a s p h o s p h o n at e s will n e v er pr e s e nt t h e e x cl u si v e P -s o ur c e 1 1 . 

I n st e a d, a n u m b er of a bi oti c pr o c e s s e s l e a di n g t o tr a n sf or m ati o n of A P P s h a v e b e e n i d e ntifi e d:  

I D M P, A T M P, E D T M P a n d D T P M P h a v e b e e n f o u n d t o b e tr a n sf or m e d b y U V li g ht ( p h ot ol y si s)3 1 –

3 4 . P h ot ol y si s of D T P M P w a s e v e n f o u n d t o b e e n h a n c e d b y t h e pr e s e n c e of bi v al e nt m et al c ati o n s 

( F e2 + , C a2 + , M g2 + )3 4 . A t e c h ni c al pr o c e s s l e a di n g t o tr a n sf or m ati o n of E D T M P i s o z o n ati o n3 5 . 

A d diti o n all y, A T M P, E D T M P a n d D T P M P w er e s h o w n t o b e tr a n sf or m e d b y m a n g a n e s e: B y M n 2 +  

i n t h e pr e s e n c e of O 2  a n d i n t h e pr e s e n c e of M n O O H ( wit h a n d wit h o ut o x y g e n) 3 6 – 3 8 . W hil e e arl y 

w or k r e p ort e d A T M P, E D T M P a n d D T P M P d e gr a d ati o n i n t h e pr e s e n c e of C a, M g a n d F e II 3 9 , 

N o w a c k & St o n e ( 2 0 0 0) 4 0  f o u n d C a2 + , Z n2 +  a n d C u 2 +  t o hi n d er t h e tr a n sf or m ati o n b y M n2 + / O2 . F or 

m or e d et ail s o n m a n g a n e s e o xi d e s pl e a s e s e e s u b c h a pt er 1. 2. 

 

1. 1. 5 T o xi cit y  a n d E n vir o n m e nt al C o n c er ns  

T h e  a c ut e  t o xi cit y  of  p ol y p h o p h o n at e s  i s  g e n er all y  r e p ort e d  t o  b e  v er y  l o w 4, 7, 9 .  F or  a q u ati c 

or g a ni s m s a c ut e t o xi cit y u s u all y o c c ur s at c o n c e ntr ati o n s > 1 0 0  p p m 4, 8 , w hil e n o-eff e ct l e v el s a s 

hi g h  a s  1 0 0  m g  E D T M P/ k g/ d a y  o v er  2  y e ar s  h a s  b e e n  d et er mi n e d  f or  r at s 4 1 .  S u c h  hi g h 

c o n c e ntr ati o n s d o n ot o c c ur i n w a st e w at er or n at ur e 7, 1 6, 1 7 . D e s pit e t hi s l o w a c ut e t o xi cit y, t h er e 

ar e i n dir e ct t o xi cit y c o n c er n s f or p ol y p h o s p h o n at e s d u e t o t h eir c h el ati n g pr o p erti e s: I n hi biti o n of 

al g al gr o wt h pr o b a bl y b y c h el ati n g i m p ort a nt mi cr o n utri e nt s w a s o b s er v e d f or H E D P, E D T M P a n d 

D T P M P, wit h E D T M P b ei n g t h e m o st eff e cti v e i n hi bit or 4 . O n t h e ot h er h a n d, p ol y p h o s p h o n at e s 

c o ul d  al s o  pr ot e ct  a q u ati c  or g a ni s m s  b y  eff e cti v el y  c h el ati n g  h e a v y  m et al s  a n d  i n hi biti n g  t h eir 

u pt a k e. C o n c er n s a b o ut h e a v y m et al r e m o bili z ati o n 1 0  ar e pr o b a bl y u n s u b st a nti at e d d u e t o i) t h e 

hi g h p ol y p h o s p h o n at e c o n c e ntr ati o n s n e e d e d, w hi c h w o n’t o c c ur i n n at ur al e n vir o n m e nt s a n d ii) 
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t h e  p ol y p h o s p h o n at e s  hi g h  p artiti o ni n g  t o  s e di m e nt s4, 7 .  D e s pit e  t h eir  u s e  a s  p ol y p h o s p h at e 

r e pl a c e m e nt s  t o  pr e v e nt  e utr o p hi c ati o n  a n d  t h eir  l o w  u s a g e  n u m b er s,  p ol y p h o s p h o n at e 

c o ntri b uti o n t o e utr o p hi c ati o n s h o ul d n ot b e u n d er e sti m at e d 7, 1 0 .  

H o w e v er, d e s pit e  t h e  l o w  a c ut e  t o xi cit y  of  A P P s,  t h er e  ar e  si g nifi c a nt  e n vir o n m e nt al  c o n c er n s 

r el at e d  t o  t h eir  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  ( T P s). I n  all  t h e  a b o v e-m e nti o n e d  tr a n sf or m ati o n 

pr o c e s s e s  t h e  m ai n  q u a ntifi e d  T P s  ar e  p h o s p h at e,  I D M P  a n d  A M P A 3 1 – 3 3, 3 5, 3 8, 4 0 .  A d diti o n all y, 

m ulti pl e mi n or T P s li k e N -f or m yl-I D M P4 0 , et h yl a mi n o( bi s m et h yl e n e p h o s p h o ni c a ci d)  ( E A B M P)3 3  

a n d  e v e n N -(p h o s p h o n o m et h yl )gl y ci n e  ( gl y p h o s at e )3 5  w er e  d et e ct e d.  R e c e nt  st u di e s  h a v e 

d et e ct e d  n e g ati v e  r e m o v al  effi ci e n ci e s  of  A M P A  a n d  gl y p h o s at e  i n  W W T P s  a n d  el e v at e d 

c o n c e ntr ati o n s aft er W W T P effl u e nt di s c h ar g e i nt o s urf a c e w at er s 4 2, 4 3 . T hi s s u g g e st s t h at A P P 

tr a n sf or m ati o n, r at h er t h a n dir e ct gl y p h o s at e i n p ut, m a y c o ntri b ut e t o t h e s e el e v at e d l e v el s. 

E n vir o n m e nt al c o n c er n s r el at e d t o t h e s e tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s i n cl u d e  i) p er si st e n c e of A M P A 

i n t h e e n vir o n m e nt4 4  a n d ii) t h e f or m ati o n of gl y p h o s at e 4 3 , a c o ntr o v er si al h er bi ci d e wit h o n g oi n g 

d e b at e s a b o ut it s l o n g -t er m eff e ct s a n d p ot e nti al c ar ci n o g e ni cit y4 5 . 

 

Gl y p h os at e  

Gl y p h o s at e i s  a c o m p o u n d  of  m aj or  s o ci et al  i nt er e st  a n d  t h er ef or e  d e m a n d s  it s  o w n  s h ort 

i ntr o d u cti o n t o u n d er st a n d t h e i m pli c ati o n s of t hi s w or k. W hil e gl y p h o s at e b e l o n g s t o t h e s u b gr o u p  

of a mi n o m o n o p h o s p h o n at e s  a n d i s t h e r ef or e str u ct ur all y r el at e d t o t h e A P P s, it i s b y f ar t h e m o st 

u s e d p h o s p h o n at e i n t h e w orl d. Gl o b al gl y p h o s at e u s a g e r o s e fr o m 6 7, 0 0 0  t i n 1 9 9 5 t o 8 2 6, 0 0 0 t 

i n  2 0 1 44 6 .  Gl y p h o s at e –  or N -p h o s p h o n o m et h yl gl y ci n e – i s  t h e  m o st  wi d el y  u s e d br o a d b a n d 

h er bi ci d e d u e t o it s u ni q u e m o d e of a cti o n  ( n o n-s el e cti v e),  it s r e p ort e d l o w a c ut e t o xi cit y a n d t h e 

s pr e a d of gl y p h o s at e -t ol er a nt g e n eti c all y m o difi e d cr o p s4 7 – 5 0 . Gl y p h o s at e i s u s e d f or w e e d c o ntr ol 

a n d e x h a u sti v e v e g et ati o n cl e ar a n c e i n a gri c ult ur e a n d pri v at e a p pli c ati o n s 4 7, 4 9 . Gl y p h o s at e a ct s 

vi a  i n hi biti o n  of  t h e  e n z y m e  5 -e n ol p yr u v yl -s hi ki m at e - 3-p h o s p h at e  s y nt h a s e  ( E P S P S)  of  t h e 

s hi ki m at e p at h w a y, w hi c h  pr o b a bl y  kill s pl a nt s b y i n s uffi ci e nt ar o m ati c a mi n o a ci d pr o d u cti o n 4 7 .  

I n t h e e n vir o n m e nt, gl y p h o s at e i s m ai nl y tr a n sf or m e d mi cr o bi all y. T h er e ar e t w o p at h w a y s l e a di n g 

t o diff er e nt T P s: T h e o xi d or e d u ct a s e ( A M P A) a n d t h e C-P l y a s e ( s ar c o si n e, gl y ci n e) p at h w a y 4 8 . 

T h e d o mi n a n c e of o n e p at h w a y or t h e ot h er d e p e n d s o n t h e mi cr o bi al c ult ur e s pr e s e nt i n s oil, 

w hil e P s e u d o m o n a s  s p e ci e s  ( o xi d or e d u ct a s e)  ar e c o n si d er e d  t h e  m o st  i m p ort a nt,  l e a di n g  t o 

A M P A a s gl y p h o s at e’ s m ai n  T P i n t h e e n vir o n m e nt4 4, 4 8, 5 1 . T y pi c al h alf -lif e s f or i) gl y p h o s at e a n d 

ii) A M P A i n s oil s ar e gi v e n wit h  i) 4 7  d a y s 4 8, 5 2  r e s p. ii) 12 1  d a y s 4 4 , w hil e t h e a ct u al h alf -lif e v ari e s 



1. 2 M a n g a n es e  O xi d es  

6 
 

a l ot  d e p e n di n g o n s oil p h y si c al, c h e mi c al a n d bi ol o gi c al pr o p erti e s 4 8, 5 0, 5 3 – 5 5 . B y n o w, r e si d u e s of  

i) gl y p h o s at e a n d  ii) A M P A ar e f o u n d i n al m o st all s o y b e a n s fr o m fi el d s  pl a nt e d wit h gl y p h o s at e -

r e si st e nt s o y b e a n s , wit h m e a n c o n c e ntr ati o n s of i) 3. 3 a n d ii) 5. 7 m g/ k g 5 0, 5 6 . 

G l y p h o s at e’ s a c ut e t o xi cit y f or m a m m al s ( or al, d er m al, i n h al ati o n) i s g e n er all y l o w t o v er y l o w5 2, 5 7 , 

e s p e ci all y  c o m p ar e d  t o  ot h er  p e s ti ci d e s4 7 . F or  h u m a n s,  i n g e sti o n  of  c o n c e ntr at e d  gl y p h o s at e 

f or m ul ati o n s c a n c a u s e c orr o si v e eff e ct s i n t h e m u c o u s m e m br a n e s, b ut i s g e n er all y a s s o ci at e d 

wit h o nl y mil d a n d tr a n si e nt f e at ur e s, s e v er e t o xi cit y j u st o c c urri n g at i n g e sti o n v ol u m e of > 8 5  m L 

of c o n c e ntr at e d h er bi ci d e f or m ul ati o n 5 8 .  

H o w e v er, t o xi cit y, h e alt h a n d s af et y d at a o n l o n g-t er m e x p o s ur e of gl y p h o s at e a n d A M P A ar e still 

l a c ki n g, e v e n t h o u g h c hr o ni c, s u b-c hr o ni c a n d r e pr o d u cti v e t o xi cit y mi g ht b e f ar m or e i m p ort a nt, 

d u e  t o  m u c h  l o w er  eff e ct  l e v el s  a n d  t h e  fr e q u e nt  o c c urr e n c e  of  gl y p h o s at e  a n d  A M P A  i n  s oil, 

w at er a n d e v e n f o o d s 4 4, 5 4 . W hil e a pl et h or a of g e n ot o xi cit y a s s a y s h a s b e e n c o n d u ct e d i n t h e p a st 

d e c a d e s, t a ki n g i nt o a c c o u nt st u di e s wit h diff er e nt o ut c o m e s l e d t o q uit e di v er gi n g a s s e s s m e nt s 

b y  diff er e nt  a ut h oriti e s 4 5 : W hil e  t h e  I nt er n ati o n al  A g e n c y  f or  R e s e ar c h  o n  C a n c er  (I A R C) 

w or k g ro u p  of  t h e  W orl d  H e alt h  Or g a ni z ati o n  ( W H O)  d e cl ar e d  gl y p h o s at e  t o  b e   “pr o b a bl y 

c ar ci n o g e ni c  t o  h u m a n s ”,  b a s e d  o n  s uffi ci e nt  e vi d e n c e  fr o m  a ni m al  r e s e ar c h5 9, 6 0 ,  t h e  U nit e d 

St at e s E n vir o n m e nt al Pr ot e cti o n A g e n c y ( E P A) a n d t h e E ur o p e a n F o o d S af et y A ut h orit y ( E F S A) 

cl a s sifi e d  gl y p h o s at e  a s  “ n ot  li k el y  t o  b e  c ar ci n o g e ni c  t o  h u m a n s  at  d o s e s  r el e v a nt  f or  h u m a n 

h e alt h ri s k a s s e s s m e nt ”6 1, 6 2 . S ci e nti st s a n al y zi n g t h e st u di e s  c o n si d er e d  b y t h e  E P A a n d E F S A , 

r e m ar k t h at m o st of t h e s e ar e r e gi str a nt-c o n d u ct e d st u di e s  a n d t h at t hr e s h ol d v al u e s i n t h e U S 

a n d  G er m a n y  ar e b a s e d  o n  o ut d at e d  st u di e s 4 5, 5 0 . J u st  i n  2 0 2 3,  t h e  E ur o p e a n  U ni o n  a p pr o v e d 

gl y p h o s at e u s a g e f or a n ot h er 1 0 y e ar s 6 3 . 

T h e d e b at e s urr o u n di n g t h e c hr o ni c t o xi cit y a n d p ot e nti al c ar ci n o g e ni cit y of gl y p h o s at e a n d it s 

pri m ar y m et a b olit e, A M P A, r e m ai n s u nr e s ol v e d 4 5, 6 4 . T hi s o n g oi n g c o ntr o v er s y e xt e n d s t o A P P s  

(s p e cifi c all y D T P M P a n d E D T M P) , a s t h eir tr a n sf or m ati o n i nt o gl y p h o s at e i ntr o d u c e s a n i n dir e ct 

p at h w a y f or p ot e nti al e n vir o n m e nt al a n d h e alt h ri s k s.  

 

1. 2 M a n g a n es e O xi d es  

T h e tr a n sf or m ati o n of A P P s i n t h e e n vir o n m e nt i s i nfl u e n c e d b y v ari o u s f a ct or s, wit h m a n g a n e s e 

o xi d e s  p ot e nti all y  pl a yi n g a si g nifi c a nt r ol e. A s di s c u s s e d i n pr e vi o u s s e cti o n s, A P P s c a n u n d er g o 

tr a n sf or m ati o n t hr o u g h s e v er al p at h w a y s, i n cl u di n g p h ot ol y si s, o z o n ati o n, a n d m a n g a n e s e -dri v e n 

o xi d ati o n.  
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M a n g a n e s e i s t h e t e nt h m o st a b u n d a nt el e m e nt a n d t h e s e c o n d m o st c o m m o n h e a v y m et al i n 

t h e E art h' s cr u st aft er ir o n6 5 . M a n g a n e s e i s n o n-u nif or ml y di stri b ut e d i n t h e cr u st a n d t h er ef or e,  

c o n c e ntr ati o n s v ar y gr e atl y 6 6 . I n s oil s, m a n g a n e s e c o n c e ntr ati o n s ar e d e s cri b e d t o t y pi c all y r a n g e 

fr o m 4 5 0 m g/ k g t o 4, 0 0 0 m g/ k g, v ar yi n g wit h p H a n d r e d o x c o n diti o n s6 7, 6 8 . N ot a bl y, m a n g a n e s e 

i s  al s o  pr e s e nt  i n e n gi n e er e d  s y st e m s 6 6 .  I n s e w a g e  sl u d g e  c o n c e ntr ati o n s  r a n gi n g  fr o m  4 6  t o 

2 5 1  m g/ k g M n  p er dr y m a s s  h a v e b e e n r e p ort e d i n P ol a n d 6 9  a n d 6 0 0 -1, 5 0 0 m g/ k g M n  p er dr y 

m a s s  i n G er m a n y 7 0 . M a n g a n e s e o xi d e s h a v e  al s o  b e e n f o u n d i n w at er pi p eli n e s 6 6, 7 1 . 

 

1. 2. 1 M a n g a n es e O xi d ati o n St at es a n d R e d o x  

M a n g a n e s e o c c ur s i n s e v er al o xi d ati o n st at e s, r a n gi n g fr o m M n II t o M nVII , wit h M n II, M n III, a n d M nI V 

b ei n g t h e m o st c o m m o n i n n at ur al s y st e m s 7 2 . T h e st a bilit y of t h e s e o xi d ati o n st at e s d e p e n d s o n 

e n vir o n m e nt al  c o n diti o n s: M n II i s  m o st  st a bl e  u n d er  r e d u ci n g  c o n diti o n s  a n d  i n  a ci di c 

e n vir o n m e nt s, t y pi c all y a s t h e M n² ⁺  i o n. M n III a n d M n I V o xi d e s ar e m or e st a bl e u n d er o xi di zi n g 

c o n diti o n s  a n d  at  hi g h er  p H  v al u e s .6 8, 6 9, 7 3, 7 4  M n III i s  u s u all y  u n st a bl e  i n  a q u e o u s  s ol uti o n a n d 

di s pr o p orti o n at e s  t o M n II a n d  M n I V, b ut  c a n  b e  st a bili z e d  b y li g a n d s  s u c h  a s citr at e, 

p yr o p h o s p h at e, a n d si d er o p h or e s 6 6 . 

T h e  o xi d ati o n  of M n II t o  hi g h er  o xi d ati o n  st at e s  c a n  o c c ur  t hr o u g h  b ot h  a bi oti c  a n d  bi oti c 

pr o c e s s e s. C h e mi c al  h o m o g e n o u s  o xi d ati o n  of M n II t o M n III ( o n e  el e ctr o n  tr a n sf er) i s 

t h er m o d y n a mi c all y u nf a v o ur a bl e  at  p H  v al u e s  < 9 7 4, 7 5 .  Ch e mi c al  o xi d ati o n  of M n II t o  M nI V (t w o 

el e ctr o n tr a n sf er)  i s t h er m o d y n a mi c all y f e a si bl e at p H v al u e s > 3 , b ut  f a c es ki n eti c li mit ati o n s  at 

p H v al u e s  < 9  d u e  t o  t h e  fir st  el e ctr o n  tr a n sf er  st e p ( M nII   M n III) 6 6, 7 5 . B a ct eri all y  m e di at e d 

o xi d ati o n  of M n II i n  t h e  pr e s e n c e of O 2  h a s  b e e n  f o u n d  t o  a c hi e v e  o xi d ati o n  r at e s  1 0. 0 0 0  t o 

1 0 0. 0 0 0  ti m e s  hi g h er  t h a n  t h e a bi oti c  pr o c e s s 6 6, 7 6, 7 7 . C o n s e q u e ntl y,  i n  n at ur al  a n d  t e c h ni c al 

e n vir o n m e nt s, M n II o xi d at i o n i s l ar g el y c at al y z e d b y mi cr o or g a ni s m s7 4, 7 8 . 

1. 2. 2 Mi cr o bi al M a n g a n es e O xi d ati o n  

Mi cr o or g a ni s m s,  i n cl u di n g  b a ct eri a  a n d  f u n gi,  pl a y  a  cr u ci al  r ol e  i n  m a n g a n e s e  o xi d ati o n.  T h e 

mi cr o bi al o xi d ati o n of M n II pri m aril y yi el d s M n I VO ₂  t hr o u g h t w o c o n s e c uti v e o n e-el e ctr o n tr a n sf er s, 

wit h m ol e c ul ar o x y g e n s er vi n g a s t h e el e ctr o n a c c e pt or 7 4 . T he st oi c hi o m etr y of t hi s  pr o c e s s c a n 

b e r e pr e s e nt e d b y t h e f oll o wi n g e q u ati o n 7 8, 7 9 :  

M n 2 + +
1

2
O 2 +  H 2 O → M n O 2 + 2 H +  
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Mi cr o bi al M n II o xi d ati o n  i s  f a cilit at e d  b y  m ulti c o p p er  o xi d a s e -li k e  e n z y m e s7 8 . T h e  i nt er m e di at e 

M n III i s  t h er m o d y n a mi c all y  u n st a bl e  i n  a q u e o u s  m e di a,  b ut m i cr o or g a ni s m s  pr o d u c e  or g a ni c 

li g a n d s, or e x hi bit e n z y m e s or c ell ul ar str u ct ur e s t h at c a n bi n d a n d st a bili z e M n III 7 4, 7 8 . Th e r e a s o n s 

f or  mi cr o bi al M n II o xi d ati o n  ar e  di v er s e,  i n cl u di n g  e n er g y  g e n er ati o n,  pr ot e cti o n  fr o m  r e a cti v e 

o x y g e n  s p e ci e s  ( R O S),  a n d  t h e  pr o d u cti o n  of  r e a cti v e  M n O ₂  f or  br e a ki n g  d o w n  l ar g e  or g a ni c 

m at eri al s i nt o m or e a c c e s si bl e c ar b o n s o ur c e s 7 4 . 

 

1. 2. 3 Distri b uti o n of M a n g a n es e S p e ci es  i n t h e N at ur al W at er B o di es  

I n  n at ur al  w at er  b o di e s,  t h e  di stri b uti o n  of  m a n g a n e s e  s p e ci e s  i s  cl o s el y  ti e d  t o  t h e  v erti c al 

str atifi c ati o n  a n d  r e d o x  c o n diti o n s  i n  diff er e nt  z o n e s , i n cl u di n g p H, s ali nit y,  O 2  c o n c e ntr ati o n, 

t e m p er at ur e, li g ht, a n d c o n c e ntr ati o n of or g a ni c m att er6 6, 7 6, 8 0 – 8 3 . G e n er all y, i n t h e w ell -o x y g e n at e d 

e pili m ni o n ( s urf a c e l a y er), m a n g a n e s e pri m aril y e xi st s a s i n s ol u bl e M n I V o xi d e s, oft e n i n t h e f or m 

of s u s p e n d e d p arti cl e s or c oll oi d s 8 0, 8 2 . S o m e M n III s p e ci e s m a y al s o b e pr e s e nt a s i nt er m e di at e s 

i n o xi d ati o n pr o c e s s e s6 6, 8 4 . I n t h e h y p oli m ni o n ( b ott o m l a y er), e s p e ci all y u n d er a n o xi c c o n diti o n s, 

s ol u bl e M n II b e c o m e s t h e d o mi n a nt f or m. M n II a c c u m ul at e s i n t h e w at er c ol u m n d uri n g p eri o d s of 

str atifi c ati o n, a s M n I V o xi d e s ar e r e d u c e d, a n d c a n pr e ci pit at e a s e. g. t h e c ar b o n at e s alt 8 1, 8 2 . M n III 

c o m pl e x e d  b y or g a ni c li g a n d s, m a y al s o e xi st  t o a hi g h p er c e nt a g e of t ot al M n i n s u b o xi c z o n e s 8 4 . 

T h e s e di m e nt -w at er i nt erf a c e i s a p arti c ul arl y d y n a mi c z o n e f or m a n g a n e s e c y cli n g. H er e, M n I V 

o xi d e s i n s e di m e nt s c a n b e r e d u c e d t o M n II u n d er a n o xi c c o n diti o n s, wit h M n II diff u si n g u p w ar d 

i nt o  t h e  w at er  c ol u m n8 2, 8 3 .  T hi s  v erti c al  di stri b uti o n  of  m a n g a n e s e  s p e ci e s  i s  n ot  st ati c  b ut 

u n d er g o e s  s e a s o n al  c h a n g e s  d u e  t o  l a k e  t ur n o v er  e v e nt s,  w hi c h  mi x  t h e  w at er  c ol u m n  a n d 

r e di stri b ut e o x y g e n a n d m a n g a n e s e s p e ci e s t hr o u g h o ut t h e l a k e 6 6, 8 0, 8 1, 8 5 . 

 

1. 2. 4 Str u ct ur e a n d Pr o p erti es of M a n g a n es e O xi d es  

T h e diff er e nt st a bl e o xi d ati o n st at e s of m a n g a n e s e l e a d t o t h e f or m ati o n of v ari o u s m a n g a n e s e 

o xi d e s  ( M n O x),  s u c h  a s  m a n g a nit e  ( M n O O H),  h a u s m a n nit e  ( M n 3 O 4 ),  bir n e s sit e  ( M n O2 ),  a n d 

p yr ol u sit e ( M n O 2 ), wit h x r a n gi n g b et w e e n 1. 0 a n d 2. 0. T h e s e o xi d e s v ar y i n t h eir cr y st all o gr a p h y, 

w hil e t h e m ai n b uil di n g bl o c k of M n o xi d e s ar e M n O 6  o ct a h e dr a, w hi c h c a n b e e d g e -s h ari n g or 

c or n er -s h ari n g. M n o xi d e s e x hi bit eit h er l a y er e d or t u n n el -li k e str u ct ur e s, wit h v ar yi n g d e gr e e s of 

l o n g-r a n g e or d er a n d i nt er c al ati o n of f or ei g n c ati o n s a n d w at er m ol e c ul e s 6 5 .  D u e t o t h eir c a p a cit y 

f or f or mi n g mi n er al s wit h v ar yi n g o xi d ati o n st at e s a n d t h eir c ati o n a n d o x y g e n st or a g e c a p a cit y i n 

t h e mi n er al l atti c e, M n Ox  c a n b e r e -o xi di z e d b y m ol e c ul ar o x y g e n  aft er r e d u cti o n a n d t h er ef or e 



1 G e n er al I ntr o d u cti o n   

9 
 

a ct a s el e ctr o n m e di at or s, w hi c h m a k e s t h e m eff e cti v e c at al y st s. T h e cr y st alli n e str u ct ur e, s urf a c e 

m or p h ol o g y  a n d  mi cr o str u ct ur e  a s  w ell  a s  s urf a c e  a cti v e  o x y g e n  s p e ci e s  all  c o ntri b ut e  t o  t h e 

c at al yti c p erf or m a n c e a n d/ or t h e r e a cti o n m e c h a ni s m of M n O x .6 5, 7 3  F or i n st a n c e, bir n e s sit e – t h e 

m o st c o m m o n  M n  o xi d e – i s  c o m p o s e d  of  l a y er s  of  e d g e-s h ari n g  M n O 6  o ct a h e dr a,  f or mi n g 

o ct a h e dr al s h e et s si mil ar t o cl a y mi n er al s 8 6 . Bir n e s sit e i s k n o w n f or it s hi g h s p e cifi c s urf a c e ar e a 

a n d it s c o ntri b uti o n t o a v ari et y of r e d o x a n d c ati o n-e x c h a n g e pr o c e s s e s 6 5 .  Bi o g e ni c M n o xi d e s 

ar e  m o stl y  a m or p h o u s M n I VO 2 .  W hil e  t h e y  e x hi bit  a  hi g h  d e gr e e  of  di s or d er,  t h er e  ar e  s o m e 

cr y st alli n e d o m ai n s , oft e n i n a bir n e s sit e -li k e str u ct ur e. Bi o g e ni c M n o xi d e s ar e a s s o ci at e d wit h 

hi g h er  pr o p orti o n s  of M n III,  hi g h er  s urf a c e  ar e a s  a n d  t h er ef or e  hi g h er  r e a cti vit y  c o m p ar e d  t o 

a bi oti c M n o xi d e s 7 2, 8 7 . 

 

1. 2. 5 E n vir o n m e nt al Si g nifi c a n c e of M a n g a n es e O xi d es  

M n O x c o nt ai ni n g M n III a n d M n I V ar e a m o n g t h e str o n g e st e n vir o n m e nt al o xi d a nt s 6 5, 7 2, 7 5, 8 8  a n d pl a y 

cr u ci al r ol e s i n bi o g e o c h e mi c al c y cl e s 7 4, 7 8 . T h eir r e d o x pr o p erti e s ar e i nfl u e n c e d b y f a ct or s s u c h 

a s p H, o x y g e n c o n c e ntr ati o n, c ati o n c o n c e ntr ati o n, a n d mi cr o bi al a cti vit y. M n O x  ar e k n o w n t o s or b 

a n d/ or  o xi di z e  a  wi d e  r a n g e  of  or g a ni c  c o m p o u n d s  a n d  s or b  a n d  t h er ef or e  c o ntr ol  t h e 

c o n c e ntr ati o n of h e a v y m et al s 7 2, 8 9 .  

N e xt t o t h eir r el e v a n c e i n n at ur al bi o g e o c h e mi c al c y cl e s, M n O x  ar e p o w erf ul o xi d a nt s c a p a bl e of 

tr a n sf or mi n g  v ari o u s  a nt hr o p o g e ni c  or g a ni c  c o m p o u n d s9 0  i n cl u di n g  p h e n ol s9 1, 9 2 ,  a nili n e s9 3 , 

a nti bi oti c s 9 4 , a n d e m er gi n g c o nt a mi n a nt s li k e bi s p h e n ol A9 5 , gl y p h o s at e9 6 – 9 8  a n d A M P A 9 9 . 

F urt h er m or e, M n o xi d e s c a n c at al yti c all y a cti v at e o xi d a nt s s u c h a s h y dr o g e n p er o xi d e, o z o n e, 

a n d  p er s ulf at e s,  g e n er ati n g  r e a cti v e  o x y g e n  s p e ci e s  ( R O S)  t h at  e n h a n c e  t h e  d e gr a d ati o n  of 

r e c al citr a nt p oll ut a nt s9 0, 1 0 0 – 1 0 2 . 

T h e  str o n g  s or bi n g  a n d  o xi d ati v e  pr o p erti e s  of M n O x  off er  pr o mi si n g  c h ar a ct eri sti c s  f or  t h eir 

a p pli c ati o n i n w a st e w at er tr e at m e nt f or m et al c ati o n a n d or g a ni c c o nt a mi n a nt r e m o v al 8 9, 1 0 3, 1 0 4 . 

T hi s  v er s atilit y  i n  e n vir o n m e nt al  r e a cti o n s  a n d  t e c h n ol o gi c al  a p pli c ati o n s  u n d er s c or e s  t h e 

i m p ort a n c e  of  M n  o xi d e s  i n  b ot h  n at ur al  s y st e m s  a n d  e n gi n e er e d  s ol uti o n s  f or  e n vir o n m e nt al 

r e m e di ati o n. 
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1. 3 A n al yti c al C h all e n g e s 

A P P s p o s e s p e cifi c all y diffi c ult a n al yt e s: T h e y p o s s e s s m ulti pl e n e g ati v e ( a n d p o siti v e) c h ar g e s, 

str o n g c h el ati n g a n d s or pti o n c h ar a ct eri sti c s – t h er ef or e a pl et h or a of diff er e nt s p e ci e s – a n d s h o w 

n o  a n al yti c all y u s ef ul f u n cti o n aliti e s li k e c hr o m o p h ori c gr o u p s , t h er ef or e f e w s uit a bl e a n al yti c al 

m et h o d s ar e a v ai bl e 4, 9, 1 6 . All a mi n o p h o s p h o n at e s – e v e n t h e m o n o p h o s p o n at e s – s h o w m ulti pl e 

p K a v al u e s f or t h e p h o s p h o n at e, a mi n o  a n d – i n c a s e of gl y p h o s at e – c ar b o x yl gr o u p s  (s e e Fi g ur e 

A. 1). T h e  m o n o p h o s p h o n at e s gl y p h o s at e a n d A M P A c a n t h er ef or e o c c ur i n  t h e c ati o n a s w ell a s 

t h e  z witt eri o ni c  f or m1 0 5 . W h e n  u si n g  a ni o n c hr o m at o gr a p h y  t o  s e p ar at e a mi n o m o n o - t o 

p ol y p h o s p h o n at e s,  o n e  n e e d s  t o  a p pl y  a s uffi ci e ntl y hi g h  p H  t o yi el d  all  c o m p o u n d s  i n  t h eir 

a ni o ni c f or m, e v e n gl y p h o s at e a n d A M P A 1 6, 1 0 5 . F or t h e m er e a n al y si s of p ol y p h o s p h o n at e s, it i s 

i n  g e n er al m or e  a d vi s a bl e  t o  u s e  a n  a ci di c  p H,  t o  r e d u c e  t h e  n e g ati v e  c h ar g e s  a n d  t h er ef or e 

r e d u c e  t h e  affi nit y  t o  m et al  c ati o n s  a n d  c o m pl e x  f or m ati o n,  w hi c h  h a m p er  t h e  a n al y si s 1 0 6 – 1 0 8 . 

U n s y m m etri c al  p e a k  s h a p e s,  d o u bl e  p e a k s  a n d  s h o ul d er s  i n  p u bli s h e d  m et h o d s  u n d erli n e  t h e 

diffi c ult y of c hr o m at o gr a p hi c s e p ar ati o n a n d d et e cti o n of t h o s e a n al yt e s 1 6, 1 0 9, 1 1 0 . 

F or t h e m er e  a n al y si s of t h e m o n o p h o s p h o n at e s A M P A a n d gl y p h o s at e, o n e c a n m a k e u s e of 

t h e  pri m ar y  r e s p.  s e c o n d ar y  a mi n e  f u n cti o n f or  d eri v ati z ati o n1 1 1, 1 1 2  ( s e e  L C-Q Q Q  aft er  F M O C 

d eri v ati z ati o n) .  

A v ari ati o n of  a n al y si s m et h o d s wit h diff er e nt b e n efit s a n d li mit ati o n s  h a v e b e e n d e v el o p e d o v er 

t h e p a st y e ar s. S e v er al q u a ntifi c ati o n m et h o d s h a v e b e e n e m pl o y e d i n t hi s w or k i n or d er t o f ulfill 

diff er e nt  n e e d s/ s er v e  diff er e nt  p ur p o s e s.  T o  all o w  f or  s m o ot h  r e a di n g  s o m e  m et h o d s  will  b e 

e x pl ai n e d i n m or e d et ail i n t h e f oll o wi n g s e cti o n.  

1. 3. 1 I C-P A D  

I C c o u pl e d t o a m p er o m etri c d et e cti o n t a k e s o n a s p e ci al p o siti o n i n t hi s w or k. O n t h e o n e h a n d, 

I D M P a n d A M P A h a v e b e e n q u a ntifi e d u si n g t hi s m et h o d t hr o u g h o ut t h e w or k, o n t h e ot h er h a n d, 

c h a pt er 3 d e s cri b e s m et h o d d e v el o p m e nt f or si x diff er e nt a mi n o( p ol y) p h o s p h o n at e s ( A( P) P s) o n 

t hi s s y st e m. 

T h e  s p e ci alt y  of  a m p er o m etri c  d et e cti o n  li e s  i n  it s  s e n siti vit y  a n d  s el e cti vit y  y et  l o w  e n er g y 

c o n s u m pti o n. C o m p o u n d s t o b e d et e ct a bl e wit h a m p er o m etri c d et e cti o n n e e d t o b e  el e ctr o a cti v e  

a n d s or b t o t h e w or ki n g el e ctr o d e s urf a c e, s o  t h at t h e y c a n b e o xi di z e d/r e d u c e d u p o n a p pli c ati o n 

of  a  s p e cifi c  p ot e nti al  b et w e e n  w or ki n g  el e ctr o d e ( W E) a n d  c o u nt er  el e ctr o d e  C E)  ( e x c e pt  f or 

i n dir e ct “ m o d e III” d et e cti o n)1 1 3 . T h e d et e ct or g e o m etr y u s e d i n t hi s w or k  ( W all-J et c ell)  i s d e pict e d 

i n Fi g. 1. 2. T h e  p arti al  r e d u cti o n/ o xi d ati o n of t h e a n al yt e s at t h e W E c a u s e s  a c urr e nt, w hi c h i s 
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pr o p orti o n al t o t h e a n al yt e c o n c e ntr ati o n i n a c ert ai n r a n g e 1 1 4 . I n c a s e of a mi n o p h o s p h o n at e s, it 

i s  m a d e  u s e  of  t h e  a mi n e-f u n cti o n,  s o  t h at  a  d et e ct or  m et h o d  ( w a v ef or m)  f o u n d  u s ef ul  f or  t h e 

d et e cti o n of a mi n e s a n d a mi n o a ci d s – i nt e gr at e d p ul s e d a m p er o m etri c d et e cti o n (i P A D) 1 1 4  – i s 

d e pl o y e d 1 1 3, 1 1 5 . D et ail s a b o ut p ul s e d a m p er o m etri c d et e cti o n will b e gi v e n i n c h a pt er 3.

Fi g ur e  1. 2 S c h e m ati c d e pi cti o n  of  t h e  a m p er o m etri c d et e ct or  g e o m etr y  ( W all -J et  c ell)  u s e d  wit hi n  t hi s  w or k.  G ol d 
s er v e d a s t h e W E m at eri al, w hil e Pt w a s u s e d f or t h e C E. A s R E m at eri al eit h er P d or A g/ A g Cl w a s u s e d.

T h e  u s e  of  s ol el y  a q u e o u s  el u e nt s,  l o w  e n er g y  c o n s u m pti o n , s uffi ci e nt  d et e cti o n  li mit s  a n d 

r el ati v el y lo w  a c q ui siti o n  c o st s  m a d e  I C -P A D  t h e  w or k h or s e f or  m o st  A M P A  a n d  I D M P

q u a ntifi c ati o n s wit hi n t hi s t h e si s.  F urt h er m or e, it pr e s e nt e d a pr o mi si n g t o ol f or t h e si m ult a n e o u s 

q u a ntifi c ati o n  of  a mi n o m o n o - a n d  p ol y p h o s p h o n at e s  a n d  w a s  t h er ef or e  c h o s e n  f or  m et h o d 

d e v el o p m e nt i n c h a pt er 3.   

1. 3. 2 L C -Q Q Q aft er F M O C d eri v ati z ati o n

I n or d er t o d et e ct tr a c e s of A M P A a n d gl y p h o s at e, t h e tr a c e l e v el d et er mi n ati o n m et h o d f or A M P A 

a n d  gl y p h o s at e  i n v ol vi n g  d eri v ati z ati o n  at  t h e  ( pri m ar y  or  s e c o n d ar y)  a mi n e f u n cti o n  wit h  9-

fl u or e n yl m et h o x y c ar b o n yl c hl ori d e ( F M O C Cl ) ( s e e Fi g. 1. 3) h a s b e e n e m pl o y e d. T hi s tr a c e-l e v el 

q u a ntifi c ati o n m et h o d w ell d e s cri b e d i n lit er at ur e 1 1 1, 1 1 2, 1 1 6 all o w s q u a ntifi c ati o n of gl y p h o s at e a n d 

A M P A  i n  t h e  l o w μ g/ L  r a n g e,  a n d  aft er  pr e c o n c e ntr ati o n  e v e n  i n  t h e  l o w  n g/ L  r a n g e 1 1 1 .  T h e 

d eri v ati z e d  c o m p o u n d s  gl y p h o s at e -F M O C  a n d  A M P A -F M O C  ar e  r et ai n e d  o n  t h e  R P  c ol u m n, 

w hil e  u n d eri v ati z e d  ( e. g.  t erti ar y  a mi n e s  or  n o  a mi n e  c o nt ai ni n g)  T P s  ar e  n ot  r et ai n e d  a n d 

t h er ef or e  c a n n ot  h a m p er  t h e  q u a ntifi c ati o n.  T h e  u s e  of  a tri pl e  q u a dr u pl e  ( Q Q Q)  m a s s 

s p e ctr o m et er all o w s f or t a n d e m m a s s s p e ctr o m etr y ( M S/ M S ) e x p eri m e nt s a n d t h er ef or e f or t h e 

u n e q ui v o c al i d e ntifi c ati o n of c o m p o u n d s.

W E

A

V

C E

RE

S a m pl e

W a st e
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Fi g ur e  1. 3  Gl y p h o s at e  d eri v ati z ati o n  u si n g  F M O C  Cl.  Gl y p h o s at e  a n d  gl y p h o s at e -F M O C  ar e  d e pi ct e d  i n  t h eir  f ull y 
d e pr ot o n at e d f or m s.  

T hi s a n al y si s m et h o d w a s c h o s e n f or t h e  tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt s c o n d u ct e d i n c h a pt er 4 , a s 

A M P A  a n d  gl y p h o s at e  n e e d e d  t o  b e  i)  u n e q ui v o c all y  i d e ntifi e d  a n d  ii)  q u a ntifi e d  i n  l o w 

c o n c e ntr ati o n s i n a hi g hl y c o n c e ntr at e d m atri x c o nt ai ni n g a pl et h or a of  ot h er a mi n e -c o nt ai ni n g  

tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s.  

1. 3. 3 M ol y b d e n u m Bl u e M et h o d f or P O 4
3-  q u a ntifi c ati o n 

T h e M ol b y d e n u m Bl u e ( M B) m et h o d i s t h e m o st c o m m o n m et h o d  f or p h o s p h at e q u a ntifi c ati o n i n 

w at er s 1 1 7 – 1 1 9 . It  i s  b a s e d  o n  t h e f or m ati o n  of  a  bl u e-c ol o ur e d  s p e ci e s  ar o u n d  t h e  p h o s p h at e  

( p h o s p h at e m ol y b d e n u m bl u e, P M B), w hi c h  i s t h e n m e a s ur e d p h ot o m etri c all y. 

It i s a t w o-st e p r e a cti o n: T h e fir st st e p i s t h e f or m ati o n of a K e g gi n i o n ar o u n d t h e a n al yt e i o n . I n 

c a s e of p h o s p h at e a s t h e a n al yt e i o n, t h e K e g gi n i o n i s t h e 1 2 -m ol y b d o p h o s p h ori c a ci d ( 1 2 - M P A) 

i n v ol vi n g  M oVI  a n d  P V  ( s e e  (1 )). I n  t h e  n e xt  st e p,  t hi s  K e g gi n  i o n  i s  r e d u c e d  a n d  p ol y m eri s e s, 

f or mi n g  t h e bl u e P M B  ( s e e  (2 )1 1 7 . P h ot o m etri c  d et e cti o n  i s  m o stl y  c o n d u ct e d  at  eit h er  7 1 0  or 

8 8 0  n m aft er r e d u cti o n u si n g a s c or bi c a ci d 1 1 7, 1 1 8 . 

P O 4
3 − + 1 2 M o 4

2 − + 2 7 H + → H 3 P O 4 ( M o O 3 ) 1 2 + 1 2 H 2 O     (1 ) 

H 3 P M o 1 2
I V O 4 0 + r e d u ct a nt → [ H4 P M o 8

I V M o 4
V O 4 0 ]3 −       (2 ) 

T h e  m o st  wi d el y  u s e d m et h o d s  a p pl y  a m m o ni u m  m ol y b d at e,  a nti m o n y  p ot a s si u m t artr at e  a n d 

s ulf uri c  a ci d  t o g et h er  wit h  a s c or bi c  a ci d  a s  t h e  r e d u ci n g  a g e nt,  e v e n  t h o u g h  t h e  fi n al 

c o n c e ntr ati o n s diff er a littl e 1 1 7 – 1 1 9 . S ulf uri c a ci d i s u s e d f or a ci difi c ati o n, w hil e a nti n o m y i s u s e d f or 

a c c el er at e d r e d u cti o n of t h e 1 2 -M P A a n d st a bili z ati o n of t h e P M B 1 1 7, 1 1 8 . 
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It  s h o ul d  b e m e nti o n e d  t h at  M B  i s  al s o  r e p ort e d  a s  a p h o s p h o n at e  d et e cti o n  m et h o d:  Aft er 

c hr o m at o gr a p hi c  s e p ar ati o n,  t h e  P -c o nt ai ni n g  s p e ci e s  ar e  q u a ntit ati v el y  o xi di z e d  t o  P O4 3-  a n d 

t h e n tr a n sf or m e d t o t h e P M B s p e ci e s3, 1 2 0 . 

I nt erf er e n c e s wit h or g a ni c a ci d s f or mi n g a 5 - or 6 -m e m b er e d c o or di n ati o n ri n g ar o u n d M o VI  ar e 

r e p ort e d1 1 7, 1 2 1 . M o st  r e c e ntl y,  str o n g  i nt erf er e n c e  i n  t h e  pr e s e n c e  of  D T P M P  e x c e s s  w a s 

o b s er v e d 1 2 2 .  T h er ef or e,  t h e  M B  m et h o d  w a s  j u st  a p pli e d  f or  s ol uti o n s  c o nt ai ni n g  I D M P  a n d 

m o n o p h o p h o s n at e s.  F or P O 4
3-  d et er mi n ati o n  i n  t h e  pr e s e n c e  of  D T P M P,  a n  a p pr o pri at e 

q u a ntifi c ati o n t e c h ni q u e n e e d e d t o b e f o u n d.  

1. 3. 4 I C-I C P-M S  

D u e t o  t h e di s c o v er y of p h o s p h o n at e q u a ntifi c ati o n i s s u e s b y t h e m ol y b d e n u m bl u e m et h o d ( M B) 

i n  t h e  pr e s e n c e  of  hi g h er  A P P s1 2 2   – e s p e ci all y  D T P M P – a n ot h er  q u a ntifi c ati o n  m et h o d  w a s 

s o u g ht  f or P O 4
3-  q u a ntifi c ati o n i n e x c e s s D T P M P m atri c e s. T h e a n al y si s of P O 4

3-  b y m e a n s of I C 

c o u pl e d t o I C P -M S ( Q Q Q) pr e s e nt e d a s uit a bl e a n d s e n siti v e q u a ntifi c ati o n m et h o d.  A s e p ar ati o n 

a n d q u a ntifi c ati o n m et h o d f or G d -b a s e d c o ntr a st a g e nt s pr o vi d e d t h e b a si s f or t h e p h o s p h o n at e 

m et h o d u s e d 1 2 3 . Aft er at o mi z ati o n a n d i o ni z ati o n, P  w a s r e a ct e d wit h O 2  i n t h e s e c o n d q u a dr u p ol e 

a n d m e a s ur e d a s t h e P O +  a d d u ct i o n. N e xt t o P O 4
3- , ot h er P-c o nt ai ni n g c o m p o u n d s of i nt er e st  

h a v e b e e n i d e ntifi e d a n d q u a ntifi e d i n t h e r e a cti o n s u s p e n si o n s of c h a pt er 4. 

1. 3. 5 L C -I R M S ( C SI A) 

A s  t h e  u s e  of  c o m p o u n d -s p e cifi c  st a bl e  i s ot o p e  a n al y si s  ( C SI A)  b y m e a n s  of li q ui d-

c hr o m at o gr a p h y ( L C) c o u pl e d t o i s ot o p e -r ati o m a s s s p e ctr o m etr y (I R M S) i s r at h er sel d o m, s o m e 

m or e  d et ail s will b e pr o vi d e d o n t hi s m et h o d . 

C SI A i s a u s ef ul  t o ol t o d et e ct littl e c h a n g e s i n t h e i s ot o pi c c o m p o siti o n of o n e el e m e nt i n o n e 

c o m p o u n d   (n ot  s p ati all y  r e s ol v e d ).  T h er ef or e,  t h e  c o m p o u n d s  n e e d  t o  b e  s e p ar at e d  b y 

c hr o m at o gr a p h y fir st, a n d t h e n a n al y z e d i n di vi d u all y f or t h eir i s ot o pi c c o m p o siti o n. U s u all y, d u e 

t o  t h e  i n str u m e nt  c o n str u cti o n  c o n c er ni n g o xi d ati o n  r e a ct or  a n d  m a s s  a n al y z er ,  t h e  i s ot o p e 

a n al y si s i s li mit e d t o o n e el e m e nt .1 2 4  I n t hi s w or k, t h e i s ot o p e c o m p o siti o n of c ar b o n (1 3 C/ 1 2 C) w a s 

i n v e sti g at e d. 

F oll o wi n g t h e m et h o d of M arti n et al. ( 2 0 2 0) 1 2 5 , t h e s e p ar ati o n of t h e p ol ar p h o s p h o n at e s w a s 

a c hi e v e d b y m e a n s of a ni o n e x c h a n g e c hr o m at o gr a p h y w hi c h w a s t h e n c o u pl e d t o  t h e i nt erf a c e 

a n d f urt h er t o t h e I R M S ( s e e Fi g ur e 3). Aft er c hr o m at o gr a p hi c s e p ar ati o n, t h e c o m p o u n d s ar e 

o xi di z e d t o C O 2  u si n g s o di u m p er s ulf at e a n d p h o s p h or i c a ci d at 9 9. 9  ° C.  T h e C O 2  g a s i s t h e n 
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e xtr a ct e d a n d dri e d b ef or e it i s tr a n sf err e d t o t h e i o n s o ur c e. A s e ct or fi el d m a s s s p e ctr o m et er 

s er v e s a s t h e m a s s a n al y z er, u si n g t hr e e f ar a d a y c u p s s et t o t h e m a s s/ c h ar g e ( m/ z) r ati o s 4 4, 4 5 

a n d 4 6 ( s e e Fi g ur e 1. 4 ). 

Fi g ur e 1. 4 S c h e m ati c d e pi cti o n of t h e L C -I R M S i n str u m e nt u s e d wit hi n c h a pt er 1 of t hi s w or k. T h e el ut e fr o m t h e H P L C 
p art ( bl u e) e nt er s t h e i nt erf a c e ( or a n g e), w h er e all c ar b o n a c e o u s m at eri al i s o xi di z e d t o C O 2 . T h e dri e d C O2 g a s i s t h e n 
p a s s e d o n t o t h e m a s s s p e ctr o m et er ( gr e e n), w h er e it i s a n al y z e d f or t h e 1 3 C a n d 1 2 C c o nt e nt.

C SI A i s a u s ef ul t o ol t o a n al y z e t h e e n vir o n m e nt al b e h a vi or of or g a ni c c o nt a mi n a nt s 1 2 6, 1 2 7 . T h e 

b a si s  f or  t h o s e  i n v e sti g ati o n s  li e s  i n  t h e  diff er e nti al  b e h a vi or of  diff er e nt  i s ot o p ol o g u e s  of  o n e 

c o m p o u n d  d uri n g  c h e mi c al  or  p h y si c al  r e a cti o n s 1 2 8 .  T o pr o v e  t h e  d e gr a d ati o n  of  a n  or g a ni c 

c o nt a mi n a nt  c o ntr ar y  t o  s or pti o n  or  l e a c hi n g,  o n e  c a n  m a k e  u s e  of  t h e  ki n eti c  i s ot o p e  eff e ct 

( KI E)1 2 6 . T y pi c all y, b o n d s i n v ol vi n g t h e li g ht er i s ot o p e ar e br o k e n m or e e a sil y t h a n b o n d s i n v ol vi n g 

t h e h e a v y i s ot o p e, w hi c h i s t h e n c all e d “ n or m al” KI E1 2 4, 1 2 8 . D uri n g a pr o c e e di n g b o n d cl e a v a g e 

r e a cti o n (irr e v er si bl e),  t h e  h e a v y  i s ot o p e  i s  e nri c h e d  i n  t h e  pr e c ur s or/ p ar e nt  c o m p o u n d.  I n 

g e n er al, t h e i s ot o p e fr a cti o n c a u s e d b y p h y si c al pr o c e s s e s i s i n si g nifi c a nt c o m p ar e d t o c h e mi c al 

r e a cti o n s1 2 6, 1 2 9 ,  h e n c e t h e  i s ot o pi c  c o m p o siti o n  of  t h e  r e m ai ni n g  fr a cti o n  pr o vi d e s  i nf or m ati o n 

a b o ut  t h e  n at ur e  of  t h e  o c c urri n g  pr o c e s s e s.  M or e  a c c ur at el y,  t h e  i s ot o pi c  e nri c h m e nt  i n  t h e 

r e m ai ni n g fr a cti o n c a n pr o vi d e i nf or m ati o n a b o ut t h e diff er e n c e i n a cti v ati o n e n er gi e s b et w e e n 

diff er e nt i s ot o p ol o g u e s ( s e e Fi g ur e 1. 4 ). T hi s, of c o ur s e, i s j u st a p pli c a bl e if t h e fr a cti o n ati n g st e p 

i s n ot m a s k e d b y a m u c h sl o w er or r e v er si bl e n ot fr a cti o n ati n g st e p i n a m ulti-st e p r e a cti o n. 1 2 6, 1 2 9

T h er ef or e, m e a s uri n g t h e i s ot o pi c fr a cti o n ati o n i n t h e p ar e nt c o m p o u n d c a n pr o vi d e i n si g ht s i nt o 

t h e u n d erl yi n g tr a n sf or m ati o n m e c h a ni s m, e. g. w hi c h b o n d i s br o k e n or w hi c h st e p i s r e v er si bl e 

or r at e -li miti n g1 2 6 . Fi g ur e 1. 5 s c h e m ati c all y d e pi ct s a h et er o g e n o u s t hr e e-st e p o xi d ati o n r e a cti o n 
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i n v ol vi n g s or pti o n, el e ctr o n tr a n sf er a n d b o n d cl e a v a g e a s i n t h e e x p eri m e nt s c o n d u ct e d f or t hi s 

t h e si s. W hil e s or pti o n i s r e v er si bl e, el e ctr o n tr a n sf er a n d b o n d cl e a v a g e ar e irr e v er si bl e. If t h er e 

i s a n y i s ot o p e fr a cti o n ati o n vi si bl e, it i s c a u s e d b y t h e b o n d cl e a v a g e st e p  (st e p 3, irr e v er si bl e), 

a s  s or pti o n a n d  el e ctr o n  tr a n sf er  d o  n ot  i n v ol v e  c ar b o n  at o m s   (if i s ot o p e  fr a cti o n ati o n i s n ot 

m a s k e d  b y  a  sl o w  pr e vi o u s  st e p ).  Fi g ur e  1. 5 h ol d s  t w o  s c e n ari o s:  I)  t h e  a cti v ati o n  e n er g y  f or 

el e ctr o n tr a n sf er ( st e p 2) i s hi g h er t h a n f or s or pti o n  ( st e p 1) ( bl a c k). II) t h e a cti v ati o n e n er g y f or 

el e ctr o n  tr a n sf er  i s  l o w er  t h a n  f or  s or pti o n  ( bl u e),  w hi c h  will  l e a d  t o  a  gr e at er s h ar e  of  t h e 

m ol e c ul e s  pr o c e e di n g  vi a  el e ctr o n  tr a n sf er  t h a n  i n  I).  I s ot o p e  fr a cti o n ati o n  fr o m  st e p  3  ( b o n d 

cl e a v a g e) will b e mirr or e d i n p o ol B, a s st e p 2 a n d 3 ar e b ot h irr e v er si bl e.  I n s c e n ari o I) s or b e d 

c o m p o u n d s i n p o ol B will d e s or b a g ai n ( st e p 1) a n d g at h er i n p o ol A. T hi s h a p p e n s t o a gr e at er 

e xt e nt t h a n i n s c e n ari o II), w h er e a hi g h er p er c e nt a g e  will r e a ct f urt h er vi a el e ctr o n tr a n sf er  ( st e p 

2)  d u e t o t h e l o w er a cti v ati o n e n er g y  ( bl u e) f or el e ctr o n tr a n sf er. T hi s m e a n s, t h at i n s c e n ari o I) 

p o ol  A  ( u n s or b e d  p ar e nt  c o m p o u n d)  a n d p o ol B  ( s or b e d  p ar e nt  c o m p o u n d,  p artl y  e nri c h e d  i n 

h e a v y i s ot o p e s) ar e mi x e d. T h u s, t h e m e a s ur e d  i s ot o p e fr a cti o n ati o n i n p o ol A ( a q u e o u s) a n d B 

( s or b e d p h a s e) h ol d s i nf or m ati o n a b o ut t h e r el ati v e r el ati o n s hi p b et w e e n t h e a cti v ati o n e n er gi e s 

al o n g t h e r e a cti o n p at h , n ot j u st t h e fr a cti o n ati n g st e p. 

 

Fi g ur e  1. 5  E n er g y  di a gr a m  of  a  t hr e e -st e p  o xi d ati o n  r e a cti o n  of  a n  or g a ni c  c o m p o u n d  o n  a  mi n er al  i n v ol vi n g  t w o 
diff er e nt s c e n ari o s ( bl a c k a n d bl u e), w hi c h diff er i n t h eir a cti v ati o n e n er g y f or t h e el e ctr o n tr a n sf er.  

F or m or e d et ail s, it i s r ef err e d t o El s n er ( 2 0 1 0) 1 2 6  a n d H of st ett er et al.  ( 2 0 2 4)1 2 7 . 

 

1. 3. 6 M a n g a n es e A n al ysis  

M a n g a n e s e  i n  s ol uti o n  w a s  q u a ntifi e d  b y  m e a n s  of  mi cr o w a v e  pl a s m a  at o mi c  e mi s si o n 

s p e ctr o s c o p y ( M P - A E S). M n 2 +  i s a pr o d u ct of M n I VO 2  r e d u cti o n a n d i s  t h er ef or e r el e a s e d w h e n  

M n O 2  s er v e s a s a n o xi d a nt , w hi c h i s w h y M n 2 +  r el e a s e w a s u s e d a s a pr o x y f or r e a cti o n pr o gr e s s 

i n  pr e vi o u s  st u di e s1 3 0 .  H o w e v er, M n 2 +  c a n i n  t ur n  s or b  t o  t h e  M n O2  mi n er al  s urf a c e,  eit h er b y 
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el e ctr o st ati c s or pti o n or u n d er g oi n g c o m pr o p orti o n ati o n wit h M n I V f or mi n g M nIII 9 5, 1 3 1, 1 3 2 . H e n c e, 

t h e p ur e a q u e o u s m a n g a n e s e c o n c e ntr ati o n d o e s  n ot pr o vi d e s uffi ci e nt i nf or m ati o n o n M n r el e a s e 

a n d/ or r e d u cti o n 1 3 3 . T h er ef or e,  i n t hi s t h e si s s or pti o n i s ot h er m s f or M n 2 +  s or pti o n o nt o M n O 2  h a v e 

b e e n  r e c or d e d  a n d  t h e  e x p eri m e nt al  d at a  w a s  fitt e d  u si n g  t h e  Fr e u n dl ic h  m o d el 1 3 4 . T h i s 

Fr e u n d li c h i s ot h er m  t h e n  s er v e d  a s  a  f o u n d ati o n  t o  c al c ul at e s or b e d  M n  a n d  i n  t ur n  t ot al  M n 

r el e a s e i n c h a pt er 2 . D u e t o I D M P tr a n sf or m ati o n a n d t h er ef or e M n 2 +  r el e a s e, s or pti o n i s ot h er m s 

of M n 2 +  o n M n O 2  c a n n ot b e r e c or d e d i n t h e a ct u al m e di u m  – h e n c e, thi s a p pr o a c h pr e s e nt s a n 

a p pr o xi m ati o n. 

 

1. 4 Ai ms a n d S c o p e  

A P P s h a v e g ai n e d si g nifi c a nt i m p ort a n c e i n v ari o u s i n d u stri al a n d d o m e sti c a p pli c ati o n s o v er t h e 

p a st d e c a d e s 7 . I niti all y c o n si d er e d st a bl e d u e t o t h eir C-P b o n d, r e c e nt r e s e ar c h h a s r e v e al e d 

t h at A P P s ar e m or e s u s c e pti bl e t o tr a n sf or m ati o n t h a n pr e vi o u sl y t h o u g ht3 2, 3 4, 1 3 5 . T hi s di s c o v er y, 

c o u pl e d wit h t h e p ot e nti al r ol e of A P P s i n t h e f or m ati o n of gl y p h o s at e a n d A M P A i n W W T P s 4 2, 4 3 , 

u n d er s c or e s t h e ur g e nt n e e d f or a c o m pr e h e n si v e u n d er st a n di n g of t h eir e n vir o n m e nt al f at e a n d 

tr a n sf or m ati o n pr o c e s s e s. 

T hi s t h e si s f o c u s e s o n f u n d a m e nt al r e s e ar c h i nt o t h e e n vir o n m e nt al b e h a vi or a n d tr a n sf or m ati o n 

of A P P s  u n d er c o ntr oll e d l a b or at or y c o n diti o n s, pr o vi di n g a f o u n d ati o n f or f ut ur e st u di e s i n m or e 

c o m pl e x e n vir o n m e nt al m atri c e s. All e x p eri m e nt s w er e c o n d u ct e d at e n vir o n m e nt all y r el e v a nt p H 

l e v el s  ( 6  or  8)  t o  e n s ur e  a p pli c a bilit y  t o  n at ur al  s y st e m s. K e y  a s p e ct s  wit hi n  t h e  s c o p e  of  t hi s 

r e s e ar c h i n cl u d e:  

1.  D et ail e d el u ci d ati o n  of t h e I D M P o xi d ati o n m e c h a ni s m o n M n O 2  s urf a c e s  

2.  D e v el o p m e nt a n d v ali d ati o n of a gr e e n a n al yti c al m et h o d f or si m ult a n e o u s q u a ntifi c ati o n 

of m ulti pl e A ( P) P s wit h o ut t h e n e e d of d eri v ati s ati o n  

3.  E x pl or ati o n of gl y p h o s at e  f or m ati o n fr o m D T P M P o xi d ati o n b y M n O2  

T h e o v er ar c hi n g  ai m of t hi s t h e si s i s t o el u ci d at e m a n g a n e s e -dri v e n  tr a n sf or m ati o n of A P Ps u n d er 

e n vir o n m e nt all y  r el e v a nt  c o n diti o n s.  T hi s  r e s e ar c h  s e e k s  t o  c o ntri b ut e  t o  a  c o m pr e h e n si v e 

u n d er st a n di n g of A P P d e gr a d ati o n p at h w a y s, i m pr o v e a n al yti c al m et h o d s f or t h eir q u a ntifi c ati o n, 

a n d i n v e sti g at e t h e p ot e nti al f or m ati o n of gl y p h o s at e a n d A M P A a s tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s.  
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T h e s p e cifi c o bj e cti v e s  a n d a p pr o a c h e s  of e a c h p art  will b e di s c u s s e d b el o w:  

D e s pit e  e xt e n si v e  r e s e ar c h  o n  A P P  tr a n sf or m ati o n,  t h e  e x a ct  m e c h a ni s m  of  o xi d ati v e 

tr a n sf or m ati o n o n m a n g a n e s e di o xi d e r e m ai n s u n cl e ar. U n d er st a n di n g t hi s pr o c e s s i s cr u ci al f or 

pr e di cti n g  t h e  e n vir o n m e nt al  f at e  of  A P P s  a n d  t h eir  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s. C h a pt er  2  

a d dr e s s e s  t hi s  k n o wl e d g e  g a p, a n d  el u ci d at e s  t h e  h et er o g e n o u s  o xi d ati o n  of  A P P s  o n 

m a n g a n e s e  di o xi d e  wit h  t h e  bi s p h o s p h o n at e  I D M P  a s  a  m o d el  c o m p o u n d.  I D M P  r e a ct s  wit h 

M n O 2  b ut  d o e s  n ot  r e a ct  wit h  M n 2 + / O2 . T hi s eli mi n at e s  o n e c o m pl e xit y  di m e n si o n  pr e s e nt  f or 

hi g h er A P P s 4 0  a n d all o w s t h e p ur e i n v e sti g ati o n of t h e h et er o g e n o u s o xi d ati o n . A d diti o n all y, t h e 

f or m ati o n of T P s i s li mit e d c o m p ar e d t o e. g. D T P M P a n d t h e c o m pl et e tr a n sf or m ati o n  of I D M P  o n  

M n O 2  pr o c e e d s i n a n a d e q u at e ti m e r a n g e ( 1 0 0 - 40 0 h).  

C h a pt er 2  ai m s t o s h e d li g ht o n t hi s m ulti -st e p r e a cti o n, w hi c h i n cl u d e s e. g. s or pti o n, el e ctr o n 

tr a n sf er,  b o n d  cl e a v a g e,  d e s or pti o n a n d  r e s or pti o n  of  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s. T h er ef or e,  t h e 

o xi d ati o n of I D M P o n M n O 2  w a s i n v e sti g at e d i n 1 0 l a b or at or y b at c h e x p eri m e nt s, diff eri n g i) i n t h e 

t y p e of M n O2  u s e d a n d ii) i n t h e M n O 2  c o n c e ntr ati o n . A s s or pti o n o n a n d r e d o x p ot e nti al of M n O 2  

ar e p H -d e p e n d e nt, t h e e x p eri m e nt al p H w a s c o ntr oll e d at  6 u si n g M E S b uff er. T h e m ai n a n al y si s 

t o ol s  e m pl o y e d  w er e  q u a ntifi c ati o n  of  I D M P  a n d  it s  m ai n T P s A M P A  a n d  P O 4
3- ,  a s  w ell  a s 

q u a ntifi c ati o n  of  r el e a s e d  M n2 + . C SI A  h a s  b e e n  e m pl o y e d  a s  a  s p e ci al  t o ol  t o  i n v e sti g at e  t h e 

s u c c e s si o n  of t h e  diff er e nt  r e a cti o n st e p s  a n d t o e x pl ai n diff er e n c e s i n b e h a vi or  w h e n alt eri n g t h e 

M n O 2  c o n c e ntr ati o n a n d/ or w h e n u si n g a diff er e nt mi n er al.  

 

C urr e nt a n al yti c al m et h o d s f or q u a ntif yi n g A P P s a n d t h eir T P s e x hi bit n ot a bl e c o n str ai nt s i n t er m s 

of e n vir o n m e nt al s u st ai n a bilit y a n d m ulti -a n al yt e d et e cti o n c a p a biliti e s. T h e s e li mit ati o n s i m p e d e 

i n v e sti g ati o n s of A P P tr a n sf or m ati o n a n d s or pti o n i n li g n wit h t h e pri n ci pl e s of gr e e n a n al yti c al 

c h e mi str y  ( G A C).  T o  o v er c o m e  t h e s e  c h all e n g e s , c h a pt er  3  ai m s  at  d e v el o pi n g  a  gr e e n  

si m ult a n e o u s  q u a ntifi c ati o n  m et h o d f or  t h e si x  a mi n o p h o s p h o n at e s A M P A,  Gl y p h o s at e,  I D M P, 

A T M P, E D T M P a n d D T P M P. I n t h e c h a pt er 2 , I D M P a n d A M P A c o n c e ntr ati o n s w er e r o uti n el y 

a n al y z e d  b y I C - P A D. I C-P A D off er s n u m er o u s a d v a nt a g e s i n t er m s of G A C, s u c h a s l o w e n er g y 

c o n s u m pti o n, n o n e e d f or d eri v ati z ati o n, a n d t h e u s e of p ur el y a q u e o u s el u e nt s.  T h er ef or e, t h e 

ai m w a s t o e x p a n d t h e pr e vi o u s A M P A/I D M P m et h o d t o i n cl u d e  gl y p h o s at e a n d  A P P s. A n a ni o n 

e x c h a n g e  c ol u m n  alr e a d y  pr o v e n s uit a bl e f or  t h e  s e p ar ati o n  of  A P P s  ( Di o n e x  I o n P a c  A S 1 6)1 6  

w a s e m pl o y e d f or t hi s p ur p o s e.  
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T h e m et h o d ai m s  t o q u a ntif y A P P s a n d s el e ct e d T P s i n l a b or at or y b at c h e x p eri m e nt s. T h er ef or e, 

c o ntr ar y t o r e q uir e m e nt s f or ultr a -tr a c e e n vir o n m e nt al a n al y si s m et h o d s , it w a s pri m aril y f o c u s e d 

o n si m pli cit y,  gr e e n n e s s,  a n d  l o w  c o st .  M et h o d  v ali d ati o n  f o c u s e d  o n  r e pr o d u ci bilit y,  w hil e 

a p pli c a bilit y  w a s  s h o w n  u si n g  a  D T P M P  tr a n sf or m ati o n  e x p eri m e nt  o n  M n O 2 .  F urt h er,  t h e 

gr e e n n e s s of t hi s m et h o d is c o m p ar e d t o a n ot h er r e c e ntl y p u bli s h e d A P P q u a ntifi c ati o n m et h o d 

u si n g a g e n eri c gr e e n n e s s m etri c s y st e m f or a n al yti c al m et h o d s.  A gr e at d e al of ti m e w e nt i nt o 

m ai nt e n a n c e a n d r e g e n er ati o n of t h e I C s y st e m a n d c ol u m n t o a s s ur e r o b u st n e s s of t h e s y st e m . 

R e c e nt st u di e s s u g g e st e d t h at m u ni ci p al w a st e w at er s c o ul d b e a pr e vi o u sl y u nr e c o g ni z e d s o ur c e 

of gl y p h o s at e i n s urf a c e w at er s, wit h A P P s a s p ot e nti al pr e c ur s or s. H o w e v er, t h e f or m ati o n of 

gl y p h o s at e fr o m A P P s u n d er e n vir o n m e nt all y r el e v a nt c o n diti o n s h a s n ot  b e e n d e m o n str at e d  u ntil 

n o w . T o a d dr e s s t hi s criti c al k n o wl e d g e g a p, c h a pt er 4  i n v e sti g at e s t h e f or m ati o n of A M P A a n d 

gl y p h o s at e  d uri n g  D T P M P  o xi d ati o n  b y  M n O 2 . It  b uil d s  u p o n  t h e  t w o  pr e vi o u s  st u di e s,  a s  it 

c o m bi n e s t h e k n o wl e d g e d eri v e d a b o ut I D M P o xi d ati o n o n M n O 2  i n c h a pt er  2 a n d a p pli e s t h e 

A P P q u a ntifi c ati o n m et h o d d e s cri b e d i n c h a pt er 3 . 

C h a pt er 4  el u ci d at e s if a n d u n d er w hi c h c o n diti o n s t h e  f or m ati o n of gl y p h o s at e fr o m D T P M P vi a 

m a n g a n e s e -dri v e n  o xi d ati o n i s c h e mi c all y  p o s si bl e .  Se v er al  fi n di n g s fr o m  lit er at ur e  a n d 

c h a pt er  2 i n di c at e d gl y p h o s at e f or m ati o n fr o m D T P M P u si n g a str o n g o xi d a nt b ei n g pl a u si bl e, 

t h u s  it  w a s e x pli citl y  s e ar c h e d  f or  gl y p h o s at e  a s a mi n or  T P  u si n g   a tr a c e-l e v el  q u a ntifi c ati o n 
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pr e s e n c e  of  M n 2 + / O2 . L a st  b ut  n ot  l e a st,  t h e  e n vir o n m e nt al  r el e v a n c e  of  m a n g a n e s e -dri v e n 
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t h e q u a ntifi c ati o n of P O4 3-  a n d pr o vi d e d a n o v er vi e w of all P -c o nt ai ni n g pr o d u ct s f or m e d wit hi n a n 

e x p eri m e nt.  T h e o ut c o m e s of t hi s st u d y s h all s er v e – a s f or c h a pt er 2  – a s a b a si s f or  f urt h er 

r e s e ar c h i n e n vir o n m e nt al a n d t e c h ni c al s y st e m s .  
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( 4 1) C al vi n, G.; L o n g, P. H.; Stit z el, K. A.; A n d er s o n, R. L.; B al m br a, R.; Br u c e, R. D.; B h att, A.; 

Mill er,  P.  M.;  Br o a d m e a d o w,  A.  Et h yl e n e di a mi n et etr a( M et h yl e n e p h o s p h o ni c  A ci d): 

G e n ot o xi cit y,  Bi o di stri b uti o n,  a n d  S u b c hr o ni c  a n d  C hr o ni c  T o xi cit y  i n  R at s. F d.  C h e m. 

T o xi c.  1 9 8 8 , 2 6  ( 7), 6 0 1– 6 1 1 1.  

( 4 2) V e n ditti,  S.;  Ki e s c h,  A.;  H a n s e n,  J.  F at e  of  Gl y p h o s at e  a n d  It s  M et a b olit e 

A mi n o M et h yl P h o s p o ni c A ci d ( A M P A) fr o m P oi nt S o ur c e t hr o u g h W a st e w at er Sl u d g e a n d 

A d v a n c e d  Tr e at m e nt. C h e m o s p h er e  2 0 2 3 , 3 4 0 . 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c h e m o s p h er e. 2 0 2 3. 1 3 9 8 4 3.  

( 4 3) S c h wi e nt e k,  M.;  R ü g n er,  H.;  H a d erl ei n,  S.  B.;  S c h ul z,  W.;  Wi m m er,  B.;  E n g el b art,  L.; 

Bi e g er,  S.;  H u h n,  C.  Gl y p h o s at e  C o nt a mi n ati o n  i n  E ur o p e a n  Ri v er s  N ot  fr o m  H er bi ci d e 

A p pli c ati o n ? W at er R e s  2 0 2 4 , 2 6 3 , 1 2 2 1 4 0. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. w atr e s. 2 0 2 4. 1 2 2 1 4 0. 

( 4 4) Gr a n d c oi n,  A.;  Pi el,  S.;  B a ur è s,  E.  A mi n o M et h yl P h o s p h o ni c  A ci d  ( A M P A)  i n  N at ur al 

W at er s:  It s  S o ur c e s,  B e h a vi or  a n d  E n vir o n m e nt al  F at e. W at er  R e s e ar c h .  El s e vi er  Lt d 

2 0 1 7, p p 1 8 7 – 1 9 7. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. w atr e s. 2 0 1 7. 0 3. 0 5 5.  

( 4 5) B e n br o o k,  C.  M.  H o w  Di d  t h e  U S  E P A  a n d  I A R C  R e a c h  Di a m etri c all y  O p p o s e d 

C o n cl u si o n s o n t h e G e n ot o xi cit y of Gl y p h o s at e -B a s e d H er bi ci d e s ? E n vir o n S ci E ur  2 0 1 9 , 

3 1  ( 1). htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 3 0 2-0 1 8 -0 1 8 4 -7.  

( 4 6) B e n br o o k, C. M. Tr e n d s i n Gl y p h o s at e H er bi ci d e U s e i n t h e U nit e d St at e s a n d Gl o b all y. 

E n vir o n S ci E ur  2 0 1 6 , 2 8  ( 1), 1– 1 5. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 3 0 2 -0 1 6 -0 0 7 0 -0.  

( 4 7) D u k e, S. O.; P o wl e s, S. B. Gl y p h o s at e: A O n c e -i n- a-C e nt ur y H er bi ci d e. P e st M a n a g S ci  

2 0 0 8 , 6 4  ( 4), 3 1 9– 3 2 5. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ p s. 1 5 1 8.  

( 4 8) A n dr á s  S z é k á c s;  B él a  D ar v a s.  F ort y  Y e ar s  wit h  Gl y p h o s at e.  I n H er bi ci d e s:  Pr o p erti e s, 

S y nt h e si s a n d C o ntr ol of W e e d s ; 2 0 1 2; p p 2 4 7 – 2 8 7.  
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( 4 9) M a g gi, F.; l a C e cili a, D.; T a n g, F. H. M.; M c Br at n e y, A. T h e Gl o b al E n vir o n m e nt al H a z ar d 

of  Gl y p h o s at e  U s e. S ci e n c e  of  t h e  T ot al  E n vir o n m e nt  2 0 2 0 , 7 1 7 . 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. s cit ot e n v. 2 0 2 0. 1 3 7 1 6 7.  

( 5 0) M y er s, J. P.; A nt o ni o u, M. N.; Bl u m b er g, B.; C arr oll, L.; C ol b or n, T.; E v er ett, L. G.; H a n s e n, 

M.; L a n dri g a n, P. J.; L a n p h e ar, B. P.; M e s n a g e, R.; V a n d e n b er g, L. N.; V o m S a al, F. S.; 

W el s h o n s, W. V.; B e n br o o k, C. M. C o n c er n s o v er U s e of Gl y p h o s at e - B a se d H er bi ci d e s 

a n d  Ri s k s  A s s o ci at e d  wit h  E x p o s ur e s:  A  C o n s e n s u s  St at e m e nt. E n vir o n m e nt al  H e alt h  

2 0 1 6 , 1 5  ( 1). htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 9 4 0-0 1 6 -0 1 1 7 -0.  

( 5 1) B or g g a ar d, O. K.; Gi m si n g, A. L. F at e of Gl y p h o s at e i n S oil a n d t h e P o s si bilit y of L e a c hi n g 

t o  Gr o u n d  a n d  S urf a c e  W at er s:  A  R e vi e w. P e st  M a n a g  S ci  2 0 0 8 , 6 4  ( 4),  4 4 1– 4 5 6. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ p s. 1 5 1 2.  

( 5 2) H e n d er s o n, A. M . ; G er v ai s, J. A. ; L u u ki n e n, B. ; B u hl, K. ; St o n e, D. ; Stri d, A. ; Cr o s s, A. ;; 

J e n ki n s,  J. Gl y p h o s at e  T e c h ni c al  F a ct  S h e et . 

htt p:// n pi c. or st. e d u/f a ct s h e et s/ ar c hi v e/ gl y p h ot e c h. ht ml ( a c c e s s e d 2 0 2 4 -0 6 -1 1).  

( 5 3) B e nt o, C. P. M.; Y a n g, X.; G ort, G.; X u e, S.; v a n D a m, R.; Z o m er, P.; M ol, H. G. J.; Rit s e m a, 

C. J.; G ei s s e n, V. P er si st e n c e of Gl y p h o s at e a n d A mi n o m et h yl p h o s p h o ni c A ci d i n L o e s s 

S oil  u n d er  Diff er e nt  C o m bi n ati o n s  of  T e m p er at ur e,  S oil  M oi st ur e  a n d  Li g h t/ D ar k n e s s. 

S ci e n c e  of  t h e  T ot al  E n vir o n m e nt  2 0 1 6 , 5 7 2 ,  3 0 1– 3 1 1. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. s cit ot e n v. 2 0 1 6. 0 7. 2 1 5.  

( 5 4) B ai,  S.  H.;  O g b o ur n e,  S.  M.  Gl y p h o s at e:  E n vir o n m e nt al  C o nt a mi n ati o n,  T o xi cit y  a n d 

P ot e nti al  Ri s k s  t o  H u m a n  H e alt h  vi a  F o o d  C o nt a mi n ati o n. E n vir o n m e nt al  S ci e n c e  a n d 

P oll uti o n  R e s e ar c h  2 0 1 6 , 2 3  ( 1 9),  1 8 9 8 8– 1 9 0 0 1.  htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 1 1 3 5 6 -0 1 6 -

7 4 2 5 -3.  

( 5 5) Gi e s y,  J.  P.;  K a n n a n,  K.  Gl o b al  Di stri b uti o n  of  P erfl u or o o ct a n e  S ulf o n at e  i n  Wil dlif e. 

E n vir o n S ci T e c h n ol  2 0 0 1 , 3 5  ( 7), 1 3 3 9– 1 3 4 2. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ e s 0 0 1 8 3 4 k.  

( 5 6) B ø h n,  T.;  C u hr a,  M.;  Tr a a vi k,  T.;  S a n d e n,  M.;  F a g a n,  J.;  Pri mi c eri o,  R.  C o m p o siti o n al 

Diff er e n c e s i n S o y b e a n s o n t h e M ar k et: Gl y p h o s at e A c c u m ul at e s i n R o u n d u p R e a d y G M 

S o y b e a n s. F o o d  C h e m  2 0 1 4 , 1 5 3 ,  2 0 7– 2 1 5. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.f o o d c h e m. 2 0 1 3. 1 2. 0 5 4.  

( 5 7) Willi a m s,  G.  M.;  Kr o e s,  R.;  M u nr o,  I.  C.  S af et y  E v al u ati o n  a n d  Ri s k  A s s e s s m e nt  of  t h e 

H er bi ci d e  R o u n d u p  a n d  It s  A cti v e  I n gr e di e nt,  Gl y p h o s at e,  f or  H u m a n s. R e g ul at or y 
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T o xi c ol o g y  a n d  P h ar m a c ol o g y  2 0 0 0 , 3 1  ( 2),  1 1 7– 1 6 5. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 6/rt p h. 1 9 9 9. 1 3 7 1.  

( 5 8) Br a d b err y, S. M.; Pr o u df o ot, A. T.; V al e, J. A. Gl y p h o s at e P oi s o ni n g. T o xi c ol R e v  2 0 0 4 , 2 3  

( 3), 1 5 9– 1 6 7. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 2 1 6 5/ 0 0 1 3 9 7 0 9 -2 0 0 4 2 3 0 3 0 -0 0 0 0 3.  

( 5 9) I A R C. S o m e Or g a n o p h o s p h at e I n s e cti ci d e s a n d H er bi ci d e s. I A R C M o n o gr E v al C ar ci n o g 

Ri s k s H u m  2 0 1 7 , 1 1 2 . 

( 6 0) G u yt o n, K. Z.; L o o mi s, D.; Gr o s s e, Y.; El G hi s s a s si, F.; B e n br a hi m -T all a a, L.; G u h a, N.; 

S c o c ci a nti, C.; M att o c k, H.; Str aif, K.; Bl air, A.; Frit s c hi, L.; M c L a u g hli n, J.; S er gi, C. M.; 

C al af,  G.  M.;  L e  C uri e u x,  F.;  B al di,  I.;  F or a sti er e,  F.;  Kr o m h o ut,  H.;  ’t  M a n n etj e,  A.; 

R o dri g u e z,  T.;  E g e g h y,  P.;  J a h n k e,  G.  D.;  J a m e s o n,  C.  W.;  M arti n,  M.  T.;  R o s s,  M.  K.; 

R u s y n, I.; Z ei s e, L. C ar ci n o g e ni cit y of T etr a c hl or vi n p h o s, P ar at hi o n, M al at hi o n, Di a zi n o n, 

a n d  Gl y p h o s at e. L a n c et  O n c ol  2 0 1 5 , 1 6  ( 5),  4 9 0– 4 9 1.  htt p s:// d o i. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 1 4 7 0-

2 0 4 5( 1 5) 7 0 1 3 4 -8.  

( 6 1) E P A’ s Offi c e of P e sti ci d e Pr o gr a m s. Gl y p h o s at e I s s u e P a p er: E v al u ati o n of C ar ci n o g e ni c 

P ot e nti al ; 2 0 1 6. htt p s:// w w w. e p a. g o v/ sit e s/ d ef a ult/fil e s/ 2 0 1 6 -

0 9/ d o c u m e nt s/ gl y p h o s at e _i s s u e _ p a p er _ e v al u ati o n _ of _ c ar ci n c o g e ni c _ p ot e nti al. p df 

( a c c e s s e d 2 0 2 4-1 2 -0 3).  

( 6 2) E ur o p e a n F o o d S af et y A ut h orit y. E F S A E x pl ai n s t h e S ci e ntifi c A s s e s s m e nt Gl y p h o s at e ; 

2 0 2 3.  htt p s:// w w w. ef s a. e ur o p a. e u/ sit e s/ d ef a ult/fil e s/ 2 0 2 3 -0 7/ gl y p h o s at e _f a ct s h e et. p df 

( a c c e s s e d 2 0 2 4-0 6 -1 1).  

( 6 3) E ur o p e a n  C o m mi si o n. St at u s  of  gl y p h o s at e  i n  t h e  E U . 

htt p s://f o o d. e c. e ur o p a. e u/ pl a nt s/ p e sti ci d e s/ a p pr o v al -a cti v e -s u b st a n c e s -s af e n er s -a n d -

s y n er gi st s/r e n e w al -a p pr o v al/ gl y p h o s at e _ e n ( a c c e s s e d 2 0 2 4 -1 2 -0 3).  

( 6 4) D a v or e n,  M.  J.;  S c hi e stl,  R.  H.  Gl y p h o s at e -B a s e d  H er bi ci d e s  a n d  C a n c er  Ri s k:  A P o st -

I A R C  D e ci si o n  R e vi e w  of  P ot e nti al  M e c h a ni s m s,  P oli c y  a n d  A v e n u e s  of  R e s e ar c h. 

C ar ci n o g e n e si s  2 0 1 8 , 3 9  ( 1 0), 1 2 0 7– 1 2 1 5. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ c ar ci n/ b g y 1 0 5.  

( 6 5) P o st,  J.  E.  M a n g a n e s e  O xi d e  Mi n er al s:  Cr y st al  Str u ct ur e s  a n d  E c o n o mi c  a n d 

E n vir o n m e nt al Si g nifi c a n c e. Pr o c. N atl. A c a d. S ci. U S A  1 9 9 9 , 9 6 , 3 4 4 7– 3 4 5 4.  



1 G e n er al I ntr o d u cti o n   

2 7  
 

( 6 6) H a n s el,  C.  M.;  L e ar m a n,  D.  R.  G e o mi cr o bi ol o g y  of  M a n g a n e s e.  I n E hrli c h’ s 

G e o mi cr o bi ol o g y ; E hrli c h, H. L., N e w m a n, D. K., K a p pl er, A., E d s.; C R C Pr e s s, T a yl or & 

Fr a n ci s Gr o u p: B o c a R at o n, F L, U S A, 2 0 1 6; p p 4 0 1 – 4 5 2.  

( 6 7) Li, J.; Ji a, Y.; D o n g, R.; H u a n g, R.; Li u, P.; Li, X.; W a n g, Z.; Li u, G.; C h e n, Z. A d v a n c e s i n 

t h e M e c h a ni s m s of Pl a nt T ol er a n c e t o M a n g a n e s e T o xi cit y. I nt J M ol S ci 2 0 1 9 , 2 0  ( 2 0). 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 3 3 9 0/ij m s 2 0 2 0 5 0 9 6.  

( 6 8) S p arr o w,  L.  A.;  Ur e n,  N.  C.  M a n g a n e s e  O xi d ati o n  a n d  R e d u cti o n  i n  S oil s:  Eff e ct s  of 

T e m p er at ur e, W at er P ot e nti al, P H a n d T h eir I nt er a cti o n s. S oil R e s e ar c h  2 0 1 4 , 5 2  ( 5), 4 8 3–

4 9 4. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 7 1/ S R 1 3 1 5 9.  

( 6 9) J a k u b u s,  M.  Di stri b uti o n  of  O x y p hi ni c  El e m e nt s  i n  S e w a g e  Sl u d g e  Fr a cti o n s  B a s e d  o n 

M a n g a n e s e  a n d  Ni c k el. J o ur n al  of  E c ol o gi c al  E n gi n e eri n g  2 0 2 1 , 2 2  ( 6),  7 2– 8 2. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 2 9 1 1/ 2 2 9 9 8 9 9 3/ 1 3 7 3 5 9.  

( 7 0) A n dr e a  R o s k o s c h;  P atri c  H ei d e c k e. Kl är s c hl a m m  E nt s or g u n g  i n  D er  B u n d e sr e p u bli k 

D e ut s c hl a n d ; D e s s a u -R o ßl a u, 2 0 1 8. 

htt p s:// w w w. u m w elt b u n d e s a mt. d e/ sit e s/ d ef a ult/fil e s/ m e di e n/ 3 7 6/ p u bli k ati o n e n/ 2 0 1 8 _ 1 0 _ 0

8 _ u b a _f b _ kl a er s c hl a m m _ bf _l o w. p df ( a c c e s s e d 2 0 2 4 -0 6 -1 1).  

( 7 1) Sl y,  L.  I.;  H o d g ki n s o n,  M.  C.;  Ar u n p air oj a n a,  V.  D e p o siti o n  of  M a n g a n e s e  i n  a  Dri n ki n g 

W at er Di stri b uti o n S y st e m F oll o wi n g t h e C o m mi s si o ni n g i n 1 9 8 3 of t h e M ol e n di n ar. A p pl 

E n vir o n Mi cr o bi ol  1 9 9 0 , 5 6  ( 3), 6 2 8– 6 3 9.  

( 7 2) R e m u c al, C. K.; Gi n d er -V o g el, M. A Criti c al R e vi e w of t h e R e a cti vit y of M a n g a n e s e O xi d e s 

wit h Or g a ni c C o nt a mi n a nt s. E n vir o n m e nt al S ci e n c e s: Pr o c e s s e s a n d I m p a ct s  2 0 1 4 , 1 6  ( 6), 

1 2 4 7 – 1 2 6 6. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/ c 3 e m 0 0 7 0 3 k.  

( 7 3) G h o s h,  S.  K.  Di v er sit y  i n  t h e  F a mil y  of  M a n g a n e s e  O xi d e s  at  t h e  N a n o s c al e:  Fr o m 

F u n d a m e nt al s  t o  A p pli c ati o n s. A C S  O m e g a  2 0 2 0 , 5  ( 4 0),  2 5 4 9 3– 2 5 5 0 4. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s o m e g a. 0 c 0 3 4 5 5.  

( 7 4) G e s z v ai n,  K.;  B utt erfi el d,  C.;  D a vi s,  R.  E.;  M a di s o n,  A.  S.;  L e e,  S.  W.;  P ar k er,  D.  L.; 

S ol d at o v a, A.; S pir o, T. G.; L ut h er, G. W.; T e b o, B. M. T h e M ol e c ul ar Bi o g e o c h e mi str y of 

M a n g a n e s e(II)  O xi d ati o n. Bi o c h e m  S o c  Tr a n s  2 0 1 2 , 4 0  ( 6),  1 2 4 4– 1 2 4 8. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 4 2/ B S T 2 0 1 2 0 2 2 9.  
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( 7 5) L ut h er,  G.  W.  T h e  R ol e  of  O n e - a n d  T w o -El e ctr o n  Tr a n sf er  R e a cti o n s  i n  F or mi n g 

T h er m o d y n a mi c all y U n st a bl e I nt er m e di at e s a s B arri er s i n M ulti -El e ctr o n R e d o x R e a cti o n s. 

A q u at G e o c h e m  2 0 1 0 , 1 6  ( 3), 3 9 5– 4 2 0. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 1 0 4 9 8 -0 0 9 -9 0 8 2 -3.  

( 7 6) N e al s o n, E. H.; T e b o, B. M.; R o s s o n, R ei n h ar. A. O c c urr e n c e a n d M e c h a ni s m s of Mi cr o bi al 

O xi d ati o n of M a n g a n e s e. A d v A p pl Mi cr o bi ol  1 9 8 8 , 3 3 , 2 7 9– 3 1 8.  

( 7 7) T e b o,  B.  M.  M a n g a n e s e(II)  O xi d ati o n  i n  t h e  S u b o xi c  Z o n e  of  t h e  Bl a c k  S e a. D e e p - S e a 

R e s e ar c h  1 9 9 1 , 3 8  ( 2), 8 8 3– 9 0 5.  

( 7 8) T e b o, B. M.; B ar g ar, J. R.; Cl e m e nt, B. G.; Di c k, G. J.; M urr a y, K. J.; P ar k er, D.; V erit y, R.; 

W e b b, S. M. Bi o g e ni c M a n g a n e s e O xi d e s: Pr o p erti e s a n d M e c h a ni s m s of F or m ati o n. A n n u 

R e v  E art h  Pl a n et  S ci  2 0 0 4 , 3 2 ,  2 8 7– 3 2 8. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v. e art h. 3 2. 1 0 1 8 0 2. 1 2 0 2 1 3.  

( 7 9) A d a m s, L. F.; G hi or s e, W. C. O xi d ati o n St at e of M n i n t h e M n O xi d e Pr o d u c e d b y L e pt ot hri x 

Di s c o p h or a  S S -1. G e o c hi m  C o s m o c hi m  A ct a  1 9 8 8 , 5 2  ( 8),  2 0 7 3– 2 0 7 6. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ 0 0 1 6 -7 0 3 7( 8 8) 9 0 1 8 6 - X. 

( 8 0) D a vi s o n, W. Ir o n a n d M a n g a n e s e i n L a k e s. E art h S ci R e v  1 9 9 3 , 3 4 , 1 1 9– 1 6 3.  

( 8 1) G o d wi n,  C.  M.;  Z e h n pf e n ni g,  J.  R.;  L e ar m a n,  D.  R.  Bi oti c  a n d  A bi oti c  M e c h a ni s m s  of 

M a n g a n e s e  (II)  O xi d ati o n  i n  L a k e  Eri e. Fr o nt  E n vir o n  S ci  2 0 2 0 , 8 . 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 3 3 8 9/f e n v s. 2 0 2 0. 0 0 0 5 7.  

( 8 2) S c h olt y si k, G.; D ell wi g , O.; R o e s er, P.; Ar z, H. W.; C a s p er, P.; H er z o g, C.; G ol d h a m m er, 

T.;  H u pf er,  M.  G e o c h e mi c al  F o c u si n g  a n d  S e q u e str ati o n  of  M a n g a n e s e  d uri n g 

E utr o p hi c ati o n  of  L a k e  St e c hli n  ( N E  G er m a n y). Bi o g e o c h e mi str y  2 0 2 0 , 1 5 1   ( 2 –3),  3 1 3 –

3 3 4. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 1 0 5 3 3 -0 2 0 -0 0 7 2 9 -9.  
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S c h e m e 2. 1 Gr a p hi c al a b str a ct s c h e m ati c all y s u m m ari zi n g t h e m ai n fi n di n g s a n d m et h o d ol o gi c al a p pr o a c h of c h a pt er 
2.

2. 1 A bstr a ct 

A mi n o p ol y p h o s p h o n at e s ( A P P s) ar e str o n g c h el ati n g a g e nt s wit h gr o wi n g u s e i n i n d u stri al a n d 

h o u s e h ol d  a p pli c ati o n s.  I n  t hi s  st u d y  w e  i n v e sti g at e d  t h e  o xi d ati o n  of  t h e  bi s p h o s p h o n at e 

i mi n o di( m et h yl e n e  p h o s p h o n at e)  (I D M P) – a  m aj or  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct  ( T P)  of  n u m er o u s 

c o m m er ci all y u s e d A P P s a n d a p ot e nti al pr e c ur s or f or a mi n o m et h yl p h o s p h o n at e ( A M P A) – o n 

m a n g a n e s e  di o xi d e  ( M n O 2 ).  Tr a n sf or m ati o n  b at c h  e x p eri m e nt s  at  p H  6  r e v e al e d  A M P A  a n d 

p h o s p h at e  a s  m ai n  T P s,  wit h  a  p h o s p h or o u s  m a s s  b al a n c e  of  8 0  t o  9 2  %  t hr o u g h o ut  all 

e x p eri m e nt s. O ur r e s ult s s u g g e st i niti al cl e a v a g e of t h e C – P b o n d a n d f or m ati o n of t h e st a bl e 

i nt er m e di at e N -f or m yl-A M P A. N e xt, C – N b o n d cl e a v a g e l e a d s t o t h e f or m ati o n of A M P A, w hi c h 

e x hi bit s l o w er r e a cti vit y t h a n I D M P. R e a cti o n r at e s t o g et h er wit h I D M P a n d M n 2 + s or pti o n d at a 

i n di c at e f or m ati o n of I D M P-M n 2 + s urf a c e bri d gi n g c o m pl e x e s wit h pr o gr e s si n g M n O 2 r e d u cti o n, 

l e a di n g t o t h e p a s si v ati o n of t h e mi n er al s urf a c e r e g ar di n g I D M P o xi d ati o n. C o m p o u n d-s p e cifi c 

st a bl e c ar b o n i s ot o p e a n al y si s of I D M P i n b ot h s or b e d a n d a q u e o u s fr a cti o n s f urt h er s u p p ort e d 

t hi s h y p ot h e si s. D e p e n di n g o n t h e e xt e nt of M n2 + s urf a c e c o n c e ntr ati o n t h e i s ot o p e d at a i n di c at e d 

eit h er s or pti o n of I D M P t o t h e mi n er al s urf a c e or el e ctr o n tr a n sf er fr o m I D M P t o M n I V t o b e t h e 

r at e-li miti n g st e p of t h e o v er all r e a cti o n. 

1 2 C

1 3 C

M n 2 +

M n 2 +

M n 2 +

M n 2 +

s or pti o n

r e s or pti o n

tr a n sf or m ati o n

+

r e s or pti o n

tr a n sf or m ati o ntr a n sf or m ati o n

2 + s or pti o ns or pti o n

+ M n 2 +

1 2 C

1 3 C

M n I VO 2
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O ur st u d y s h e d f urt h er li g ht o n t h e c o m pl e x s urf a c e pr o c e s s e s d uri n g M n O 2  r e d o x r e a cti o n s a n d 

r e v e al e d a bi oti c o xi d ati v e tr a n sf or m ati o n of A P P s b y M n O2  a s a p ot e nti al pr o c e s s c o ntri b uti n g t o 

wi d e s pr e a d el e v at e d A M P A c o n c e ntr ati o n s i n t h e e n vir o n m e nt.  

2. 2 I ntr o d u cti o n  

A mi n o p ol y p h o s p h o n at e s  ( A P P s)  ar e  i n cr e a si n gl y  u s e d  a s  c h el ati n g  a g e nt s  i n  a  wi d e  r a n g e  of 

fi el d s  i n  i n d u stri al  a s  w ell  a s  h o u s e h ol d  a p pli c ati o n s,  s u c h  a s  s c ali n g  i n hi biti o n  i n  m e m br a n e 

filtr ati o n  or  c o oli n g  w at er  s y st e m s  a n d  bl e a c hi n g  st a bili z ati o n  i n  bl e a c hi n g  li q u or s.1  Si n c e  t h e 

1 9 8 0 s,  A P P s  s er v e  a s  alt er n ati v e s  f or  p ol y p h o s p h at e s  a n d  p ol y c ar b o x yl at e s  s u c h  a s 

et h yl e n e di a mi n et etr a a c et at e  ( E D T A),  w hi c h  ar e  c o ntr o v er si all y  di s c u s s e d  d u e  t o  a d v er s e 

e n vir o n m e nt al  eff e ct s. 1, 2  S u c h  c o n c er n s  i n cl u di n g  h e a v y  m et al  r e m o bili z ati o n,  c o m pl e x ati o n  of 

tr a c e n utri e nt s or c o ntri b uti o n t o e utr o p hi c ati o n, h o w e v er, al s o e xi st f or A P P s.1, 3  

A P P s a p p e ar t o b e p o orl y bi o d e gr a d a bl e b ut n e v ert h el e s s ar e s u bj e ct t o si g nifi c a nt eli mi n ati o n 

d uri n g w a st e w at er tr e at m e nt b y s or pti o n t o s e w a g e sl u d g e. 1, 4, 5   S e v er al a bi oti c tr a n sf or m ati o n 

pr o c e s s e s s u c h a s  o xi d ati o n b y  H2 O 2  (i), o z o n ati o n (ii), p h ot ol y si s ( U V) (iii), o xi d ati o n b y M n 2 + / O2  

(i v)  or  M n O O H  ( v)6 – 1 2  ar e  d e s cri b e d  f or  A P P s  l e a di n g  t o  ( p ot e nti all y)  p er si st e nt  a n d  ( e c o -) 

t o xi c ol o gi c all y  pr o bl e m ati c  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  ( T P s)  i n cl u di n g  p h o s p h at e  ( all), 

a mi n o m et h yl p h o s p h o n at e ( A M P A)  (i, ii, iii) a n d i mi n o di( m et h yl e n e p h o s p h o n at e) (I D M P) (iii, v).6 –

1 2   

M n O x  mi n er al s ar e a m o n g t h e str o n g e st n at ur all y o c c urri n g o xi d a nt s a n d ar e wi d e s pr e a d i n s oil s 

a n d s e di m e nt s, pri m aril y f or m e d b y mi cr o bi al M n II-o xi d ati o n. 1 3  T h e y ar e k n o w n t o o xi di z e a br o a d 

r a n g e of or g a ni c s u b st a n c e s s u c h a s p h e n ol s, a nili n e s or diff er e nt t y p e s of a nti b a ct eri al a g e nt s, 

a n d ar e f urt h er k n o w n a s str o n g s or b e nt s f or m et al s a n d o x y a ni o n s, e. g., p h o s p h at e s. 1 3, 1 4  S o m e 

of t h o s e o xi d ati o n r e a cti o n s h a v e b e e n i n v e sti g at e d i nt e n si v el y r e g ar di n g t h eir m e c h a ni s m ( e. g. 

f or  p h e n ol s),  w hil e  ot h er s  r e m ai n  j u st  p arti all y  u n d er st o o d.  I n  g e n er al,  o xi d ati o n  of  or g a ni c 

c o m p o u n d s  o n  m a n g a n e s e  o xi d e s  i n v ol v e s  s urf a c e  c o m pl e x  f or m ati o n  ( st e p  1)  f oll o w e d  b y 

el e ctr o n  tr a n sf er  ( st e p  2)  a n d  a  s u b s e q u e nt  t hir d  st e p  s u c h  a s  b o n d  cl e a v a g e  or 

p ol y m eri z ati o n .1 0, 1 3, 1 4  H o w e v er, t h or o u g h u n d er st a n di n g of i nt erf a ci al el e ctr o n tr a n sf er pr o c e s s e s 

i s c h all e n gi n g d u e t o a l a c k of s uit a bl e  m et h o d s a n d t e c h ni q u e s. 2 2  H e n c e, f or m a n y c o m p o u n d s 

t h e r at e-li miti n g st e p s ar e n ot i d e ntifi e d, y et.  

R e g ar di n g  A P P  tr a n sf or m ati o n  i n  n at ur al  e n vir o n m e nt s,  o xi d ati o n  o n  M n O x  i s  c o n si d er e d a 

r el e v a nt p at h w a y.1 0, 1 1  N o w a c k & St o n e 1 1  i n v e sti g at e d o xi d ati o n of t h e tri p h o s p h o n at e A T M P o n 

M n O O H  a n d i d e ntifi e d p h o s p h at e a n d I D M P a s m aj or T P s. B e c a u s e t h e s or b e d p h a s e h a s n ot 
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b e e n i n v e sti g at e d, f a ct or s s u c h a s t h e r el e v a n c e of s or pti o n/ d e s or pti o n or f urt h er r at e -d et er mi ni n g 

st e p s r e m ai n u n k n o w n. 1 3 – 1 5  

N H

P

P

O

O O H

O

O O H

P
O

O

O

A T M P

N
H 2

P

O
O

O

P
O

O
O

I D M P

H 3 N
P

O H

O O

A M P A

 

Fi g ur e  2. 1  Str u ct ur e s  of  t hr e e  a mi n o p h o s p h o n at e s:  a mi n otri s( m et h yl e n e  p h o s p h o n at e)  ( A T M P),  i mi n o di( m et h yl e n e 
p h o s p h o n at e)  (I D M P)  a n d  a mi n o m et h yl p h o s p h o n at e  ( A M P A)  i n  t h eir  d o mi n a nt  s p e ci e s  at  p H  6.  F or  s p e ci ati o n 
di a gr a m s s e e Fi g ur e B. 1.  

 

I n t h e pr e s e nt e d w or k, w e i n v e sti g at e d t h e tr a n sf or m ati o n of I D M P o n M n O2 . I D M P w a s c h o s e n 

a s  a  m o d el  c o m p o u n d  f or  hi g h er  A P P s  a s  it  a p p e ar s  t o  b e  a  k e y  T P  i n  t h e  h et er o g e n e o u s 

tr a n sf or m ati o n of hi g h er a mi n o p ol y p h o s p h o n at e s b y M n Ox  a s d e m o n str at e d f or A T M P 1 0, 1 1  a n d 

c o nt ai n s t w o p h o s p h o n at e a n d o n e a mi n e m oi et y ( s e e Fi g ur e 2. 1). T h u s, b a s e d o n t h e m ol e c ul ar 

str u ct ur e a n d tr a n sf or m ati o n p at h w a y s d e s cri b e d f or ot h er A P P s, I D M P c a n b e c o n si d er e d a s a 

p o s si bl e pr e c ur s or of A M P A . H o w e v er, i n c o ntr a st t o A M P A or g l y p h o s at e1 5 – 1 8 , tr a n sf or m ati o n of 

I D M P i n s ol uti o n b y M n 2 + / O2  or at M n ( h y dr) o xi d e mi n er al s h a s n ot b e e n r e p ort e d y et. T o s h e d 

li g ht o n t h e h et er o g e n o u s tr a n sf or m ati o n m e c h a ni s m w e m o nit or e d t h e tr a n sf or m ati o n of I D M P 

a n d q u a ntifi e d I D M P a n d it s m ai n T P s i n t h e a q u e o u s a s w ell a s i n t h e s or b e d p h a s e.  

I n  a d diti o n  t o  c o n c e ntr ati o n  a n al y s e s  w e  c o n d u ct e d  c o m p o u n d-s p e cifi c  st a bl e  c ar b o n  i s ot o p e 

a n al y si s  ( c ar b o n  C SI A)  a s  a  c o m pl e m e nt ar y  t e c h ni q u e  t o  g ai n  i n si g ht s  i nt o  t h e  r e a cti o n 

m e c h a ni s m of I D M P  o xi d ati o n o n M n O 2 .1 9, 2 0  C ar b o n C SI A of t h e s or b e d a n al yt e i n a h et er o g e n o u s 

o xi d ati o n r e a cti o n h a s b e e n p erf or m e d f or t h e fir st ti m e. I n g e n er al, t h e cl e a v a g e of a c ar b o n b o n d 

c a n l e a d t o a n e nri c h m e nt of 1 3 C i n t h e r e m ai ni n g s u b str at e fr a cti o n ( n or m al ki n eti c i s ot o p e eff e ct, 

KI E). 1 9  T h e e xt e nt of i s ot o pi c fr a cti o n ati o n d e p e n d s o n t h e di s cri mi n ati o n of 1 3 C a n d 1 2 C i n t h e 

b o n d cl e a v a g e st e p. H o w e v er, i s ot o p e fr a cti o n ati o n c a n al s o b e m a s k e d if a st e p pr e c e di n g b o n d 

cl e a v a g e, s u c h a s  s or pti o n, i s r at e li miti n g or irr e v er si bl e. T h er ef or e, CI S A c a n pr o vi d e i nf or m ati o n 

a b o ut t h e r at e d et er mi ni n g st e p ( R D S) wit hi n a m ulti st e p r e a cti o n. A gr a p hi c al d e pi cti o n of t h e 

ki n eti c i s ot o p e eff e ct d uri n g C b o n d cl e a v a g e r e a cti o n s c a n b e f o u n d i n t h e SI ( Fi g ur e B. 2).  F or 
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d et ail e d e x pl a n ati o n s of t h e i s ot o p e c o n c e pt, w e r ef er t o El s n er 1 9 , A eli o n et al. 2 1  a n d J o c h m a n n & 

S c h mi dt 2 0 . 

T o  e v al u at e  t h e  r ol e  of  M n O x  mi n er al s  a s  p ot e nti al  si n k s  f or  I D M P  a n d  t h e  r el at e d  r e a cti o n 

m e c h a ni s m  a n d  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s,  w e  i n v e sti g at e d  t h e  tr a n sf or m ati o n  of  I D M P  o n  s u c h 

mi n er al s  i n  ki n eti c  b at c h  e x p eri m e nt s  at  p H  6.  W e  a p pli e d  i o n  c hr o m at o gr a p h y  c o u pl e d  t o 

el e ctr o c h e mi c al  d et e cti o n (I C -E C D) t o q u a ntif y I D M P a s w ell a s A M P A a n d U V/ vi s s p e ctr o m etr y 

( m ol y b d e n u m  bl u e  m et h o d2 2 )  t o  q u a ntif y  p h o s p h at e.  C ar b o n  C SI A  of  t h e  r e m ai ni n g  fr a cti o n  of 

I D M P u si n g li q ui d c hr o m at o gr a p h y i s ot o p e r ati o m a s s s p e ctr o m etr y ( L C-I R M S) w a s a p pli e d t o 

f urt h er el u ci d at e t h e m ulti st e p tr a n sf or m ati o n r e a cti o n at t h e mi n er al-w at er i nt er p h a s e.  

 

2. 3 M at eri als a n d M et h o ds  

C h e mi c als  

If n ot d e s cri b e d diff er e ntl y, c h e mi c al s h a v e b e e n p ur c h a s e d fr o m M er c k ( D ar m st a dt, G er m a n y) i n 

t h e  hi g h e st  a v ail a bl e  p urit y  (i n or g a ni c  a ci d s  a n d  b a s e s  i n  t h e  r e s p e cti v e  c o m m er ci al  s ol ut e 

c o n c e ntr ati o n s). S o di u m a c et at e ( ≥ 9 9. 5  %) w a s b o u g ht fr o m C h e m s ol ut e ( R e n ni n g e n, G er m a n y), 

M E S b uff er ( ≥ 9 9  %) at C arl R ot h ( K arl sr u h e, G er m a n y), w hil e I D M P ( 9 7 %) h a s b e e n p ur c h a s e d 

fr o m Si g m a Al dri c h ( B urli n gt o n ( M A), U S A).  

T h e c o m m er ci al M n O 2  ( M n O2/ c o m ) ( M a n g a n e s eI V-o xi d e, ≥ 9 8  %) w a s p ur c h a s e d fr o m C arl R ot h, 

w hil e s y nt h eti c M n O 2  ( M n O2/ s y n ) w a s s y nt h e si z e d vi a t h e a p pr o a c h p u bli s h e d b y Vill e g a s et al. 2 3  

( s e e SI).  

 

D esi g n of tr a nsf or m ati o n e x p eri m e nts  

E a c h e x p eri m e nt al s et u p c o nt ai n e d a n I D M P st arti n g c o n c e ntr ati o n of 1  m M a n d 2 0 m M  M E S 

b uff er. T h e p H w a s a dj u st e d t o 6 u si n g 1 M N a O H. U s a g e of M E S b uff er h a d n o i m p a ct o n s or pti o n 

a n d  tr a n sf or m ati o n  of  I D M P  ( Fi g ur e  B. 3).  T o  st art  t h e  r e a cti o n,  v ar yi n g  a m o u nt s  of  M n O 2  

( M n O2/ c o m  or M n O 2/ s y n ) w er e a d d e d t o t h e r e a cti o n v e s s el. 0. 3 t o 6. 0 g/ L, r e s ulti n g i n m ol e c ul ar 

M n O 2 :I D M P r ati o s fr o m 8: 1 t o 4 6: 1 a n d i n s urf a c e ar e a c o n c e ntr ati o n s fr o m 9 7. 8 t o 7 1 7. 2 m2 / L.  

T h e e x p eri m e nt s w er e c o n d u ct e d i n 5 0  m L P P c e ntrif u g ati o n t u b e s pl a c e d i n a n o v er h e a d s h a k er, 

r u n ni n g at 2 6 r p m at r o o m t e m p er at ur e ( 2 1 ± 1 ° C).  All e x p eri m e nt s w er e pr e p ar e d i n d u pli c at e s. 
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At d efi n e d ti m e p oi nt s d eri v e d fr o m pil ot t e st s, a w ell s u s p e n d e d 4  m L ali q u ot of t h e s u s p e n si o n 

w a s t a k e n, c e ntrif u g e d ( 1 5  mi n, 2 0 0 0 0 r cf) a n d filt er e d ( 0. 2 μ M P E S s yri n g e filt er, B G B A n al yti k, 

L örr a c h,  G er m a n y).  T h e  r e a g e nt s  w er e  d e s or b e d  fr o m  r e si d u e  a d a pt e d  fr o m  P a u d el et  al. 1 5 , 

s h a ki n g  t h e  r e si d u e s  i n  0. 1  M  N a O H  f or  mi ni m u m  1 2  h.  S u b s e q u e ntl y,  I D M P,  A M P A  a n d 

p h o s p h at e w er e q u a ntifi e d i n t h e a q u e o u s a n d s or b e d p h a s e, s e p ar at el y, w hil e m a n g a n e s e w a s 

q u a ntifi e d s ol el y i n t h e a q u e o u s p h a s e. S a m pl e s w er e st or e d i n t h e d ar k at 4  ° C u ntil a n al y si s.  

  

C o n c e ntr ati o n a n al ysis of I D M P a n d its tr a nsf or m ati o n pr o d u cts   

I D M P a n d A M P A w er e q u a ntifi e d u si n g a 9 3 0 C o m p a ct I C Fl e x i o n c hr o m at o gr a p h e q ui p p e d wit h 

a hi g h -c a p a cit y a ni o n -e x c h a n g e c ol u m n ( M etr o s e p C ar b 2, 1 0 0 x 4. 0  m m) a n d a n el e ctr o c h e mi c al 

d et e ct or ( all M etr o h m, H eri s a u, S wit z erl a n d). T h e m et h o d i n cl u d e d a fl o w gr a di e nt u si n g 3 4 5  m M 

s o di u m a c et at e a n d 1 5  m M N a O H  a s el u e nt a n d t h e d et e ct or r u n ni n g i n p ul s e d a m p er o m etri c 

d et e cti o n ( P A D) m o d e ( s e e T a bl e S 1). A n e x e m pl ar y c hr o m at o gr a m c a n b e f o u n d i n t h e SI ( Fi g ur e 

B. 4). Ort h o -p h o s p h at e  w a s  q u a ntifi e d  p h ot o m etri c all y  f oll o wi n g  t h e  m ol y b d e n u m  bl u e  m et h o d 

aft er M ur p h y a n d Ril e y 2 2  me a s uri n g t h e c o m pl e x at λ  = 7 1 0 n m i n a c o n c e ntr ati o n r a n g e b et w e e n 

0. 2  a n d  1 0  m g/ L  P O 4
3- . A q u e o u s m a n g a n e s e  w a s  q u a ntifi e d  b y  mi cr o w a v e -pl a s m a  at o mi c 

e mi s si o n  s p e ctr o s c o p y  ( M P - A E S) u si n g  t h e  m e a s ur e m e nt  w a v el e n gt h  4 0 3. 3 0 7  n m  (f or  f urt h er 

i nf or m ati o n, s e e SI).  

 

C o m p o u n d- s p e cifi c st a bl e c ar b o n is ot o p e a n al ysis of I D M P   

St a bl e  c ar b o n  i s ot o p e  r ati o s  of  I D M P  w er e  a n al y z e d  u si n g  li q ui d  c hr o m at o gr a p h y  c o u pl e d  t o 

i s ot o p e r ati o m a s s s p e ctr o m etr y ( L C-I R M S), si mil ar t o M arti n et al. 9 . T h e li mit of pr e ci s e i s ot o p e 

a n al y si s w a s d et er mi n e d t o b e 5 0 μ M I D M P ( s e e Fi g ur e B. 5). 

I n v e sti g ati o n of f urt h er T P s w a s c o n d u ct e d u si n g L C-I R M S h y p h e n at e d t o a hi g h-r e s ol uti o n m a s s 

s p e ctr o m et er ( L C -I R M S-H R M S) aft er M ar k s et al. 2 4 . All i n str u m e nt s a n d m e a s ur e m e nt c o n diti o n s 

f or L C-I R M S a n d L C-I R M S-H R M S c a n b e f o u n d i n t h e SI . 
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C al c ul ati o ns   

I s ot o p e e nri c h m e nt f a ct or s ε  w er e d et er mi n e d b y li n e ari zi n g t h e i s ot o p e d at a u si n g t h e d o u bl e 

l o g arit h mi c R a yl ei g h di still ati o n e q u ati o n1 9 : 

l n �
R t

R 0
� = l n �

δ 1 3 C t + 1

δ 1 3 C 0 + 1
� = ε 𝐶𝐶 l n �

c t

c 0
� = ε 𝐶𝐶 l n( f)   

R t st a n d s f or t h e i s ot o p e r ati o ( 1 3 C/ 1 2 C) at ti m e p oi nt t, w hi c h i s t h e n n or m ali z e d t o ti m e p oi nt z er o. 

T h e r el ati v e c o n c e ntr ati o n c t/ c0  i s d efi n e d a s t h e fr a cti o n f of t h e c o m p o u n d of i nt er e st still pr e s e nt 

c o m p ar e d t o ti m e p oi nt z er o. δ 1 3 C v al u e s h a v e n ot b e e n n or m ali z e d t o a n i nt er n ati o n al r ef er e n c e 

st a n d ar d, a s n ot t h e a b s ol ut e v al u e s b ut t h e r el ati v e e nri c h m e nt i s of i nt er e st.  

 

2. 4 R es ults a n d Dis c ussi o n  

T h e tr a n sf or m ati o n of I D M P o n t w o t y p e s of M n O 2  at p H 6 w a s i n v e sti g at e d i n t e n l a b or at or y b at c h 

e x p eri m e nt s. T o r e s e m bl e c o n diti o n s f o u n d i n n at ur al w at er s, e x p eri m e nt s w er e c o n d u ct e d at a n 

e n vir o n m e nt all y r el e v a nt p H v al u e of 6 u si n g M E S b uff er, w hi c h di d n ot i nt erf er e wit h  s or pti o n or 

tr a n sf or m ati o n  of  I D M P  a n d  t h e  a p pli e d  a n al yti c al  m et h o d s,  (f or  d et ail s  s e e  SI,  Fi g ur e  B. 3). 

A m o n g  t h e  wi d e  r a n g e  of  k n o w n  M n  o xi d e  mi n er al s,  w e  s el e ct e d  t w o  s p e ci m e n  t h at  ar e  of 

e n vir o n m e nt all y r el e v a n c e a n d c o v er a r a n g e of d e ci si v e s urf a c e pr o p erti e s. T h e c h o s e n M n O 2  

mi n er al s ( M n O 2/ c o m , M n O2/ s y n ) w er e si mil ar c o n c er ni n g M nIII c o nt e nt ( s e e SI) a n d i m p uriti e s of ot h er 

c ati o n s  ( s e e  SI).  F urt h er m or e,  t h e y  s h o w e d  a n  a m or p h o u s  str u ct ur e  ( s e e  Fi g ur e  B. 6  f or  X R D 

diffr a ct o gr a m s)  a n d t h er ef or e pr o vi d e g o o d m o d el mi n er al s f or n at ur all y o c c urri n g M n O x  w hi c h 

ar e  oft e n  of  l o w  cr y st alli nit y 2 5 .  O n  t h e  ot h er  h a n d,  t h e  t w o  u s e d  mi n er al s  diff er e d  si g nifi c a ntl y 

r e g ar di n g t h eir s p e cifi c s urf a c e ar e a ( M n O2/ c o m : 6 4. 5 ± 0. 2 m2 / g, M n O2/ s y n : 3 2 6 ± 1 m2 / g) a n d t h eir 

p oi nt  of  z er o  c h ar g e  ( p H P Z C ,  M n O2/ c o m :  5. 6 ± 0. 1,  M n O 2/ s y n :  2. 3  ±  0. 1), – t w o  p ar a m et er s 

s u b st a nti all y d efi ni n g t h eir r e a cti vit y t o w ar d s or g a ni c p oll ut a nt s 1 3 . T h u s, t h e t w o mi n er al s all o w e d 

u s t o c orr el at e o b s er v e d c ert ai n r e a cti vit y c h ar a ct eri sti c s t o s p e cifi c mi n er al pr o p erti e s (i. e ., p HP Z C  

a n d  S S A)  w hil e  r uli n g  o ut  p ot e nti al  eff e ct s  of  ot h er  mi n er al  pr o p erti e s  e. g.  M n III c o nt e nt  or 

i m p uriti e s, w hi c h all o w e d u s t o i n v e sti g at e  t h e si g nifi c a n c e of t h e l att er pr o p erti e s r e g ar di n g t h eir 

r el e v a n c e o n t h e mi n er al s’ r e a cti vit y. 
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T o o bt ai n i n si g ht s i nt o t h e r e a cti o n pr o gr e s s a n d m e c h a ni s m, I D M P a n d it s t w o m ai n T P s A M P A 

a n d  P O 4
3-  w er e  a n al y z e d  i n  a q u e o u s  s ol uti o n  a n d  o n  t h e  mi n er al  s urf a c e  ( s or b e d  p h a s e). 

Di s s ol v e d M n 2 +  f or m e d d uri n g t h e r e d u cti o n of M nI V mi n er al s 1 2, 3 6 – 3 8  w a s al s o q u a ntifi e d b ut c a n n ot 

b e u s e d a s p ar a m et er t o m o nit or t h e pr o gr e s s of I D M P tr a n sf or m ati o n d u e t o si g nifi c a nt s or pti o n 

of M n 2 +  t o t h e mi n er al s urf a c e 3 9 – 4 1 . 

 

C o n c e ntr ati o n pr ofil es of I D M P a n d its tr a nsf or m ati o n pr o d u cts i n t h e  a q u e o us a n d 

mi n er al p h as e  

I n a t y pi c al e x p eri m e nt c o nt ai ni n g 1 m M I D M P a n d 1. 7 g/ L M n O2/ c o m  (r ati o 1: 2 0) I D M P w a s al m o st 

c o m pl et el y tr a n sf or m e d wit hi n 4 6 0 h o ur s, wit h a d e cr e a si n g tr a n sf or m ati o n r at e o v er t h e c o ur s e 

of  t h e  r e a cti o n  ( s e e Fi g ur e  2. 2 a ). Si m ult a n e o u sl y,  t ot al  A M P A  a n d  p h o s p h at e  c o n c e ntr ati o n s 

c o nti n u o u sl y  i n cr e a s e d.  T h e  c al c ul at e d  p h o s p h or o u s  m a s s  b al a n c e  ( P  M B)  i n cl u di n g  I D M P, 

A M P A a n d P O 4
3-  ( a q u e o u s a n d s or b e d p h a s e) r a n gi n g b et w e e n 8 3 a n d 1 0 0 % t hr o u g h o ut t h e 

w h ol e  e x p eri m e nt,  pi n p oi nt s  A M P A  a n d  p h o s p h at e  a s  t h e  m ai n  T P s  b ut  al s o  s u g g e st  t h e 

f or m ati o n of mi n or a m o u nt s of ot h er p h o s p h or o u s c o nt ai ni n g T P s. I n s a m pl e s of o n e s el e ct e d 

e x p eri m e nt  ( u n b uff er e d,  1. 7  g/ L  M n O 2/ c o m ), N -f or m yl-A M P A  ( F -A M P A)  w a s  i d e ntifi e d  a n d 

q u a ntifi e d vi a hi g h -r e s ol uti o n m a s s s p e ctr o m etr y ( H R M S) 2 4  ( m/ z [ M + H+ ] 1 4 0. 0 1 0 2 9, Fi g ur e B. 8 

a n d  B. 9).  T h e  c o n c e ntr ati o n  of  F -A M P A  i n cr e a s e d  u p  t o  7 6  μ M  aft er  3 6 0  h  ( 8 8  %  I D M P tr a n sf.), 

a c c o u nti n g f or 8  % of t h e t ot al P M B. D e s pit e t hi s si g nifi c a nt c o ntri b uti o n of F -A M P A, t h e P M B i s 

n ot  e ntir el y  cl o s e d,  s u g g e sti n g  mi n or  f or m ati o n  of  f urt h er  P-c o nt ai ni n g  T P s,  s u c h  a s 

h y dr o x y m et h yl p h o s p h o n at e ( H M P) ( s e e Fi g ur e B. 9 a n d B. 1 0). F urt h er m or e, t h e c o n c e ntr ati o n of 

P O 4
3-

t ot al w a y s e x c e e d e d t h e t ot al A M P A c o n c e ntr ati o n. W hil e P O 4
3-  i s f or m e d st oi c hi o m etri c all y 

( o n e P O4
3-  f or o n e d e gr a d e d I D M P m ol e c ul e), A M P A i s f or m e d s u b-st oi c hi o m etri c all y, r e a c hi n g 

a p pr o xi m at el y 7 0  % of t h e a m o u nt of tr a n sf or m e d I D M P at t h e e n d of t h e r e a cti o n . O b s er v ati o n 

b e y o n d t h e p oi nt of c o m pl et e  I D M P tr a n sf or m ati o n r e v e al e d s u b s e q u e nt A M P A tr a n sf or m ati o n 

a n d f urt h er P O 4
3-  f or m ati o n, al b eit at a m u c h sl o w er r at e t h a n I D M P tr a n sf or m ati o n ( Fi g ur e B. 1 1). 
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Fi g ur e 2. 2  F ull d at a s et of o n e I D M P tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt ( 1 m M I D M P , 1.7 g/ L M n O 2/ c o m , p H 6, 2 0 m M M E S); 
a)  di s pl a y of t ot al c o n c e ntr ati o n s ( a q u e o u s + s or b e d p h a s e) of I D M P, A M P A, p h o s p h at e  a n d t h e p h o s p h or o u s m a s s 
b al a n c e ( P M B); b)  s e p ar at e di s pl a y of a q u e o u s a n d s or b e d p h a s e of I D M P, A M P A a n d p h o s p h at e. Err or b ar s ( s m all er 
t h a n d at a p oi nt s if n ot vi si bl e) di s pl a y a b s ol ut e err or of d u pli c at e s. 

T h e s e p ar at e a n al y si s of s or b e d a n d a q u e o u s p h a s e r e v e al e d t h e m aj or fr a cti o n of I D M P, A M P A 

a n d P O 4
3-  t o b e pr e s e nt i n t h e a q u e o u s s ol uti o n ( Fi g ur e 2. 2 b). I nt er e sti n gl y, w hil e t h e a q u e o u s 

I D M P (I D M Pa q ) c o n c e ntr ati o n c o nti n u o u sl y d e cr e a s e d wit hi n t h e ti m efr a m e of t h e e x p eri m e nt ( 4 6 0 

h o ur s)  t h e  s or b e d  c o n c e ntr ati o n  of  I D M P  (I D M P s or b )  r e m ai n e d  al m o st  c o n st a nt  f or  2 0 0 h o ur s 

( cs or b / c0  = 0. 1 2 ± 0. 0 1). T h e I D M P s or b  c o n c e ntr ati o n st art e d t o d e cr e a s e w h e n I D M P a q  a n d I D M P s or b  

e q u ali z e d f oll o w e d b y a si m ult a n e o u sl y d e cr e a s e of t h e t w o p h a s e s i n t h e f urt h er c o ur s e of t h e 

e x p eri m e nt.  T hi s  q u a si -st e a d y  st at e  c o n c e ntr ati o n  of  I D M P  o n  t h e  mi n er al  (I D M P s or b, m a x )  w a s 

o b s er v e d i n all e x p eri m e nt s. F or P O 4
3-  a n d A M P A, a q u e o u s a n d – t o a l e s s er e xt e nt – s or b e d 

c o n c e ntr ati o n s c o nti n u o u sl y i n cr e a s e d. I n c o ntr a st t o I D M P, n o q u a si -st e a d y st at e c o n c e ntr ati o n s 

w er e o b s er v e d f or t h e t w o T P s. F urt h er, al s o t h e s or b e d P O 4
3-  c o n c e ntr ati o n al w a y s e x c e e d e d 

t h e r e s p e cti v e A M P A c o n c e ntr ati o n s. 

W hil e I D M P tr a n sf or m ati o n t o A M P A a n d p h o s p h at e w a s o b s er v e d i n all e x p eri m e nt s , v ar yi n g T P 

st oi c hi o m etri e s w er e c al c ul at e d f or v ar yi n g mi n er al t y p e s a n d c o n c e ntr ati o n s.  

 

D e p e n d e n c y of T P f or m ati o n o n M n O 2  t y p e a n d a m o u nt 

B at c h e x p eri m e nt s wit h t h e t w o diff er e nt M n O 2 mi n er al pr e p ar ati o n s w er e c o n d u ct e d wit h diff er e nt 

mi n er al c o n c e ntr ati o n s a n d s u b s e q u e ntl y diff er e nt mi n er al s urf a c e ar e a s. A c c or di n gl y, a t y pi c al 

e x p eri m e nt  c o nt ai ni n g  2 1 8  m2 / L  mi n er al  s urf a c e  ar e a  i s  e q ui v al e nt  t o  0. 6 7 g/ L  of  M n O 2/ s y n  or 

3. 4  g/ L of M n O 2/ c o m d u e t o t h e diff er e nt s p e cifi c s urf a c e ar e a s of t h e t w o mi n er al s. 
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I n  all  t e n  c o n d u ct e d  e x p eri m e nt s  t h e  r ati o  of  f or m e d  P O4
3-  t o  tr a n sf or m e d  I D M P  w a s  al m o st 

st oi c hi o m etri c ( 8 6 t o 1 0 6 %), w hil e t h e r ati o of f or m e d A M P A t o tr a n sf or m e d I D M P w a s al w a y s 

s u b -st oi c hi o m etri c  ( 6 2  t o  8 7 %)  ( T a bl e  2. 1).  T hi s  o b s er v ati o n  i n di c at e s  a  st a bl e  i nt er m e di at e 

f or mi n g  o n  t h e  w a y  fr o m  I D M P  t o  A M P A,  w hi c h  li k el y  i s  F-A M P A  a s  s h o w n  i n  t h e  e x p eri m e nt 

wit h o ut b uff er. T h e s e fi n di n g s i m pl y t h at t h e pr o p o s e d r e a cti o n m e c h a ni s m b y N o w a c k & St o n e 1 0  

f or  A T M P  tr a n sf or m ati o n  at  M n O O H  wit h  i niti al  C– P  a n d  s u b s e q u e nt  C – N  b o n d  cl e a v a g e 

i n cl u di n g t h e i nt er m e di at e N -f or m yl-I D M P i s al s o a p pli c a bl e f or I D M P o xi d ati o n o n m a n g a n e s e 

di o xi d e, l e a di n g t o F -A M P A f or m ati o n. T hi s i s i n a c c or d a n c e wit h t h e f or m ati o n of F- I D M P a n d F-

A M P A d uri n g  A T M P tr a n sf or m ati o n b y U V li g ht a n d O H r a di c al s  a s r e c e ntl y d e s cri b e d b y  M ar k s 

et al. 1 2 .  

 

T a bl e 2. 1  M ol ar r ati o s of t h e T P s f or m e d ( P O 4
3-

f or m a n d A M P A f or m) v s. tr a n sf or m e d I D M P (I D M Ptr a n sf) t o g et h er wit h t h e 
p h o s p h or o u s m a s s b al a n c e ( P M B) i n t h e t e n I D M P tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt s c o n d u ct e d. Di s pl a y e d ar e t h e r ati o s at 
ti m e p oi nt s wit h m a xi m u m tr a n sf or m ati o n of I D M P (I D M Ptr a n sf.) a n d n e gli gi bl e o b s er v a bl e A M P A d e gr a d ati o n. Err or s 
r e pr e s e nt a b s ol ut e err or s b et w e e n d u pli c at e s. 

E x p eri m e nt  P O 4
3 -

f or m.:I D M Ptr a n sf. 

i n % 

A M P A f or m.:I D M Ptr a n sf. 

i n % 

P M B  

i n % 
I D M Ptr a n sf. 

i n % 

6. 0 g/ L M n O 2/ c o m  9 4 ± 2  6 2 ± 1  8 0 ± 1  9 3 ± 1  

4. 0 g/ L M n O 2/ c o m  8 6 ± 2  6 7 ± 2  8 3 ± 1  7 5 ± 2  

3. 4 g/ L M n O 2/ c o m  1 0 4 ± 3  7 2 ± 1  8 9 ± 3  9 3 ± 4  

2. 5 g/ L M n O 2/ c o m  9 3 ± 0  6 6 ± 3  8 3 ± 0  8 8 ± 0  

1. 7 g/ L M n O 2/ c o m  1 0 4 ± 1  7 0 ± 1  8 8 ± 2  9 1 ± 1  

2. 2 g/ L M n O 2/ s y n  9 0 ± 5  6 7 ± 2  8 0 ± 4  9 6 ± 3  

1. 7 g/ L M n O 2/ s y n  1 0 5 ± 3  7 1 ± 1  8 7 ± 2  9 6 ± 0  

1. 0 g/ L M n O 2/ s y n  9 2 ± 2  7 8 ± 2  8 6 ± 2  9 6 ± 2  

0. 6 7 g/ L M n O 2/ s y n  9 6 ± 1  8 7 ± 1  9 2 ± 2  9 9 ± 1  

0. 3 g/ L M n O 2/ s y n  9 4 ± 1  8 8 ± 2  9 2 ± 1  6 5 ± 0  

 

F or M n O 2/ s y n , t h e r ati o of f or m e d A M P A t o tr a n sf or m e d I D M P st e a dil y d e cr e a s e d wit h i n cr e a si n g 

M n O 2  c o n c e ntr ati o n, w hil e P O 4
3-

f or m.:I D M Ptr a n sf. r e m ai n e d st oi c hi o m etri c. T hi s d e p e n d e n c y of t h e 

A M P A f or m:I D M Ptr a n sf. r ati o o n t h e a v ail a bl e M n O2/ s y n  s urf a c e r efl e ct s a n a c c u m ul ati o n of tr a n si e nt 

pr o d u ct s a n d p o s si bl y v ar yi n g r e a cti o n p at h s aft er t h e i niti al C – P b o n d cl e a v a g e, s e e b el o w.  

I D M P tr a n sf or m ati o n ki n eti cs  

T o e v al u at e e x p eri m e nt s wit h diff er e nt mi n er al s urf a c e ar e a s r e g ar di n g t h eir I D M P r e a cti o n r at e s, 

w e c al c ul at e d z er o -or d er r e a cti o n r at e s k x ( wit h x = t y p e of mi n er al; i niti al M n O2  c o n c e ntr ati o n i n 
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g/ L) f or I D M P t ot i n t h e q u a si-st e a d y st at e r a n g e ( s e e Fi g ur e B. 1 2).   T a bl e  2. 2  c o m pil e s s u c h r at e 

c o n st a nt s n or m ali z e d t o t h e s urf a c e c o n c e ntr ati o n of t h e mi n er al s ( k x, n or m ). 

F or  b ot h  mi n er al s,  k x, n or m  v al u e s  i n cr e a s e d  di s pr o p orti o n at el y  m or e  t h a n  t h e  pr o vi d e d  mi n er al 

s urf a c e  ar e a.  F or  e x a m pl e,  f or  a  s urf a c e  ar e a  of  1 0 9. 7  m 2 / L  ( 1. 7 g/ L  M n O 2/ c o m )  t h e  z er o-or d er 

r e a cti o n r at e w a s c al c ul at e d t o b e kc o m, 1. 7  = 1. 4 μ M/ h, w hil e d o u bli n g t h e s urf a c e ar e a ( 2 1 9. 3  m2 / L; 

3. 4  g/ L M n O 2/ c o m ) l e a d t o kc o m, 3. 4  = 5. 3 μ M/ h, i. e., a 3. 8 -f ol d i n cr e a s e of t h e r e a cti o n r at e. F or t h e 

s y nt h eti c M n O 2/ s y n , t h e z er o-or d er r e a cti o n r at e w a s k s y n, 0. 6 7  = 4. 0  μ M/ h at 2 1 8. 4 m 2 / L ( 0. 6 7 g/ L). 

F or  t hi s  mi n er al.  H o w e v er,  a n  i n cr e a s e  of  t h e  s urf a c e  ar e a  b y  f a ct or  2. 5  ( 5 5 4. 2  m2 ; 1. 7 g/ L 

M n O 2/ s y n )  l e a d  t o  a n  1 8. 8-f ol d  i n cr e a s e  of  t h e  r e a cti o n  r at e  ( ks y n, 1. 7  = 7 5. 1  μ M/ h).  

I n s u m m ar y, t h e ki n eti c d at a r e v e al e d i) hi g h er c o n c e ntr ati o n s of t h e s a m e mi n er al l e a d t o f a st er 

tr a n sf or m ati o n ki n eti c s, ii) t h e i n cr e a s e i n r e a cti o n r at e diff er s f or t h e t w o i n v e sti g at e d mi n er al s 

( M n O2/ s y n  > M n O 2/ c o m ) a n d iii) a n i n cr e a s e i n t h e s urf a c e ar e a n or m ali z e d z er o-or d er r e a cti o n r at e, 

i n di c ati n g t h at a n ot h er p ar a m et er g o v er n s t h e tr a n sf or m ati o n of I D M P at t h e mi n er al s urf a c e. T o 

el u ci d at e  h o w  a  m er e  c o n c e ntr ati o n  c h a n g e  c a n  h a v e  s u c h  eff e ct s  o n  t h e  r e a cti o n  ki n eti c s, 

diff er e nt p ar a m et er s will b e c orr el at e d i n t h e f oll o wi n g s e cti o n s.  

 

T a bl e  2. 2  M a xi m u m  s or b e d  c o n c e ntr ati o n s  of  I D M P  i n μ m ol/ L  (t o  c o m p ar e  wit h  t h e  a q u e o u s  fr a cti o n),  z e r o-or d er 
r e a cti o n r at es ( k x ), z er o-or d er r e a cti o n r at e s n or m ali z e d t o t h e M n O 2  s urf a c e c o n c e ntr ati o n i n m 2 / L ( kx, n or m )  a n d s or b e d 
c o n c e ntr ati o n s  of  M n 2 + ,  c al c ul at e d  b a s e d  o n  m e a s ur e d  M na q  a n d  t h e  r e s p e cti v e  s or pti o n  i s ot h er m.  Err or s  f or  
c(I D M P) s or b, m a x  a n d  M n 2 +

s or b  r e pr e s e nt  t h e  a b s ol ut e  d e vi ati o n s  b et w e e n  d u pli c at e s. Z er o  or d er  r e a cti o n  r at e s  w er e  
c al c ul at e d f or c(I D M P) t ot i n t h e q u a si-st e a d y -st at e ar e a; err or s of k x  r e pr e s e nt st a n d ar d err or s of t h e li n e ar fitti n g. 

E x p eri m e nt  I D M Ps or b, m a x   

i n μ M 

k x  ( 0t h o r d er)  

i n μ M/ h 

k x, n or m  ( 0t h o r d er)  
i n n m ol/( m 2  h)  

M n 2 +
s or b  i n 

μ m ol/ m 2  

6 . 0 g/ L M n O2/ c o m  2 7 8 ± 2  3 8 ± 1 3  5 3. 7 ± 7. 8  2. 7 5 ± 0. 2 3  

4. 0 g/ L M n O 2/ c o m  2 2 8 ± 3  9. 2 ± 1. 0  3 5. 6 ± 3. 9  2. 9 2 ± 0. 9 0  

3. 4 g/ L M n O 2/ c o m  2 1 8 ± 2  5. 3 ± 0. 8  2 4. 4 ± 3. 8  4. 5 5 ± 0. 9 1  

2. 5 g/ L M n O 2/ c o m  1 6 3 ± 1 6  5. 5 ± 1. 2  3 4. 1 ± 7. 2  4. 3 5 ± 0. 2 3  

1. 7 g/ L M n O 2/ c o m  1 3 1 ± 2  1. 4 ± 0. 2  1 2. 3 ± 1. 8  4. 9 8 ± 0. 6 5  

2. 2 g/ L M n O 2/ s y n  7 0 ± 4  1 0 7. 4 ± 2 6. 3  1 4 9. 8 ± 3 6. 7  1. 6 8  ± 0. 2 8  

1. 7 g/ L M n O 2/ s y n  7 1 ± 3  7 5. 1 ± 8. 3  1 3 5. 5 ± 1 5. 0  1. 8 8  ± 0. 2 2  

1. 0 g/ L M n O 2/ s y n  1 1 0 ± 1 0  1 2. 9 ± 2. 4  3 9. 6 ± 7. 3  4. 1 2  ± 0. 8 5  

0. 6 7 g/ L M n O 2/ s y n  1 5 3 ± 3  4. 0 ± 0. 9  1 8. 3 ± 4. 3  5. 8 4 ± 0. 6 8  

0. 3 g/ L M n O 2/ s y n  8 5 ± 2  5. 0 ± 1. 1  5 1 ± 1 1  4. 4 7 ± 0. 5 8  
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Eff e ct of mi n er al s urf a c e pr o p erti es o n I D M P s or pti o n & r e a cti o n r at e  

G e n er all y,  it  c a n  b e  a s s u m e d  t h at  t h e  a m o u nt  of  I D M P  s or b e d  t o  t h e  mi n er al  s urf a c e  a n d 

c o n s e q u e ntl y t h e r e a cti o n r at e i n cr e a s e s wit h i n cr e a si n g mi n er al l o a di n g d u e t o a n i n cr e a s e of 

a v ail a bl e  s urf a c e  sit e s.  T o  v erif y  t hi s  h y p ot h e si s,  w e  c orr el at e d  t h e  z er o -or d er  r e a cti o n  r at e s 

n or m ali z e d  t o  t h e  s urf a c e  c o n c e ntr ati o n  ( k x, n or m )  wit h  t h e  q u a si-st e a d y  st at e  c o n c e ntr ati o n s  of 

s or b e d I D M P (I D M P s or b, m a x  i n μ m ol/ L) ( T a bl e 2. 2 ). F or M n O2/ c o m , t h e b e h a vi or f oll o w e d t h e g e n er al 

a s s u m pti o n a n d I D M P s or b, m a x  c orr el at e d p o siti v el y wit h t h e mi n er al s urf a c e: I n t h e e x p eri m e nt wit h 

1 0 9. 7  m2 / L s urf a c e ar e a ( 1. 7 g/ L M n O2/ c o m ) t h e I D M Ps or b, m a x  w a s o b s er v e d at 1 3 1  ± 2 μ M, w h er e a s 

f or a s urf a c e ar e a of 2 5 8 m2 / L ( 4. 0 g/ L M n O2/ c o m ) a n I D M Ps or b, m a x  c o n c e ntr ati o n of 2 2 8  ± 3 μ M w a s 

d et er mi n e d.  

I n t h e s y st e m c o nt ai ni n g M n O2/ s y n , h o w e v er, a n o p p o sit e tr e n d w a s o b s er v e d. W hil e a n i n cr e a s e 

i n t h e pr o vi d e d s urf a c e ar e a r e s ult e d i n hi g h er r e a cti o n r at e s, t h e s or b e d c o n c e ntr ati o n of I D M P 

d e cr e a s e d. F or e x a m pl e, f or 2 1 8. 4  m2 / L ( 0. 6 7 g/ L M n O2/ s y n ) a n d 7 1 7. 2 m2 / L ( 2. 2 g/ L M n O 2/ s y n ) t h e 

n or m ali z e d z er o -or d er r at e c o n st a nt i n cr e a s e d b y f a ct or ei g ht. I n c o ntr a st, t h e m a xi m u m s or b e d 

I D M P c o n c e ntr ati o n w a s 1 5 3 ± 3 μ M ( 0. 6 7 g/ L M n O2/ s y n ) w h er e a s o nl y 7 0 ± 4 μ M I D M P s or b e d t o 

2. 2  g/ L  M n O 2/ s y n .  T h u s,  t h e  i n cr e a s e  i n  r e a cti o n  r at e  c a n n ot  b e  e x pl ai n e d  b y  a  hi g h er  s or pti o n 

c a p a cit y f or I D M P.  

C o m p ari n g  t h e  s or pti o n  of  I D M P  o n  t h e  t w o  mi n er al s,  it  i s  n oti c e a bl e  t h at  t h e  s urf a c e  ar e a  of 

M n O 2/ s y n  i s si x ti m e s hi g h er t h a n t h e s urf a c e ar e a of M n O2/ c o m , b ut still, M n O2/ s y n  e x p eri m e nt s s h o w 

l o w er I D M Ps or b, m a x  v al u e s t h a n M n O 2/ c o m  e x p eri m e nt s. E v e n t h o u g h 3. 4 g/ L M n O 2/ c o m  a n d 0. 6 7 g/ L 

M n O 2/ s y n  e x hi bit t h e s a m e s urf a c e ar e a, t h e s or b e d I D M P c o n c e ntr ati o n s diff er b y 4 3 % ( 2 2 8 ± 3 

M n O 2/ c o m  v s 1 5 3 ± 3 μ M M n O 2/ s y n ).  T hi s  o b s er v ati o n  c a n  b e  e x pl ai n e d  b y  t h e  m or e  n e g ati v el y 

c h ar g e d s urf a c e of M n O 2/ s y n  c o m p ar e d  t o M n O2/ c o m  d u e t o it s l o w er p H P Z C ( 2. 3 v s 5. 6). T hi s l e a d s 

t o a hi g h er affi nit y of M n O2/ c o m  f or n e g ati v el y c h ar g e d I D M P m ol e c ul e s at p H 6. A c c or di n gl y, t h e 

c al c ul at e d z er o -or d er r at e c o n st a nt k x, n or m  i s 3 3 % hi g h er f or 3. 4 g/ L M n O2/ c o m  c o m p ar e d t o 0. 6 7  g/ L 

M n O 2/ s y n . 

A n ot h er dri vi n g  f a ct or a p p e ar e d t o  b e bi v al e nt  m a n g a n e s e  ( M n 2 + ),  w hi c h  i s  f or m e d  d uri n g  t h e 

r e a cti o n a n d c a n s or b t o t h e mi n er al s urf a c e t o a c ert ai n e xt e nt. 1 3  A s t h e br e a k d o w n of I D M P o n 

M n I VO 2  t o  P O4 3-   ( C –P)  a n d  A M P A  ( C – N  b o n d  cl e a v a g e)  i s  a s s o ci at e d  wit h  t h e  tr a n sf er  of t w o 

el e ctr o n s 1 1, 2 6 , t h e f or m ati o n of o n e M n2 +  f or o n e o xi di z e d I D M P m ol e c ul e c a n b e  a s s u m e d . T h e 

s or b e d M n 2 + -c o n c e ntr ati o n  w a s  c al c ul at e d b a s e d  o n  s or pti o n  i s ot h er m s  f or  M n 2 +  o n  t h e  t w o 

diff er e nt mi n er al s  ( Fi g ur e  B. 1 3)  u si n g  t h e  m e a s ur e d  c o n c e ntr ati o n s  f or  a q u e o u s  M n 2 + . 
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N or m ali zi n g t hi s s or b e d M n 2 + -c o n c e ntr ati o n t o t h e s urf a c e ar e a of t h e s u s p e n d e d mi n er al s r e s ult s 

i n t h e M n2 +  c o n c e ntr ati o n s p er m 2  ( M n2 +
s or b / m2 ) s h o w n i n T a bl e 2. 2 . 

M n 2 +
s or b / m2  a n d  t h e  z er o -or d er  r e a cti o n  r at e s  k x, n or m  w er e  i n v er s el y  r el at e d,  i. e.,  a n  i n cr e a s e  i n 

k x, n or m  c orr el at e d wit h a d e cr e a s e i n M n 2 +
s or b / m2 . T hi s i n di c at e s a hi g h er r e a cti vit y of t h e M n2 + -fr e e 

mi n er al, i. e, a p a s si v ati o n of t h e mi n er al s urf a c e b y a d s or pti o n of M n 2 +  fr o m t h e a q u e o u s p h a s e. 

T hi s  i s  i n  li n e  wit h  pr e vi o u s  st u di e s,  w h er e  s or pti o n  of  M n 2 +
a q  t o  M n O2  s urf a c e s  r e s ult e d  i n  a 

d e cr e a s e d o xi d ati o n p ot e nti al t o w ar d s or g a ni c r e d u ct a nt s. 2 7, 2 8  T hi s w a s a s si g n e d t o i) bl o c ki n g of 

a cti v e  s urf a c e  sit e s  b y  M n 2 +  o n  t h e  mi n er al  or  ii)  r e a cti o n  of  M n II wit h  M n I V a n d  t h er ef or e 

c o m p etiti o n f or r e a cti v e s urf a c e sit e s a n d/ or a d e cr e a s e of t h e a v er a g e o xi d ati o n st at e of M n i n 

t h e M n O2 . 1 3, 2 7 – 3 0  T o f urt h er i n v e sti g at e t hi s p h e n o m e n o n, a c o ntr ol e x p eri m e nt ( 4. 0  g/ L M n O 2/ c o m ) 

c o nt ai ni n g a M n 2 +  ( a d d e d a s M n Cl2 ) st arti n g c o n c e ntr ati o n of 1 m M w a s c o n d u ct e d. I n li n e wit h 

t h e r e s ult s di s c u s s e d e arli er, a d e cr e a s e i n t h e r e a cti o n r at e fr o m 3 5. 6 ± 3. 9 n m ol/( m 2  h) t o 1 3. 9 

± 2. 0  n m ol/( m 2  h) ( wit h i niti al M n 2 + ) al o n g wit h a n i n cr e a s e i n I D M Ps or b, m a x  fr o m 2 2 8 ± 3 μ M t o 4 7 8 

± 4 5  μ M ( wit h i niti al M n2 + ) w a s o b s er v e d. ( A gr a p hi c al di s pl a y of M n2 +
s or b / m2  v s z er o -or d er r at e 

c o n st a nt a n d I D M P s or b, m a x  c a n b e f o u n d i n Fi g ur e B. 1 4.)  

T h e i n cr e a s e i n I D M Ps or b, m a x  wit h i n cr e a si n g M n 2 +
s or b / m2  a n d d e cr e a si n g k x, n or m  w a s o b s er v e d f or 

all M n O 2/ s y n  e x p eri m e nt s ( e x c e pt 0. 3  g/ L). It s e e m s pl a u si bl e t h at t h e  s or pti o n of M n 2 +
a q  s hift s t h e 

s urf a c e c h ar g e of t h e mi n er al t o m or e p o siti v e v al u e s  a n d t h er ef or e i n cr e a s e s t h e s or pti o n affi nit y 

f or  t h e  n e g ati v el y  c h ar g e d  I D M P. M arti n e z et  al. 3 1  d e s cri b e d  C a 2 +  t o  a ct  a s  a  bri d g e-c ati o n 

b et w e e n F e O O H a n d A T M P. E v e n t h o u g h C a 2 +  diff er s fr o m M n 2 +  wit h r e s p e ct t o e . g., i o ni c r a di u s 

a n d c h ar g e  d e n sit y , it i s c o n c ei v a bl e t h at al s o M n2 +  s er v e s a s a bri d g e -c ati o n b et w e e n M n O 2  a n d 

I D M P, a s  M n 2 +  w a s  s h o w n  t o  f or m  i n n er -s p h er e  c o m pl e x e s  wit h  bir n e s sit e 3 2 .  A d diti o n all y,  w e 

f o u n d  a  str o n g  p o siti v e  c orr el ati o n  b et w e e n  s or b e d  M n2 +  a n d  I D M P  s or pti o n -c a p a cit y  i n 

e x p eri m e nt s w h er e w e l o a d e d t h e mi n er al wit h diff er e nt a m o u nt s of M n 2 +  pri or t o I D M P a d diti o n 

( s e e  Fi g ur e  B. 1 5).  T h e f or m ati o n  of  s u c h  t er n ar y  I D M P-M n 2 + -s urf a c e  c o m pl e x e s,  h o w e v er,  i s 

c o n si st e nt wit h b ot h, e n h a n c e d I D M P s or pti o n a n d hi n d er a n c e of el e ctr o n tr a n sf er fr o m I D M P t o 

M n I V c e nt er s of t h e mi n er al.  

S u m m ari zi n g, t h e s y nt h eti c M n O 2/ s y n  s h o w e d a di s pr o p orti o n at e i n cr e a s e i n r e a cti o n r at e wit h t h e 

s urf a c e ar e a pr o vi d e d , r e s p e cti v el y a d e cr e a si n g M n2 +
s or b / m2 , a n d s h o w e d a c o n si d er a bl y diff er e nt 

r el ati o n s hi p c o n c er ni n g I D M Ps or b, m a x  a n d r e a cti o n r at e c o m p ar e d t o M n O 2/ c o m . T h o s e diff er e n c e s 

b et w e e n t h e t w o mi n er al s c a n p artl y b e e x pl ai n e d  b y t h e diff er e n c e i n p H P Z C . D u e t o it s hi g h er 

p H P Z C ,  M n O2/ c o m  i s  l e s s  n e g ati v el y  c h ar g e d  at  p H  6  a n d pr o b a bl y  p o s s e s s e s  a  hi g h er  I D M P 

s or pti o n affi nit y  t h a n M n O2/ s y n . At t h e s a m e ti m e, t h e hi g h er p HP Z C  l e a d s t o a l o w er M n2 +  s or pti o n 
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affi nit y, c o m p ar e d t o M n O 2/ s y n . If M n2 +  i s n o w f or m e d d uri n g t h e r e a cti o n, t h e str o n g er s or pti o n t o 

t h e M n O2/ s y n  mi n er al s urf a c e c a u s e s a m or e p o siti v e c h ar g e – w hi c h i) e a s e s I D M P s or pti o n b ut  

al s o ii) p a s si v at e s  t h e s urf a c e o v er t h e c o ur s e of t h e r e a cti o n. T hi s e x pl ai n s w h y t h e o b s er v e d 

eff e ct i s m or e  pr o n o u n c e d  f or  M n O 2/ s y n  t h a n  f or  M n O2/ c o m .  O n  t h e  ot h er  h a n d, M n 2 +
s or b / m2  d at a  

r e v e al si mil ar v al u e s f or t h e t w o mi n er al s e x hi biti n g t h e s a m e s urf a c e c o n c e ntr ati o n s. T h u s,  ot h er 

mi n er al c h ar a ct eri sti c s li k e m or p h ol o g y a n d cr y st all o gr a p h y mi g ht al s o c o ntri b ut e t o t h e o b s er v e d 

diff er e n c e s  i n  mi n er al  r e a cti vit y. 1 3  T o  f urt h er  el u ci d at e  t h e  r ol e  of  s urf a c e  sit e s  r e a cti viti e s  a n d 

r at e-li miti n g  st e p  i n  t hi s  m ulti-st e p  r e a cti o n,  c ar b o n  C SI A  of  I D M P  h a s  b e e n  a p pli e d  a s  a 

c o m pl e m e nt ar y t e c h ni q u e.  

 

C ar b o n is ot o p e a n al ysis of s or b e d a n d diss ol v e d I D M P r e v e als r at e -li miti n g st e ps  

I n  g e n er al,  o xi d ati o n  of  or g a ni c  c o m p o u n d s  o n  m a n g a n e s e  o xi d e s  i n v ol v e s  s urf a c e  c o m pl e x 

f or m ati o n  ( st e p  1)  f oll o w e d  b y  el e ctr o n  tr a n sf er  ( st e p  2)  a n d  s u b s e q u e nt  b o n d  cl e a v a g e  ( st e p 

3). 1 0, 2 6, 3 3  T o f urt h er i n v e sti g at e t h e r at e d et er mi ni n g st e p s f or t h e o xi d ati o n of I D M P at M n O 2 , w e 

a n al y z e d 1 3 C- e nri c h m e nt of I D M P i n t h e a q u e o u s ( δ 1 3 C a q ) a s w ell a s i n t h e s or b e d (δ 1 3 C s or b ) p h a s e, 

s e p ar at el y ( Fi g ur e 2. 3 ).  

F or  t h e  o xi d ati o n  of  I D M P  o n  M n O 2  s urf a c e s  it  i s  r e a s o n a bl e  t o  a s s u m e  t h at  o nl y  t h e  b o n d 

cl e a v a g e ( st e p 3) i s a s s o ci at e d wit h a ( si g nifi c a nt) c ar b o n i s ot o p e fr a cti o n ati o n, a s n o c ar b o n at o m 

i s i n v ol v e d i n s urf a c e c o m pl e x f or m ati o n or el e ctr o n tr a n sf er. T hi s a s s u m pti o n i s s u p p ort e d b y 

i n si g nifi c a nt i s ot o p e fr a cti o n ati o n of I D M P o b s er v e d i n s or pti o n e x p eri m e nt s wit h t h e r e d o x i n ert 

mi n er al Al 2 O 3  (ε C  < -1. 0  ‰, Fi g ur e B. 1 6). T h er ef or e, t h e t w o f oll o wi n g s c e n ari o s c a n b e r e s ol v e d 

b a s e d o n t h e i s ot o pi c c o m p o siti o n of I D M P i n t h e a q u e o u s a n d s oli d p h a s e. (I) El e ctr o n tr a n sf er 

i s  r at e-li miti n g:  I n  t hi s  c a s e  c o m p ar a bl e δ 1 3 C s or b  a n d δ 1 3 C a q  v al u e s  ar e  e x p e ct e d,  a s  f a st  ( d e -

) s or pti o n ki n eti c s q ui c kl y e st a bli s h a n e q uili bri u m b et w e e n s or b e d a n d a q u e o u s I D M P a n d h e n c e 

t h e i s ot o pi c i m pri nt of I D M P tr a n sf or m e d at t h e mi n er al s urf a c e i s vi si bl e i n t h e a q u e o u s p h a s e. 

(II) ( D e-) s or pti o n i s r at e-li miti n g: I n t hi s c a s e a pr o n o u n c e d d e vi ati o n of δ 1 3 C s or b  a n d δ 1 3 C a q  v al u e s 

i s  e x p e ct e d,  a s  t h e  el e ctr o n  tr a n sf er  i s  f a st er  c o m p ar e d  t o  d e s or pti o n,  pr e v e nti n g  t h e 

e st a b li s h m e nt  of  a n  e q uili bri u m  b et w e e n  t h e  a q u e o u s  a n d  s or b e d  I D M P  p o ol s.  H er e,  a 

pr o n o u n c e d 1 3 C e nri c h m e nt i n t h e s or b e d p h a s e i s e x p e ct e d. A gr a p hi c al d e pi cti o n of t h o s e t w o 

s c e n ari o s i s pr o vi d e d i n t h e SI ( Fi g ur e B. 1 7).  

F or  t h e  t hr e e  c o n c e ntr ati o n s  of  M n O 2/ c o m ,  si mil ar δ 1 3 C v al u e s  a n d  s u b s e q u e ntl y  i s ot o p e 

e nri c h m e nt  i n  t h e  a q u e o u s  a n d  t h e  s or b e d  p h a s e  w er e  o b s er v e d ( s e e Fi g ur e  2. 3  a ).  T h e 
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e nri c h m e nt f a ct or s f or all t hr e e M n O 2/ c o m  e x p eri m e nt s  r a n g e d b et w e e n -5. 7 ± 0. 6 a n d -6. 6 ± 0. 6 

‰ f or t h e a q u e o u s (ε C, a q ) a n d  b et w e e n  -5. 1 ± 0. 7  a n d -5. 6 ± 0. 6 ‰ f or t h e s or b e d p h a s e s (ε C, s or b , 

s e e  T a bl e S 2) . T h u s, i s ot o p e a n al y si s r e v e al e d ( d e -) s or pti o n t o b e f a st er t h a n e- tr a n sf er f or t h e 

e x p eri m e nt s c o n d u ct e d wit h t h e c o m m er ci al M n O 2 m e eti n g s c e n ari o I.   

 

 

Fi g ur e  2. 3  D o u bl e  l o g arit h mi c  R a yl ei g h  pl ot s  of  a q u e o u s  a n d  s or b e d  I D M P  p h a s e s  of  s e v e n  I D M P  tr a n sf or m ati o n 
e x p eri m e nt s: a)  M n O 2/ c o m  i n c o n c e ntr ati o n s of 1. 7, 3. 4 a n d 4. 0 g/ L, b)  M n O 2/ s y n  i n c o n c e ntr ati o n s of 0. 6 7, 1. 0, 1. 7 a n d 
2. 2  g/ L  ( a  m or e  d et ail e d  gr a p hi c  c a n  b e  f o u n d  i n  Fi g ur e  B. 1 8).  T h e δ -v al u e s  ar e  pl ott e d  v er s u s  t h e  t ot al  r e m ai ni n g 
fr a cti o n of I D M P ( mt ot = m a q  + m s or b ). Li n e ar r e gr e s si o n s ar e i n di c at e d b y s oli d ( a q) a n d d a s h e d ( s or b) li n e s, r e s p e cti v el y. 
Err or s  of  t h e  n or m ali z e d  i s ot o pi c  c o m p o siti o n  r e pr e s e nt  t h e  st a n d ar d  d e vi ati o n s  of  all  si x  i s ot o pi c  m e a s ur e m e nt s 
(tri pli c at e a n al y s e s of d u pli c at e e x p eri m e nt s), w hil e err or s of t h e fr a cti o n r e pr e s e nt t h e err or s of I D M P q u a ntifi c ati o n 
b et w e e n d u pli c at e s. T h e pi n k d elt a i n di c at e s t h e d e vi ati o n b et w e e n a q u e o u s a n d s or b e d p h a s e.  

F or t h e e x p eri m e nt c o nt ai ni n g 0. 6 7  g/ L s y nt h eti c M n O 2/ s y n , δ 1 3 C- v al u e s of I D M P i n a q u e o u s a n d 

s or b e d p h a s e w er e still c o m p ar a bl e ( ε C, s or b ( 0. 6 7) = -5. 0 ± 0. 4  ‰ a n d ε C, a q ( 0. 6 7) = -6. 3 ± 0. 4  ‰). 

Wit h i n cr e a si n g M n O 2/ s y n  c o n c e ntr ati o n s, h o w e v er, t h e δ 1 3 C v al u e s of I D M P i n t h e s or b e d p h a s e 

si g nifi c a ntl y e x c e e d e d t h o s e i n t h e a q u e o u s p h a s e, i m pl yi n g t h at 1 3 C e nri c h m e nt i n t h e s or b e d 

p h a s e w a s m u c h str o n g er. At 1. 0  g/ L M n O 2/ s y n  t h e m a xi m u m diff er e n c e b et w e e n 1 3 C e nri c h m e nt 

i n  t h e  a q u e o u s  a n d  t h e  s or b e d  p h a s e  (Δ δ 1 3 C m a x )  w a s  3. 4 ± 0. 4  ‰,  w hil e  at  2. 0  g/ L  M n O 2/ s y n 

Δ δ 1 3 C m a x  f urt h er i n cr e a s e d t o 6. 5  ± 0. 3  ‰ (Fi g ur e 2. 3 b ). T h e i s ot o p e d at a t h er ef or e i n di c at e s t h at 

i n cr e a si n g M n O2/ s y n  s urf a c e ar e a s l e a d t o a s hift of t h e r at e -li miti n g st e p fr o m el e ctr o n tr a n sf er 

( st e p  2)  t o  s urf a c e  c o m pl e x  f or m ati o n  ( st e p  1).  T h er ef or e,  t h e  M n O 2/ s y n  gr a d u al  s hift s  fr o m 

s c e n ari o I ( el e ctr o n tr a n sf er i s r at e li miti n g) t o s c e n ari o II a n d s u b s e q u e ntl y ( d e -) s or pti o n b e c o m e s 

r at e li miti n g. 
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 W hil e δ 1 3 C s or b  a n d δ 1 3 C a q  v al u e s  diff er  p arti c ul arl y  at  t h e  st art  of  t h e  tr a n sf or m ati o n  r e a cti o n 

(Δ δ 1 3 C m a x ),  t h e y  c o n v er g e  o v er  t h e  c o ur s e  of  t h e  r e a cti o n.  T h u s,  i s ot o p e  e nri c h m e nt  f a ct or s  of 

I D M P i n t h e s or b e d fr a cti o n w er e m u c h hi g h er t h a n t h o s e i n t h e a q u e o u s fr a cti o n ( s e e T a bl e S 2).  

F urt h er m or e, f or t h e M n O 2/ s y n  e x p eri m e nt s t h e i s ot o p e d at a i s i n li n e wit h t h e  q u a si -st e a d y st at e 

s or b e d I D M P c o n c e ntr ati o n s, n or m ali z e d z er o -or d er r at e c o n st a nt s a n d s or b e d M n 2 + . T h e m or e 

t h e  I D M P δ 1 3 C- v al u e s  of  s or b e d  a n d  a q u e o u s  p h a s e  di v er g e  (t h e  hi g h er Δ δ 1 3 C m a x ),  t h e  l o w er 

I D M Ps or b, m a x ,  b ut  t h e  hi g h er  M n2 +
s or b / m2  a n d  k x, n or m .  T h er ef or e,  t h e  i s ot o p e  d at a  s u p p ort s  t h e 

h y p ot h e si s of M n O 2  p a s si v ati o n ( s elf -p oi s o ni n g) b y s or pti o n of M n 2 + . Fr e e ( M nI V) s urf a c e sit e s n ot 

o c c u pi e d b y M n 2 +  s or b I D M P a n d ar e hi g hl y r e a cti v e, r e s ulti n g i n a f a st e - tr a n sf er c o m p ar e d t o 

d e s or pti o n. Att a c h m e nt of M n 2 +  t o M nI V s urf a c e sit e s, h o w e v er, i n cr e a s e s I D M P s or pti o n b ut e - 

tr a n sf er fr o m I D M P t o M nI V i s hi n d er e d. D u e t o t h e f a st c o n v er si o n of I D M P o n fr e e M nI V sit e s a n d 

c o m p ar a bl y  sl o w  d e s or pti o n,  hi g h er 1 3 C  e nri c h m e nt  i s  o b s er v e d  i n  t h e  s or b e d  I D M P  p h a s e 

c o m p ar e d t o t h e a q u e o u s p h a s e. T h o s e fi n di n g s f urt h er str e n gt h e n t h e h y p ot h e si s of t h e t er n ar y 

bri d gi n g c o m pl e x s c e n ari o. Fi g ur e 2. 4 ill u str at e s t h e i nt er pl a y of s or pti o n, s urf a c e s p e ci ati o n a n d 

r e a cti vit y of t h e M n O 2  mi n er al -w at er i nt er p h a s e. T h e o v er all pi ct ur e of pr o gr e s si v e p a s si v ati o n of 

t h e  M n O2  s urf a c e  b y  s or b e d  M n 2 +  al o n g  wit h  d e cr e a si n g  I D M P  tr a n sf or m ati o n  r at e s  i s  al s o 

r efl e ct e d a n d t h u s s u p p ort e d b y t h e c o n v er g e n c e  of δ 1 3 C s or b  a n d δ 1 3 C a q  o v er t h e c o ur s e of t h e 

r e a cti o n ( s e e Fi g ur e 2. 3). 

 

 

Fi g ur e 2. 4  S c h e m ati c d e pi cti o n of t h e eff e ct s of d e cr e a si n g mi n er al c o n c e ntr ati o n o n i) M n 2 + l o a di n g of t h e mi n er al 
a n d t h er ef or e ii) I D M P s or pti o n o nt o hi g h ( h) a n d l o w (l) r e a cti vit y sit e s, iii) tr a n sf or m ati o n ki n eti c s a n d t h e diff er e n c e i n 
δ 1 3 C v al u e s of I D M P i n t h e s or b e d v s t h e a q u e o u s p h a s e 

 

h l l l l

M n I VO 2

h l l l h h l l h l

M n I VO 2

M n 2 + I D M P 

M n 2 +
s or b , s u rf a c e p a s si v ati o n of M n O 2

c (M n O 2 )

c (I D M P)    =

k x ,n or m

I D M Ps or b

M n 2 +
s or b

Δ (δ a q ,δ s or b)

l = l o w r e a cti vit y, h = hi g h r e a cti vit y sit e s
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2. 5 E n vir o n m e nt al I m pli c ati o ns  

O ur w or k  d e m o n str at e s  t h at  I D M P,  a  m aj or  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct  of  wi d el y  a p pli e d 

a mi n o p ol y p h o s p h o n at e s, c a n r a pi dl y b e o xi di z e d b y m a n g a n e s e o xi d e mi n er al s wit h A M P A  a s 

m aj or or g a ni c tr a n sf or m ati o n pr o d u ct. A M P A – al s o k n o w n a s a k e y m et a b olit e of gl y p h o s at e 3 4  – 

i s  r e g ar d e d  a s  e n vir o n m e nt all y  p er si st e nt,  e nri c h e s  i n  s oil s,  a n d  r ai s e s  e c o(t o xi c o)l o gi c al 

c o n c er n s. 3 5 – 3 9  

C o n si d eri n g t h e hi g h -v ol u m e pr o d u cti o n a n d e mi s si o n of a mi n o p ol y p h o s p h o n at e s i n E ur o p e a n d 

el s e w h er e 1, 5 , c o n v er si o n of o nl y a s m all fr a cti o n t o A M P A b y m a n g a n e s e mi n er al s w o ul d r e s ult i n 

a  si g nifi c a nt  a m o u nt  of  A M P A  f or m e d  a s  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct.  T h u s,  w e  d e s cri b e  h er e  a n 

alt er n ati v e pr o c e s s a n d s o ur c e of A M P A p ot e nti all y c o ntri b uti n g t o it s wi d e s pr e a d o c c urr e n c e i n 

t h e e n vir o n m e nt. T h e h et er o g e n o u s tr a n sf or m ati o n of a mi n o p ol y p h o s p h o n at e s at M n Ox  mi n er al s 

p ot e nti all y o c c ur s i n s oil s a n d s e di m e nt s u n d er d y n a mi c r e d o x c o n diti o n s, w h er e M n III a n d M n I V 

o xi d e s ar e pri m aril y f or m e d b y mi cr o bi al a cti vit y. 1 3  A s bi o g e ni c M n O x  ar e r e g ar d e d t o b e e v e n 

m or e r e a cti v e t h a n a bi oti c all y s y nt h e si z e d M n O x
1 3 , t h e y b e ar a n e v e n hi g h er p ot e nti al f or r a pi d 

A P P  tr a n sf or m ati o n  t h a n  t h e  s y nt h eti c  M n O 2  mi n er al s  u s e d  i n  t hi s  st u d y.  Alt h o u g h  mi cr o bi al 

d e gr a d ati o n of hi g h er A P P s c urr e ntl y i s c o n si d er e d t o b e i n si g nifi c a nt, mi cr o bi al a cti vit y dri vi n g 

e n vir o n m e nt al  c o n diti o n s  t o w ar d s  f or m ati o n  a n d  tr a n sf or m ati o n  of  M n -mi n er al s  m a y  i n dir e ctl y 

c o ntri b ut e t o t h e e n vir o n m e nt al f at e of s u c h c o m p o u n d s.    

H o w e v er,  o ur  st u d y  al s o  r e v e al e d  t h at  t h e  f or m ati o n  a n d  a d s or pti o n  of  M n 2 +  c a n  l e a d  t o 

p a s si v ati o n  of  t h e  mi n er al  s urf a c e.  T hi s  s elf -p oi s o ni n g  of  m a n g a n e s e  di o xi d e s  d uri n g  r e d o x 

r e a cti o n s, a s w ell a s p o s si bl e f urt h er p a s si v ati o n b y ot h er di v al e nt c ati o n s s u c h a s C a 2 +  or Z n 2 +  

c a n p ot e nti all y i n cr e a s e A P P s or pti o n b ut r et ar d or i n hi bit  it s o xi d ati o n. T h er ef or e, f urt h er r e s e ar c h 

i s  n e e d e d  t o  el u ci d at e  t h e  r ol e  of  e n vir o n m e nt al  f a ct or s  s u c h  a s  c o- sor b e nt s  c o ntr olli n g  A P P 

i nt er a cti o n wit h a n d o xi d ati o n b y M n O2  mi n er al s.  
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S. B. H.: F u n di n g A c q ui siti o n, S u p er vi si o n, R e s o ur c e s, Writi n g – R e vi e w & E diti n g

S c h e m e 3. 1 Gr a p hi c al a b str a ct d e s cri bi n g t h e m ai n r e s ult s a n d m et h o d ol o gi c al a p pr o a c h of c h a pt er 3.

3. 1 A bstr a ct

A mi n o p ol y p h o s p h o n at e s  ( A P P s)  ar e  wi d el y  u s e d  a s  c h el ati n g  a g e nt s,  a n d  t h eir  i n cr e a si n g 

r el e a s e  i nt o  t h e  e n vir o n m e nt  h a s  r ai s e d  c o n c er n s  d u e  t o  t h eir  tr a n sf or m ati o n  i nt o 

a mi n o m et h yl p h o s p h o ni c  a ci d  ( A M P A)  a n d  gl y p h o s at e,  c o m p o u n d s  of  c o ntr o v er si al 

e n vir o n m e nt al i m p a ct. T hi s tr a n sf or m ati o n hi g hli g ht s t h e ur g e nt n e e d f or d et ail e d st u di e s u n d er 

c o ntr oll e d  c o n diti o n s.  D e s pit e  t h e  a v ail a bilit y  of  v ari o u s  m et h o d s  f or  q u a ntif yi n g  i n di vi d u al 

a mi n o p ol y p h o s p h o n at e s  a n d  a mi n o m o n o p h o s p h o n at e s,  a  gr e e n,  l o w -c o st  a p pr o a c h  f or  t h e 

si m ult a n e o u s q u a ntifi c ati o n of A P P s a n d t h eir tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s i n l a b or at or y e x p eri m e nt s 

h a s  b e e n  l a c ki n g.  I n  t hi s  st u d y,  w e  pr e s e nt  a  n o v el  a n al yti c al  m et h o d  utili zi n g  i o n 

c hr o m at o gr a p h y  (I C)  c o u pl e d  t o  i nt e gr at e d  p ul s e d  a m p er o m etri c  d et e ct i o n  (I P A D)  t o 

si m ult a n e o u sl y  q u a ntif y  t h e  si x  a mi n o p h o s p h o n at e s  A M P A,  gl y p h o s at e,  i mi n o di( m et h yl e n e 

p h o s p h o n at e)  (I D M P),  a mi n otri s m et h yl e n e( p h o s p h o n at e s)  ( A T M P),  et h yl e n e di a mi n e 
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t etr a( m et h yl e n e p h o s p h o n at e) ( E D T M P), a n d di et h yl e n etri a mi n e p e nt a( m et h yl e n e p h o s p h o n at e) 

( D T P M P). T hi s m et h o d a c hi e v e s s e p ar ati o n wit hi n a 3 5-mi n r u n ti m e a n d m et h o d d et e cti o n li mit s 

( M D L s) r a n gi n g fr o m 0. 0 1 4 μ M f or A M P A t o 0. 1 0 4 μ M f or D T P M P. T h e m et h o d’ s a p pli c a bilit y 

w a s s u c c e s sf ull y s h o w n b y m o nit ori n g D T P M P, I D M P a n d A M P A d uri n g D T P M P tr a n sf or m ati o n 

o n  m a n g a n e s e  di o xi d e.  A  k e y  a d v a nt a g e  of  t hi s  m et h o d  i s  it s  e n vir o n m e nt al  fri e n dli n e s s 

c o m p ar e d  t o  e xi sti n g  a mi n o p h o s p h o n at e  q u a ntifi c ati o n  t e c h ni q u e s.  N e xt  t o  t h e  si m ult a n e o u s 

a n al y si s, it a v oi d s t h e u s e of d eri v ati z ati o n a g e nt s a n d or g a ni c s ol v e nt s a n d e m pl o y s a n e n er g y -

effi ci e nt d et e ct or. W hil e t h e m et h o d’ s li mit ati o n s li e i n t h e d et e ct or’ s i n h er e nt n o n -s p e cifi c n at ur e, 

it off er s a l o w-c o st a n d s u st ai n a b l e alt er n ati v e t o e xi sti n g m et h o d s. 

 

3. 2 I ntr o d u cti o n  

A mi n o p ol y p h os p h o n at es 

A mi n o p ol y p h o s p h o n at e s  ( A P P s) ar e str o n g c h el ati n g a g e nt s f or di- a n d m ulti v al e nt c ati o n s t h at 

ar e u s e d i n m a n y h o u s e h ol d a n d i n d u stri al a p pli c ati o n s. T h e m o st i m p ort a nt A P P s b y q u a ntit y 

ar e  et h yl e n e di a mi n e  t etr a( m et h yl e n e  p h o s p h o n at e)  ( E D T M P)  a n d  di et h yl e n etri a mi n e 

p e nt a( m et h y l e n e  p h o s p h o n at e)  ( D T P M P)1 .  A P P s  ar e  c o n stit u e nt s  of,  e. g.,  cl e a ni n g  a n d 

bl e a c hi n g a g e nt s, a n d ar e u s e d a s s c al e i n hi bit or s i n w at er tr e at m e nt 1, 2 . Gl o b al p h o s p h o n at e 

c o n s u m pti o n  w a s  at  9 4, 0 0 0  t  i n  2 0 1 2 – wit h  4 9, 0 0 0  t  t h er e of  i n  E ur o p e  a s  r e p ort e d  b y t h e 

E ur o p e a n  p h o s p h o n at e  a s s o ci ati o n 1, 3 .  T h e  G er m a n  “I n d u stri al  A s s o ci ati o n  f or  P er s o n al  C ar e 

a n d D et er g e nt s” (I K W) 4  st at e d t h e t ot al G er m a n p h o s p h o n at e u s e i n w a s hi n g, c ar e a n d cl e a ni n g 

pr o d u ct s wit h 7, 6 1 3 t/ a i n 2 0 1 9.  

W hil e p h o s p h o n at e s (i n cl u di n g a mi n o p h o s p h o n at e s ( A P s)) ar e g e n er all y a s s u m e d t o b e m ai nl y 

r e m o v e d fr o m w a st e w at er b y a d s or pti o n o nt o s e w a g e sl u d g e 1, 5, 6 , tr a n sf or m ati o n of A P P s u n d er 

c o n diti o n s r el e v a nt f or e n vir o n m e nt al a n d t e c h ni c al s y st e m s i s w ell d e s cri b e d i n lit er at ur e, t o o. 

St u di e d r e a cti o n s i n cl u d e i) o xi d ati o n of A T M P i n t h e pr e s e n c e of M n II a n d o x y g e n 7 , ii) o xi d ati o n 

of A T M P at M n O O H 8, 9 , iii) o z o n ati o n of E D T M P1 0 , a n d i v) U V p h ot ol y si s of fr e e a n d c o m pl e x e d 

A P P s 1 1 – 1 5 .  T h e  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  pri m aril y  i n cl u d e  ort h o p h o s p h at e, 

a mi n o m et h yl p h o s p h o ni c  a ci d  ( A M P A)  a n d  i mi n o di( m et h yl e n e  p h o s p h o n at e)  (I D M P). 

F urt h er m or e,  s el e ct e d  st u di e s  r e p ort e d  t h e  mi n or  f or m ati o n  of  t h e  c o ntr o v er si all y  di s c u s s e d 

h er bi ci d e gl y p h o s at e fr o m E D T M P or D T P M P ( s e e Fi g ur e 3. 1) 1 0, 1 6 . 
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Fi g ur e  3. 1  F ull y  d e pr ot o n at e d  str u ct ur e s  of  D T P M P,  E D T M P  a n d  A T M P  a n d  t h eir  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  I D M P, 
A M P A a n d – i n c a s e of E D T M P a n d D T P M P – gl y p h o s at e.  

T hi s s u g g e st s t h at h o u s e h ol d pr o d u ct s m a y s er v e a s a s o ur c e of b ot h gl y p h o s at e a n d A M P A, a 

c o n cl u si o n t h at h a s b e e n r ei nf or c e d b y r e c e nt st u di e s w hi c h s h o w e d t h at W W T P s ar e s o ur c e s 

of  A M P A  a n d  gl y p h o s at e 1 7, 1 8 .  T h o s e  o b s er v ati o n s  e m p h a si z e  t h e  n e e d  t o  f urt h er  i n v e sti g at e 

diff er e nt  A P P  tr a n sf or m ati o n  p at h w a y s.  S u c h  m e c h a ni sti c  st u di e s  c all  f or  w ell -d e si g n e d 

l a b or at or y b at c h e x p eri m e nt s.  

 

E xisti n g m et h o ds a n d gr e e n n ess f or p ol y p h os p h o n at e q u a ntifi c ati o n  

T o  i n v e sti g at e  t h e  tr a n sf or m ati o n  or  s or pti o n  b e h a vi or  of  A P P s  i n  l a b or at or y  e x p eri m e nt s,  a 

gr e e n, e a s y, a n d l o w -c o st q u a ntifi c ati o n m et h o d i s e s s e nti al f or t h e si m ult a n e o u s q u a ntifi c ati o n 

of A P P s a n d t h eir r e s p e cti v e tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s.  

W hil e gr e e n c h e mi str y a n d at o m e c o n o m y ar e w ell -e st a bli s h e d t o ol s i n s ci e n c e a n d i n d u str y t o 

s u st ai n a bl y  d e si g n pr o d u ct s  a n d  pr o c e s s e s 1 9 – 2 1 ,  t h e  i m p ort a n c e  of  gr e e n  a n al yti c al  c h e mi str y 

h a s l o n g b e e n o v erl o o k e d 2 2 . I n t h e l a st y e ar s, gr e e n a n al yti c al c h e mi str y ( G A C) i s i n cr e a si n gl y 

g ai ni n g att e nti o n 2 3, 2 4 . D e s pit e t h e eff ort s of s e v er al s c h ol ar s t o d e v el o p e v al u ati o n s y st e m s, t h e 
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diff er e n c e s i n p ur p o s e a n d t h e diff er e n c e of t h e a n al yti c al m et h o d s it s elf f or a l o n g ti m e m a d e it 

q uit e  diffi c ult  t o  d eri v e  e x a ct  “ n u m b er s  of  gr e e n n e s s” 2 0 .  I n  t h e  f oll o wi n g,  w e  r ef er  t o  t h e  1 2 

pri n ci pl e s of G A C b y P e n a - P er eir a et al.  ( 2 0 2 0)2 4 , w h o d e si g n e d a g e n er al m etri c s y st e m a n d 

s oft w ar e t o e v al u at e t h e gr e e n n e s s of a n al yti c al m et h o d s ( A G R E E).  

Pr e vi o u s  A P P  q u a ntifi c ati o n  m et h o d s  g e n er all y  d o  n ot  p erf or m  w ell  i n  A G R E E,  a s  t h e y  oft e n 

r e q uir e  t h e  u s e  of  a  m a s s  s p e ctr o m et er  ( M S) 3, 2 5 – 2 8 .  T h e s e  M S-b a s e d  m et h o d s  ar e  e n er g y -

i nt e n si v e ( a n d n ot c o st-effi ci e nt), c o ntr a v e ni n g pri n ci pl e 9 of G A C, " e n er g y mi ni mi z ati o n." L e s s 

e x p e n si v e a n d l e s s e n er g y -i nt e n si v e d et e ct or s c a n a d e q u at el y m o nit or A P P c o n c e ntr ati o n s i n, 

f or i n st a n c e, l a b or at or y s a m pl e s wit h a c o ntr oll e d m atri x c o m p o siti o n. 

I n  a d diti o n,  c ert ai n  e st a bli s h e d  m et h o d s  r e q uir e  a  pr e-c ol u m n  d eri v ati z ati o n  wit h  t o xi c 

c o m p o u n d s  s u c h  a s  tri m et h yl sil yl di a z o m et h a n e  or  di a z o m et h a n e 3, 2 7 .  T hi s  pr o c e s s  i s  ti m e-

c o n s u mi n g, i ntr o d u c e s p ot e nti al err or s o ur c e s, a n d g e n er at e s t o xi c w a st e, vi ol ati n g pri n ci pl e 6 

" D eri v ati z ati o n  s h o ul d  b e  a v oi d e d",  pri n ci pl e  1 1  " T o xi c  r e a g e nt s  s h o ul d  b e  eli mi n at e d  or 

r e pl a c e d",  a n d  pri n ci pl e  1  " Dir e ct  a n al yti c al  t e c h ni q u e s  s h o ul d  b e  a p pli e d  t o  a v oi d  s a m pl e 

tr e at m e nt." A s a n e x a m pl e of n o nt o xi c d eri v ati z ati o n f or n o n-M S m et h o d s, F e III i s u s e d f or U V/ Vi s 

a b s or pti o n d et e cti o n, a p pli e d eit h er p o st -c ol u m n 2 9  or pr e -c ol u m n 3 0 . 

I n g e n er al, A P P s pr e s e nt si g nifi c a nt a n al yti c al c h all e n g e s, gi v e n t h eir m ulti pl e n e g ati v e c h ar g e s, 

c o m pl e x  f or m ati o n  wit h  bi - a n d  m ulti v al e nt  c ati o n s 3 1 – 3 3 ,  a n d  l a c k of  c hr o m o p h or e s  or  r e a cti v e 

gr o u p s  2 8 . T h u s, I C m et h o d s u si n g al k ali n e el u e nt s  wit h o ut pr e -c ol u m n d eri v ati z ati o n oft e n e x hi bit 

s u b o pti m al p e a k s h a p e s , s o m eti m e s attri b ut e d t o i m p uriti e s i n t h e p h o s p h o n at e c h e mi c al s3 0, 3 4, 3 5 . 

A c o m pil ati o n of p u bli s h e d a n d v ali d at e d A P P q u a ntifi c ati o n m et h o d s a n d t h eir k e y p ar a m et er s 

c a n b e f o u n d i n t h e SI ( T a bl e C. 1).  

A M P A a n d Gl y p h os at e Q u a ntifi c ati o n M et h o ds  

T h e  i n di vi d u al  q u a ntifi c ati o n  of  gl y p h o s at e  a n d  A M P A  c a n  b e  c arri e d  o ut  wit h  a  v ari et y  of 

m et h o d s. Br o a dl y u s e d e x a m pl e s ar e i) t h e u s e of li q ui d c hr o m at o gr a p h y ( L C) c o u pl e d t o M S 

aft er d eri v ati z ati o n wit h fl u or e n yl m et h yl o x y c ar b o n yl ( F M O C) c hl ori d e 3 6 – 3 9 , fl u or e s c e n c e d et e cti o n 

aft er d eri v ati z ati o n a n d s e p ar ati o n u si n g F M O C 4 0  or fl u or e s c e n c e d et e cti o n aft er I C s e p ar ati o n 

wit h  p o st -c ol u m n  d eri v ati z ati o n  u si n g o- p ht h al di al d e h y d e  a n d  T hi ofl u or ® 4 1 .  D e s cri b e d 

q u a ntifi c ati o n  m et h o d s  wit h o ut  t h e  n e e d  f or  d eri v ati z ati o n  ar e  f or  e x a m pl e  I C  c o u pl e d  t o 

a m p er o m etri c  d et e cti o n 4 2 ,  c a pill ar y  el e ctr o p h or e si s  c o u pl e d  t o  M S  ( C E-M S) 4 3 ,  or  h y dr o p hili c 

i nt er a cti o n c hr o m at o gr a p h y ( HI LI C) c o u pl e d t o M S1 4, 1 5, 4 4 . 
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N o n e of t h e m et h o d s p u bli s h e d s o f ar d e s cri b e d t h e si m ult a n e o u s q u a ntifi c ati o n of gl y p h o s at e, 

A M P A,  a n d  I D M P  t o g et h er  wit h  A T M P,  E D T M P  a n d  D T P M P,  w hi c h  c o ntr a st s  pri n ci pl e  8 

“ M ulti a n al yt e or m ulti p ar a m et er m et h o d s ar e pr ef err e d v er s u s m et h o d s u si n g o n e a n al yt e at a 

ti m e”2 4 . 

 

A m p er o m etri c D et e cti o n  

El e ctr o c h e mi c al/ a m p er o m etri c t e c h ni q u e s ar e pr o mi si n g i n r e g ar d s of gr e e n n e s s a n d s p e cifi c all y 

f or  t h e  mi ni mi z ati o n  of  h a z ar d o u s  c h e mi c al  u s a g e1 9 .  F or  A P s,  a m p er o m etri c  d et e cti o n  i s 

f a v or a bl e i n t er m s of l o w e n er g y c o n s u m pti o n b ut hi g h s e n siti vit y a n d s el e cti vit y4 5 . T h e e s s e nti al 

r e q uir e m e nt f or s u b st a n c e s t o b e d et e ct a bl e vi a a m p er o m etr y i s t h eir el e ctr o a cti vit y, eit h er gi v e n 

b y ar o m ati cit y or t h e pr e s e n c e of o xi di z a bl e or r e d u ci bl e f u n cti o n al gr o u p s. F or A P s, t hi s crit eri o n 

i s  m et  b y  t h e  pr e s e n c e  of  o xi di z a bl e  h y dr o x yl  a n d  a mi n o  gr o u p s4 6 .  T hi s  all o w s  f or  s el e cti v e 

m o nit ori n g  of  A P s  a n d  t h eir  el e ctr o a cti v e  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s.  C o m p o u n d s  wit h o ut 

el e ctr o a cti v e  gr o u p s,  e. g.  p h o s p h at e  or  m et h yl e n e  p h o s p h o n at e,  s h o w  n o  r e s p o n s e  a n d 

t h er ef or e c a n n ot i nt erf er e wit h A P P q u a ntifi c ati o n4 7 . 

A m p er o m etri c d et e ct or s c o m pri s e a t hr e e -el e ctr o d e arr a n g e m e nt wit h a w or ki n g el e ctr o d e ( W E), 

a c o u nt er el e ctr o d e ( C E), a n d a r ef er e n c e el e ctr o d e ( R E). T h e el e ctr o c h e mi c al r e a cti o n t a k e s 

pl a c e  at  t h e  W E,  w hi c h  i s  u s u all y  m a d e  of  pl ati n u m  or  g ol d.  I n  D C  a m p er o m etr y,  a  c o n st a nt 

w or ki n g p ot e nti al i s a p pli e d, b y w hi c h t h e a n al yt e s ar e o xi di z e d/r e d u c e d, a n d t h e r e s ulti n g c urr e nt 

i s m e a s ur e d. H o w e v er, f or a n al yt e s pr e ci pit ati n g or str o n gl y s or bi n g at t h e el e ctr o d e, c o n st a nt 

w or ki n g  p ot e nti al  a m p er o m etr y  i s  n ot  a p pli c a bl e  d u e  t o  b a s eli n e  drift,  i n cr e a s e d  b a c k gr o u n d 

n oi s e  a n d  a  c o n st a ntl y  c h a n gi n g  el e ctr o d e  s urf a c e  r e s ulti n g  i n  a  c h a n gi n g  r e s p o n s e 4 8 . 

D e v el o p m e nt s r e g ar di n g t h e a p pli e d p ot e nti al s e q u e n c e ( w a v ef or m) l e d t o “ p ul s e d a m p er o m etri c 

d et e cti o n”  ( P A D),  u s u all y  i n v ol vi n g  a  g ol d  W E 4 8 .  I n  c o ntr a st  t o  a m p er o m etr y  wit h  a  c o n st a nt 

w or ki n g p ot e nti al, P A D i n v ol v e s t h e r e p etiti v e a p pli c ati o n of a s h ort p ot e nti al s e q u e n c e , t y pi c all y 

l a sti n g  < 1 s e c o n d ,  i n cl u di n g  a  hi g h  o xi d ati o n  a n d  a  l o w  r e d u ci n g  p ot e nti al.  T hi s  p ot e ntial 

s e q u e n c e i m p e d e s el e ctr o d e f o uli n g or i n ot h er w or d s “f a cilit at e s el e ctr o c h e mi c al cl e a ni n g” of 

t h e  el e ctr o d e  s urf a c e  i n  pr e p ar ati o n  f or  t h e  n e xt  m e a s ur e m e nt  i nt er v al.  F or  f urt h er  d et ail s  o n 

P A D w a v ef or m s, s e e t h e S u p p orti n g I nf or m ati o n.  

E s p e ci all y,  d e v el o p m e nt s  i n  t h e  fi el d  of  a mi n o  a ci d  d et e cti o n  u si n g  i nt e gr at e d  p ul s e d 

a m p er o m etri c d et e cti o n (I P A D) 4 5, 4 7  a n d a n I C -I P A D a p pli c ati o n n ot e f or gl y p h o s at e a n d A M P A 
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wit h  d et e cti o n  li mit s  ( L O D s)  b el o w  2  μ g/ L 4 2, 4 9  s u g g e st e d  t h e  s uit a bilit y  of  I P A D  f or  t h e 

q u a ntifi c ati o n of A P P s i n a q u e o u s s ol uti o n s.  

I nt e gr at e d P A D (I P A D) 

I P A D i s a v ari a nt of P A D. T h e w a v ef or m s d e v el o p e d f or I P A D all o w  t h e si m ult a n e o u s o xi d ati o n  

of t h e  el e ctr o d e  s urf a c e a n d  t h e a n al yt e, al s o k n o w n a s “ m o d e II d et e cti o n” 4 5 – 4 7 . T h e diff er e nt 

p ot e nti al s  a p pli e d  i n  I P A D  ar e  e x pl ai n e d  i n  T a bl e C. 2.  I P A D  i s  pr e d o mi n a ntl y u s e d  f or  t h e 

d et e cti o n  of  a mi n o  a ci d s,  a mi n e s,  a n d  or g a ni c  s ulf ur  c o m p o u n d s.  T h eir  o xi d ati o n  o n  m et al 

el e ctr o d e s i s c at al y z e d b y m et al o xi d e f or m ati o n 4 6 . W hil e i n p ul s e d a m p er o m etr y t h e F ar a d a y 

c urr e nt i s m e a s ur e d at a fi x e d o xi d ati o n p ot e nti al, t h e  i nt e gr ati o n p art of t h e p ot e nti al w a v ef or m 

i n I P A D c a n h a v e  t h e f or m of a tri a n gl e or tr a p e z ( s e e Fi gur e C. 1 b ), i. e., it i s g e n er all y alt er n at e d 

b et w e e n a hi g h a n d a l o w p ot e nti al 4 8 . W hil e t h e s urf a c e o xi d e f or m ati o n i s n e c e s s ar y t o c at al y z e 

a n al yt e  o xi d ati o n,  t h e  o xi d e  f or m ati o n  pr o d u c e s  a  c urr e nt  it s elf – l e a di n g  t o  hi g h  b a c k gr o u n d 

c urr e nt s.  

I n a d diti o n, c o n c e ntr ati o n gr a di e nts ar e al s o t h e ori gi n f or  hi g h b a c k gr o u n d c urr e nt s c a u s e d b y  

c h a n g e s i n t h e b a c k gr o u n d el e ctr ol yt e c o n c e ntr ati o n  t hr o u g h o ut t h e gr a di e nt r u n4 5, 4 7 .  

W h e n  I P A D  i s  e m pl o y e d,  b a s eli n e  di st ur b a n c e s  c a u s e d  b y  p H  gr a di e nt s,  i o ni c  str e n gt h 

v ari ati o n s,  a n d  m et al  o xi d e  f or m ati o n  ar e  mi ni mi z e d.  B e c a u s e  t h e  o xi d ati o n  of  t h e  el e ctr o d e 

s urf a c e i s a r e v er si bl e pr o c e s s, w hil e t h e o xi d ati o n of a n al yt e s i s n ot, t h e r e s ulti n g si g n al i s m ai nl y 

c h ar a ct eri z e d  b y  t h e  c o ntri b uti o n  of  t h e  a n al yt e  o xi d ati o n.  W h e n  i nt e gr ati n g  t h e  c urr e nt  yi el d 

d uri n g t h e c y cl e, t h e n et si g n al f or t h e r e s p e cti v e a n al yt e i s o bt ai n e d 4 5, 4 7, 4 8, 5 0 .  

T h e  o xi d ati v e  d et e cti o n  of  a mi n o  a ci d s  u si n g  I P A D  i s  r e p ort e d  t o  b e  m o st  eff e cti v e  o n  g ol d 

el e ctr o d e s  at  str o n g  al k ali n e  p H 4 5, 4 7 .  T hi s  pr o vi d e d  t h e  r ati o n al e  f or  c o u pli n g  a ni o n-e x c h a n g e 

c hr o m at o gr a p h y  wit h  a m p er o m etri c  d et e cti o n  u si n g  a  g ol d  W E,  e m pl o yi n g  el u e nt s  i n  t h e  p H 

r a n g e of 1 1-1 3. D e s pit e t h e s e n siti vit y of t hi s m et h o d t o tr a c e a m o u nt s of m et al c ati o n s i n t h e 

s y st e m d u e t o str o n g c o m pl e x f or m ati o n wit h hi g h er A P P s, t h e al k ali n e p H r a n g e w a s c h o s e n t o 

si m ult a n e o u sl y a n al y z e a mi n o m o n o, -bi -, a n d -p ol y h o s p h o n at e s.  
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Ai m of t his w or k  

I n  s u m m ar y,  e xi sti n g  m et h o d s  f or  t h e  q u a ntifi c ati o n  of  A P P s  h a v e  si g nifi c a nt  li mit ati o n s 

c o n c er ni n g  t h eir  gr e e n n e s s  a n d  e s p e ci all y  t h e  n u m b er  of  a n al yt e s  t h at  c a n  b e  a n al y z e d  i n  a 

si n gl e c hr o m at o gr a p hi c r u n. T o a d dr e s s t h e s e s h ort c o mi n g s a gr e e n a n d l o w -c o st m et h o d f or 

t h e si m ult a n e o u s q u a ntifi c ati o n of si x A P P s w a s d e v el o p e d.  W e d e s cri b e h er e t h e s y st e m ati c 

d e v el o p m e nt a n d e v al u ati o n of a n I C -I P A D q u a ntifi c ati o n m et h o d, off eri n g a c o st-effi ci e nt, gr e e n  

a n d s e n siti v e a p pr o a c h.  T h e a p pli c a bilit y of t h e m et h o d will b e d e m o n str at e d b y m o nit ori n g t h e 

a b o v e -m e nti o n e d a n al yt e s i n a D T P M P tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt . 
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C h e mi c als  

D T P M P ( a) a n d E D T M P ( b) h a v e b e e n p ur c h a s e d a s s oli d a ci d s fr o m Z s c hi m m er a n d S c h w ar z 

( L a h n st ei n, G er m a n y) u n d er t h e n a m e s “ C u bl e n D 9 0 0 G R” ( a) a n d “ C u bl e n E L C 9 5 0”  ( b) ( C A S: 

1 5 8 2 7 -6 0 -8 ( a) a n d  1 4 2 9 -5 0 -1 ( b)).  T o a s c ert ai n t h e p urit y of t h e p ur c h a s e d s u b st a n c e s, 3 1 P-

{1 H} -N M R m e a s ur e m e nt s w er e  c o n d u ct e d, s h o wi n g a p urit y of > 9 8. 6  % f or D T P M P a n d 9 6. 6 % 

f or E D T M P ( n u cl e ar m a g n eti c r e s o n a n c e s p e ctr o s c o p y ( N M R) m e a s ur e m e nt s a n d r e s ult s ar e 

d e s cri b e d  i n t h e  S u p p orti n g  I nf or m ati o n,  Fi g ur e s C. 2, C. 3  a n d C. 4). Gl y p h o s at e  ( ≥ 9 8. 0  %, 

a n al yti c al st a n d ar d ), A M P A (9 9 % , a n al yti c al st a n d ar d), I D M P (≥ 9 7  %) a n d A T M P ( ≥ 9 7. 0  %) , 2-

a mi n o et h yl p h o s p h o ni c a ci d ( 2- A E P, 9 9  %), m et h yl p h o s p h o ni c a ci d ( M P A, 9 9  %) , e ditr o ni c a ci d 

( H E D P, ≥ 9 5 %) , p h o s p h o n o a c eti c a ci d ( P A A, 9 8  %) , a n d p h e n yl p h o s p h o ni c a ci d ( P P A, 9 8  %) 

w er e p ur c h a s e d  a s s oli d s fr o m  Si g m a Al dri c h ( St L o ui s, M O, U S A) . 

S o di u m h y dr o xi d e ( N a O H) f or el u e nt pr e p ar ati o n a n d a n al yt e d e s or pti o n fr o m t h e m a n g a n e s e 

di o xi d e w a s p ur c h a s e d a s a 4 9 -5 1  % s ol uti o n fr o m S u p el c o ( M er c k, D ar m st a dt, G er m a n y),  w hil e 

s o di u m a c et at e ( N a O A c) w a s p ur c h a s e d fr o m C h e m s ol ut e ( R e n ni n g e n, G er m a n y). M E S b uff er 

(≥ 9 9 %) a n d  M n O 2  ( m a n g a n e s eI Vo xi d e)  f or  t h e  D T P M P  tr a n sf or m ati o n  e x p eri m e nt s w er e 

p ur c h a s e d  fr o m C arl R ot h ( K arl sr u h e, G er m a n y). 

T h e c ati o n -e x c h a n g e r e si n i n pr ot o n f or m ( D o w e x ™ 5 0 W X 8 2 0 0 -4 0 0, ≥ 1. 7 e q/ L ) u s e d t o tr e at 

t h e e x p eri m e nt al s a m pl e s w a s p ur c h a s e d fr o m R ot h ( K arl sr u h e, G er m a n y). 

T h e w at er u s e d h a s b e e n p urifi e d b y a n ultr a p ur e w at er p urifi c ati o n s y st e m ( B ar n st e a d, G e n P ur e 

Pr o, T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c, W alt h a m  ( M A), U S A) d o w n t o a c o n d u cti vit y b el o w 0. 0 6 μ S/ c m.  
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I nstr u m e nt ati o n 

A 9 3 0 C o m p a ct I C Fl e x i o n c hr o m at o gr a p h ( M etr o h m, H eri s a u, S wit z erl a n d) w a s u s e d, e q ui p p e d 

wit h  a hi g h -c a p a cit y a ni o n -e x c h a n g e c ol u m n ( Di o n e x ™ I o n P a c™ A S 1 6, 2 x 2 5 0 m m), a s uit a bl e 

g u ar d  c ol u m n  ( Di o n e x ™ I o n P a c™ A S 1 6,  2 x 5 0  m m)  a n d  a  m et al -fr e e  tr a p  c ol u m n  (Di o n e x ™ 

M F C 5 0 0, all fr o m T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c, W alt h a m ( M A), U S A). S o m e t e st s h a v e al s o b e e n 

c arri e d o ut u si n g t h e a ni o n -e x c h a n g e c ol u m n M etr o s e p A S u p p 1 8 ( 4 x 1 5 0  m m, M etr o h m) wit h 

t h e  r e s p e cti v e  g u ar d  c ol u m n  ( 4 x 5 m m).  T h e  c ol u m n  t e m p er at ur e  w a s  s et  t o  3 0  ° C.  T h e  M F C 

5 0 0, if u s e d, w a s i n s ert e d b et w e e n t h e p ul s e d a m p er a n d t h e si x -p ort i nj e cti o n v al v e.  

T h e  a m p er o m etri c  d et e ct or  c ell  wit h  a  W all -J et  g e o m etr y  w a s  e q ui p p e d  wit h  a  g ol d  w or ki n g 

el e ctr o d e,  pl ati n u m  c o u nt er  el e ctr o d e  a n d  a  p all a di u m  or  A g/ A g Cl  r ef er e n c e  el e ctr o d e  ( all 

M etr o h m,  s e e  Fi g ur e  C. 5).  All  c ol u m n s, t h e  d et e ct or a n d  el e ctr o d e s  h a v e  b e e n  u s e d  i n  t h e 

c o m m er ci al  st at e  wit h o ut  a n y  m o difi c ati o n s.  T h e  d et e ct or  t e m p er at ur e  w a s  s et  t o  3 5  ° C. T h e 

d o si n g  u nit s  f or  i)  s a m pl e  u pt a k e  a n d  ii)  c o n c e ntr ati o n  gr a di e nt  w er e  b ot h a n “ 8 0 0  D o si n o” 

( M etr o h m), wit h i) 2 m L a n d ii ) 5 m L c yli n d er  v ol u m e.   

T o pr e v e nt C O 2  di s s ol uti o n i nt o t h e el u e nt s, a n o v er pr e s s ur e of 0. 4  b ar N 2  w a s a p pli e d t o b ot h 

el u e nt b ottl e s ( g a s -ti g ht pl a sti c b ottl e s, M etr o h m). T h e c o n c e ntr ati o n gr a di e nt w a s a c hi e v e d b y 

a n H P L C p u m p a n d a d o si n g u nit c o m p ar a bl e t o a s yri n g e p u m p ( d o si n o). T h e d o si n o d o s e s a 

d efi n e d a m o u nt of el u e nt B i nt o a mi xi n g pi e c e, w h er e it i s mi x e d wit h el u e nt A. T h e el u e nt mi xt ur e 

i s t h e n c o n v e y e d b y t h e H P L C p u m p. I n or d er t o pr e v e nt C O2  t o di s s ol v e i n el u e nt B w hil e t h e 

li q ui d i s tr a p p e d i n t h e d o si n o, t h e d o si n o i s e m pti e d c o m pl et el y at t h e st art of e a c h r u n a n d t h e n 

fill e d  j u st  wit h  t h e  a m o u nt  n e e d e d  f or  o n e  r u n  ( 3 m L).  F or  I C  M ai nt e n a n c e,  pl e a s e  s e e  t h e 

S u p p orti n g I nf or m ati o n.  

I n t hi s w or k, all c hr o m at o gr a m s ar e di s pl a y e d i n A m p er e o n t h e y-a xi s, alt h o u g h I P A D i s oft e n 

di s pl a y e d  i n  C o ul o m b.  T o  c o n v ert  fr o m  n A  t o  n C,  t h e  v al u e  i n  n A  c a n  b e  m ulti pli e d  b y  t h e 

i nt e gr ati o n ti m e i n s e c o n d s, w hi c h i s 0. 3 8 0 s i n t h e o pti mi z e d m et h o d pr e s e nt e d i n t hi s w or k. 

M ai nt e n a n c e 

D u e t o t h e hi g hl y c o n c e ntr at e d el u e nt s a n d r e s ulti n g s alt pr e ci pit ati o n s, t h e H P L C p u m p h e a d 

( alt h o u g h a c h e mi c all y i n ert P E E K  p u m p h e a d) w a s ri n s e d w e e kl y wit h d ei o ni z e d w at er (fl o w 

r at e of 2 m L/ mi n f or at l e a st 1 5 mi n), di s a s s e m bl e d, a n d m a n u all y cl e a n e d e v er y 2 -3 m o nt h s.  
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Bi- a n d m ulti v al e nt c ati o n s n e e d t o b e r e m o v e d fr o m t h e I C s y st e m a n d c ol u m n. T h er ef or e, t h e 

s y st e m  i n cl u di n g  t h e  a n al yti c al  c ol u m n  w a s  ri n s e d  f ort ni g htl y  u si n g  0. 0 5  M 

et h yl e n e di a mi n et etr a( a c eti c a ci d) ( E D T A, ≥ 9 7  %, p. a., R ot h ( K arl sr u h e, G er m a n y)) at p H 6. 5 t o 

c h el at e a n d r e m o v e F e (fl o w r at e 0. 5  m L/ mi n, 1. 5  h o ur s). A d diti o n all y, gr e at att e nti o n m u st b e 

p ai d t o t h e m et al p art s i n t h e s y st e m w hi c h c a n c orr o d e e v e n if t h e y ar e n ot i n c o nt a ct wit h t h e 

el u e nt,  b e c a u s e  t h e  s m all e st  l e a k s ( e. g.,  fr o m  s cr at c h e s  d u e  t o  s alt  pr e ci pit ati o n) all o w  F e  t o 

e nt er t h e I C s y st e m a n d h a m p er t h e q u a ntifi c ati o n of A T M P, E D T M P, a n d D T P M P. T h er ef or e, 

t h e M F C 5 0 0 ( m et al-fr e e tr a p c ol u m n) i s pl a c e d dir e ctl y aft er t h e p ul s e d a m p er, t o tr a p a n y F e 

t h at  m a y  l e a k  fr o m  t h e  p u m p  h e a d  or t h e  p ul s e  d a m p er.  F ort ni g htl y,  t h e  M F C  5 0 0  w a s 

r e g e n er at e d wit h 2 0 m L 1. 5  M H N O 3  a n d t h e n ri n s e d wit h el u e nt A f or 3 0  mi n .  

C y cl o v olt a m m o gr a ms  

T h e c y cl o v olt a m m o gr a m s h a v e b e e n r e c or d e d wit h t h e a m p er o m etri c  d et e ct or ( W all -J et C ell) of 

t h e I C a s d e s cri b e d a b o v e, e q ui p p e d wit h a g ol d w or ki n g el e ctr o d e, pl ati n u m c o u nt er el e ctr o d e 

a n d p all a di u m r ef er e n c e el e ctr o d e. T h e d et e ct or t e m p er at ur e w a s s et t o 3 5  ° C. T h e s w e e p w a s 

p erf o m e d fr o m a mi ni m u m of -0. 3 5  V t o a m a xi m u m of + 0. 7 5  V wit h a s w e e p r at e of 0. 1  V/ s a n d 

a  r a n g e  of  2 0  m A  ( c y cl e  l e n gt h:  2 2  s).  T h e  r e s p e cti v e  p h o s p h o n at e  w a s  pr e s e nt  at  a 

c o n c e ntr ati o n  of  0. 5  m M  i n  a  b a c k gr o u n d  s ol uti o n  of  0. 1  M  N a O H.  T h e  a v er a g e  of  t hr e e 

c o n s e c uti v e s w e e p s w a s t a k e n.  

M et h o d v ali d ati o n  

T o  v ali d at e  t h e  a n al yti c al  p erf or m a n c e,  c ali br ati o n  st a n d ar d s  of  all  A P s  w er e  pr e p ar e d  i n 

ultr a p ur e  w at er.  F or  E D T M P  a n d  D T P M P  t h e  p H  w a s  a dj u st e d  t o  a  v al u e  of  ≥  5  i n  or d er  t o 

di s s ol v e t h e m. D u e t o o b s er v e d a n al yt e tr a n sf or m ati o n at r o o m t e m p er at ur e a n d u n d er li g ht, t h e 

st a n d ar d s w er e st or e d at – 1 8 ° C i n t h e d ar k u ntil a n al y si s. T h e c ali br ati o n r a n g e d fr o m 0. 0 5  μ M 

t o  2 0 μ M  f or  e a c h  c o m p o u n d.  F or  t w o  st a n d ar d s  ( 1  μ M  a n d  1 0  μ M),  t e n  r e pli c at e s  w er e 

m e a s ur e d  c o n s e c uti v el y  t o  s h o w  r e p e at a bilit y.  I n  or d er  t o  v ali d at e  t h e  r e p e at a bilit y  of  t h e 

c ali br ati o n, f o ur c ali br ati o n m e a s ur e m e nt s h a v e b e e n p erf or m e d o n diff er e nt d a y s.  

T h e  m et h o d  d et e cti o n  li mit s  ( M D L s)  f or  all  c o m p o u n d s  w er e  d et er mi n e d  u si n g  t h e  M D L 

pr o c e d ur e d e s cri b e d b y t h e U S e n vir o n m e nt al pr ot e cti o n a g e n c y ( U S E P A, R e vi si o n 2, 2 0 1 6) 5 1 . 

At  a n  S/ N  r ati o  of ~ 5, t h e  r e s p e cti v e  st a n d ar d s  h a v e  b e e n  pr e p ar e d  i n  d ei o ni z e d  w at er  a n d 

m e a s ur e d ei g ht ti m e s ( n  = 8)  c o n s e c uti v el y , h e n c e t h e M D L c o ul d b e c al c ul at e d u si n g t h e si n g e-
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t ail e d St u d e nt’ s t-v al u e wit h a c o nfi d e n c e l e v el of 9 9  % a n d t h e st a n d ar d d e vi ati o n of t h e ei g ht 

r e pli c at e s. 

D esi g n of D T P M P tr a nsf or m ati o n e x p eri m e nts  

T h e  e x p eri m e nt s  h a v e  b e e n  c o n d u ct e d  i n  5 0 -m L  c e ntrif u g ati o n  t u b e s  ( p ol y pr o p yl e n e,  Fi s h er 

S ci e ntifi c,  W alt h a m,  M A,  U S A)  i n  a n  a n a er o bi c  gl o v e b o x  ( N2  at m o s p h er e)  fr o m  M B R A U N  

( G ar c hi n g,  G er m a n y).  Fir st,  D T P M P  st o c k  s ol uti o n,  M E S  b uff er  s ol uti o n,  a n d  ultr a p ur e  w at er 

h a v e b e e n p ur g e d wit h N 2  f or o n e h o ur a n d w er e t h e n tr a n sf err e d t o t h e gl o v e b o x t o g et h er wit h 

t h e s oli d M n O2 . Aft er w ar d s, D T P M P, M E S b uff er, a n d w at er w er e mi x e d t o yi el d c o n c e ntr ati o n s 

of 1  m M D T P M P a n d 2 0  m M M E S. Aft er t a ki n g t h e ti m e p oi nt z er o al i q u ot, M n O2  ( 1 g/ L) h a s b e e n 

a d d e d t o st art t h e r e a cti o n. T h e s a m pli n g pr o c e d ur e d e s cri b e d i n R ö h n elt et al. 1 6  w a s  f oll o w e d. 

I n t h e e n d, t h er e w er e t w o p h a s e s f or e a c h s a m pli n g p oi nt – t h e a q u e o u s a n d t h e s or b e d p h a s e. 

T h e a n al yt e s w er e d e s or b e d fr o m t h e M n O 2  r e si d u e, u si n g 0. 1 M N a O H a n d 0. 1 M N a H2 P O 4  i n 

t h e ultr a s o ni c b at h f or 3 0 mi n ut e s. Aft er t h e d e s or pti o n st e p, t h e d e s or b e d a n al yt e s w er e i n a n 

a q u e o u s p h a s e a g ai n a n d ar e t h u s gi v e n i n t h e u nit μ M, t o o. S a m pl e s w er e st or e d i n t h e d ar k at 

-2 0  ° C u ntil a n al y si s. Pri or t o a n al y si s, s a m pl e s w er e d efr o st e d, dil ut e d 1: 5 0, a n d tr e at e d wit h 

c ati o n -e x c h a n g e r e si n.  

T h e  a q u e o u s  a n d  s or b e d  p h a s e s  w er e  q u a ntifi e d  s e p ar at el y  a n d  t h e  a n al yt e  c o n c e ntr ati o n s 

s u m m e d aft er a n al y si s ( c t ot = c a q  + c s or b ). 

 

3. 4 R es ults a n d Dis c ussi o n  

C hr o m at o gr a p hi c s e p ar ati o n  

T h e s e p ar ati o n of all si x a n al yt e s ( A M P A, Gl y p h o s at e, I D M P, A T M P, E D T M P a n d D T P M P) o n 

t h e Di o n e x™ I o n P a c™ A S 1 6 c ol u m n r e q uir e s a c o n c e ntr ati o n gr a di e nt, a s alr e a d y s h o w n f or 

s o m e p ol y p h o s p h o n at e s wit h N a O H gr a di e nt s 3 5 . T hi s c ol u m n i s h y dr o xi d e-s el e cti v e, i. e., it h a s 

b e e n d e si g n e d t o b e u s e d wit h h y dr o xi d e m o bil e p h a s e s, t h u s pr e vi o u s m et h o d s d e s cri b e t h e 

u s e of p ur e h y dr o xi d e el u e nt s f or t h e s e p ar ati o n of e. g. p er c hl or at e 5 2  a n d p ol y p h o s p h at e s 5 3 . Y et, 

wit h  t h e  a n al yti c al  s et u p  u s e d  i n  t hi s  st u d y  n o s ati sf a ct or y s e p ar ati o n  c o ul d  b e  a c hi e v e d  wit h 

el u e nt s  c o n si sti n g  p ur el y  of  N a O H.  I n  a d diti o n,  p ur e  N a O H  el u e nt s  u p  t o  a  c o n c e ntr ati o n  of 

1 2 0  m M r e s ult i n a hi g h b a c k gr o u n d si g n al a n d c o m p ar a bl y l o w s e n siti vit y f or I D M P, E D T M P, 

a n d D T P M P ( s e e Fi g ur e C. 6). T h er ef or e,  s o di u m a c et at e ( N a O A c) w a s t e st e d a s a n alt er n ati v e, 
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a s it h a s pr o v e n t o b e p arti c ul arl y s uit a bl e f or el uti n g t h e m or e str o n gl y r et ai n e d a n al yt e s i n i o n 

c hr o m at o gr a p h y of a mi n o a ci d s 5 4 . F urt h er m or e, N a O A c i s n ot el e ctr o a cti v e a n d t h u s c o m p ati bl e 

wit h i nt e gr at e d p ul s e d a m p er o m etri c d et e cti o n.  

H e n c e, el u e nt B w a s a m e n d e d wit h N a O A c a s t h e m ai n el uti n g a g e nt. I niti al e x p eri m e nt s h a v e 

b e e n  c arri e d  o ut  wit h  a  c o m bi n e d  N a O H  a n d  N a O A c  c o n c e ntr ati o n  gr a di e nt.  H o w e v er, 

i n cr e a si n g  t h e  N a O H  c o n c e ntr ati o n  fr o m  1 5  t o  5 0  m M  d uri n g  t h e  c hr o m at o gr a p hi c  r u n,  a 

si g nifi c a nt  b a s eli n e  s hift  d u e  t o  t h e  c h a n g e  i n  p H  w a s  o b s er v e d.  B y  a p pl yi n g  a  N a O A c 

c o n c e ntr ati o n gr a di e nt w hil e k e e pi n g t h e N a O H c o n c e ntr ati o n c o n st a nt at 1 5  m M, t h e b a s eli n e 

s hift c o ul d b e eli mi n at e d. A d diti o n all y, a si g nifi c a nt i n cr e a s e i n t h e a n al yt e  r e s p o n s e of A T M P, 

E D T M P a n d D T P M P c o ul d b e a c hi e v e d. Fi g ur e C. 7 s h o w s  a c o m p ari s o n of t h e a n al yt e r e s p o n s e 

u si n g a p ur e N a O A c gr a di e nt ( 0 -4 0 0  m M) wit h c o n st a nt N a O H c o n c e ntr ati o n ( 1 5  m M) ( B ) a n d a 

c o m bi n e d N a O H ( 1 5 -5 0  m M) a n d N a O A c ( 0 -4 0 0  m M) gr a di e nt ( A ). 

T h e o pti mi z e d c hr o m at o gr a m w a s a c hi e v e d b y 1 5  m M N a O H ( el u e nt A) a n d 1 5  m M N a O H pl u s 

4 0 0  m M N a O A c ( el u e nt B) a n d t h e gr a di e nt pr ofil e s h o w n i n Fi g ur e 3. 2. T hi s c hr o m at o gr a p hi c 

s et u p l e d t o t h e el uti o n or d er A M P A < gl y p h o s at e < I D M P < A T M P < E D T M P < D T P M P.  

 

Fi g ur e  3. 2  O pti mi z e d  s e p ar ati o n  of  a  1 0 μ M  m ulti -p h o s p h o n at e  st a n d ar d  u si n g  o pti mi z e d  c hr o m at o gr a p hi c  a n d 
a m p er o m etri c p ar a m et er s, s h o w n aft er bl a n k s u btr a cti o n. C ol u m n: T h er m o S ci e ntifi c Di o n e x A S 1 6 ( 2 x 5 + 2 x 2 5 0  m m) 
at 3 0  ° C; M F C 5 0 0 i n s ert e d b et w e e n p ul s e d a m p er a n d si x -p ort i nj e cti o n v al v e; el u e nt s A : 1 5 m M N a O H, B : 1 5 m M 
N a O H + 4 0 0  m M N a O A c; fl o w r at e: 0. 3  m L/ mi n; gr a di e nt pr ofil e: 0 -6 mi n 0  % B, 6 -1 8 mi n 1 0 -1 0 0  % B, 1 8 -2 1 mi n 
1 0 0  % B, 2 1. 1 -2 2  mi n 0  % B,  p o st r u n: 9 mi n wit h 1 0 0  % el u e nt A at 0. 6  m L/ mi n; d et e cti o n: a m p er o m etri c d et e ct or 
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wit h g ol d W E, Pt C E a n d A g/ A g Cl R E , 3 5 ° C; w a v ef or m : s e e Fi gur e  3. 5  3 ); i nj e cti o n v ol u m e: 5 0 μ L; 1 0 μ M of: 1 = 
A M P A, 2 = gl y p h o s at e, 3 = I D M P, 4 = A T M P, 5 = E D T M P, 6 = D T P M P . 

A n  i n h er e nt  pr o bl e m  of  N a O H  el u e nt s – m a n u all y  pr e p ar e d  fr o m  N a O H  c o n c e ntr at e s – ar e 

c ar b o n at e i m p uriti e s 5 5 . At l o w h y dr o xi d e c o n c e ntr ati o n s, di v al e nt c ar b o n at e i o n s a c c u m ul at e at 

t h e st ati o n ar y p h a s e of a n a ni o n e x c h a n g er, t h u s r e d u ci n g t h e a ni o n-e x c h a n g e c a p a cit y of t h e 

c ol u m n  o v er  ti m e,  w hi c h  r e s ult s  i n  a  g e n er al  R T  d e cr e a s e  a n d  a  c h a n g e  i n  t h e  el uti o n  or d er  

b et w e e n I D M P a n d A T M P ( Fi g ur e C. 8). Si n c e a n al yt e s ar e i d e ntifi e d vi a R T a s si g n m e nt, it i s 

cr u ci al t o a v oi d c ar b o n di o xi d e c o nt a mi n ati o n i n t h e el u e nt a s m u c h a s p o s si bl e t o pr o d u c e st a bl e 

r et e nti o n ti m e s. T h er ef or e, s e v er al m e a s ur e s w er e t a k e n t o pr e v e nt C O 2  c o nt a mi n ati o n, s u c h a s 

e. g., N 2 o v er pr e s s ur e i n t h e el u e nt b ottl e s ( s e e E x p eri m e nt al S e cti o n). Wit h t h o s e m e a s ur e s i n 

pl a c e r e pr o d u ci bl e R T s w er e o bt ai n e d, wit h st a n d ar d d e vi ati o n s ≤ 0. 1 6  mi n (f or D T P M P) a n d a 

m a xi m u m  r el ati v e  st a n d ar d  d e vi ati o n  of  1. 3  %  f or  A M P A  wit hi n  3 8  h o ur s  ( s e e  Fi g ur e  C. 9). 

H o w e v er, o v er a l o n g er p eri o d of ti m e a tr e n d t o w ar d s h ort er R T s f or all a n al yt e s w a s o b s er v e d, 

w hi c h w a s c o m p e n s at e d b y t h e c o nti n u o u s m e a s ur e m e nt of e xt er n al st a n d ar d s aft er si x t o t e n 

s a m pl e  r u n s  ( c h e c k  st a n d ar d s).  W h e n  str o n g  r et e nti o n  ti m e  s hift s  w er e  o b s er v e d  a n d  t w o 

c o m p o u n d s w er e n ot s e p ar at e d t o b a s eli n e a n y m or e, t h e c ol u m n w a s r e g e n er at e d wit h fr e s hl y 

pr e p ar e d N a O H ( c  = 3 0 0  m M) at a fl o w r at e of 0. 5  m L/ mi n f or 1 2 h o ur s.  

A P P s f or m str o n g c o m pl e x e s wit h bi - a n d m ulti v al e nt m et al c ati o n s, s u c h a s c o p p er a n d  ir o n3 2 . 

T h er ef or e, bi - a n d m ulti v al e nt c ati o n s n e e d t o b e eli mi n at e d fr o m t h e I C s y st e m a n d c ol u m n. If 

m et al s ar e n ot eli mi n at e d,  E D T M P a n d D T P M P  s h o w u nr e pr o d u ci bl e c hr o m at o gr a p hi c b e h a vi or, 

i n t h e f or m of e. g. , t w o p e a k s or n o p e a k i n t h e c hr o m at o gr a m a n d/ or di st ort e d p e a k s h a p e s  a n d 

t h er ef or e  t h eir  q u a ntifi c ati o n  i s  i m p air e d.  If e. g., F e  i s  pr e s e nt  i n  t h e  s y st e m,  diff er e nt  F e 

c o m pl e x e s c a n b e f or m e d d e p e n di n g o n t h e a n al yt e s a n d a n al yt e c o n c e ntr ati o n s pr e s e nt i n t h e 

st a n d ar d/ s a m pl e. Fi g ur e 3. 3 d e pi ct s c hr o m at o gr a m s  of E D T M P a n d D T P M P  i nfl u e n c e d b y F e i n 

t h e I C s y st e m. T o a c hi e v e m et al eli mi n ati o n, t h e s y st e m a n d c ol u m n h a v e b e e n ri n s e d r e g ul arl y 

wit h 0. 0 5  M E D T A a n d a m et al -tr a p c ol u m n h a s b e e n i n s ert e d b et w e e n p ul s e d a m p er a n d si x-

p ort i nj e cti o n v al v e ( s e e E x p eri m e nt al S e cti o n, M ai nt e n a n c e).  
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Fi g ur e  3. 3  C hr o m at o gr a m s  of  E D T M P  a n d  D T P M P  st a n d ar d s  i n  a  s y st e m  wit h  ir o n  c o nt a mi n ati o n. a )  A:  1 0 μ M 
D T P M P, B: 1 0  μ M E D T M P, C: 2 0  μ M E D T M P, D: 2 0  μ M, D T P M P; b ) A: 1 0 μ M D T P M P, B: 1 0 μ M E D T M P, E: 1 0 μ M 
E D T M P + 1 0  μ M D T P M P. C hr o m at o gr a p hi c c o n diti o n s: c ol u m n: T h er m o S ci e ntifi c Di o n e x A S 1 6 ( 2 x 5 + 2 x 2 5 0  m m) at 
3 0  ° C; el u e nt s A : 1 5 m M N a O H, B : 5 0 m M N a O H + 4 0 0  m M N a O A c; fl o wr at e: 0. 3  m L/ mi n; gr a di e nt pr ofil e: 0 -6 mi n 
0 % B, 6 -1 4 mi n 1 0 -3 0 % B, 1 4 -1 8  mi n 3 0 -1 0 0 % B, 1 8 -1 9  mi n 1 0 0 % B, 2 0. 1 -2 2  mi n 0 % B, p o st r u n: 8 mi n wit h 
1 0 0  %  el u e nt  A  at  0. 6  m L/ mi n;  d et e cti o n:  a m p er o m etri c  d et e ct or  wit h  g ol d  W E,  Pt  C E,  a n d  A g/ A g Cl  R E,  3 5  ° C; 
w a v ef or m: s e e Fi g ur e 5 3 ); i nj e cti o n v ol u m e: 5 0 μ L.  

El e ctr o c h e mi c al D et e cti o n  

Aft er t h e c hr o m at o gr a p hi c s e p ar ati o n, t h e d et e cti o n p ar a m et er s w er e o pti mi z e d. A g ol d w or ki n g 

el e ctr o d e ( W E) w a s c h o s e n b e c a u s e of t h e str o n g a d s or pti v e i nt er a cti o n b et w e e n a mi n e s a n d 

t h e g ol d s urf a c e d u e t o it s u n s at ur at e d d -or bit al s 4 7 . Pl ati n u m w a s c h o s e n a s c o u nt er el e ctr o d e 

( C E,  h er e:  c at h o d e)  m at eri al  d u e  t o  it s  i n ert  c h ar a ct er.  F or  t h e  r ef er e n c e  el e ctr o d e  ( R E), 

p all a di u m h a s b e e n c h o s e n a s a st arti n g p oi nt 4 2 . 

H o w e v er,  t h e  m aj orit y  of  t h e  a mi n o p h o s p h o n at e  a n al yt e s  u n d er  i n v e sti g ati o n  ar e  n ot  r e a dil y 

o xi di z e d  b et w e e n -0. 3  a n d  + 0. 7 5  V  utili zi n g  D C  a m p er o m etr y  at  t h e  g ol d  el e ctr o d e  ( s e e 

c y cl o v olt a m m o gr a m s i n Fi g ur e C. 1 0).  E x c e pt f or A M P A, t h e v olt a m m o gr a m s of all ot h er a n al yt e s 

( 0. 5 m M e a c h) c a n n ot b e di sti n g ui s h e d fr o m t h e v olt a m m o gr a m of t h e b a c k gr o u n d el e ctr ol yt e 

( 0. 1 M  N a O H).  T h e  p e a k  i n  t h e  p o siti v e  s c a n  i n  t h e  c y cl o v olt a m m o gr a m  of  0. 1  M  N a O H 

c orr e s p o n d s t o t h e f or m ati o n of s urf a c e o xi d e at t h e g ol d el e ctr o d e, w hil e t h e p e a k i n t h e n e g ati v e 

s c a n c orr e s p o n d s t o t h e r e d u cti o n of s urf a c e o xi d e 4 6, 5 6 . 

H e n c e, A P P s c a n n ot b e d et e ct e d b y a p pl yi n g t h e cl a s si c al w a v ef or m s f or p ul s e d a m p er o m etri c 

d et e cti o n  ( s e e  Fi g ur e  3. 5  ( 1)  a n d  3. 5  ( 2))  t h at  w a s  ori gi n all y  d e v el o p e d  f or  t h e  d et e cti o n  of 
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c ar b o h y dr at e s 4 8 .  O n  t h e  ot h er  h a n d,  t h e  fr e e  el e ctr o n s  of  t h e  a mi n e  gr o u p  i n  A P P s  c a n  b e 

o xi di z e d utili zi n g I P A D w a v ef or m s o n a g ol d w or ki n g el e ctr o d e . 

 

C h oi c e of t h e t y p e of r ef er e n c e el e ctr o d e  

Fir st, a P d R E w a s utili z e d a s it w a s alr e a d y s u c c e s sf ull y u s e d f or I C -I P A D a n al y si s of gl y p h o s at e 

a n d A M P A 4 2, 4 9 . H o w e v er, it di d n ot t ur n o ut t o b e s uit a bl e f or A P P a n al y si s a s p e a k ar e a s str o n gl y 

i n cr e a s e d f or all si x a n al yt e s ( u p t o + 8 0 % f or E D T M P) wit hi n 3 2 h o ur s. A s a n e x a m pl e, Fi g ur e 

3. 4 a  ill u str at e s t h e p e a k ar e a i n cr e a s e o v er ti m e f or 1 0 μ M gl y p h o s at e. I n s uffi ci e nt cl e a ni n g of 

t h e w or ki n g el e ctr o d e w a s r ul e d o ut, a s t hi s w o ul d l e a d t o a d e cr e a s e i n s e n siti vit y. T h er ef or e, it 

w a s h y p ot h e si z e d t h at t h e i n st a bl e si g n al w a s c a u s e d b y t h e s or pti o n of A P P s o nt o t h e r ef er e n c e 

el e ctr o d e, alt eri n g t h e o xi d ati o n p ot e nti al fr o m t h e s et v al u e. T o mi ni mi z e t h e s or pti o n of A P P s 

a n A g/ A g Cl R E h a s b e e n t e st e d a s d e s cri b e d f or E D T M P a n d D T P M P 3 4  a n d c ar b o h y dr at e s 5 5 . 

U si n g a n A g/ A g Cl i n st e a d of a P d R E a n d a p pl yi n g t h e i d e nti c al p ot e nti al s e q u e n c e, p e a k ar e a s 

w er e si g nifi c a ntl y m or e st a bl e ( s e e Fi g ur e 3. 4 b ).  

 

 

Fi g ur e  3. 4  N or m ali z e d  p e a k  ar e a s  of  gl y p h o s at e  ( 1 0  µ M)  o v er  ti m e  f or  diff er e nt  r ef er e n c e  el e ctr o d e s ( R E) a n d 
p ot e nti al  w a v ef or m s.   Th e  u s e d  w a v ef or m s  ( 1 , 2  a n d 3 )  ar e  d e pi ct e d  i n  Fi g ur e 3. 5 . a )  P d  R E  a n d  w a v ef or m 1 , b ) 
A g/ A g Cl R E a n d w a v ef or m 1 , c ) A g/ A g Cl R E a n d w a v ef or m 2 , d ) A g/ A g Cl R E a n d w a v ef or m 3 . C hr o m at o gr a p hi c 
p ar a m et er s: c ol u m n: M etr o h m M etr o s e p A S u p p 1 8 ( 4 x 5 + 4 x 1 5 0 m m), 3 0  ° C; el u e nt s: A 2 0  m MN a O H, B 5 0  m M N a O H 
+  4 0 0  m M N a O A c;  gr a di e nt  pr ofil e:  0 - 3 mi n  5  %  B,  3 -1 6  mi n  5 -3 6 %  B,  1 6. 1 -1 8  mi n  5 0 %  B,  1 8. 1 -2 5 mi n  0 %  B. 
D et e cti o n: a m p er o m etri c d et e ct or wit h g ol d W E a n d Pt C E; R E a n d w a v ef or m a s d e n ot e d; d et e ct or t e m p er at ur e: 3 5 
° C; i nj e cti o n v ol u m e: 5 0 µ L.  
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Fi g ur e 3. 5  W a v ef or m s u s e d f or t h e m e a s ur e m e nt s pr e s e nt e d  i n Fi g ur e 3. 4: 1 ) P A D wit h E1  = + 0. 1 5  V, E 2  = + 0. 5 5 V, 
E 3  = -0. 1  V a n d i nt e gr ati o n ti m e of 2 0 0 m s, 2 ) P A D wit h E1  = + 0. 1 5  V, E 2  = + 0. 6 5 V, E 3  = -0. 1  V a n d i nt e gr ati o n ti m e 
of 1 0 0 m s, 3 ) I P A D wit h E1  = 0. 0 0  V, E 2  = + 0. 2 7 V, E 3  = -1. 0  V, E 4  = + 0. 6 0  V a n d i nt e gr ati o n ti m e of 3 8 0 m s; t h e e x a ct 
p ot e nti al s e q u e n c e of 3 ) i s pr e s e nt e d i n T a bl e C. 4.  

 

Eff e ct of I P A D w a v e f or m s  

I P A D i s t h e m et h o d of c h oi c e f or d et e cti n g a mi n o c o m p o u n d s, i n cl u di n g a mi n o a ci d s, d u e t o t h e 

n e c e s sit y of m o d e II d et e cti o n 4 6 . U si n g I P A D t o g et h er wit h t h e A g/ A g Cl R E r e s ult e d i n c o n st a nt 

p e a k ar e a s wit h m ar gi n al i n cr e a s e s wit hi n 1 5 h o ur s ( s e e Fi g ur e s 3. 4 d  a n d 3. 5 3 ). A d diti o n all y, 

t h e a d v a nt a g e s of I P A D i n cl u d e l o w er b a c k gr o u n d si g n al, a l o w er gr a di e nt-i n d u c e d b a c k gr o u n d 

i n cr e a s e w h e n a p pl yi n g a c o n c e ntr ati o n gr a di e nt, a n d i n cr e a s e d a n al yt e si g n al s ( p e a k ar e a s) 

c o m p ar e d t o t e st e d P A D w a v ef or m s ( s e e Fi g ur e s 3. 5 1  a n d 2 ). C hr o m at o gr a m s r e c or d e d u si n g 

P A D c o m p ar e d t o I P A D ar e d e pi ct e d i n Fi g ur e C. 1 1.  

T o pr e p ar e t h e W E s urf a c e f or t h e n e xt o xi d ati o n r e a cti o n, a s eri e s of r e d u cti o n a n d o xi d ati o n 

p ot e nti al s  ar e  a p pli e d  aft er  e v er y  c y cl e  li k e  i n  st a n d ar d  P A D  m o d e.  T h e  o pti mi z e d  I P A D 

w a v ef or m wit h a m a xi m u m d et e cti o n p ot e nti al ( E 2 ) of 0. 2 7 V a n d a n i nt e gr ati o n ti m e of 7 5 0  m s 

i s s h o w n i n Fi g ur e 3. 5 3) . T hi s s e q u e n c e r e s ult e d i n l o w b a c k gr o u n d si g n al, a hi g h si g n al-t o-

n oi s e r ati o, s y m m etri c p e a k s h a p e s ( s e e Fi g ur e 3. 2), a n d l o w m et h o d d et e cti o n li mit s ( M D L s) 

( s e e “ M et h o d v ali d ati o n”).  

I P A D w a v ef or m s ar e d e s cri b e d i n lit er at ur e t o b e v er y eff e cti v e f or a mi n o c o m p o u n d s, b ut n ot 

s h o wi n g a gr e at r e s p o n s e f or al c o h ol s or c ar b o h y dr at e s 4 6 . I n or d er t o a s s e s s w hi c h T P s c a n b e 

d et e ct e d  u si n g  I C -IP A D,  t h e  p h o s p h o n at e  c o m p o u n d s  2 -a mi n o et h yl p h o s p h o ni c  a ci d  ( 2 - A E P), 

eti dr o ni c  a ci d  ( H E D P),  m et h yl p h o s p h o ni c  a ci d  ( M P A),  p h o s p h o n o a c eti c  a ci d  ( P A A),  a n d 

p h e n yl p h o s p h o ni c a ci d ( P P A) w er e t e st e d.  W hil e t w o of t h e m di d n ot s h o w a n y r e s p o n s e at t h e 
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b ef or e -m e nti o n e d d et e ct or ( M P A, P A A), t hr e e of t h e m s h o w e d a r e s p o n s e ( P P A, 2 -A E P, H E D P), 

b ut o n e or d er of m a g nit u d e l o w er t h a n t h e A M P A r e s p o n s e: w hil e 1 0 μ M A M P A r e s ult e d i n a 

p e a k ar e a of a p pr o xi m at el y 2 6 0  n A* mi n, 2 0  μ M H E D P (r e s p. 2-A E P, P P A) yi el d l e s s t h a n 1 0  % 

of t h at ( H E D P: 2 3 n A* mi n, 2 -A E P: 2 7 n A* mi n, P P A: 7 n A* mi n , s e e Fi g ur e 3. 6).  

T h u s, t h e c h o s e n d et e cti o n m et h o d will pri m aril y d et e ct a mi n o c o m p o u n d s wit h s m all si g n al s f or 

c o m p o u n d s  b e ari n g  h y dr o xi d e  gr o u p s  or  p h e n yl  gr o u p s.  T h e  c o m p ar a bl y  l o w  r e s p o n s e  of  2 -

A E P, w hi c h e x hi bit s a pri m ar y a mi n e f u n cti o n, n e e d s f urt h er i n v e sti g ati o n.  

 

Fi g ur e 3. 6  C hr o m at o gr a m s of s e v e n diff er e nt p h o s p h o n at e s. 2 0 μ M of e a c h c o m p o u n d: 1 = A M P A ( a) a n d gl y p h o s at e 
( b),  2 =  2 -a mi n o et h yl p h o s p h o ni c  a ci d  ( 2 -A E P),  3  =  1 -h y dr o x y et h yli d e n e -1, 1 -di p h o s p h o ni c  a ci d  ( H E D P),  4  = 
m et h yl p h o s p h o ni c a ci d ( M P A), 5 = p h o s p h o n o a c eti c, a ci d ( P A A), 6 = p h e n yl p h o s p h o ni c a ci d ( P P A). C hr o m at o gr a p hi c 
c o n diti o n s: c ol u m n: T h er m o S ci e ntifi c Di o n e x A S 1 6 ( 2 x 5 + 2 x 2 5 0  m m) at 3 0  ° C; el u e nt s A : 1 5 m M N a O H, B : 5 0 m M 
N a O H + 4 0 0  m M N a O A c; fl o w r at e: 0. 3  m L/ mi n; gr a di e nt pr ofil e: 0 -5 mi n 1 0 % B, 5 -1 0 mi n 1 0- 3 0 % B, 1 0. 1 -1 5  mi n 
0 % B; d et e cti o n: a m p er o m etri c d et e ct or wit h g ol d W E, Pt C E a n d A g/ A g Cl R E, 3 5  ° C; w a v ef or m: s e e Fi g ur e 3. 5 3 ) 
wit h E 2  = 0. 2 5  V. 

 

M et h o d v ali d ati o n  

All A P s w er e c ali br at e d i n t h e r a n g e of 0. 0 5 – 2 0  μ M. C ali br ati o n c ur v e s w er e m e a s ur e d f o ur 

ti m e s  o v er  t hr e e  d a y s  t o  a s s e s s  r e p e at a bilit y.  A p pl yi n g  li n e ar  r e gr e s si o n,  t h e  c o effi ci e nt  of 

d et er mi n ati o n ( r2 ) s h o w e d v al u e s of ≥ 0. 9 9 6 0 f or all si x c o m p o u n d s. O v er t hr e e d a y s, t h e sl o p e s 

of t h e li n e ar c ali br ati o n c ur v e s i n cr e a s e d si g nifi c a ntl y, m o st pr o n o u n c e d f or E D T M P a n d D T P M P, 

w hi c h  i s  t o  b e  e x p e ct e d  a s  t h e  el e ctr o d e  s urf a c e  i s  c o nti n u o u sl y  alt er e d  t hr o u g h o ut  a 
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m e a s ur e m e nt s e q u e n c e. T hi s u n d erli n e s t h e n e e d f or c o nti n u o u s i nj e cti o n of c h e c k st a n d ar d s 

a n d/ or  n e w  s y st e m  c ali br ati o n.  H o w e v er,  t h e  c o n si st e nt  hi g h  li n e arit y  of  t h e  si n gl e  c ali br ati o n 

c ur v e s pr o v e s t h e s uit a bilit y of t h e m et h o d f or e xt er n al c ali br ati o n.  

T o v erif y t h e r e p e at a bilit y of c o n s e c uti v el y m e a s ur e d s a m pl e s, t h e 1  μ M a n d t h e 1 0  μ M st a n d ar d 

w er e m e a s ur e d ei g ht ti m e s s e q u e nti all y. T h e r el ati v e st a n d ar d d e vi ati o n s ( σ r) of t h e p e a k ar e a s 

of t h o s e c o n s e c uti v e m e a s ur e m e nt s w er e ≤ 5 % ( 1  μ M ) a n d ≤ 3 % ( 1 0  μ M ), r e s p e cti v el y. T h e M D L 

w a s c al c ul at e d a c c or di n g t o t h e U S E P A ( R e vi si o n 2, 2 0 1 6) u si n g st a n d ar d s of t h e r e s p e cti v e 

a n al yt e wit h a n S/ N r ati o of ~ 5.  

T h o s e  a n al yti c al  k e y  fi g ur e s  ar e  pr e s e nt e d  i n T a bl e  3. 1 .  T h e p e a k  wi dt h  at  h alf  h ei g ht  w a s  

≤ 0 . 1 3 mi n   (gl y p h o s at e )  f or  t h e  2 0 μ M  m ulti -st a n d ar d.  T o  a s s e s s  t h e  m et h o d' s  a n al yti c al 

p erf or m a n c e m etri c s, t h e y will b e c o m p ar e d wit h t h e fi g ur e s of m erit of ot h er n o n -M S -b a s e d A P P 

q u a ntifi c ati o n t e c h ni q u e s li st e d i n T a bl e C. 1.  

 

T a bl e 3. 1  A n al yti c al fi g ur e s of m erit of t h e o pti mi z e d I C -I P A D m et h o d. σ r d e n ot e s t h e r el ati v e st a n d ar d d e vi ati o n ( n = 
8) of t h e p e a k ar e a s at t h e gi v e n c o n c e ntr ati o n, r 2  i s t h e c o effi ci e nt of d et er mi n ati o n f or t h e li n e ar r e gr e s si o n of o n e 
st a n d ar d c ur v e i n t h e gi v e n c o n c e ntr ati o n r a n g e. M D L d e n ot e s t h e m et h o d d et e cti o n li mit.  

 A M P A  Gl y p h  I D M P A T M P  E D T M P  D T P M P  

σ r ( 1 μ M)  i n % 2. 2  1. 9  2. 5  4. 9  2. 6  4. 9  

σ r ( 1 0 μ M)  i n % 1. 0  0 . 8 1. 0  1. 7  0. 3  2. 3  

r2  ( 0. 0 5– 2 0  μ M)  0. 9 9 9 6  0. 9 9 9 1  0. 9 9 9 1  0. 9 9 9 7  0. 9 9 2 9  0. 9 9 8 7  

M D L i n μ M  0. 0 1 4  0. 0 6 4  0. 0 4 9  0. 0 6 5  0. 0 6 2  0. 1 0 4  

 

N o w a c k ( 1 9 9 7) 3 0  r e p ort e d d et e cti o n li mit s ( L O D s) of 0. 0 5 μ M f or A T M P a n d E D T M P, a n d 0. 1 μ M 

f or D T P M P u si n g pr e-c ol u m n F e III c o m pl e x ati o n a n d U V/ vi s d et e cti o n. W ei s s & H ä g el e ( 1 9 8 7) 2 9  

st at e d  q u a ntifi c ati o n  li mit s  ( L O Q s)  i n  t h e  l o w e st  p p m  r a n g e  f or  A T M P,  E D T M P,  a n d  D T P M P 

( si n gl e  di git μ M  r a n g e ).  T e w ari  &  v a n  Str o e-Bi e z e  ( 1 9 9 7) 3 4 ,  u si n g  a m p er o m etri c  d et e cti o n, 

d e s cri b e d t h eir m et h o d a s e a sil y a p pli c a bl e t o 2 5 m g/ L ( 4 3. 7 μ M D T P M P), wit h o ut st ati n g e x pli cit 

L O D s.  

T h e M D L s a c hi e v e d i n t hi s st u d y ar e c o m p ar a bl e t o t h o s e r e p ort e d b y N o w a c k ( 1 9 9 7) 3 0 , d e s pit e 

t h e u s e of a l ar g er i nj e cti o n v ol u m e ( 2 0 0 μ L) a n d br o a d er D T P M P p e a k s ( > 5 mi n wi dt h at 5 μ M). 

C o m p ar e d t o t h e v al u e pr o vi d e d b y T e w ari & v a n Str o e -Bi e z e ( 1 9 9 7) 3 4 , o ur m et h o d a c hi e v e s 

M D L s a p pr o xi m at el y 1 0 0 ti m e s l o w er.  
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It i s w ort h n oti n g t h at t h e s e pr e vi o u s st u di e s di d n ot i n v e sti g at e m et h o d r e p e at a bilit y, w hi c h i s 

cr u ci al gi v e n t h e c h all e n g e s a s s o ci at e d wit h A P P q u a ntifi c ati o n 2 8, 5 7, 5 8 . O ur d et ail e d e x a mi n ati o n 

of  r e p e at a bilit y  a n d  s y st e m  m ai nt e n a n c e  pr o vi d e s  v al u a bl e  i nf or m ati o n  f or  r e s e ar c h er s  i n  t h e 

A P P  fi el d.  T h e  pri m ar y  a d v a nt a g e  of  o ur  m et h o d,  h o w e v er,  li e s  i n  it s  gr e e n  a p pr o a c h  a n d 

si m ult a n e o u s  a n al y si s  of  a mi n o m o n o - a n d  p ol y p h o s p h o n at e s,  w hi c h  will  b e  di s c u s s e d  i n 

s u b s e q u e nt s e cti o n s . 

 

Gr e e n n es s  

T o e v al u at e t h e gr e e n n e s s of t h e pr e s e nt e d m et h o d i n c o m p ari s o n t o ot h er p u bli s h e d m et h o d s, 

t h e “ A n al yti c al G R E E n n e s s M etri c A p pr o a c h a n d S oft w ar e” ( A G R E E)2 4  h a s b e e n u s e d, w hi c h 

w a s  r e c e ntl y  e m pl o y e d  (i n  a n  a d a pt e d  v er si o n)  i n  a  n u m b er  of  st u di e s 5 9 – 6 2 .  T hi s  a p pr o a c h  i s 

b a s e d o n t h e 1 2 pri n ci pl e s of G A C a n d pr o vi d e s a s c or e fr o m z er o ( n ot gr e e n) t o o n e ( m a xi m u m 

gr e e n). S o m e a s p e ct s ar e bri efl y e x pl ai n e d a n d c o n c e pt u ali z e d i n t h e S u p p orti n g I nf or m ati o n t o 

e n s ur e tr a n s p ar e n c y of t h e c o m p ari s o n.  

F or  t hi s  c o m p ari s o n,  t h e  I C - E SI-M S  q u a ntifi c ati o n  m et h o d  p u bli s h e d  b y  Ar m br u st er et  al.  i n 

2 0 1 9 2 8  a n d t h e L C -U V/ vi s m et h o d p u bli s h e d b y N o w a c k i n 1 9 9 7 3 0  s er v e d a s r ef er e n c e s. T h e s e 

m et h o d s  w er e  c h o s e n,  a s  b ot h  d e s cri b e  t h e  a n al y si s  of  t h e  t hr e e  A P P s  A T M P,  E D T M P  a n d 

D T P M P. T h e I C - E SI-M S m et h o d r e pr e s e nt s a n o v el a p pr o a c h u si n g m a s s s p e ctr o m etr y wit h o ut 

d eri v ati z ati o n.  T hi s  all o w s  f or  a  c o m p ari s o n  wit h  a  st at e -of -t h e-art  t e c h ni q u e.  T h e  L C -U V/ vi s 

m et h o d  e m pl o y s  pr e -c ol u m n  d eri v ati z ati o n  ( c o m pl e x ati o n  wit h  F e III),  b ut  n o  u s e  of  a  m a s s 

s p e ctr o m et er. B y s el e cti n g t h e s e t w o m et h o d s, w e c a n e v al u at e t h e gr e e n n e s s of o ur n e w I C -

I P A D  m et h o d  a g ai n st  b ot h  a  m o d er n  m a s s  s p e ctr o m etr y-b a s e d  t e c h ni q u e  a n d  a  si m pl er 

a p pr o a c h b a s e d o n F e III-A P P c o m pl e x f or m ati o n.  

T h e I C -I P A D m et h o d ( Fi g ur e 3. 7 a) o ut p erf or m s t h e ot h er t w o m et h o d s ( Fi g ur e 3. 7 b a n d c) i n 

s e v er al  a s p e ct s.  R e g ar di n g  e n er g y  u s a g e  ( pri n ci pl e  9),  I C -I P A D  c o n s u m e s  o nl y  a b o ut 

0. 0 3 5  k W h p er s a m pl e, c o m p ar e d t o o v er 1. 5  k W h f or I C - E SI-M S 2 4 . I n t er m s of w a st e a n d t o xi c 

r e a g e nt s  ( pri n ci pl e s  7  a n d  1 1),  t h e  I C-I P A D  m et h o d  a v oi d s  t h e  u s e  of  or g a ni c  s ol v e nt s  li k e 

m et h a n ol or a c et o nitril e a n d t h e u s e of t h e i o n -p air r e a g e nt t etr a b ut yl a m m o ni u m ( T B A), w hi c h 

ar e u s e d i n t h e ot h er m et h o d s 2 8, 3 0 . T h e s a m pl e pr e p ar ati o n f or t h e L C-U V/ vi s m et h o d r e q uir e s a 

m ulti -st e p  pr ot o c ol,  c o m pri si n g  c ati o n  e x c h a n g e,  F e III-A P P  c o m pl e x ati o n,  s e q u e str ati o n  of 

e x c e s s  F e III wit h  N T A,  a n d  s u b s e q u e nt  a d diti o n  of  a  c ar b o n at e/ T B A  b uff er.  T hi s  el a b or at e 

pr o c e d ur e i s ti m e -i nt e n si v e a n d c o ntr a v e n e s t h e pri n ci pl e s of i nt e gr ati n g a n al yti c al pr o c e s s e s 
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( pri n ci pl e 4) a n d a v oi di n g d eri v ati z ati o n ( pri n ci pl e 6). I n c o ntr a st, t h e I C-I P A D m et h o d e m pl o y s a 

l e s s c o m pl e x s a m pl e pr e p ar ati o n pr ot o c ol ( s ol el y c ati o n e x c h a n g e) a n d e s c h e w s t h e utili z ati o n 

of d eri v ati z ati o n pr o c e d ur e s . 

Fi n all y, t h e I C -I P A D m et h o d c a n si m ult a n e o u sl y a n al y z e si x a mi n o p h o s p h o n at e s, c o m p ar e d t o 

t hr e e i n t h e ot h er m et h o d s ( pri n ci pl e 8).  

W hil e  t h e  I C - E SI-M S  m et h o d  pr o vi d e s  a d diti o n al  c o m p o u n d -s p e cifi c  i nf or m ati o n,  t hi s  i s  n ot 

al w a y s n e c e s s ar y d e p e n di n g o n t h e r e s e ar c h r e q uir e m e nt s. T h e I C -I P A D m et h o d off er s a g o o d 

b al a n c e  b et w e e n  a n al yti c al  p erf or m a n c e  a n d  gr e e n n e s s,  m a ki n g  it  p arti c ul arl y  s uit a bl e  f or 

r o uti n e a n al y si s of l a b or at or y s a m pl e s wit h k n o w n m atri c e s. 

It i s i m p ort a nt t o n ot e t h at t h e s el e cti o n of a n a p pr o pri at e q u a ntifi c ati o n m et h o d s h o ul d b e b a s e d 

o n  t h e  s p e cifi c  r e s e ar c h  n e e d s,  a n d  e xi sti n g  m et h o d s  s h o ul d  b e  e v al u at e d  f or  p ot e nti al 

i m pr o v e m e nt s i n gr e e n n e s s w hil e c o n si d eri n g t h e s e r e q uir e m e nt s. 

 

Fi g ur e 3. 7  Gr e e n n e s s e v al u ati o n di a gr a m s d eri v e d b y t h e A G R E E m etri c s y st e m a n d pr o gr a m fr o m P e n a -P er eir a et 
al. ( 2 0 2 0) 2 4  f or a ) t h e I C-I P A D m et h o d pr e s e nt e d i n t hi s w or k, b ) t h e I C- E SI-M S m et h o d p u bli s h e d b y Ar m br u st er et 
al. ( 2 0 1 9) 2 8  a n d c ) t h e L C-U V/ vi s m et h o d p u bli s h e d b y N o w a c k ( 1 9 9 7) 3 0 . 

 

A p pli c ati o n e x a m pl e: D T P M P o xi d ati o n b y m a n g a n es e di o xi d e  

T o d e m o n str at e t h e s uit a bilit y of t h e m et h o d d e s cri b e d f or l a b or at or y A P P tr a n sf or m ati o n st u di e s, 

D T P M P a n d it s m aj or el e ctr o a cti v e T P s w er e q u a ntifi e d i n t h e c o ur s e of D T P M P o xi d ati o n b y 

m a n g a n e s e di o xi d e. M e a s ur e d c o n c e ntr ati o n s o v er t h e c o ur s e of t h e s e q u e n c e w er e c orr e ct e d 

u si n g  c o nti n u o u sl y  m e a s ur e d  c h e c k  st a n d ar d s  ( 1  μ M, s e e  Fi g ur e  C. 1 2  a n d  T a bl e  C. 5  f or  t h e 

c orr e cti o n f u n cti o n).  
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E a c h s a m pl e w a s  m e a s ur e d i n tri pli c at e s. Fi g ur e 3. 8  s h o w s  D T P M P tr a n sf or m ati o n al o n g si d e  

t h e f or m ati o n of T P s o v er ti m e. W hil e D T P M P c o n c e ntr ati o n s d e cr e a s ed c o nti n u o u sl y, k n o w n 

(I D M P, A M P A) a n d u n k n o w n c o m p o u n d s a p p e ar e d i n t h e c hr o m at o gr a m, t h e l att er w er e l a b el e d 

wit h l ett er s ( s e e Fi g ur e 3. 8, 2 4. 5  h). W hil e s o m e of t h e T P s ( A M P A, I D M P) j u st i n cr e a s e d, ot h er s 

d e cr e a s e d i n c o n c e ntr ati o n o v er t h e c o ur s e of t h e e x p eri m e nt ( D, E aft er 0. 7  h) a n d, t h er ef or e, 

s e e m t o r e pr e s e nt i nt er m e di at e pr o d u ct s. F or b ett er d e pi cti o n of t h e l o w c o n c e ntr at e d a n al yt e 

p e a k s, s e e Fi g ur e C. 1 3. D T P M P i s al m o st c o m pl et el y tr a n sf or m e d aft er 3  h o ur s. T h e si mil arit y 

of  t h e 3- h o ur  a n d  2 4. 5 -h o ur  s a m pl e s  d e m o n str at e s  t h at  t h e  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  r e m ai n 

st a bl e, wit h mi ni m al c h a n g e s o c c urri n g b et w e e n t h e s e ti m e p oi nt s . 

 

Fi g ur e  3. 8  St a c k e d  c hr o m at o gr a m s  of  fi v e  diff er e nt  s a m pli n g  p oi nt s  fr o m  t h e  D T P M P  tr a n sf or m ati o n  e x p eri m e nt 
( a q u e o u s  p h a s e)  wit h  M n O2  s h o w n  aft er  bl a n k  s u btr a cti o n.  T h e  r e s p e cti v e  ti m e  i n  h o ur s  i s  d e n ot e d  n e xt  t o  e a c h 
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c hr o m at o gr a m. T h e n u m b er s d e n ot e t h e f oll o wi n g c o m p o u n d s: 1 = A M P A, 2 = Gl y p h o s at e, 3 = I D M P, 4 = A T M P, 5 = 
E D T M P, 6 = D T P M P. T h e a st eri s k d e n ot e s t h e i nj e cti o n p e a k. U n k n o w n T P s f or m e d ar e l a b el e d wit h l ett er s. O pti mi z e d 
c hr o m at o gr a p hi c a n d a m p er o m etri c p ar a m et er s a s d e s cri b e d i n t h e c a pti o n of Fi g ur e s 3. 2 a n d 3. 5 3 ) w er e e m pl o y e d. 

I D M P a n d A M P A w er e i d e ntifi e d b y R T a s si g n m e nt a n d st a n d ar d a d diti o n ( s e e Fi g ur e C. 1 4 & 

1 5).  H o w e v er,  t h e  i d e ntifi c ati o n  vi a  st a n d ar d  a d diti o n  i s  n ot  a  d efi nit e  i d e ntifi c ati o n  a n d  t h u s 

n e e d s t o b e v erifi e d b y eit h er pl a u si bilit y a n d/ or b y i d e ntifi c ati o n m et h o d s s u c h a s I C -M S/ M S. 

I D M P a n d A M P A ar e w ell-d e s cri b e d a s A P P tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s i n lit er at ur e 7, 1 2, 1 5  a n d ar e 

t h u s pl a u si bl e a n d e x p e ct e d. I n a d diti o n, A M P A h a s b e e n i d e ntifi e d u si n g L C-M S/ M S 1 6 . C o ntr ar y, 

t h e p o siti v e r e s ult of t h e A T M P st a n d ar d a d diti o n ( Fi g ur e C. 1 5) ill u str at e s t h e d efi ci e n c y of t hi s 

a p pr o a c h a s t h e f or m ati o n of A T M P ( w hi c h w o ul d r e q uir e a C -P b o n d f or m ati o n) c a n b e e x cl u d e d 

i n  t h e c o n d u ct e d  e x p eri m e nt.  T h u s,  t hi s  p e a k  r e pr e s e nt s  a  diff er e nt c o m p o u n d  c o el uti n g  wit h 

A T M P, pr o b a bl y al s o e x hi biti n g 3 -4 p h o s p h o n at e gr o u p s .   

 

Fi g ur e 3. 9  T ot al c o n c e ntr ati o n pr ofil e s of D T P M P, I D M P, a n d A M P A n or m ali z e d t o t h e i niti al D T P M P c o n c e ntr ati o n 
d uri n g  D T P M P  o xi d ati o n  b y  M n O 2  u si n g  0. 1  g/ L  M n O 2  at  p H  6  i n  a n  a n o xi c  e n vir o n m e nt.  “ P  t ot”  r e pr e s e nt s  t h e 
p h o s p h or u s  m a s s  b al a n c e,  w hi c h  i n cl u d e s  t ot al  P  fr o m  all  q u a ntifi e d  c o m p o u n d s.  Err or  b ar s  r e pr e s e nt  st a n d ar d 
d e vi ati o n s  of  tri pl e  m e a s ur e m e nt s.  O pti mi z e d  c hr o m at o gr a p hi c  a n d  a m p er o m etri c  p ar a m et er s  a s  d e s cri b e d  i n  t h e 
c a pti o n of Fi g ur e s 3. 2 a n d 3. 5 3 ) w er e e m pl o y e d. 

 

Fi n all y, t h e c o n c e ntr ati o n pr ofil e s of t h e i d e ntifi e d c o m p o u n d s D T P M P, I D M P, a n d A M P A v er s u s 

ti m e  w er e  pl ott e d.  Fi g ur e  3. 9 s h o w s  t h e  t ot al  c o n c e ntr ati o n s  ( a q u e o u s  +  s or b e d)  of t h e  t hr e e 
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c o m p o u n d s a n d t h e w ei g ht e d p h o s p h or u s m a s s b al a n c e ( P t ot). T h e hi g h e st st a n d ar d d e vi ati o n 

w a s f o u n d f or I D M P aft er 2 4. 5  h ( σ  = 1 0. 5 4  μ M, σ r = 1. 1  %). T h e w ei g ht e d P t ot i n cl u di n g D T P M P, 

I D M P, a n d A M P A a m o u nt s t o 3 7. 1 ± 0. 5 % at t h e e n d of t h e e x p eri m e nt.  

T h u s,  t h e  d e v el o p e d  m et h o d  i)  gi v e s  a  g o o d  o v er vi e w  of  t h e  f or m e d  ( el e ctr o a cti v e)  

tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  a n d ii)  all o w s  t h e  a c c ur at e  q u a ntifi c ati o n  of  T P s  u si n g  e xt er n al 

c ali br ati o n wit h st a n d ar d s.  

Ot h er u n k n o w n tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s s h o wi n g a si g n al o n t h e d et e ct or ( A -E) c o ul d t e nt ati v el y 

b e i d e ntifi e d b y t h e r e s p e cti v e st a n d ar d s a n d ulti m at el y b y hi g h -r e s ol uti o n m a s s s p e ctr o m etr y 

( H R M S).  F or  t h e  d et er mi n ati o n  of  ort h o p h o s p h at e  a n d  ot h er  n o n -el e ct r o a cti v e  c o m p o u n d s 

diff er e nt a n al yti c al m et h o d s ar e r e q uir e d .  

 

3. 5 C o n cl u si o n 

T h e I C -I P A D m et h o d d e v el o p e d i n t hi s st u d y r e pr e s e nt s a c o st-eff e cti v e a n d gr e e n m et h o d f or 

t h e  si m ult a n e o u s  q u a ntifi c ati o n  a n d  m o nit ori n g  of  A P P s  a n d  t h eir  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  i n 

tr a n sf or m ati o n st u di e s. T h e m et h o d i s s uit a bl e f or t h e i nt e n d e d a p pli c ati o n of A P P q u a ntifi c ati o n 

i n  l a b or at or y  e x p eri m e nt s  a n d  all o w s  t h e  m o nit ori n g  of  t h e  e n vir o n m e nt all y  r el e v a nt 

tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  A M P A,  gl y p h o s at e,  a n d  I D M P.  T hi s  w a s  d e m o n str at e d  f or  a  D T P M P 

tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt wit h M n O2 . M D L s b et w e e n 0. 0 1 4 μ M ( A M P A) a n d 0. 1 0 4  μ M ( D T P M P) 

w er e a c hi e v e d, w hil e e xt er n al c ali br ati o n s h o w e d e x c ell e nt li n e arit y fr o m 0. 0 5 t o 2 0  μ M. T hi s n e w 

m et h o d  i s  s u p eri or  i n  t er m s  of  e n vir o n m e nt al  fri e n dli n e s s  d u e  t o  l o w  e n er g y  c o n s u m pti o n, 

eli mi n ati o n of a n y d eri v ati z ati o n r e a cti o n s a n d or g a ni c s ol v e nt s i n t h e m o bil e p h a s e, a n d b ett er 

si m ult a n e o u s  q u a ntifi c ati o n  of  si x  a n al yt e s.  H o w e v er,  u n a m bi g u o u s  i d e ntifi c ati o n  of  u n k n o w n 

a n al yt e s a n d diff er e nti ati o n of c o el uti n g c o m p o u n d s i s n ot p o s si bl e wit h t hi s m et h o d d u e t o t h e 

i n h er e nt li mit ati o n s of t h e d et e cti o n e m pl o y e d. If str u ct ur al el u ci d ati o n i s r e q uir e d, t h e s e p ar ati o n 

s y st e m c o ul d b e h y p h e n at e d wit h t a n d e m H R M S u si n g a m e m br a n e s u p pr e s s or s y st e m, w hil e 

q u a ntifi c ati o n c o ul d b e p erf or m e d u si n g t h e m et h o d pr e s e nt e d h er e. F ut ur e i nt e gr ati o n of  gr e e n 

A P P e xtr a cti o n  m et h o d s  c o ul d  e n h a n c e  t h e  m et h o d' s  s e n siti vit y  i n  c o m pl e x  e n vir o n m e nt al 

m atri c e s, p ot e nti all y e xt e n di n g  it s a p pli c ati o n r a n g e t o n at ur al s a m pl e s. 
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P e nt a( M et h yl e n e p h o s p h o ni c  A ci d). C h e m o s p h er e  2 0 1 8 , 2 1 0 ,  7 2 6– 7 3 3. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c h e m o s p h er e. 2 0 1 8. 0 7. 0 3 3.  

( 1 6) R ö h n elt, A.; M arti n, P.; At h m er, M.; Bi e g er, S.; B u c h n er, D.; K ar st, U.; H u h n, C.; S c h mi dt, 

T.;  H a d erl ei n,  S.  Gl y p h o s at e  I s  a  Tr a n sf or m ati o n  Pr o d u ct  of  a  Wi d el y  U s e d 

A mi n o p ol y p h o s p h o n at e  C o m pl e xi n g  A g e nt  [ Pr e pri nt  i n  R e vi e w]. N at  C o m m u n  2 0 2 4 . 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 2 1 2 0 3/r s. 3.r s -4 6 9 2 9 8 8/ v 1.  

( 1 7) V e n ditti,  S.;  Ki e s c h,  A.;  H a n s e n,  J.  F at e  of  Gl y p h o s at e  a n d  It s  M et a b olit e 

A mi n o M et h yl P h o s p o ni c A ci d ( A M P A) fr o m P oi nt S o ur c e t hr o u g h W a st e w at er Sl u d g e a n d 

A d v a n c e d  Tr e at m e nt. C h e m o s p h er e  2 0 2 3 , 3 4 0 ,  1 3 9 8 4 3. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c h e m o s p h er e. 2 0 2 3. 1 3 9 8 4 3.  

( 1 8) S c h wi e nt e k,  M.;  R ü g n er,  H.;  H a d erl ei n,  S.  B.;  S c h ul z,  W.;  Wi m m er,  B.;  E n g el b art,  L.; 

Bi e g er, S.; H u h n, C. Gl y p h o s at e C o nt a mi n ati o n i n E ur o p e a n Ri v er s N ot fr o m H er bi ci d e 
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A p pli c ati o n ? W at er  R e s  2 0 2 4 , 2 6 3 ,  1 2 2 1 4 0. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. w atr e s. 2 0 2 4. 1 2 2 1 4 0.  

( 1 9) K eit h, L. H.; Gr o n, L. U.; Y o u n g, J. L. Gr e e n A n al yti c al M et h o d ol o gi e s. C h e mi c al R e vi e w s . 

J u n e 2 0 0 7, p p 2 6 9 5 – 2 7 0 8. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ cr 0 6 8 3 5 9 e.  

( 2 0) T o bi s z e w s ki, M. M etri c s f or Gr e e n A n al yti c al C h e mi str y. A n al yti c al M et h o d s  2 0 1 6 , 8  ( 1 5), 

2 9 9 3 – 2 9 9 9. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/ c 6 a y 0 0 4 7 8 d.  

( 2 1) T o bi s z e w s ki,  M.;  M ar ć,  M.;  G ał u s z k a,  A.;  N a mi e s̈ ni k,  J.  Gr e e n  C h e mi str y  M etri c s  wit h 

S p e ci al R ef er e n c e t o Gr e e n A n al yti c al C h e mi str y. M ol e c ul e s  2 0 1 5 , 2 0  ( 6), 1 0 9 2 8– 1 0 9 4 6. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 3 3 9 0/ m ol e c ul e s 2 0 0 6 1 0 9 2 8.  

( 2 2) Ar m e nt a,  S.;  G arri g u e s,  S.;  d e  l a  G u ar di a,  M.  Gr e e n  A n al yti c al  C h e mi str y. Tr e n d s  i n 

A n al yti c al C h e mi str y  2 0 0 8 , 2 7  ( 6), 4 9 7– 5 1 1. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.tr a c. 2 0 0 8. 0 5. 0 0 3.  

( 2 3) R a ni,  A.;  Si n g h,  H.;  K a ur,  G.;  Si n g h,  J.  I ntr o d u cti o n  t o  Gr e e n  A n al yti c al  C h e mi str y.  I n 

Gr e e n  C h e mi c al  A n al y si s  a n d  S a m pl e  Pr e p ar ati o n s ;  S pri n g er  I nt er n ati o n al  P u bli s hi n g: 

C h a m, 2 0 2 2; p p 1 – 2 7. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ 9 7 8 - 3-0 3 0 -9 6 5 3 4 -1 _ 1.  

( 2 4) P e n a -P er eir a, F.; W oj n o w s ki, W.; T o bi s z e w s ki, M. A G R E E - A n al yti c al G R E E n n e s s M etri c 

A p pr o a c h  a n d  S oft w ar e. A n al  C h e m  2 0 2 0 , 9 2  ( 1 4),  1 0 0 7 6– 1 0 0 8 2. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s. a n al c h e m. 0 c 0 1 8 8 7.  

( 2 5) F ür h a c k er,  M.;  L e s u e ur,  C.;  Pf eff er,  M.;  K öll e n s p er g er,  G.;  P o p p,  M.;  M e ntl er,  A. 

P h o s p h o n at e - A M P A  ( A mi n o m et h yl p h o s p h o n s ä ur e).  H er k u nft s a b s c h ät z u n g, 

U m w elt k o n z e ntr ati o n e n U n d P h ot ol y s e a b b a u ; Vi e n n a, 2 0 0 5. 

( 2 6) S c h mi dt, C. K.; R a u e, B.; Br a u c h, H. J.; S a c h er, F. Tr a c e -L e v el A n al y si s of P h o s p h o n at e s 

i n E n vir o n m e nt al W at er s b y I o n C hr o m at o gr a p h y a n d I n d u cti v el y C o u pl e d Pl a s m a M a s s 

S p e ctr o m etr y. I nt  J  E n vir o n  A n al  C h e m 2 0 1 4 , 9 4  ( 4),  3 8 5– 3 9 8. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 8 0/ 0 3 0 6 7 3 1 9. 2 0 1 3. 8 3 1 4 1 0.  

( 2 7) Kli n g er, J.; S a c h er, F.; Br a u c h, H. -J.; M ai er, D. D et er mi n ati o n of Or g a ni c P h o s p h o n at e s 

i n A q u e o u s S a m pl e s U si n g Li q ui d C hr o m at o gr a p h y/ P arti cl e-B e a m M a s s S p e ctr o m etr y. 

A ct a h y dr o c hi m. h y dr o bi ol.  1 9 9 7 , 2 5  ( 2), 7 9– 8 6.  

( 2 8) Ar m br u st er,  D.;  R ott,  E.;  Mi n k e,  R.;  H a p p el,  O.  Tr a c e -L e v el  D et er mi n ati o n  of 

P h o s p h o n at e s i n Li q ui d a n d S oli d P h a s e of W a st e w at er a n d E n vir o n m e nt al S a m pl e s b y 
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I C- E SI-M S/ M S. A n al  Bi o a n al  C h e m  2 0 1 9 , 4 1 2  ( 2 0),  4 8 0 7– 4 8 2 5. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 2 1 6 -0 1 9 -0 2 1 5 9 -5.  

( 2 9) W ei s s,  J.;  H ä g el e,  G.  L o n e n -C hr o m at o gr a p hi s c h e  A n al y s e  A n or g a ni s c h er  U n d 

Or g a ni s c h er K o m pl e x bil d n er. Fr e s e ni u s Z A n al C h e m  1 9 8 7 , 3 4 8 , 4 6– 5 0.  

( 3 0) N o w a c k,  B.  D et er mi n ati o n  of  P h o s p h o n at e s  i n  N at ur al  W at er s  b y  I o n -P air  Hi g h -

P erf or m a n c e Li q ui d C hr o m at o gr a p h y. J C hr o m at o gr A  1 9 9 7 , 7 7 3 , 1 3 9– 1 4 6.  

( 3 1) N o w a c k, B.; St o n e, A. T. T h e I nfl u e n c e of M et al I o n s o n t h e A d s or pti o n of P h o s p h o n at e s 

o nt o  G o et hit e. E n vir o n  S ci  T e c h n ol  1 9 9 9 , 3 3  ( 2 0),  3 6 2 7– 3 6 3 3. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ e s 9 9 0 0 8 6 0.  

( 3 2) P o p o v, K.; R ö n k k ö m ä ki, H.; J L aj u n e n, L. H. Criti c al E v al u ati o n of St a bilit y C o n st a nt s of 

P h o s p h o ni c  A ci d s  (I U P A C  T e c h ni c al  R e p ort). P ur e  A p pl.  C h e m.  2 0 0 1 , 7 3  ( 1 0),  1 6 4 1–

1 6 7 7.  

( 3 3) N o w a c k, B. E n vir o n m e nt al C h e mi str y of P h o s p h o n at e s. W at er R e s  2 0 0 3 , 3 7  ( 1 1), 2 5 3 3–

2 5 4 6. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 0 0 4 3 -1 3 5 4( 0 3) 0 0 0 7 9 -4.  

( 3 4) T e w ari,  M. -J.  K.;  v a n  Str o e -Bi e z e,  S.  A n al y si s  of  A mi n e -C o nt ai ni n g  P h o s p h o n at e s  i n 

D et er g e nt  P o w d er s  b y  A ni o n -E x c h a n g e  C hr o m at o gr a p h y  wit h  P ul s e d  A m p er o m etri c 

D et e cti o n. J C hr o m at o gr A  1 9 9 7 , 7 7 1 , 1 5 5– 1 6 1.  

( 3 5) Ar m br u st er,  D.;  M üll er,  U.;  H a p p el,  O.  C h ar a ct eri z ati o n  of  P h o s p h o n at e -B a s e d 

A nti s c al a nt s  U s e d  i n  Dri n ki n g  W at er  Tr e at m e nt  Pl a nt s  b y  A ni o n -E x c h a n g e 

C hr o m at o gr a p h y  C o u pl e d  t o  El e ctr o s pr a y  I o ni z ati o n  Ti m e -of -Fli g ht  M a s s  S p e ctr o m etr y 

a n d I n d u cti v el y C o u pl e d Pl a s m a M a s s S p e ctr o m etr y. J C hr o m at o gr A  2 0 1 9 , 1 6 0 1 , 1 8 9–

2 0 4. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c hr o m a. 2 0 1 9. 0 5. 0 1 4.  

( 3 6) I b á ñ e z, M.; P o z o, Ó. J.; S a n c h o, J. V.; L ó p e z, F. J.; H er n á n d e z, F. R e si d u e D et er mi n ati o n 

of Gl y p h o s at e, Gl uf o si n at e a n d A mi n o m et h yl p h o s p h o ni c A ci d i n W at er a n d S oil S a m pl e s 

b y  Li q ui d  C hr o m at o gr a p h y  C o u pl e d  t o  El e ctr o s pr a y  T a n d e m  M a s s  S p e ctr o m etr y. J 

C hr o m at o gr A  2 0 0 5 , 1 0 8 1  ( 2), 1 4 5– 1 5 5. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c hr o m a. 2 0 0 5. 0 5. 0 4 1.  

( 3 7) H a n k e,  I.;  Si n g er,  H.;  H oll e n d er,  J.  Ultr atr a c e -L e v el  D et er mi n ati o n  of  Gl y p h o s at e, 

A mi n o m et h yl p h o s p h o ni c  A ci d  a n d  Gl uf o si n at e  i n  N at ur al  W at er s  b y  S oli d -P h a s e 

E xtr a cti o n  F oll o w e d  b y  Li q ui d  C hr o m at o gr a p h y – T a n d e m  M a s s  S p e ctr o m etr y: 
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P erf or m a n c e  T u ni n g  of  D eri v ati z ati o n,  E nri c h m e nt  a n d  D et e cti o n. A n al  Bi o a n al  C h e m  

2 0 0 8 , 3 9 1  ( 6), 2 2 6 5– 2 2 7 6. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 2 1 6 -0 0 8 -2 1 3 4 -5.  

( 3 8) P oi g er,  T.;  B u er g e,  I.  J.;  B ä c hli,  A.;  M üll er,  M.  D.;  B al m er,  M.  E.  O c c urr e n c e  of  t h e 

H er bi ci d e  Gl y p h o s at e  a n d  It s  M et a b olit e  A M P A  i n  S urf a c e  W at er s  i n  S wit z erl a n d 

D et er mi n e d wit h O n -Li n e S oli d P h a s e E xtr a cti o n L C - M S/ M S. E n vir o n m e nt al S ci e n c e a n d 

P oll uti o n R e s e ar c h  2 0 1 7 , 2 4  ( 2), 1 5 8 8– 1 5 9 6. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 1 1 3 5 6 -0 1 6 -7 8 3 5 -2.  

( 3 9) Pi nt o, E.; S o ar e s, A. G.; F err eir a, I. M. P. L. V. O. Q u a ntit ati v e A n al y si s of Gl y p h o s at e, 

Gl uf o si n at e  a n d  A M P A  i n  Irri g ati o n  W at er  b y  i n  Sit u  D eri v ati z ati o n – Di s p er si v e  Li q ui d –

Li q ui d  Mi cr o e xtr a cti o n  C o m bi n e d  wit h  U P L C -M S/ M S. A n al yti c al  M et h o d s  2 0 1 8 , 1 0  ( 5), 

5 5 4 – 5 6 1. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/ C 7 A Y 0 2 7 2 2 B.  

( 4 0) Al o n s o, B.; Griff er o, L.; B e nt o s P er eir a, H.; P ar ej a, L.; P ér e z P ar a d a, A. D et er mi n ati o n of 

Gl y p h o s at e  a n d  A M P A  i n  Fr e s h w at er  a n d  S oil  fr o m  A gr o e c o s y st e m s  b y  9 -

Fl u or e n yl m et h o x y c ar b o n yl  C hl ori d e  D eri v ati z ati o n  a n d  Li q ui d  C hr o m at o gr a p h y - 

Fl u or e s c e n c e  D et e cti o n  a n d  T a n d e m  M a s s  S p e ctr o m etr y. M et h o d s X  2 0 2 2 , 9 ,  1 0 1 7 3 0. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. m e x. 2 0 2 2. 1 0 1 7 3 0.  

( 4 1) Piri y a pitt a y a,  M.;  J a y a nt a,  S.;  Mitr a,  S.;  L e e pi p at pi b o o n,  N.  Mi cr o -S c al e  M e m br a n e 

E xtr a cti o n of Gl y p h o s at e a n d A mi n o m et h yl p h o s p h o ni c A ci d i n W at er F oll o w e d b y Hi g h -

P erf or m a n c e Li q ui d C hr o m at o gr a p h y a n d P o st -C ol u m n D eri v ati z ati o n wit h Fl u or e s c e n c e 

D et e ct or. J  C hr o m at o gr  A  2 0 0 8 , 1 1 8 9   ( 1 –2),  4 8 3 – 4 9 2. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c hr o m a. 2 0 0 8. 0 1. 0 7 4.  

( 4 2) L ä u bli, M.; Br a n d, B.; A e s c hli m a n n, A.; Zi erf el s, G. Gl y p h o s at U n d A M P A i n Tri n k w a s s er 

[ W hit e  P a p er];  2 0 1 6.  htt p s:// w w w. m etr o h m. c o m/ d e _ d e/ a p pli c ati o n s/ w hit e p a p er/ w p-

0 1 0. ht ml ( a c c e s s e d 2 0 2 4 -1 1 -0 4).  

( 4 3) Wi m m er, B.; P att k y, M.; Z a d a, L. G.; M ei x n er, M.; H a d erl ei n, S. B.; Zi m m er m a n n, H. P.; 

H u h n,  C.  C a pill ar y  El e ctr o p h or e si s -M a s s  S p e ctr o m etr y  f or  t h e  Dir e ct  A n al y si s  of 

Gl y p h o s at e: M et h o d D e v el o p m e nt a n d A p pli c ati o n t o B e er B e v er a g e s a n d E n vir o n m e nt al 

S t u di e s. A n al Bi o a n al C h e m  2 0 2 0 , 4 1 2  ( 2 0), 4 9 6 7– 4 9 8 3. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 2 1 6 -

0 2 0 -0 2 7 5 1 -0.  

( 4 4) C h e n, M. X.; C a o, Z. Y.; Ji a n g, Y.; Z h u, Z. W. Dir e ct D et er mi n ati o n of Gl y p h o s at e a n d It s 

M aj or M et a b olit e, A mi n o m et h yl p h o s p h o ni c A ci d, I n Fr uit s a n d V e g et a bl e s b y Mi x e d -M o d e 

H y dr o p hili c  I nt er a cti o n/ W e a k  A ni o n -E x c h a n g e  Li q ui d  C hr o m at o gr a p h y  C o u pl e d  wi t h 
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El e ctr o s pr a y  T a n d e m  M a s s  S p e ctr o m etr y. J  C hr o m at o gr  A  2 0 1 3 , 1 2 7 2 ,  9 0– 9 9. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c hr o m a. 2 0 1 2. 1 1. 0 6 9.  

( 4 5) F e d or o w s ki, J.; L a C o ur s e, W. R. A R e vi e w of P ul s e d El e ctr o c h e mi c al D et e cti o n F oll o wi n g 

Li q ui d C hr o m at o gr a p h y a n d C a pill ar y El e ctr o p h or e si s. A n al C hi m A ct a  2 0 1 5 , 8 6 1 , 1– 1 1. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. a c a. 2 0 1 4. 0 8. 0 3 5.  

( 4 6) L a C o ur s e,  W.  R. P ul s e d  El e ctr o c h e mi c al  D et e cti o n  i n  Hi g h  P erf or m a n c e  Li q ui d 

C hr o m at o gr a p h y , 1 st e d.; Wil e y & S o n s Lt d: N e w J er s e y, 1 9 9 7. 

( 4 7) J o h n s o n,  D.  C.;  D o b b er p u hl,  D.;  R o b ert s,  R.;  V a n d e b er g,  P.  R e vi e w:  P ul s e d 

A m p er o m etri c  D et e cti o n  of  C ar b o h y dr at e s,  A mi n e s  a n d  S ulf ur  S p e ci e s  i n  I o n 

C hr o m at o gr a p h y -t h e C urr e nt St at e of R e s e ar c h. J C hr o m at o gr  1 9 9 3 , 6 4 0 , 7 9– 9 6.  

( 4 8) W ei s s, J. H a n d b o o k of I o n C hr o m at o gr a p h y , 4t h e d.; Wil e y-V C H: W ei n h ei m, 2 0 1 6.  

( 4 9) R ö h n elt,  A.  M.;  M arti n,  P.  R.;  B u c h n er,  D.;  H a d erl ei n,  S.  B.  Tr a n sf or m ati o n  of 

I mi n o di( M et h yl e n e  P h o s p h o n at e)  o n  M a n g a n e s e  Di o xi d e s - P a s si v ati o n  of  t h e  Mi n er al 

S urf a c e  b y  ( F or m e d)  M n 2 +. E n vir o n  S ci  T e c h n ol  2 0 2 3 , 5 7  ( 3 2),  1 1 9 5 8– 1 1 9 6 6. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s. e st. 3 c 0 1 8 3 8.  

( 5 0) W el c h, L. E.; L a C o ur s e, W. R.; M e a d, D. A.; J o h n s o n, D. C.; H u, T. C o m p ari s o n of P ul s e d 

C o ul o m etri c  D et e cti o n  a n d  P ot e nti al -S w e e p  P ul s e d  C o ul o m etri c  D et e cti o n  f or 

U n d eri v ati z e d A mi n o A ci d s i n Li q ui d C hr o m at o gr a p h y. A n al C h e m  1 9 8 9 , 6 1 , 5 5 5– 5 5 9.  

( 5 1) U S E P A. D efi niti o n a n d Pr o c e d ur e f or t h e D et er mi n ati o n of t h e M et h o d D et e cti o n Li mit, 

R e vi si o n  2 ;  2 0 1 6.  htt p s:// w w w. e p a. g o v/ sit e s/ d ef a ult/fil e s/ 2 0 1 6-1 2/ d o c u m e nt s/ m dl -

pr o c e d ur e _r e v 2 _ 1 2 -1 3 -2 0 1 6. p df ( a c c e s s e d 2 0 2 4 -0 1 -0 5).  

( 5 2) Sli n g s b y, R.; P o hl, C.; S ai ni, C. A p pr o a c h e s t o S a m pl e Pr etr e at m e nt i n t h e D et er mi n ati o n 

of  P er c hl or at e  i n  R e al  W orl d  S a m pl e s. A n al  C hi m  A ct a  2 0 0 6 , 5 6 7 ,  5 7– 6 5. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. a c a. 2 0 0 6. 0 1. 0 4 3.  

( 5 3) Ki m, H. S.; K o o, Y. J.; L e e, M.; P a c k, E. C.; J a n g, D. Y.; L e e, S. H.; Li m, K. M.; C h oi, D. 

W. A n O pti mi s e d M et h o d f or t h e R a pi d A n al y si s of C o n d e n s e d P h o s p h at e s i n Fi s h er y a n d 

Pr o c e s s e d  M ari n e  F o o d  Pr o d u ct s  U si n g  I o n  C hr o m at o gr a p h y  a n d  Mi cr o w a v e  S a m p l e 

Pr o c e s si n g. F o o d  A d diti v e s  a n d  C o nt a mi n a nt s - P art  A  2 0 2 0 , 3 7  ( 2),  2 0 5– 2 1 5. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 8 0/ 1 9 4 4 0 0 4 9. 2 0 1 9. 1 6 9 3 6 3 4.  
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( 5 4) R o hr er,  J.;  A v d al o vi c,  N.  A  Pr a cti c al  G ui d e  f or  A mi n o  A ci d  D et er mi n ati o n s  b y  Hi g h -
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4 Gl y p h os at e  is  a  tr a nsf or m ati o n  pr o d u ct  of  a  wi d el y  us e d  

a mi n o p ol y p h os p h o n at e c o m pl e xi n g a g e nt  

 

A n n a M. R ö h n elt 1 ,  P hilli p p  R.  M arti n1, # , M at hi s  At h m er 2 ,  S ar a h  Bi e g er3 , D a ni el  B u c h n er 1 ,  U w e 

K ar st 2 , C ar oli n H u h n3 , T or st e n C. S c h mi dt4 , St ef a n B. H a d erl ei n1  

1 E n vir o n m e nt al Mi n er al o g y, C e nt er f or A p pli e d G e o s ci e n c e, U ni v er sit y of T ü bi n g e n, T ü bi n g e n, G er m a n y  

2 I n stit ut e of I n or g a ni c a n d A n al yti c al C h e mi str y, U ni v er sit y of M ü n st er, M ü n st er, G er m a n y 
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P. R. M.:  C o n c e pt u ali z ati o n,  M et h o d ol o g y,  V ali d ati o n,  F u n di n g  A c q ui siti o n,  Writi n g – R e vi e w  & 
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D. B.: C o n c e pt u ali z ati o n, F u n di n g A c q ui siti o n, Writi n g – R e vi e w & E diti n g  

U. K.: S u p er vi si o n, Writi n g – R e vi e w a n d E diti n g  

C. H.: C o n c e pt u ali z ati o n, Writi n g – R e vi e w a n d E diti n g  

T. C. S.: S u p er vi si o n, Writi n g – R e vi e w a n d E diti n g  

S. B. H.: C o n c e pt u ali z ati o n, S u p er vi si o n, R e s o ur c e s, Writi n g – R e vi e w & E diti n g  

 

4. 1 A bstr a ct  

W e d e m o n str at e t h at t h e br o a d -s p e ctr u m h er bi ci d e gl y p h o s at e i s a st a bl e tr a n sf or m ati o n pr o d u ct 

of di et h yl e n etri a mi n e p e nt a( m et h yl e n e p h o s p h o n at e) ( D T P M P), a c h el ati n g a g e nt wi d el y u s e d i n 

h o u s e h ol d  a n d  i n d u stri al  a p pli c ati o n s.  Gl y p h o s at e  w a s  f or m e d  at  n e ar -n e utr al  p H  i n  b uff er e d 

ultr a p ur e w at er a n d st eril e -filt er e d w a st e w at er, b ut o nl y i n t h e pr e s e n c e of m a n g a n e s e. Di s s ol v e d 

M n 2 +  a n d O 2  or s u s p e n d e d M n O 2  ( wit h a n d wit h o ut di s s ol v e d O2 ) l e d t o gl y p h o s at e, t h at r e m ai n e d 

st a bl e  e v e n  aft er  c o m pl et e  D T P M P  tr a n sf or m ati o n.  M a xi m u m  gl y p h o s at e  yi el d s  v ari e d  wit h 

r e a cti o n c o n diti o n s a n d r a n g e d fr o m 0. 0 3 t o 0. 4 2  m ol -%.  T h e u bi q uit o u s pr e s e n c e of m a n g a n e s e 

i n n at ur al a n d e n gi n e er e d s y st e m s u n d er s c or e s t h e p ot e nti al i m p ort a n c e of M n-dri v e n D T P M P 

tr a n sf or m ati o n a s a pr e vi o u sl y o v erl o o k e d s o ur c e of gl y p h o s at e i n a q u ati c s y st e m s. W hil e f urt h er 

r e s e ar c h i s n e e d e d t o e v al u at e t h e f a ct or s c o ntr olli n g t h e pr o d u ct s p e ctr u m a n d gl y p h o s at e yi el d s 

fr o m D T P M P tr a n sf or m ati o n i n t e c h ni c al a n d n at ur al s etti n g s, o ur r e s ult s c h all e n g e t h e c urr e nt 

p ar a di g m t h at h er bi ci d e a p pli c ati o n i s t h e s ol e s o ur c e of e n vir o n m e nt al gl y p h o s at e c o nt a mi n ati o n. 

C o n s e q u e ntl y,  c urr e nt  str at e gi e s  a n d  a p pr o a c h e s  t o  pr ot e ct  w at er  r e s o ur c e s  fr o m  gl y p h o s at e 

c o nt a mi n ati o n n e e d t o b e r e c o n si d er e d a n d e x p a n d e d.  

4. 2 I ntr o d u cti o n  

T h e  a mi n o m o n o p h o s p h o n at e  gl y p h o s at e  i s  t h e  m o st  wi d el y  u s e d  h er bi ci d e  w orl d wi d e 1 .  It  i s  a 

n o n -s el e cti v e  h er bi ci d e,  m o stl y  u s e d  t o  kill  w e e d s  t h at  c o m p et e  wit h  cr o p s.  It s  utili z ati o n  h a s 

si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d f oll o wi n g t h e i ntr o d u cti o n of g e n eti c all y m o difi e d h er bi ci d e -t ol er a nt cr o p s, 

w hi c h  all o w e d  f or  e xt e n d e d  gl y p h o s at e  a p pli c ati o n  p eri o d s 1, 2 .  A c c or di n g  t o  t h e  U S  N ati o n al 

P e sti ci d e  I nf or m ati o n  C e nt er  ( N PI C)  t h e  t y pi c al  h alf -lif e  of  gl y p h o s at e  i s  r el ati v el y  s h ort  ( 1. 5 

m o nt h s) 3  b ut  hi g hl y  v ari a bl e  i n  s oil s  r a n gi n g  fr o m  f e w  d a y s  t o  s e v er al  y e ar s 4 – 7 .  E n vir o n m e nt al 

p er si st e n c e of gl y p h o s at e i s r efl e ct e d b y it s fr e q u e nt d et e cti o n i n gr o u n d a n d s urf a c e w at er s 8 – 1 3 . 
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T h e  m aj or  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct  ( T P)  of  gl y p h o s at e  i n  t h e  e n vir o n m e nt  i s 

a mi n o m et h yl p h o s p h o n at e ( A M P A), w hi c h e x hi bit s a l o n g er h alf -lif e t h a n gl y p h o s at e7, 1 1 . 

Gl y p h o s at e  p oll uti o n  of  w at er  b o di e s  s o  f ar  h a s  e x cl u si v el y  b e e n  attri b ut e d  t o  h er bi ci d e 

a p pli c ati o n s 1 4 . Y et, a r e c e nt st u d y r e v e al e d n e g ati v e r e m o v al r at e s f or gl y p h o s at e a n d A M P A i n 

m u ni ci p al w a st e w at er tr e at m e nt pl a nt s 1 5 , w hil e a n ot h er st u d y hi g hli g ht e d m u ni ci p al w a st e w at er s 

a s a si g nifi c a nt s o ur c e f or gl y p h o s at e a n d A M P A i n s urf a c e w at er s i n E ur o p e 1 2 . A s t h e hi g h a n d 

r at h er  c o n st a nt  l o a d s  of  gl y p h o s at e  a n d A M P A i n  w a st e w at er  effl u e nt s  o v er  t h e  y e ar  ar e  n ot 

c o m p ati bl e  wit h  h er bi ci d e  a p pli c ati o n s,  a  diff er e nt  s o ur c e  w a s  s u s p e ct e d 1 2 . 

A mi n o p ol y p h o s p h o n at e s ( A P P s), w hi c h ar e wi d el y u s e d i n l a u n dr y d et er g e nt s i n t h e E U 1 6 , ar e 

k n o w n  pr e c ur s or s  of  a mi n o m et h yl p h o s p h o n at e  ( A M P A) 1 7 – 2 1 .  Si n c e  t h e  b a si c  str u ct ur e  of 

gl y p h o s at e i s alr e a d y pr e s e nt i n c ert ai n A P P s ( s e e Fi g . 4. 1), A P P s ar e s u s p e ct e d pr e c ur s or s  f or 

gl y p h o s at e, t o o 1 2, 2 2 .  

P h o s p h o n at e c o n s u m pti o n ( A P P s a s w ell a s N -fr e e a n al o g u e s) i n E ur o p e w a s 4 9, 0 0 0 m etri c t o n s 

p er  y e ar  i n  2 0 1 2 1 6 .  D et er g e nt s  a n d  bl e a c h e s  ar e  m aj or  a p pli c ati o n s  f or  p h o s p h o n at e s.  7, 6 1 3 

m etri c t o n s w er e u s e d i n h o u s e h ol d d et er g e nt a n d cl e a ni n g a p pli c ati o n s i n G er m a n y i n 2 0 1 9 2 3 . 

T h e  t hr e e  c o m m er ci all y  m o st  r el e v a nt  A P P s  ar e  a mi n otri s( m et h yl e n e  p h o s p h o n at e)  ( A T M P), 

et h yl e n e di a mi n et etr a( m et h yl e n e  p h o s p h o n at e)  ( E D T M P)  a n d  di et h yl e n etri a mi n e 

p e nt a( m et h yl e n e p h o s p h o n at e) ( D T P M P) 1 6 .  

W hil e t h e pr e d o mi n a nt r e m o v al pr o c e s s f or D T P M P a n d ot h er p ol y p h o s p h o n at e s i n w a st e w at er 

tr e at m e nt pl a nt s ( W W T P s) i s c o m m o nl y attri b ut e d t o s or pti o n o nt o s e w a g e sl u d g e1 6, 2 4, 2 5 , r e c e nt 

st u di e s  u n d er s c or e  t h e  n e e d  t o  criti c all y  e x a mi n e  al s o  t h e  tr a n sf or m ati o n  p at h w a y s  of  t h e s e 

c o m p o u n d s 1 2, 1 5 .  

Tr a n sf or m ati o n  of  A P P s  ( p h ot ol y si s,  M n 2 + / O2 ,  M n O O H)  wit h  A M P A,  i mi n o di( m et h yl e n e 

p h o s p h o n at e)  (I D M P)  a n d  p h o s p h at e  a s  m aj or  T P s  ( s e e  Fi g.  4. 1)  i s  w ell  d o c u m e nt e d  i n  t h e 

lit er at ur e1 7 – 1 9, 2 6 – 2 8 . H o w e v er, e vi d e n c e f or gl y p h o s at e f or m ati o n i s li mit e d t o o z o n ati o n of E D T M P 

i n  dri n ki n g  w at er2 2  a n d  i s  l a c ki n g  u n d er  e n vir o n m e nt all y  r el e v a nt  c o n diti o n s.  T h e  f or m ati o n  of 

gl y p h o s at e fr o m A P P s r e q uir e s t h e pr e s e n c e of a n et h yl e n e m oi et y o n t h e nitr o g e n at o m of t h e 

A P P m ol e c ul e, w h o s e t er mi n al c ar b o n c a n ulti m at el y b e o xi di z e d t o a c ar b o x yli c a ci d. A m o n g t h e 

hi g h -v ol u m e A P P s, o nl y E D T M P a n d D T P M P e x hi bit t hi s str u ct ur al f e at ur e, t h e l att er o n e b ei n g 

q u a ntit ati v el y t h e m o st si g nifi c a nt 2 9 . 

Kli n g er et  al .2 2  pr o p o s e d  a  r e a cti o n  s c h e m e  f or  t h e  f or m ati o n  of  gl y p h o s at e  fr o m  E D T M P  b y 

o z o n e, a str o n g o xi d a nt wi d el y u s e d i n w at er tr e at m e nt. T h e a ut h or s pr o p o s e d a n al d e h y d e a s a n 
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i nt er m e di at e aft er a C-N b o n d cl e a v a g e wit hi n t h e et h yl e n e m oi et y  a n d furt h er o xi d ati o n of t hi s 

al d e h y d e t o  t h e c ar b o x yli c a ci d r e q uir e d f or t h e f or m ati o n of  gl y p h o s at e .2 0  

B e si d e s o z o n e, m a n g a n e s e o xi d e mi n er al s ( M n O x ) ar e str o n g o xi di zi n g a g e nt s t h at ar e i m p ort a nt 

n ot o nl y i n t e c h ni c al s y st e m s b ut al s o i n t h e e n vir o n m e nt 3 0 . T h e y ar e oft e n f or m e d b y mi cr o bi al 

o xi d ati o n  of  di s s ol v e d  M n II,  l e a di n g  t o  a m or p h o u s  str u ct ur e s  wit h  hi g h  s urf a c e  ar e a s3 0, 3 1 . 

M a n g a n e s e  mi n er al s  ar e  u bi q uit o u s,  n ot  o nl y  pr e s e nt  i n  s oil s  a n d  s e di m e nt s  b ut  al s o  i n 

s u b st a nti al c o n c e ntr ati o n s  i n s e w a g e sl u d g e3 2 . T h e si g nifi c a n c e of m a n g a n e s e f or t h e o xi d ati o n 

of A T M P a n d ot h er A P P s i n cl u di n g D T P M P h a s e arl y b e e n r e c o g ni s e d b y N o w a c k & St o n e 2 7, 2 8, 3 3 . 

R e c e ntl y, t h e tr a n sf or m ati o n of I D M P b y m a n g a n e s e di o xi d e w a s i n v e sti g at e d i n d et ail r e v e ali n g 

A M P A a n d P O 4
3-  a s m ai n T P s 2 6 . T h e tr a n si e nt f or m ati o n of N -f or m yl-A M P A ( F -A M P A) s u g g e st s 

o xi d ati o n  of  t h e  t er mi n al  c ar b o n  of  a n N -m et h yl -A M P A  i nt er m e di at e  t o  a n  al d e h y d e  aft er  C – P 

b o n d cl e a v a g e of I D M P. I n a n al o g y t o t h e o xi d ati o n of E D T P M b y o z o n e, f urt h er o xi d ati o n of t hi s 

t er mi n al c ar b o n mi g ht l e a d t o t h e c ar b o x yli c a ci d – i n t hi s c a s e wit h a m et h yl e n e m oi et y a s I D M P 

i s t h e pr e c ur s or.  

T h er ef or e, it i s c o n c ei v a bl e t h at m a n g a n e s e o xi d e mi n er al s or di s s ol v e d m a n g a n e s e m a y l e a d t o 

gl y p h o s at e  f or m ati o n  fr o m  A P P s  b e ari n g  a n  et h yl e n e  m oi et y  ( s e e  Fi g . 4. 1)  i n  t e c h ni c al  a n d 

e n vir o n m e nt al s y st e m s.  
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Fi g ur e  4. 1  S c h e m ati c  r e pr e s e nt ati o n  of  t h e  f or m ati o n  of  p h o s p h at e,  A M P A,  I D M P  a n d  gl y p h o s at e  ( pr o p o s e d) fr o m 
D T P M P. P h o s p h at e c a n f or m vi a o n e C -P b o n d cl e a v a g e (i v), I D M P i s f or m e d vi a o n e C -N b o n d cl e a v a g e (ii), w hil e 
A M P A i s f or m e d vi a t w o C -N b o n d cl e a v a g e s (i, ii).  W e pr o p o s e o n e p at h w a y f or t h e f or m ati o n of gl y p h o s at e fr o m 
D T P M P  vi a  t w o  C -N  b o n d  cl e a v a g e s  (i,  iii)  a n d  o xi d ati o n  of  t h e  t er mi n al  C  fir st t o  t h e al d e h y d e  ( v)  a n d  t h e n  t o  t h e 
c ar b o x yli c a ci d ( vi). T h e s y m m etr y  of t h e D T P M P m ol e c ul e, w hi c h c o nt ai n s f i v e p h o s p h o n at e gr o u p s, all o w s m ulti pl e 
e q ui v al e nt b o n d cl e a v a g e s  t o l e a d t o t h e s a m e r e s ult a nt pr o d u ct. F or cl arit y, o nl y o n e r e pr e s e nt ati v e o pti o n f or e a c h 
p ot e nti al cl e a v a g e i s ill u str at e d. All c o m p o u n d s ar e d e pi ct e d i n t h eir f ull y d e pr ot o n at e d f or m s.  

 

H er e, w e pr e s e nt t h e r e s ult s of s y st e m ati c l a b or at or y e x p eri m e nt s o n t h e f or m ati o n of gl y p h o s at e 

a n d A M P A a s T P s of D T P M P o xi d ati o n b y m a n g a n e s e di o xi d e a n d di s s ol v e d m a n g a n e s e a n d 

o x y g e n. T h e st u d y w a s d e si g n e d t o c a pt ur e r el e v a nt e n vir o n m e nt al c o n diti o n s  r e g ar di n g p H a n d 

t h e pr e s e n c e or a b s e n c e of di s s ol v e d o x y g e n. 
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4. 3 R es ults & Dis c ussi o n  

W e r e p ort t h e r e s ult s of l a b or at or y b at c h e x p eri m e nt s d e si g n e d t o el u ci d at e t h e eff e ct s of M n O 2  

mi n er al c o n c e ntr ati o n s ( 0. 1 g/ L v s. 1 g/ L), di s s ol v e d M n 2 +  ( 1 m M) a n d t h e pr e s e n c e or a b s e n c e 

of O 2  ( at m o s p h er e/ 2 1 v ol. -% O 2  v s N 2  at m o s p h er e) o n t h e tr a n sf or m ati o n of 1  m M D T P M P. T h e 

e x p eri m e nt s  w er e  c arri e d  o ut  i n  p urifi e d  w at er  ( b uff er e d  at  p H  6)  a s  w ell  a s  i n  st eril e -filt er e d 

w a st e w at er  ( p H  8)  a s  m atri x.  T h e  p H  v al u e s  w er e  m o nit or e d  a n d  ar e  d e pi ct e d  i n  Fi g ur e  D. 1. 

C o ntr ol e x p eri m e nt s wit h o ut m a n g a n e s e o xi d e s or di s s ol v e d M n 2 +  g e n er all y s h o w e d n o r e a cti vit y 

t o w ar d s D T P M P ( s e e S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e D. 2). 

D T P M P tr a nsf or m ati o n b y m a n g a n es e at p H 6  

I n  a q u e o u s  s ol uti o n  b uff er e d  at  p H  6,  D T P M P  w a s  c o m pl et el y  tr a n sf or m e d  b y M n O 2  wit hi n  

≤ 2 4 h u n d er all c o n diti o n s st u di e d ( s e e Fi g. 4. 2). Wit h 1. 0  g/ L M n O 2  u n d er  o xi c c o n diti o n s (f a st e st 

r e a cti o n ki n eti c s), c o m pl et e D T P M P tr a n sf or m ati o n w a s o b s er v e d aft er 2 0 mi n, w hil e f or 0. 1 g/ L 

M n O 2  u n d er a n o xi c c o n diti o n s ( sl o w e st r e a cti o n ki n eti c s) c o m pl et e D T P M P tr a n sf or m ati o n w a s 

o b s er v e d  aft er  2 4  h o ur s.  U n d er  o xi c  c o n diti o n s  wit h  1  m M  M n 2 +  t h e  sl o w e st  tr a n sf or m ati o n 

ki n eti c s of D T P M P w er e o b s er v e d a n d c o m pl et e D T P M P tr a n sf or m ati o n w a s r e a c h e d o nl y aft er 

> 1 3 0  h o ur s ( s e e Fi g. D. 3).   

 

Fi g ur e  4. 2  T ot al  ( a q u e o u s  a n d  s or b e d)  D T P M P  c o n c e ntr ati o n s q u a ntifi e d  u si n g  I C -P A D a s  a  f u n cti o n  of  ti m e  a n d 
p s e u d o -fir st or d er fit s ( s e e T a bl e 4. 1) f or all f o ur e x p eri m e nt s wit h M n O 2  i n a q u e o u s M E S b uff er ( p H 6) a) 1. 0  g/ L M n O 2  
o xi c  c o n diti o n s, b) 0. 1 g/ L M n O 2  o xi c c o n diti o n s, c) 1. 0  g/ L M n O 2  a n o xi c c o n diti o n s, d) 0. 1  g/ L M n O 2  a n o xi c c o n diti o n s. 
Err or b ar s r e pr e s e nt a b s ol ut e err or s b et w e e n e x p eri m e nt al d u pli c at e s.  
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T o e v al u at e t h e D T P M P tr a n sf or m ati o n ki n eti c s, p s e u d o 0 t h-or d er r at e c o n st a nt s w er e d et er mi n e d 

a s n o hi g h er r e a cti o n or d er a d e q u at el y d e s cri b e d t h e ki n eti c s a cr o s s all f o ur M n O 2  e x p eri m e nt s. 

T h e s e  c o n st a nt s  w er e  d eri v e d  b y  li n e ar  r e gr e s si o n  c o n si d eri n g  t h e  ti m e  i nt er v al s  d e s cri b e d  i n  

T a bl e 4. 1. T hi s a p pr o a c h all o w e d f or a c o m p ar ati v e ki n eti c a n al y si s of t h e f o ur M n O 2  e x p eri m e nt s.  

I n t h e a b s e n c e of di s s ol v e d o x y g e n, t h e tr a n sf or m ati o n of D T P M P f oll o w e d a p s e u d o- 0t h or d er 

r at e l a w wit h R2  v al u e s of > 0. 9 8. T h e pr e s e n c e of di s s ol v e d o x y g e n a c c el er at e d t h e r e a cti o n a n d 

c h a n g e d t h e r at e l a w a s i n di c at e d b y t h e d e vi ati o n fr o m p s e u d o - 0t h or d er ki n eti c s ( R 2 ≅  0. 8 5). 

B ot h  M n O 2  c o n c e ntr ati o n  a n d  t h e  pr e s e n c e  of  O 2  c o n c e ntr ati o n s  e n h a n c e d  D T P M P 

tr a n sf or m ati o n ki n eti c s, wit h t h e f a st e st r at e s f or 1. 0 g/ L M n O2  u n d er o xi c c o n diti o n s, f oll o w e d b y 

1. 0  g/ L  M n O 2  u n d er  a n o xi c  c o n diti o n s.  B ot h  e x p eri m e nt s  ( o xi c  a n d  a n o xi c)  c o nt ai ni n g  0. 1  g/ L 

M n O 2  e x hi bit e d sl o w er r e a cti o n ki n eti c s t h a n 1. 0  g/ L, w hil e t h e r e a cti o n c o nt ai ni n g 0. 1  g/ L u n d er 

a n o xi c c o n diti o n s s h o w e d  t h e sl o w e st r e a cti o n. N or m ali z ati o n of t h e r e a cti o n r at e c o n st a nt s t o 

t h e  s p e cifi c  s urf a c e  ar e a  (k n or m )  pr o vi d e d  f urt h er  i n si g ht s  i nt o  t h e  r ol e  of  o x y g e n  a n d  a v ail a bl e 

s urf a c e ar e a. k n or m -v al u e s s h o w e d t h at t h e o xi c  e x p eri m e nt s w er e f a st er c o m p ar e d t o t h eir a n o xi c 

c o u nt er p art s.  

T h e r at e e n h a n ci n g r ol e of o x y g e n m a y b e r el at e d t o m ulti pl e pr o c e s s e s i n v ol vi n g diff er e nt r e d o x 

st at e s  of  m a n g a n e s e  a s  r e p ort e d  i n  lit er at ur e.  U n d er  o xi c  c o n diti o n s,  M n 2 +  (f or m e d  b y  t h e 

r e d u cti o n  of  M nI V 2 6, 3 0 ) i s  k n o w n  t o  c at al y z e  D T P M P  ( a n d  A T M P,  E D T M P)  o xi d ati o n  b y  O2  

( M n2 + / O2 ) i n h o m o g e n e o u s s ol uti o n2 8, 3 4 . H o w e v er, t h e m u c h sl o w er r e a cti o n ki n eti c s of D T P M P i n 

h o m o g e n e o u s s ol uti o n ( 1  m M M n 2 +  a n d O 2 ) c o m p ar e d t o t h e h et er o g e n e o u s s y st e m s f o u n d i n 

t hi s st u d y cl e arl y s h o w t h at t h e str o n gl y e n h a n ci n g r ol e of O2  i n M n O2  e x p eri m e nt s m u st b e d u e 

t o pr o c e s s e s ot h er t h a n m er e M n2 + / O2  i nt er a cti o n, pr o b a bl y i n v ol vi n g t h e f or m ati o n of M n III o n t h e 

mi n er al s urf a c e.  

M a n g a n e s e mi n er al s wit h el e v at e d M n III c o nt e nt a p p e ar t o b e m or e r e a cti v e o xi d a nt s 3 0, 3 5, 3 6 . I n 

h et er o g e n e o u s s y st e m s c o nt ai ni n g M n 2 +  a n d M n O 2 , M nIII c a n b e f or m e d b y c o m pr o p orti o n ati o n 

a n d  b e  a s s o ci at e d  wit h  t h e  mi n er al  s urf a c e  or  r e si d e  i n  s ol uti o n 3 5 . F urt h er m or e,  M n O 2  c a n 

c at al y z e t h e o xi d ati o n of M n II b y O 2  t o M nIII 3 7 .  Fi n all y, M n O2  it s elf m a y a ct a s a dir e ct o xi d a nt b ut 

al s o a s a c at al y st i n c o n n e cti o n wit h O 2  3 8 . 

Pr e vi o u s r e s e ar c h o n I D M P tr a n sf or m ati o n u si n g t h e s a m e s a m pl e of M n O 2  d e m o n str at e d t h at 

r o u g hl y t w o el e ctr o n s ar e a c c e pt e d b y M n O2  p er tr a n sf or m ati o n of o n e I D M P m ol e c ul e 2 6 . T h u s, 

t h e  el e ctr o n-a c c e pti n g  c a p a cit y  of  0. 1  g/ L  M n O 2 ,  w hi c h  c orr e s p o n d s  t o  1. 1 m M  M n O 2 ,  c a n n ot 

e x pl ai n t h e c o m pl et e tr a n sf or m ati o n of 1  m M D T P M P t o s m all er tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s, w hi c h 
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ar e p arti all y f urt h er o xi di z e d. M or e o v er, a s n or m ali z e d r e a cti o n r at e c o n st a nt s b ot h u n d er o xi c 

a n d a n o xi c c o n diti o n s w er e hi g h er f or l o w mi n er al c o n c e ntr ati o n s ( 0. 1  g/ L v s. 1. 0  g/ L) a c at al yti c 

r ol e of M n O2  n e xt t o it s dir e ct o xi d ati o n a cti vit y i s e vi d e nt.   

T a bl e 4. 1  P s e u d o - 0t h or d er r e a cti o n r at e c o n st a nt s ( k ) a n d t h o s e r e a cti o n r at e c o n st a nt s n or m ali z e d t o t h e s urf a c e ar e a 
(k n or m ) f or D T P M P tr a n sf or m ati o n i n t h e f o ur e x p eri m e nt s wit h M n O 2  i n M E S b uff er. T h e st a n d ar d err or s of t h e li n e ar 
r e gr e s si o n ar e gi v e n a s ± x. R2  i s t h e r e gr e s si o n c o effi ci e nt of t h e li n e ar r e gr e s si o n fr o m t h e st art of t h e e x p eri m e nt u ntil 
c o m pl et e  D T P M P tr a n sf or m ati o n ( 2 4 h e x cl u d e d f or 0. 1 g/ L a n o xi c d u e t o l o w d at a p oi nt d e n sit y). T h e li n e ar s e cti o n 
i n di c at e s t h e ti m e i nt er v al/ti m e p oi nt s i n cl u d e d i n t h e li n e ar r e gr e s si o n. 

c( M n O 2 ) 1. 0 g/ L  0. 1 g/ L  1. 0 g/ L  0. 1 g/ L  

O 2  o xi c  o xi c  a n o xi c  a n o xi c  

k i n µ M/ h  2 7 2 9 ± 8 0 0  6 5 0 ± 1 0 6  9 4 6 ± 2 6  1 3 3 ±  3  

k n or m i n 

μ m ol/( m 2 * h) 4 2 ± 1 2  1 0 1 ± 1 6  1 4. 7 ± 0. 4  2 0. 6 ± 0. 5  

R 2  0. 8 4 2  0. 8 5 9  0. 9 9 6  0. 9 8 8  

Li n e ar  s e cti o n  i n h 0 -0. 3 5  0 -1. 5  0 -0. 6 7  0 -6. 0  

 

 

F or m ati o n of T Ps fr o m D T P M P  

D uri n g  D T P M P  tr a n sf or m ati o n,  t h e  f or m ati o n  of  v ari o u s  p h o s p h or u s -c o nt ai ni n g  T P s  w a s 

m o nit or e d i n  t h e  a q u e o u s  p h a s e u si n g  i o n  c hr o m at o gr a p h y  (I C)  c o u pl e d  t o  i n d u cti v e -c o u pl e d 

pl a s m a  m a s s  s p e ctr o m etr y  (I C P -M S).  Fi g ur e  4. 3  s h o w s  a n  e x e m pl ar y  c hr o m at o gr a m  ( 1  g/ L 

M n O 2 , a n o xi c c o n diti o n s, r e a cti o n ti m e of 2 h, a q u e o u s p h a s e) n e xt t o a mi x -st a n d ar d of 3 0  p p b 

P  ( 0. 9 7  µ M)  p er  c o m p o u n d.  T h e  m ai n  T P s  i d e ntifi e d  b a s e d  o n  r et e nti o n  ti m e s  a n d  r ef er e n c e 

c o m p o u n d s i n all e x p eri m e nt s w er e I D M P a n d p h o s p h at e, c o n si st e nt wit h pr e vi o u s st u di e s 1 6 – 1 8, 2 8 . 

B a s e d  o n  t h e  i niti al  D T P M P  c o n c e ntr ati o n,  I D M P  f or m ati o n  r e a c h e d  u p  t o  9 7  m ol -%  ( 0. 1  g/ L 

M n O 2 ,  a n o xi c  c o n diti o n s),  w hil e  P O4 3-  f or m ati o n  p e a k e d  at  1 5 3 m ol - %  

( 1. 0  g/ L  M n O2 ,  o xi c  c o n diti o n s).  R e g ar di n g  p h o s p h at e,  t h e  m a xi m u m  m ol ar  yi el d  a m o u nt s  t o 

5 0 0  m ol -%, d u e t o D T P M P’ s fi v e p h o s p h o n at e m oi eti e s. D T P M P, I D M P, a n d P O 4
3-  c o n c e ntr ati o n s 

o v er ti m e i n t h e a q u e o u s p h a s e ar e d e pi ct e d i n S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e D. 4.  
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I n t h e e x e m pl ar y c hr o m at o gr a m s h o w n i n Fi g ur e 4. 3, a d o u bl e p e a k i s vi si bl e at t h e r et e nti o n ti m e 

of  A M P A  ( 8 3. 0  s),  w hil e  a  tri pl e  p e a k  i s  o b s er v e d  ar o u n d  t h e  r et e nti o n  ti m e  of  gl y p h o s at e 

( 1 6 7. 5 s).  B ot h  p e a k s,  e v e n  if  c o n si d er e d  t o  b e  t h e  r e s p e cti v e  c o m p o u n d s,  w er e  b el o w  t h e 

i n str u m e nt al L OD s ( 0. 9  p p b  P f or A M P A a n d 1. 7 p p b P f or gl y p h o s at e) a n d t h er ef or e r e pr e s e nt 

a n al m o st n e gli gi bl e fr a cti o n wit hi n t h e T P s p e ctr u m. T h u s, it i s n ot s ur pri si n g t h at t h e f or m ati o n 

of gl y p h o s at e h a s s o f ar b e e n m o stl y o v erl o o k e d.  

T o  v erif y  gl y p h o s at e  a n d  A M P A  f or m ati o n  d uri n g  D T P M P  tr a n sf or m ati o n,  w e  u s e d  F M O C 

d eri v ati z ati o n a n d s u b s e q u e nt q u a ntifi c ati o n b y m e a n s of r e v er s e d -p h a s e hi g h -p erf or m a n c e li q ui d 

c hr o m at o gr a p h y  ( R P -H P L C)  c o u pl e d  t o  a  tri pl e -q u a dr u p ol e  ( Q Q Q)  m a s s  s p e ctr o m et e r,  a n 

e st a bli s h e d  tr a c e a n al y si s m et h o d f or gl y p h o s at e a n d A M P A3 9 – 4 1 .     

  

Fi g ur e 4. 3  P h o s p h or u s -s el e cti v e I C -I C P-M S c hr o m at o gr a m of t h e a q u e o u s fr a cti o n of d u pli c at e  A of t h e e x p eri m e nt 
c o nt ai ni n g 1. 0 g/ L M n O 2  u n d er a n o xi c c o n diti o n s, r e a cti o n ti m e 2 h (r e d, s e e Fi g.  4. 2  c), o v erl a y e d b y t h e c hr o m at o gr a m 
of a st a n d ar d mi x i n cl u di n g t h e d e n ot e d c o m p o u n d s (bl a c k, 3 0 p p b P p er c o m p o u n d) . T h e s a m pl e w a s dil ut e d 1: 1 0 0 0 
t o  m at c h  t h e  c ali br ati o n  r a n g e. A b br e vi ati o n s  f or  st a n d ar d  c o m p o u n d s  n ot  d e s cri b e d  i n  t h e  t e xt:  2 -A E P  =  2 -
a mi n o et h yl p h o s p h o n at e, M P A = m et h yl p h o s p h o n at e, P A A = p h o s p h o n o a c eti c a ci d . 

 

Gl y p h os at e a n d A M P A f or m ati o n fr o m D T P M P  

T h e f or m ati o n of gl y p h o s at e a s w ell a s A M P A w a s o b s er v e d i n all e x p eri m e nt s wit h M n O 2  ( s e e 

Fi g. 4. 4). W hil e A M P A i s t h e m ai n T P of gl y p h o s at e i n t h e e n vir o n m e nt 7, 1 1, 4 2 , t h e m ai n p at h f or 

A M P A f or m ati o n fr o m D T P M P i s vi a t w o C – N b o n d cl e a v a g e s ( s e e Fi g. 4. 1).   

Gl y p h o s at e  a n d  A M P A  yi el d s  w er e  c al c ul at e d  i n  m ol -%  b a s e d  o n  t h e  a n al y z e d  i niti al  D T P M P 

c o n c e ntr ati o n.  T h e  m a xi m u m  m ol ar  yi el d s  f or  t h e  e x p eri m e nt s  c o n d u ct e d  at  p H  6  wit hi n  t h e 
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ti m e s p a n s  pr e s e nt e d  i n Fi g ur e  4. 4 w er e  0. 1 6  m ol-%  ( 1. 6  µ M)  f or  gl y p h o s at e  a n d 1 0. 1 3  m ol -% 

( 9 5 µ M) f or A M P A. Cl e arl y, t h e c o n c e ntr ati o n of o x y g e n a n d M n O 2  aff e ct e d t h e gl y p h o s at e a n d 

A M P A f or m ati o n ki n eti c s a n d m a xi m u m o b s er v a bl e yi el d s . 

 

Fi g ur e 4. 4  T ot al D T P M P ( bl a c k) , gl y p h o s at e (r e d) a n d A M P A ( bl u e) c o n c e ntr ati o n s d uri n g D T P M P o xi d ati o n b y M n O 2  
i n f o ur diff er e nt e x p eri m e nt s i n M E S b uff er ( p H 6). D T P M P w a s q u a ntifi e d u si n g I C -I P A D ( s e e Fi g. 4. 2), A M P A a n d 
gl y p h o s at e u si n g L C -Q Q Q.  a) 1. 0 g/ L M n O 2  o xi c, b) 0. 1 g/ L M n O 2  o xi c, c) 1. 0 g/ L M n O 2  a n o xi c, d) 0. 1 g/ L M n O 2  a n o xi c. 
Err or b ar s r e pr e s e nt a b s ol ut e err or s b et w e e n e x p eri m e nt al d u pli c at e s . 

 

B ot h c o m p o u n d s f or m e d f a st e st i n t h e pr e s e n c e of 1. 0 g/ L M n O 2  u n d er o xi c c o n diti o n s ( Fi g. 4. 4 a) 

r e a c hi n g  t h eir  m a xi m u m  c o n c e ntr ati o n  aft er  1  h o ur.  A  si mil ar  m a xi m u m  c o n c e ntr ati o n  of 

gl y p h o s at e w a s r e a c h e d wit h 0. 1 g/ L M n O 2  u n d er o xi c c o n diti o n s b ut o nl y aft er a p pr o xi m at el y  2 8 

h o ur s c o m p ar e d t o 1 h o ur ( Fi g. 4. 4 b).  

Wit h 0. 1 g/ L M n O 2  u n d er a n o xi c c o n diti o n s ( Fi g. 4. 4 d) n o A M P A w a s o b s er v e d wit hi n t h e fir st f o ur 

h o ur s.  Aft er  6  h o ur s,  A M P A  w a s  d et e ct e d  i n  c o m p ar a bl y  l o w  c o n c e ntr ati o n s  ar o u n d  1 2  μ M 

i n cr e a si n g u p t o 9 8 μ M aft er 2 4 h o ur s, w hil e a m a xi m u m gl y p h o s at e yi el d of 0. 3  μ M w a s d et e ct e d 

aft er 2 4 h o ur s.  
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C o nti n u e d gl y p h o s at e a n d A M P A f or m ati o n aft er c o m pl et e D T P M P c o n s u m pti o n ( s e e Fi g. 4. 4 a, 

b a n d c) s u g g e st s t h e pr e s e n c e of i nt er m e di at e s t h at ar e f urt h er tr a n sf or m e d t o gl y p h o s at e a n d/ or 

A M P A. T h e pr e s e n c e of s u c h i nt er m e di at e s i s f urt h er s u p p ort e d b y a l a g p h a s e b ef or e gl y p h o s at e 

a n d A M P A f or m ati o n, a s o b s er v e d f or 0. 1  g/ L M n O 2  u n d er o xi c c o n diti o n s ( Fi g. 4. 4 b ). Gl y p h o s at e 

a n d A M P A c o n c e ntr ati o n s o nl y r o s e aft er 1. 5 a n d  1 h o ur,  r e s p e cti v el y, e v e n t h o u g h D T P M P w a s 

al m o st c o m pl et el y tr a n sf or m e d at t h at ti m e.  

T h e  m a xi m u m  c o n c e ntr ati o n s  of  A M P A  a n d  gl y p h o s at e  f or m e d  diff er e d  b et w e e n  t h e  f o ur 

e x p eri m e nt s ( s e e T a bl e 4. 2). U n d er a n o xi c c o n diti o n s, si g nifi c a ntl y l o w er gl y p h o s at e yi el d s ( 0. 0 3 

a n d  0. 0 6  m ol -%)  c o m p ar e d  t o  o xi c  c o n diti o n s ( b ot h  0. 1 6  m ol -%)  w er e  o b s er v e d,  eit h er  d u e  t o 

l o w er gl y p h o s at e f or m ati o n or r a pi d s u b s e q u e nt tr a n sf or m ati o n. H o w e v er, f or A M P A t hi s tr e n d i s 

n ot  di s c er ni bl e  ( s e e  T a bl e 4. 2),  p ot e nti all y  d u e  t o  t h e  n u m er o u s  r e a cti o n  p at h w a y s  l e a di n g  t o 

A M P A.  

T o  el u ci d at e  t h e  si g nifi c a n c e  of  h et er o g e n e o u s  ( M n O 2 )  a n d  h o m o g e n e o u s  ( M n2 + / O2 )  o xi d ati o n 

r e a cti o n s  o n  pr o d u ct  f or m ati o n,  a n  e x p eri m e nt  wit h  1 m M  D T P M P  a n d  1  m M  di s s ol v e d  M n 2 +  

( M n Cl2 ) w a s c o n d u ct e d u n d er o xi c c o n diti o n s ( b uff er e d at p H 6). N eit h er gl y p h o s at e n or A M P A 

f or m ati o n w a s o b s er v e d wit hi n t h e fir st 2 4 h o ur s ( s e e Fi g. 4. 5 a ). Aft er 1 3 7 h o ur s (a p pr o xi m at el y 

5. 5 d a y s), h o w e v er, 6. 3 ± 0. 2 m ol -% A M P A a n d 0. 0 6 ± 0. 0 1 m ol -% gl y p h o s at e w er e q u a ntifi e d. 

A M P A a n d gl y p h o s at e c o n c e ntr ati o n s st a y e d al m o st c o n st a nt u ntil 1 8 5 h yi el di n g 6. 8 ± 0. 7 m ol -

%  ( A M P A)  a n d  0. 0 7  ±  0. 0 0  m ol -%  ( gl y p h o s at e).  T h e  o xi d ati o n  of  gl y p h o s at e  a n d  A M P A  o n 

m a n g a n e s e o xi d e s h a s b e e n e xt e n si v el y st u di e d a n d b ot h c o m p o u n d s c a n b e o xi di z e d b y M n O x  

4 3 – 4 6 .  T h u s,  f urt h er  i n v e sti g ati o n s  ar e  r e q uir e d  t o  b ett er  u n d er st a n d  t h e  st a bilit y a n d  f urt h er 

tr a n sf or m ati o n of gl y p h o s at e a n d A M P A  i n c o n s e c uti v e r e a cti o n s.  

T o a c c o u nt f or l o n g er r e a cti o n ti m e s, t h e e x p eri m e nt f or t h e m o st r e a cti v e s y st e m ( 1 g/ L M n O 2 , 

o xi c)  w a s  r e p e at e d  b ut  n o w  s a m pl e d  o v er  9 6  h o ur s  ( s e e S u p pl e m e nt ar y  Fi g. D. 5).  A M P A 

c o n c e ntr ati o n s i n cr e a s e d u ntil t h e e n d of t h e e x p eri m e nt a n d r e a c h e d a m a xi m u m of 2 0 6  µ M ( 2 4 

m ol -%) aft er 9 6 h o ur s ( 4 d a y s). Gl y p h o s at e w a s d et e ct e d u p t o a m a xi m u m of 1. 1  µ M ( 0. 1  m ol -

%), b ut n o cl e ar tr e n d i n c o n c e ntr ati o n s c o ul d b e d e d u c e d.   

T hi s e x p eri m e nt d e m o n str at e s t h at A M P A a n d gl y p h o s at e – e v e n i n t h e m o st r e a cti v e s u s p e n si o n 

aft er 4 d a y s – ar e n ot c o m pl et el y tr a n sf or m e d.  T hi s i s r e m ar k a bl e, a s t h e o xi d ati o n of gl y p h o s at e 

a n d  A M P A  o n  m a n g a n e s e  o xi d e s  h a s  b e e n  e xt e n si v el y  st u di e d  a n d  b ot h  c o m p o u n d s  c a n  b e 

o xi di z e d b y M n O x  4 3 – 4 6 . T h u s, f urt h er i n v e sti g ati o n s ar e r e q uir e d t o b ett er u n d er st a n d t h e st a bilit y 

a n d  f urt h er tr a n sf or m ati o n of gl y p h o s at e a n d A M P A  i n c o n s e c uti v e r e a cti o n s. T h e a c c u m ul ati o n 
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of T P s d uri n g t h e e x p eri m e nt cr e at e s a c o m pl e x m atri x t h at m a y i m p e d e t h e r e a cti o n b et w e e n 

A M P A or gl y p h o s at e a n d M n O 2 . T h e s e T P s p ot e nti all y o c c u p y t h e mi n er al s urf a c e, r e d u ci n g t h e 

a cti v e sit e s a v ail a bl e f or f urt h er r e a cti o n s. T w o s c e n ari o s ar e c o n si st e nt wit h t h e s e fi n di n g s: (i) 

t h e  b uilt-u p  of  a  T P  m atri x  hi n d er s  gl y p h o s at e  a n d  A M P A  tr a n sf or m ati o n  b y  di mi ni s hi n g  t h e 

re a cti vit y of M n O 2  t hr o u g h s or pti o n, or (ii) t h e r at e of gl y p h o s at e a n d A M P A f or m ati o n e x c e e d s 

t h eir tr a n sf or m ati o n r at e i n p ar all el r e a ctio n s.  

 

F or m ati o n of gl y p h os at e a n d A M P A fr o m D T P M P i n w ast e w at er m atri x   

T o  a d dr e s s  t h e  e n vir o n m e nt al  r el e v a n c e  of  t h e  o b s er v ati o n s  i n  p ur e  w at er,  e x p eri m e nt s 

c o nt ai ni n g 1  g/ L M n O 2  a n d 1  m M M n 2 +  w er e c o n d u ct e d i n w a st e w at er ( p H 8, st eril e filtr at e d; s e e 

t h e M et h o d s s e cti o n  f or d et ail s o n t h e w a st e w at er s a m pl e). I n c o ntr ol e x p eri m e nt s wit h u n s pi k e d 

w a st e w at er wit h a n d wit h o ut M n O 2  or M n 2 + , n e gli gi bl e gl y p h o s at e a n d A M P A c o n c e ntr ati o n s w er e 

o c c a si o n all y d et e ct e d ( s e e Fi g. D. 6 ). Di s s ol v e d m a n g a n e s e i n t h e w a st e w at er s a m pl e w a s b el o w 

t h e d et e cti o n li mit ( < 0. 0 4 m g/ L).  

D T P M P tr a n sf or m ati o n ki n eti c s wit h 1. 0  g/ L M n O 2  i n t h e w a st e w at er m atri x w er e sl o w er t h a n i n 

M E S b uff er at p H 6 ( s e e Fi g. D. 7 a v er s u s b) i n li n e wit h a l o w er o xi d ati o n p ot e nti al of m a n g a n e s e 

o xi d e s  at  hi g h er  p H 4 7, 4 8 ,  a s  w ell  a s  i n cr e a s e d  el e ctr o st ati c  r e p ul si o n  b et w e e n  D T P M P  a n d  t h e 

mi n er al  s urf a c e  ( p oi nt  of  z er o  c h ar g e  of  5. 6) 3 0, 4 9 .  F urt h er m or e,  diff er e n c e s  b et w e e n  t h e 

e x p eri m e nt s wit h M E S b uff er a n d w a st e w at er ar e li k el y d u e t o t h e c o m pl e x w a st e w at er -m atri x 

c o nt ai ni n g or g a ni c s ( s u c h a s ot h er c o m pl e xi n g a g e nt s) a n d c ati o n s ( e. g., c al ci u m), w hi c h w er e 

r e p ort e d  t o  i nfl u e n c e  A P P  tr a n sfor m ati o n  a n d  s or pti o n 1 8, 5 0 . Gl y p h o s at e  a n d  A M P A  yi el d s wit h 

1 g/ L  M n O 2  i n  w a st e w at er  w er e  u p  t o  0. 0 6 m ol -%  ( gl y p h o s at e)  a n d  1 0. 3  m ol -%  ( A M P A)  aft er 

1 6 8  h o ur s. H o w e v er, i n w a st e w at er s pi k e d wit h 1  m M M n 2 + , D T P M P tr a n sf or m ati o n ki n eti c s w er e 

f a st er a n d h a d hi g h er gl y p h o s at e a n d A M P A yi el d s c o m p ar e d t o M E S-b uff er e d p ur e w at er at p H  6 

( s e e Fi g. D. 5.) I n w a st e w at er s pi k e d wit h 1  m M M n 2 + , t h e hi g h e st gl y p h o s at e yi el d ( 0. 4 2 m ol - %) 

of all e x p eri m e nt s c o n d u ct e d i n t hi s st u d y w a s o b s er v e d ( s e e T a bl e 4. 2), al b eit o nl y aft er 2 4 0 h. 

P o s si bl y, t h e r e a cti o n ki n eti c s ar e f a st er at p H 8 d u e t o str o n g er c o m pl e x f or m ati o n of M n II a n d 

D T P M P, s u c h a s s h o w n f or A T M P 2 8 . At hi g h er p H, l e s s pr ot o n s c o m p et e wit h m et al i o n s pr e s e nt 

i n s ol uti o n a n d D T P M P i s m or e n e g ati v el y c h ar g e d5 1 . F urt h er m or e, M nIII c o m pl e x e s mi g ht pl a y a 

r ol e at hi g h er p H. W hil e t h e st a bilit y of M nIII c o m pl e x e s v ari e s d e p e n di n g o n t h e li g a n d, c ert ai n 

li g a n d s i n cl u di n g d e sf erri o x a mi n e B s h o w hi g h er st a bilit y of M nIII c o m pl e x e s at p H v al u e s b et w e e n 

7 a n d 1 1 5 2 . 
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Fi g ur e 4. 5  D T P M P ( bl a c k) , gl y p h o s at e (r e d) a n d A M P A ( bl u e) c o n c e ntr ati o n s d uri n g o xi d ati o n of 1  m M D T P M P b y 
1 m M M n 2 +  i n t h e e x p eri m e nt s c o nt ai ni n g a ) p ur e 2 0 m M M E S b uff er ( p H 6) a n d b ) w a st e w at er ( p H 8) a s m atri c e s. 
D T P M P w a s q u a ntifi e d u si n g I C -IP A D, gl y p h o s at e a n d A M P A w er e q u a ntifi e d u si n g L C -Q Q Q. Err or b ar s r e pr e s e nt 
a b s ol ut e err or s b et w e e n e x p eri m e nt al d u pli c at e s . 

  



4. 4 C o n cl usi o n  

1 0 2  
 

T a bl e 4. 2  M a xi m u m t ot al A M P A a n d gl y p h o s at e yi el d s gi v e n i n m ol -% of t h e i niti al q u a ntifi e d D T P M P c o n c e ntr ati o n  at 
t h e d e n ot e d ti m e p oi nt s. Err or s f or A M P A a n d gl y p h o s at e yi el d s  r e pr e s e nt a b s ol ut e err or s b et w e e n d u pli c at e s. M E S 
d e n ot e s e x p eri m e nt s i n a q u e o u s 2 0  m M M E S b uff er at p H 6, w hil e W W st a n d s f or st eril e -filt er e d w a st e w at er at p H 8. 
T h e ti m e p oi nt d e n ot e s t h e ti m e of m a xi m u m o b s er v e d A M P A r e s p. gl y p h o s at e f or m ati o n . 

c ( M n O2 ) 

i n g/ L 

c ( M n2 + ) i n 

m M  
O 2  M at ri x  

A M P A m a x  i n 

m ol- %  

Ti m e p oi nt 

i n h 

Gl y m a x  i n 

m ol- %  

Ti m p oi nt 

i n h 

1. 0  - o xi c  M E S  1 0. 1 ± 0. 2  3. 5  0. 1 6 ± 0. 0 2  1. 0  

0. 1  - o xi c  M E S  4. 5 ± 0. 2  3. 0  0. 1 6 ± 0. 0 1  2 8  

1. 0  - a n o xi c  M E S  5. 0 ± 1. 0  6. 0  0. 0 6 ± 0. 0 0  2 4  

0. 1  - a n o xi c  M E S  1 0. 1  ± 0. 5 2 4  0. 0 3 ± 0. 0 0  2 4  

1. 0  - o xi c  W W  1 0. 3  ± 0. 3  1 6 8  0. 0 6 ± 0. 0 1  1 6 8  

- 1. 0  o xi c  M E S  6. 7 ± 0. 7  1 8 5  0. 0 7 ± 0. 0 0  1 8 5  

- 1. 0  o xi c  W W  2 7. 1  ± 0. 5  2 4 0  0. 4 2 ± 0. 0 1 2 4 0  
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P ol y p h o s p h o n at e s  a s  r e pl a c e m e nt s  f or  p ol y p h o s p h at e s  a n d  p ol y c ar b o x yl at e s  i n  d et er g e nt s, 

l a u n dr y pr o d u ct s a n d ot h er a p pli c ati o n s h a v e b e e n c o n si d er e d criti c al d u e t o t h eir p er si st e n c e. 

H o w e v er,  t h e y  h a v e  b e e n  a c c e pt e d  i n  a p pli c ati o n s  b e c a u s e  t h e y  w er e  n ot  c o n si d er e d 

t o xi c ol o gi c all y r el e v a nt. D e s pit e t h eir r e p ort e dl y hi g h r e c al citr a n c e attri b ut e d t o t h e hi g h st a bilit y 

of t h e C ‒ P b o n d 2 9, 5 3 – 5 5 , A P P s c a n b e tr a n sf or m e d i n t h e pr e s e n c e of m a n g a n e s e, w hi c h o c c ur s 

u bi q uit o u sl y  i n  W W T P s,  s oil s  &  s e di m e nt s,  yi el di n g  p h o s p h at e,  I D M P  a n d  A M P A  a s  m aj or 

pr o d u ct s.  

O ur st u d y d e m o n str at e s t h at m a n g a n e s e p ot e nti all y pl a y s a k e y r ol e i n c o n v erti n g t h e wi d el y u s e d 

c o m pl e xi n g  a g e nt  D T P M P  i n  a  m ulti -st e p  r e a cti o n  t o  t h e  h er bi ci d e  gl y p h o s at e.  T h e  r e a cti o n 

pr o c e e d s at cir c u m n e utr al p H at M n O 2  mi n er al s b ot h i n t h e a b s e n c e a n d pr e s e n c e of di s s ol v e d 

o x y g e n b ut al s o i n h o m o g e n e o u s s ol uti o n i n t h e pr e s e n c e of M n 2 + / O2 , e v e n i n w a st e w at er. U n d er 

all c o n diti o n s st u di e d, A M P A a n d gl y p h o s at e w er e tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s, A M P A u p t o 2 7. 1 m ol -

%  a n d  gl y p h o s at e  u p  t o  0. 4 2  m ol -%.  B ot h  t h e  ki n eti c s  a n d  yi el d  of  D T P M P  tr a n sf or m ati o n 

pr o d u ct s w er e h e a vil y i nfl u e n c e d b y t h e r e a cti o n  c o n diti o n s ( M n O 2  c o n c e ntr ati o n a n d pr e s e n c e 

of O 2  a n d  p H/ m atri x).  O n c e  D T P M P  w a s  c o m pl et el y  tr a n sf or m e d,  t h e  c o n c e ntr ati o n s  of 



4 Gl y p h os at e is a Tr a nsf or m ati o n Pr o d u ct of a wi d el y us e d A P P C o m pl e xi n g A g e nt   

1 0 3  
 

gl y p h o s at e  a n d  A M P A  r e m ai n e d  c o n st a nt  or  e v e n  i n cr e a s e d  wit hi n  1  t o  1 0  d a y s  of  ki n eti c 

e x p eri m e nt s. T h e p er si st e n c e of gl y p h o s at e a n d A M P A t o w ar d s t h e e n d of t h e e x p eri m e nt i n t h e 

pr e s e n c e of e x c e s s M n O 2  i s r e m ar k a bl e a s b ot h c o m p o u n d s c a n b e o xi di z e d b y u nr e a ct e d M n O2  

mi n er al s 4 2 – 4 6 .  

T h e c o m p ar ati v el y hi g h gl y p h o s at e yi el d of t h e e x p eri m e nt c o nt ai ni n g 1  m M M n 2 +  i n w a st e w at er 

u n d er o xi c c o n diti o n s, r el ati v e t o all ot h er e x p eri m e nt s, u n d erli n e s t h e r el e v a n c e of b ot h M n O 2  

a n d a q u e o u s M n 2 +  i n e n vir o n m e nt al a n d t e c h ni c al s y st e m s. T hi s fi n di n g u n d erli n e s t h e r el e v a n c e 

of m a n g a n e s e -dri v e n o xi d ati o n r e a cti o n s i n gl y p h o s at e a n d A M P A f or m ati o n fr o m D T P M P. T h e 

di stri b uti o n b et w e e n M n II a n d M n III/ M nI V s p e ci e s i n t h e e n vir o n m e nt i s k n o w n t o d e p e n d o n v ari o u s 

c o n diti o n s s u c h  a s  p H,  mi cr o bi al  a cti vit y,  a n d  O 2  l e v el s5 6, 5 7 . O ur  r e s ult s  d e m o n str at e  t h at  b ot h 

M n II/ O2  a n d M n I V c a n l e a d t o gl y p h o s at e a n d A M P A f or m ati o n, s u g g e sti n g t h at t h e s e pr o c e s s e s 

m a y o c c ur u n d er a wi d e r a n g e of e n vir o n m e nt al c o n diti o n s.  

 

O v er all,  t hi s  st u d y  pr o vi d e s  e x p eri m e nt al  e vi d e n c e  f or  c o n v er si o n  of  a  wi d el y  u s e d  n o n -t o xi c 

c o m m o dit y  c o m p o u n d  i nt o  a  hi g hl y  d e b at e d  p e sti ci d e 1, 2, 5, 5 8  u n d er  e n vir o n m e nt all y  r el e v a nt 

r e a cti o n c o n diti o n s. W hil e w e c o ul d d e m o n str at e t h at t h e r e a cti o n i s c h e mi c all y f e a si bl e i n t h e 

l a b or at or y,  f ut ur e  r e s e ar c h s h o ul d el u ci d at e  i n  d et ail  h o w  e n vir o n m e nt al  c o n diti o n s  aff e ct 

gl y p h o s at e f or m ati o n  fr o m  D T P M P  a n d  r el at e d  A P P s,  t h e  f or m ati o n  a n d  i d e ntifi c ati o n  of  k e y 

i nt er m e di at e s a n d fi el d st u di e s i n cl u di n g yi el d s i n w a st e w at er tr e at m e nt pl a nt s. 

I n a d diti o n, o ur fi n di n g s m a y al s o pr o vi d e cl u e s f or r e vi siti n g A P P bi otr a n sf or m ati o n st u di e s.  All 

b a ct eri al  gr o wt h  m e di a  u s e d  i n  p u bli s h e d  A P P  bi otr a n sf or m ati o n  st u di e s  c o nt ai n  di s s ol v e d 

m a n g a n e s e 5 5, 5 9 – 6 3 .  T h u s,  m a n g a n e s e-dri v e n  o xi d ati o n  m a y  o c c ur  i n  p ar all el  wit h  or  i n st e a d  of 

bi otr a n sf or m ati o n of D T P M P a n d ot h er A P P s. M arti n et al ( 2 0 2 2) 3 4  s h o w e d t h at e v e n at a m ol ar 

r ati o  of  1: 1 0 0  ( M n: A T M P),  A T M P  w a s  c o m pl et el y  d e gr a d e d  wit hi n  3 0  h o ur s.  T h u s,  it  i s 

c o n c ei v a bl e t h at i n bi otr a n sf or m ati o n st u di e s u n d er o xi c c o n diti o n s i n t h e pr e s e n c e of di s s ol v e d 

M n 2 + , mi cr o or g a ni s m s m a y utili z e c h e mi c al tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s of A P P s, s u c h a s p h o s p h at e, 

I D M P, or A M P A, a s a p h o s p h or u s s o ur c e r at h er t h a n or i n a d diti o n t o dir e ctl y m et a b oli zi n g t h e 

t ar g et A P P s.  

O v er all, o ur w or k off er s a s ci e ntifi c b a si s t o r ati o n ali z e r e c e nt a n d u n e x p e ct e d fi n di n g s of el e v at e d 

gl y p h o s at e c o n c e ntr ati o n s i n E ur o p e a n W W T P effl u e nt s 1 2, 1 5  a n d s u g g e st s t h at m a n g a n e s e m a y 

pl a y a cr u ci al r ol e i n t hi s p h e n o m e n o n, p ot e nti all y s er vi n g a s a k e y f a ct or i n u n d er st a n di n g t h e 

u n d erl yi n g pr o c e s s e s.  
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4. 5 M et h o ds 

C h e mi c als  

All c h e mi c al s w er e p ur c h a s e d fr o m M er c k ( D ar m st a dt, G er m a n y) i n t h e hi g h e st a v ail a bl e p urit y, 

if n ot d e s cri b e d diff er e ntl y. T h e m a n g a n e s e di o xi d e ( M a n g a n e s eI Vo xi d e, ≥ 9 8 %; M n O 2 , B at c h N o. 

1 6 8 2 6 7 4 0 5) w a s  h a s b e e n p ur c h a s e d fr o m C arl R ot h ( K arl sr u h e, G er m a n y). M n Cl 2  t etr a h y dr at e 

( p. a., ≥ 9 9 %) w a s p ur c h a s e d fr o m M er c k ( D ar m st a dt, G er m a n y) T h e M n O 2  s p e cifi c ati o n s c a n b e 

f o u n d i n “ M et h o d s – Mi n er al C h ar a ct eri z ati o n“  a n d t h e S u p pl e m e nt ar y I nf or m ati o n. D T P M P w a s 

p ur c h a s e d  a s  s oli d  a ci d  fr o m  Z s c hi m m er  a n d  S c h w ar z  ( L a h n st ei n,  G er m a n y)  u n d er  t h e  n a m e 

“ C u bl e n D 9 0 0 G R” ( C A S: 1 5 8 2 7-6 0 -8). I n or d er t o a s c ert ai n t h e p urit y of t h e D T P M P, a 3 1 P-{ 1 H} -

N M R m e a s ur e m e nt w a s c o n d u ct e d, s h o wi n g a p urit y of > 9 8. 6  % r e g ar di n g P ( n u cl e ar m a g n eti c 

r e s o n a n c e s p e ctr o s c o p y ( N M R) m e a s ur e m e nt s, f or d et ail s, s e e b el o w). Gl y p h o s at e P E S T A N A L 

( ≥ 9 8. 0 %), A M P A ( 9 9 %), I D M P ( ≥ 9 7 %), A T M P ( ≥ 9 7. 0  %), 2 -a mi n o et h yl p h o s p h o ni c a ci d ( 9 9  %), 

m et h yl p h o s p h o ni c  a ci d  ( 9 9  %)  a n d  p h o s p h o n o a c eti c  a ci d  ( 9 8  %)  s oli d s  w er e  p ur c h a s e d  fr o m 

Si g m a Al dri c h ( St L o ui s, M O, U S A). E D T M P w a s p ur c h a s e d a s s oli d a ci d fr o m Z s c hi m m er a n d 

S c h w ar z ( L a h n st ei n, G er m a n y) u n d er t h e n a m e “ C u bl e n E L C 9 5 0”. T h e p urit y of E D T M P w a s 

d et er mi n e d  t o  b e > 9 8. 6  % r e g ar di n g  P  u si n g 3 1 P-{ 1 H} -N M R  ( s e e  b el o w). I s ot o p e-l a b ell e d 

gl y p h o s at e (i) a n d A M P A (ii) w er e p ur c h a s e d fr o m L G C St a n d ar d s Lt d. ( T e d di n gt o n, E n gl a n d) (i) 

a n d H P C St a n d ar d s G m b H ( C u n n er s d orf, G er m a n y) (ii). P h o s p h at e st a n d ar d s ol uti o n ( 1 0 0 0  m g/ L 

P O 4
3-  i n H2 O) f or pr e p ar ati o n of I C-I C P-M S p h o s p h o n at e st a n d ar d s w a s p ur c h a s e d fr o m M er c k 

( D ar m st a dt, G er m a n y). 

S o di u m h y dr o xi d e f or I C -IP A D el u e nt pr e p ar ati o n a n d a n al yt e d e s or pti o n fr o m t h e m a n g a n e s e 

di o xi d e  w a s  p ur c h a s e d  a s  a  4 9 -5 1 %  a q u e o u s  s ol uti o n  fr o m  S u p el c o  ( M er c k,  D ar m st a dt, 

G er m a n y),  N a H 2 P O 4  ( p. a.,  ≥ 9 9 %)  f or  a n al yt e  d e s or pti o n  fr o m  R ot h  ( K arl sr u h e,  G er m a n y)  a n d 

s o di u m  a c et at e  tri h y dr at e  f or  I C -IP A D  el u e nt  pr e p ar ati o n  fr o m  C h e m s ol ut e  ( R e n ni n g e n, 

G er m a n y).  2 -(N -m or p h oli n o) et h a n e s ulf o ni c  a ci d  ( M E S)  b uff er  ( ≥ 9 9 %)  f or  t h e  D T P M P 

tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt s w a s  p ur c h a s e d fr o m C arl R ot h. S o di u m a c et at e f or I C -IP A D e l u e nt 

pr e p ar ati o n w a s d eli v er e d b y  C h e m s ol ut e ( R e n ni n g e n, G er m a n y).  

T h e c ati o n e x c h a n g e r e si n i n pr ot o n f or m ( D o w e x 5 0 W X 8, 1 0 0 -2 0 0 m e s h, ≥ 1. 7 e q/ L ) u s e d t o 

r e m o v e di s s ol v e d m a n g a n e s e w a s p ur c h a s e d fr o m C arl R ot h. 

T h e  w at er  u s e d  f or  t h e  e x p eri m e nt s  a n d  I C -P A D  m e a s ur e m e nt s  w a s  p urifi e d  b y  a n  ultr a p ur e 

w at er p urifi c ati o n s y st e m ( B ar n st e a d, G e n P ur e Pr o, T h er m o S ci e ntifi c, W alt h a m, M A, U S A) d o w n 

t o a c o n d u cti vit y b el o w 0. 0 6 μ S/ c m. F or I C-I C P-M S a n al y si s ( dil uti o n s a n d el u e nt pr e p ar ati o n), 
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d o u bl y di still e d w at er fr o m a n A q u atr o n A 4 0 0 0 D s y st e m ( B arl o w orl d S ci e ntifi c, N e m o ur s, Fr a n c e) 

w a s u s e d.  

Fl u or e n yl m et h o x y c ar b o n yl  c hl ori d e  ( F M O C  Cl,  9 8  %)  a n d  s o di u m  t etr a b or at e  d e c a h y dr at e 

( b or at e, p. a.) u s e d f or t h e d eri v ati z ati o n of gl y p h o s at e a n d A M P A w er e p ur c h a s e d fr o m C arl R ot h 

r e s p. H o n e y w ell/ Fl u k a ( C h arl ott e, N C, U S A). Di c hl or o m et h a n e ( D C M, H P L C gr a d e) f or w a s hi n g 

t h e d eri v ati z e d s a m pl e s w a s b o u g ht fr o m Fi s h er S ci e ntifi c ( W alt h a m, M A, U S A). F or L C a n al y si s 

wit h a tri pl e q u a dr u p ol e m a s s s p e ctr o m et er ( L C -Q Q Q) t h e  el u e nt w a s pr e p ar e d u si n g L C/ M S -

gr a d e  a c et o nitril e  ( A C N,  ≥ 9 9. 9 %)  fr o m  H o n e y w ell/ Ri e d el -d e  H a ë n  ( S e el z e,  G er m a n y),  L C/ M S 

gr a d e w at er ( Fi s h er S ci e ntifi c, L o u g h b or o u g h, U K) a n d N H 4 A c ( p. a., ≥ 9 8 %) fr o m Si g m a Al dri c h 

( St L o ui s, M O, U S A). 

Nitri c a ci d ( H N O 3 , 6 5 %, f or a n al y si s) f or I C-I C P-M S m e a s ur e m e nt s w a s p ur c h a s e d fr o m T h er m o 

Fi s h er S ci e ntifi c ( Br e m e n, G er m a n y) a n d p urifi e d wit h a D S T -1 0 0 0 a ci d p urifi c ati o n s y st e m fr o m 

S a vill e x ( E d e n Pr airi e, M N, U S A). F or I C -I C P-M S el u e nt pr e p ar ati o n, a q u e o u s a m m o ni a s ol uti o n 

( 2 5-2 7  %, f or tr a c e a n al y si s) w a s p ur c h a s e d fr o m V W R I nt er n ati o n al L L C ( R a d n or, P A, U S A) a n d 

di et h yl e n etri a mi n e p e nt a a c eti c a ci d ( D T P A) fr o m H o n e y w ell/ Fl u k a ( C h arl ott e, N C, U S A). T h e I C -

I C P-M S p o st -c ol u m n i nt er n al st a n d ar d ( 1 0 0 0  µ g/ L i n di u m i n 2 % a q u e o u s H N O 3 ) w a s p ur c h a s e d 

fr o m Si g m a-Al dri c h ( St. L o ui s, M O, U S A).  

D e ut eri u m o xi d e ( D 2 O, 9 9. 9 at o m % D) f or N M R m e a s ur e m e nt s w a s o bt ai n e d fr o m Si g m a - Al dri c h 

( St ei n h ei m, G er m a n y). 

 

D esi g n of D T P M P tr a nsf or m ati o n e x p eri m e nts  

T h e  e x p eri m e nt s  ( d u pli c at e s  wit h  o n e  c o ntr ol)  w er e  c o n d u ct e d  i n  5 0  m L  c e ntrif u g ati o n  t u b e s 

( p ol y pr o p yl e n e,  Fi s h er  S ci e ntifi c,  W alt h a m,  M A,  U S A)  i n  t h e  pr e s e n c e  of  a m bi e nt  air  or  i n  t h e 

gl o v e b o x ( N 2  at m o s p h er e,  c( O2 ) < 1 0 p p m) ( U nil a b fr o m M B R A U N, G ar c hi n g, G er m a n y) at r o o m 

t e m p er at ur e  ( 2 1± 1 ° C) .  F or  t h e  gl o v e b o x  e x p eri m e nt s,  D T P M P  st o c k  s ol uti o n,  M E S  b uff er 

s ol uti o n a n d d ei o ni z e d w at er w er e p ur g e d wit h N 2  f or o n e h o ur u n d er r a pi d stirri n g b ef or e tr a n sf er 

i nt o t h e gl o v e b o x. T h e n, D T P M P, M E S b uff er a n d w at er w er e mi x e d t o yi el d c o n c e ntr ati o n s of 

1 m M D T P M P a n d 2 0  m M M E S. Aft er mi xi n g, t h e fir st ali q u ot of 5 m L  w a s t a k e n a s t 0  s a m pl e. 

T h e n, s oli d  M n O 2  w a s a d d e d, t o r e a c h a c o n c e ntr ati o n of 0. 1  or 1. 0  g/ L. T h e r e a cti o n s u s p e n si o n s 

w er e s h a k e n i n a n o v er h e a d -s h a k er at a s p e e d of 2 5  r p m. At d efi n e d ti m e p oi nt s d eri v e d fr o m 

pil ot  t e st s,  a  w ell  s u s p e n d e d  4  m L  ali q u ot  of  t h e  s u s p e n si o n  w a s  t a k e n,  c e ntrif u g e d  ( 1 5  mi n, 
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2 0, 0 0 0 r cf), a n d filt er e d ( 0. 2 μ M P E S  s yri n g e filt er, B G B A n al yti k, L ö rr a c h, G er m a n y)2 6 . T o d e s or b 

r e si d u al  a n al yt e s  fr o m  t h e  mi n er al  p ell et  aft er  c e ntrif u g ati o n  a n d  s a m pli n g  t h e  s u p er n at a nt 

( a q u e o u s  p h a s e),  t h e mi n er al  p ell et  w a s  tr e at e d  wit h  0. 1 M  N a O H  a n d  0. 1  M  N a H 2 P O 4  i n  t h e 

ultr a s o ni c  b at h  f or  3 0  mi n ut e s 6 4 .  T o  a c c o u nt  f or  p o s si bl e  p ar all el  h o m o g e n o u s  M nII-c at al y z e d 

o xi d ati o n b y O 2  i niti at e d b y f or m e d M n2 + , a n a d diti o n al e x p eri m e nt wit h 1 m M M n Cl 2  ( n o M n O2 ) 

u n d er o xi c c o n diti o n s w a s c o n d u ct e d. T h e e x p eri m e nt s u si n g 1. 0  g/ L M n O 2  a n d 1  m M M n 2 +  / O2  

a s o xi d a nt/ c at al y st w er e r e p e at e d i n w a st e w at er ( p H 8).  

T h e  h o m o g e n e o u s  r e a cti o n s  w er e  q u e n c h e d  b y  t h e  a d diti o n  of  c ati o n  e x c h a n g e  r e si n  t o  t h e 

ali q u ot t a k e n fr o m t h e r e a cti o n s ol uti o n t o bi n d M n 2 + . 

S a m pl e s w er e st or e d i n t h e d ar k at -2 0  ° C u ntil a n al y si s. Pri or t o a n al y si s, s a m pl e s w er e t h a w e d, 

tr e at e d  wit h  c ati o n  e x c h a n g e  r e si n  (if  n ot  d o n e  b ef or e  fr e e zi n g)  a n d  dil ut e d  f or  t h e  r e s p e cti v e 

m e a s ur e m e nt p ur p o s e.  

T h e w a st e w at er w a s s a m pl e d at 1 0 a m o n S e pt e m b er 9, 2 0 2 4 fr o m t h e m u ni ci p al w a st e w at er 

tr e at m e nt  pl a nt  i n  L u st n a u  ( T ü bi n g e n,  S W  G er m a n y),  aft er  t h e  s cr e e n  a n d  grit  c h a m b er,  b ut 

b ef or e t h e pri m ar y s ettli n g t a n k. T h e w a st e w at er w a s t h e n filt er e d wit h diff er e nt filt er s y st e m s: I) 

c off e e  filt er  ( M elitt a,  Mi n d e n,  G er m a n y),  II)  f ol d e d  filt er s  5 9 5  ½  ( W h at m a n  I nt.  Lt d, 

B u c ki n g h a m s hir e,  U K),  III)  gl a s s  fi br e  r o u n d  filt er s  G F  5 5  ( S c hl ei c h er  &  S c h u ell,  D a s s el, 

G er m a n y) a n d fi n all y I V) st eril e S -P A K 0. 2 2 μ m filt er s ( M er c k, D ar m st a dt, G er m a n y). T hi s filt er e d 

w a st e w at er w a s u s e d u n dil ut e d a s m atri x f or t h e e x p eri m e nt s. T h e i niti al p H of t h e w a st e w at er 

w a s 8. T h e c h a n g e s i n p H d e v el o p m e nt o v er ti m e ar e s h o w n i n Fi g. D. 1. D et ail e d i nf or m ati o n 

r e g ar di n g t h e c o m p o siti o n of t h e w a st e w at er i s pr o vi d e d b el o w.  

 

Q u a ntifi c ati o n of D T P M P  

Q u a ntifi c ati o n of D T P M P w a s p erf or m e d a c c or di n g t o t h e I C -I P A D (i o n c hr o m at o gr a p h y c o u pl e d 

t o  i nt e gr at e d  a m p er o m etri c  d et e cti o n)  m et h o d  p u bli s h e d  b y  R ö h n elt et  al .  ( 2 0 2 5)6 5 . A  9 3 0 

C o m p a ct I C Fl e x i o n c hr o m at o gr a p h ( M etr o h m, H eri s a u, S wit z erl a n d) w a s u s e d, e q ui p p e d wit h 

a n a ni o n e x c h a n g e c ol u m n ( Di o n e x I o n P a c A S 1 6, 2 x 2 5 0  m m, T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c, W alt h a m, 

U nit e d St at e s), a s uit a bl e g u ar d c ol u m n ( Di o n e x I o n P a c A G 1 6, 2 x 5 0 m m)  a n d a n a m p er o m etri c 

d et e ct or ( W all -J et C ell, M etr o h m). T h e W all -J et c ell w a s e q ui p p e d wit h a g ol d w or ki n g el e ctr o d e, 

a Pt a u xili ar y el e ctr o d e a n d a n A g/ A g Cl r ef er e n c e el e ctr o d e ( all M etr o h m). T h e d et e ct or m et h o d 

p ot e nti al v s. ti m e pr ofil e i s d e pi ct e d i n  S u p pl e m e nt ar y  Fi g. D. 8 . T h e d o si n g u nit s f or i) s a m pl e 
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u pt a k e a n d ii) c o n c e ntr ati o n gr a di e nt w er e b ot h of t h e t y p e “ 8 0 0 D o si n o” ( M etr o h m), wit h i) 2  m L 

a n d ii) 5  m L c yli n d er v ol u m e.  

T o pr e v e nt C O 2  di s s ol uti o n i nt o t h e el u e nt s, a n o v er pr e s s ur e of 0. 5  b ar N 2  w a s a p pli e d t o b ot h 

el u e nt b ottl e s ( g a s -ti g ht pl a sti c b ottl e s, M etr o h m). 1 5 m M N a O H s er v e d a s el u e nt A, w hil e 5 0  m M 

N a O H  wit h  4 0 0  m M  s o di u m  a c et at e  s er v e d  a s  el u e nt  B.  T h e  gr a di e nt  pr ofil e  i s  d e pi ct e d  i n  

S u p pl e m e nt ar y  T a bl e D. 1 . 

Q u a ntifi c ati o n  w a s  p erf or m e d  b y  e xt er n al  c ali br ati o n  ( 0. 0 1 -2 0  μM)  a n d  n or m ali z ati o n  t o 

r e p e at e dl y i nj e ct e d c o ntr ol st a n d ar d s.  

T ot al D T P M P c o n c e ntr ati o n s w er e a n al y z e d b y c o m bi ni n g s or b e d a n d a q u e o u s fr a cti o n s pri or t o 

m e a s uri n g.  

 

Q u a ntifi c ati o n of A M P A a n d gl y p h os at e  

A M P A a n d gl y p h o s at e w er e  q u a ntifi e d u si n g r e v er s e d p h a s e ( R P) li q ui d c hr o m at o gr a p h y ( L C) 

c o u pl e d  t o  tri pl e  q u a dr u p ol e  m a s s  s p e ctr o m etr y  ( Q Q Q -M S)  aft er  d eri v ati z ati o n  u si n g  F M O C 

c hl ori d e 3 9 – 4 1 . T h e s a m pl e w a s  dil ut e d 1: 2 ( gl y p h o s at e) r e s p e cti v el y 1: 1 0 0 ( A M P A)  wit h ultr a p ur e 

w at er  a n d t h e r e s p e cti v e i s ot o p e -l a b ell e d st a n d ar d w a s  a d d e d t o r e a c h a fi n al c o n c e ntr ati o n of 

5 0  μ g/ L. T h e n, 1 0 -1 5  m g of t h e c ati o n e x c h a n g e r e si n w er e a d d e d t o 1 m L of t h e dil ut e d s a m pl e 

a n d s h a k e n f or 3 0 mi n. Aft er  s e di m e nt ati o n  of t h e r e si n, 9 0 0 μ L of t h e s u p er n at a nt w er e s a m pl e d 

a n d mi x e d wit h 2 0 0  μ L 8 0  m M b or at e b uff er a n d 2 0 0 μ L 4 0 m M F M O C c hl ori d e i n a c et o nitril e. 

T h e  s a m pl e,  w hi c h  t ur n e d  mil k y  i m m e di at el y,  w a s  l et  t o  r e st  f or  3 0  mi n.  Aft er w ar d s,  t h e  cl e ar 

a q u e o u s p h a s e w a s  w a s h e d t wi c e u si n g 2 m L D C M, e a c h. T h e n o w d eri v ati z e d s a m pl e s w er e  

st or e d i n t h e d ar k at 4 ° C u ntil m e a s ur e m e nt. R e p e at e d m e a s ur e m e nt s s h o w e d t h e st a bilit y of 

t h e d eri v ati z e d s a m pl e s o v er  s e v er al m o nt h s.  

T h e li q ui d c hr o m at o gr a p h y ( 1 2 9 0 I nfi nit y II, A gil e nt, S a nt a Cl ar a, C A, U S A) w a s c o u pl e d t o a tri pl e 

q u a dr u p ol e ( Q Q Q) m a s s s p e ctr o m et er ( 6 4 7 0 L C/ T Q, A gil e nt, St a dt/ L A N D), e q ui p p e d wit h a n A J S 

s o ur c e. A r e v er s e d p h a s e c ol u m n ( A gil e nt P or o s h ell 1 2 0 E C -C 1 8 2. 7  µ m, 2. 1 x 1 0 0  m m + 2. 1 x 

5 m m pr e -c ol u m n) w a s u s e d t o s e p ar at e t h e d eri v ati z e d c o m p o u n d s. T h e d eri v ati z e d a n al yt e s 

w er e m e a s ur e d i n p o siti v e i o ni z ati o n m o d e wit h a c ell a c c el er at or v olt a g e of 5 V.  

2. 5  m M  a q u e o u s  a m m o ni u m  a c et at e  ( A)  a n d  a c et o nitril e  ( B)  s er v e d  a s  m o bil e  p h a s e s.  T h e 

c o n c e ntr ati o n  gr a di e nt  pr ofil e  i s  pr o vi d e d  i n  S u p pl e m e nt ar y  T a bl e D. 2 .  A  s a m pl e  of  1  μ L  w a s 



4. 5 M et h o ds  

1 0 8  
 

i nj e ct e d t o g et h er wit h 0. 2 μ L i nt er n al st a n d ar d ( 2 0 0 μ g/ L gl uf o si n at e-F M O C). T h e  c ol u m n w a s 

h e at e d t o 4 0 ° C a n d t h e fl o w r at e w a s s et t o 0. 3 m L/ mi n. T h e M S p ar a m et er s a n d fr a g m e nt i o n s 

u s e d f or q u a ntifi c ati o n c a n b e f o u n d i n  S u p pl e m e nt ar y  T a bl e D. 3 . 

Li mit s  of  d et e cti o n  ( L O D)  a n d  q u a ntifi c ati o n  ( L O Q)  w er e  c al c ul at e d  f or  e a c h  m e a s ur e m e nt 

s e q u e n c e b a s e d o n t h e st a n d ar d d e vi ati o n of t h e li n e ar r e s p o n s e a n d t h e sl o p e of t h e c ali br ati o n 

c ur v e  ( 5 -2 0 0  μ g/ L  ( gl y p h o s at e),  5 -5 0 0  μ g/ L  ( A M P A),  I S T D  5 0  μ g/ L  e a c h)  f oll o wi n g  t h e 

I nt er n ati o n al  C o u n cil  f or  H ar m o ni s ati o n  (I C H)  Q 2( R 1)  g ui d eli n e6 6 .  T a bl e D. 4 pr o vi d e s  t h e 

L O D/ L O Q v al u e s d eri v e d f or e v er y m e a s ur e m e nt s e q u e n c e.  

T h e  a q u e o u s  a n d  s or b e d  fr a cti o n s  w er e  a n al y z e d  s e p ar at el y,  wit h  t h e  s or b e d  fr a cti o n s 

r e pr e s e nti n g a mi n or p art of t h e i n v e sti g at e d c o m p o u n d s ( s e e S u p pl e m e nt ar y Fi g. D. 9). 

 

Q u a ntifi c ati o n of p h os p h or us -c o nt ai ni n g T Ps usi n g I C -I C P-M S  

F or  t h e  d et e cti o n  of  all  p h o s p h or u s -c o nt ai ni n g  c o m p o u n d s,  a  pr e p F A S T  I C  s y st e m  ( El e m e nt al 

S ci e ntifi c, O m a h a, N E, U S A) w a s c o n n e ct e d t o a n i C A P T Q i n d u cti v el y c o u pl e d pl a s m a m a s s 

s p e ctr o m et er (I C P -M S) ( T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c, Br e m e n, G er m a n y).  

T h e  pr e p F A S T  I C  s y st e m  w a s  e q ui p p e d  wit h  a n  a ni o n  e x c h a n g e  c ol u m n  C F -Cr -0 1  

( 5 0 × 4 m m) ( El e m e nt al S ci e ntifi c, O m a h a, N E, U S A) a n d t h e i nj e cti o n v ol u m e w a s s et t o 5 0  µ L. 

T h e  c hr o m at o gr a p hi c  s e p ar ati o n  w a s  p erf or m e d  wit h  a  fl o w  r at e  of  1 0 0 0  µ L/ mi n  a n d  a  p o s t-

c ol u m n  i nt er n al  st a n d ar d  fl o w  r at e  of  1 0 0  µ L/ mi n  i n di u m  i n  2 %  nitri c  a ci d  ( 1 µ g/ L).  

3 0 0  µ g/ L  D T P A  i n  w at er  ( p H  9. 2)  s er v e d  a s  el u e nt  A,  w hil e  el u e nt  B  c o n si st e d  of  1 5 0  m M 

a m m o ni u m nitr at e wit h 3 0 0  µ g/ L D T P A i n w at er ( p H 9. 2). F or t h e c hr o m at o gr a p hi c s e p ar ati o n, a 

fi v e-st e p gr a di e nt w a s e m pl o y e d, w hi c h i s d e s cri b e d i n S u p pl e m e nt ar y T a bl e D. 5 . 

A n al y si s w a s c o n d u ct e d i n Q Q Q m o d e wit h o x y g e n a s a r e a cti o n g a s. P h o s p h or u s w a s d et e ct e d 

a s 3 1 P 1 6 O +  a n d  i n di u m  a s 1 1 5 I n+  wit h  i n di vi d u al  d w ell  ti m e s  of  1 0 0  m s.  Q u a ntifi c ati o n  w a s 

p erf or m e d b y e xt er n al c ali br ati o n. U n k n o w n T P s w er e q u a ntifi e d u si n g t h e c ali br ati o n f u n cti o n of 

t h e n e ar e st p ol y p h o s p h o n at e st a n d ar d. T h e L O D w a s d et er mi n e d b y t h e 3 σ crit eri a, a n d t h e L O Q 

w a s d et er mi n e d b y t h e 1 0 σ crit eri a r e s p e cti v el y.  

D u e t o t h e d e s or pti o n pr ot o c ol u si n g 0. 1 M N a H 2 P O 4  a s c o m p etiti v e s or b e nt, w it h t hi s m et h o d, 

j u st t h e a q u e o u s p h a s e of t h e h et er o g e n o u s e x p eri m e nt s c o ul d b e a n al y z e d. 
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N u cl e ar M a g n eti c R es o n a n c e S p e ctr os c o p y ( N M R)  

T o  a s s ur e  t h e  p urit y  of  t h e  D T P M P  ( E D T M P)  p ur c h a s e d  c o m m er ci all y,  a 3 1 P-{ 1 H} -N M R 

m e a s ur e m e nt w a s c o n d u ct e d ( N M R d e p art m e nt, C h e mi str y D e p art m e nt, U ni v er sit y of T ü bi n g e n). 

3 1 P- N M R -s p e ctr o s c o p y i s a s uit a bl e a n al yti c al t o ol t o c h ar a ct eri z e t h e p urit y of p h o s p h o n at e s, d u e 

t o t h e 1 0 0 % n at ur al a b u n d a n c e of 3 1 P a n d t h e wi d e r a n g e of c h e mi c al s hift s a n d hi g h s e n siti vit y 

of t h e m et h o d. 6 7   

1 0  m g D T P M P ( E D T M P) a n d 6 0 0  µ L of d e ut er at e d w at er ( D 2 O) w er e mi x e d a n d v ort e x e d f or 5  s. 

Aft er w ar d s, 6 0 0  µ L w er e tr a n sf err e d t o a n N M R gl a s s t u b e. T h e m e a s ur e m e nt w a s p erf or m e d o n 

a Br u k er A M X 6 0 0 M H z N M R s p e ctr o m et er ( Br u k er, Bill eri c a, M A, U S A), o p er ati n g at 2 4 2. 9 4  M H z 

f or p h o s p h or o u s o b s er v ati o n wit h a z g p g 3 0 p ul s e pr o gr a m. T h e a c q ui siti o n p ar a m et er s u s e d f or 

t hi s  e x p eri m e nt  wit h  1 D  s e q u e n c e  wit h  p o w er-g at e d  d e c o u pli n g  a n d  a  3 0  °  fli p  a n gl e  w er e  a s 

f oll o w s: n u m b er of s c a n s: 6 4, s p e ctr al wi dt h: 9 6 1 5 3. 8 4 H z, off s et ( O 1): -1 2 1 4 6. 8 5 H z,  a c q ui siti o n 

ti m e:  0. 3 4 s e c o n d s, r el a x ati o n  d el a y  ( d 1):  2. 0 0  s.  T h e  s p e ctr u m  w a s  q u a ntit ati v el y  e v al u at e d 

u si n g t h e Br u k er T o p S pi n 4. 1. 4 s oft w ar e.  

D T P M P : i n t h e 3 1 P-{ 1 H} -N M R -s p e ctr u m ( Fi g. D. 1 0 ), t w o m ai n si g n al s wit h a n i nt e n sit y r ati o of 1: 4 

c a n b e s e e n, w hi c h r e pr e s e nt t h e p h o s p h o n at e -gr o u p i n t h e mi d dl e of D T P M P ( δ ( p p m): 1 2. 9 4) 

a n d t h e f o ur p h o s p h o n at e gr o u p s of D T P M P att a c h e d t o t h e o ut er a mi n e -m oi eti e s ( δ ( p p m): 9. 2 3). 

I m p uriti e s  ar e  m ar k e d  wit h  a n  a st eri s k.  T h e  s u m  of  all  si g n al-i nt e gr al s  i s  n or m ali z e d  t o  1 0 0. 

I m p uriti e s  of  D T P M P  c o ntri b ut e d  wit h  1. 3 7 %.  T h u s,  t h e  p urit y  of  t h e  D T P M P  r e g ar di n g  t h e  P 

c o nt e nt w a s > 9 8. 6  %.  

E D T M P : I n th e 3 1 P-{ 1 H} -N M R -s p e ct r u m of E D T M P, s h o w n i n Fi g . D. 1 1 , w e c a n s e e o n e  si g n al 

attri b ut e d t o E D T M P  r e pr e s e nti n g all c h e mi c all y e q ui v al e nt  p h o s p h o n at e -gr o u p s ( δ ( p p m): 8. 7 6). 

I m p uriti e s  ar e  m ar k e d  wit h  a n  a st eri s k.  T h e  s u m  of  all  si g n al-i nt e gr al s  i s  n or m ali z ed t o  1 0 0. 

I m p uriti e s c o nt ai ni n g  p h o s p h or o u s  of  t h e  a n al y z e d E D T M P  a m o u nt  t o  o nl y  3. 4 0  % . T h e  u s e d 

E D T M P i n t h e e x p eri m e nt s i s t h er ef or e of hi g h p urit y wit h 9 6. 6 %.  

 

Mi n er al C h ar a ct eri z ati o n  

T h e p oi nt of z er o c h ar g e ( p H P Z C ) of t h e m a n g a n e s e di o xi d e w a s d et er mi n e d t o b e p H 5. 6 ± 0. 1 b y  

z et a  p ot e nti al  m e a s ur e m e nt s.  T h e  X -r a y  diffr a ct o gr a m  ( s e e  Fi g. D. 1 2 )  s h o w e d  a  m o stl y 

a m or p h o u s  str u ct ur e,  i nt er s p er s e d  wit h  s o m e  cr y st alli n e  d o m ai n s  ( p yr ol u sit e,  a k ht e n sit e).  T h e 
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s p e cifi c s urf a c e ar e a ( S S A) w a s d et er mi n e d t o b e 6 4. 5 ± 0. 2 m 2 / g u si n g t h e Br u n a u er-E m m ett -

T ell er ( B E T) m et h o d. M e a s ur e m e nt d et ail s a s w ell a s f urt h er s p e cifi c ati o n s c a n b e f o u n d i n t h e 

S u p pl e m e nt ar y I nf or m ati o n.  

 

W ast e w at er C h ar a ct eri z ati o n  

T h e w a st e w at er s a m pl e t a k e n fr o m t h e W W T P i n L u st n a u ( T ü bi n g e n, G er m a n y) o n S e pt e m b er  9, 

2 0 2 4, h a d a p H v al u e of 7. 9 4. T h e di s s ol v e d or g a ni c c ar b o n ( D O C) m e a s ur e d a s n o n -p ur g e a bl e 

or g a ni c  c ar b o n  ( N P O C),  w a s  d et er mi n e d  t o  b e  1 1. 6  m g/ L.  Di s s ol v e d  ir o n  a n d  m a n g a n e s e 

c o n c e ntr ati o n s  w er e  b ot h  b el o w  t h e  d et e cti o n  li mit  of  0. 0 4  m g/ L  ( M n)  a n d  0. 0 2  m g/ L  ( F e). 

S u p pl e m e nt ar y  T a bl e  D. 6  s u m m ari z e s  t h e  r e s ult s  of  t h e  w a st e w at er  s a m pl e  c h ar a ct eri z ati o n 

u si n g I C wit h c o n d u cti vit y d et e cti o n a n d M P -A E S (f or a n al yti c al m et h o d s s e e t h e S u p p l e m e nt ar y 

I nf or m ati o n).  S u p pl e m e nt ar y  T a bl e D. 7  c o nt ai n s  a d diti o n al  i nf or m ati o n  o n a 2 4 h -mi x e d 

w a st e w at er s a m pl e m o nit or e d b y t h e W W T P L u st n a u . T h e s a m pli n g p oi nt f or t h e l att er li e s aft er 

t h e s cr e e n b ut b ef or e t h e grit c h a m b er. D u e t o h e a v y r ai nf all t h e d a y a n d ni g ht b ef or e w a st e w at er 

s a m pli n g  t h e  w a st e w at er  v ol u m e  tr e at e d  i n  t h e  W W T P  i n  L u st n a u  ( T ü bi n g e n,  G er m a n y)  o n 

S e pt e m b er 9, 2 0 2 4, a m o u nt e d t o ~ 8 0 0 0 0 m 3 / d c o m p ar e d t o 2 5 0 0 0 – 3 0  0 0 0 m 3 / d o n a n a v er a g e 

dr y d a y.  
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wit h  F erri c  H y dr o xi d e. C h e m o s p h er e  2 0 1 7 , 1 7 5 ,  4 9 0– 4 9 6. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c h e m o s p h er e. 2 0 1 7. 0 2. 0 1 5.  

( 5 1) T o m s o n, B.; K a n, A. T.; O d d o, J. E. A ci d/ B a s e a n d M et al C o m pl e x S ol uti o n C h e mi str y of 

t h e P ol y p h o s p h o n at e D T P M P v er s u s T e m p er at ur e a n d I o ni c Str e n gt h. L a n g m uir  1 9 9 4 , 1 0 , 

1 4 4 2 – 1 4 4 9.  

( 5 2) D u c k w ort h, O. W.; S p o sit o, G. Si d er o p h or e -M a n g a n e s e (III) I nt er a cti o n s. I. Air -O xi d ati o n 

of  M a n g a n e s e(II)  Pr o m ot e d  b y  D e sf erri o x a mi n e  B. E n vir o n  S ci  T e c h n ol  2 0 0 5 , 3 9  ( 1 6), 

6 0 3 7 – 6 0 4 4. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ e s 0 5 0 2 7 5 k.  

( 5 3) N o w a c k, B.; St o n e, A. T. T h e I nfl u e n c e of M et al I o n s o n t h e A d s or pti o n of P h o s p h o n at e s 

o nt o  G o et hit e. E n vir o n  S ci  T e c h n ol  1 9 9 9 , 3 3  ( 2 0),  3 6 2 7– 3 6 3 3. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ e s 9 9 0 0 8 6 0.  
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( 5 4) R uff ol o, F.; Di n h of, T.; M urr a y, L.; Z a n g el mi, E.; C hi n, J. P.; P allit s c h, K.; P er a c c hi, A. T h e 

Mi cr o bi al D e gr a d ati o n of N at ur al a n d A nt hr o p o g e ni c P h o s p h o n at e s. M ol e c ul e s  2 0 2 3 , 2 8  

( 1 9). htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 3 3 9 0/ m ol e c ul e s 2 8 1 9 6 8 6 3. 

( 5 5) S c h o w a n e k,  D.;  V er str a et e,  W.  P h o s p h o n at e  Utili z ati o n  b y  B a ct eri al  C ult ur e s  a n d 

E nri c h m e nt s fr o m E n vir o n m e nt al S a m pl e s. A p pl E n vir o n Mi cr o bi ol  1 9 9 0 , 5 6  ( 4), 8 9 5– 9 0 3.  

( 5 6) G e s z v ai n,  K.;  B utt erfi el d,  C.;  D a vi s,  R.  E.;  M a di s o n,  A.  S.;  L e e,  S.  W.;  P ar k er,  D.  L.; 

S ol d at o v a, A.; S pir o, T. G.; L ut h er, G. W.; T e b o, B. M. T h e M ol e c ul ar Bi o g e o c h e mi str y of 

M a n g a n e s e(II)  O xi d ati o n. Bi o c h e m  S o c  Tr a n s  2 0 1 2 , 4 0  ( 6),  1 2 4 4– 1 2 4 8. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 4 2/ B S T 2 0 1 2 0 2 2 9.  

( 5 7) L ut h er, G. W. M a n g a n e s e(II) O xi d ati o n a n d M n(I V) R e d u cti o n i n t h e E n vir o n m e nt - T w o 

O n e -El e ctr o n Tr a n sf er St e p s v er s u s a Si n gl e T w o -El e ctr o n St e p. G e o mi cr o bi ol J  2 0 0 5 , 2 2  

( 3 –4), 1 9 5 – 2 0 3. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 8 0/ 0 1 4 9 0 4 5 0 5 9 0 9 4 6 0 2 2.  

( 5 8) M y er s, J. P.; A nt o ni o u, M. N.; Bl u m b er g, B.; C arr oll, L.; C ol b or n, T.; E v er ett, L. G.; H a n s e n, 

M.; L a n dri g a n, P. J.; L a n p h e ar, B. P.; M e s n a g e, R.; V a n d e n b er g, L. N.; V o m S a al, F. S.; 

W el s h o n s, W. V.; B e n br o o k, C. M. C o n c er n s o v er U s e of Gl y p h o s at e - B a se d H er bi ci d e s 

a n d  Ri s k s  A s s o ci at e d  wit h  E x p o s ur e s:  A  C o n s e n s u s  St at e m e nt. E n vir o n m e nt al  H e alt h  

2 0 1 6 , 1 5  ( 1). htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 9 4 0-0 1 6 -0 1 1 7 -0.  

( 5 9) St e b er,  J.;  Wi eri c h,  P.  Pr o p erti e s  of  A mi n otri s( M et h yl e n e p h o s p h o n at e)  Aff e cti n g  It s 

E n vir o n m e nt al  F at e:  D e gr a d a bilit y,  Sl u d g e  A d s or pti o n,  M o bilit y  i n  S oil s,  a n d 

Bi o c o n c e ntr ati o n. C h e m o s p h er e  1 9 8 7 , 1 6  ( 6), 1 3 2 3– 1 3 3 7.  

( 6 0) Ri e d el,  R.;  M ei ß n er,  K.;  K a s c h u b o w s ki,  A.;  B e n n d orf,  D.;  M arti e n s s e n,  M.;  Br a u n,  B. 

L a u n dr y  I s ol at e  D elfti a  S p. U B M 1 4  C a p a bl e  of  Bi o d e gr a di n g  I n d u stri all y  R el e v a nt 

A mi n o p h o s p h o n at e s. Mi cr o or g a ni s m s  2 0 2 4 , 1 2   ( 8). 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 3 3 9 0/ mi cr o or g a ni s m s 1 2 0 8 1 6 6 4.  

( 6 1) Ri e d el,  R.;  C o m mi c h a u,  F.  M.;  B e n n d orf,  D.;  H ert el,  R.;  H ol z er,  K.;  H o el zl e,  L.  E.; 

M ar d o u k hi,  M.  S.  Y.;  N o a c k,  L.  E.;  M arti e n s s e n,  M.  Bi o d e gr a d ati o n  of  S el e ct e d 

A mi n o p h o s p h o n at e s b y t h e B a ct eri al I s ol at e O c hr o b a ctr u m S p. B T U 1. Mi cr o bi ol R e s  2 0 2 4 , 

2 8 0 . htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. mi cr e s. 2 0 2 4. 1 2 7 6 0 0. 

( 6 2) Dr z y z g a,  D.;  F orl a ni,  G.;  V er m a n d er,  J.;  K af ar s ki,  P.;  Li p o k,  J.  Bi o d e gr a d ati o n  of  t h e 

A mi n o p ol y p h o s p h o n at e D T P M P b y t h e C y a n o b a ct eri u m A n a b a e n a V ari a bili s Pr o c e e d s vi a 
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htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/ 1 4 6 2 -2 9 2 0. 1 3 6 1 6.  
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Bi o d e gr a d ati o n  T e st  f or  S y nt h eti c  P h o s p h o n at e s. J  Mi cr o bi ol  M et h o d s  2 0 2 3 , 2 1 2 . 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. mi m et. 2 0 2 3. 1 0 6 7 9 3.  

( 6 4) Wi m m er, B.; N ei d h ar dt, H.; S c h wi e nt e k, M.; H a d erl ei n, S. B.; H u h n, C. P h o s p h at e A d diti o n 

E n h a n c e s  Al k ali n e  E xtr a cti o n  of  Gl y p h o s at e  fr o m  Hi g hl y  S or pti v e  S oil s  a n d  A q u ati c 
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( 6 5) R ö h n elt,  A.  M.;  M arti n,  P.  R.;  M ar k s,  R.  G.  H.;  B u c h n er,  D.;  W ei s s,  J.;  S c h mi dt,  T.  C.; 

H a d erl ei n,  S.  B.  Gr e e n  Q u a ntifi c ati o n  of  A mi n o( P ol y) P h o s p h o n at e s  U si n g  I o n 

C hr o m at o gr a p h y  C o u pl e d  t o  I nt e gr at e d  P ul s e d  A m p er o m etri c  D et e cti o n. A n al  Bi o a n al 

C h e m  2 0 2 5 . htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 2 1 6-0 2 5 -0 5 7 4 7 -w.  

( 6 6) I nt er n ati o n al  C o u n cil  f or  H ar m o ni s ati o n  of  T e c h ni c al  R e q uir e m e nt s. I C H  H ar m o ni s e d 
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5 G e n er al C o n cl usi o n a n d O utl o o k  

5. 1 C o n cl usi o n 

5. 1. 1 S h ort S u m m ar y of M ai n Fi n di n gs  

T hi s  t h e si s  pr e s e nt s  si g nifi c a nt  c o ntri b uti o n s  t o  o ur  u n d er st a n di n g  of  A P P s  a n d  t h eir 

e n vir o n m e nt al f at e t o g et h er wit h n e w a p pr o a c h f or A P P q u a ntifi c ati o n. C h a pt er 2  el u ci d at e d t h e 

o xi d ati o n of I D M P o n m a n g a n e s e di o xi d e. N e xt t o r e v e ali n g A M P A a n d p h o s p h at e a s t h e m ai n 

tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  of  I D M P,  t h e  c o m bi n ati o n  of  c o n c e ntr ati o n  d at a  a n d  C SI A  r e s ult s 

u n d erli n e d  t h e  r ol e  of  diff er e nt  s urf a c e  c o m pl e x e s  a n d  t h e  i n hi biti n g  eff e ct  of  f or m e d  M n 2 +  b y 

s or bi n g t o t h e mi n er al s urf a c e. F oll o wi n g t hi s, c h a pt er 3  pr e s e nt s t h e d e v el o p m e nt a n d v ali d ati o n 

of  a  n o v el,  e n vir o n m e nt all y  fri e n dl y  a n al yti c al  m et h o d  u si n g  I C -I P A D  f or si m ult a n e o u s 

q u a ntifi c ati o n  of  si x  a mi n o( p ol y) p h o s p h o n at e s  ( A( P) P s).  T hi s  m et h o d  e n a bl e s  t h e  c o n c urr e nt 

m o nit ori n g  of  hi g h er  m ol e c ul ar  w ei g ht  A P P s,  s u c h  a s  D T P M P,  al o n g si d e  t h eir  m o n o - a n d 

bi p h o s p h o n at e  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  li k e  I D M P  a n d  A M P A,  t h er e b y  c o n s oli d ati n g  m ulti pl e 

a n al yti c al pr o c e d ur e s pr e vi o u sl y r e q uir e d f or c o m pr e h e n si v e A( P) P a n al y si s i nt o a si n gl e, effi ci e nt 

a p pr o a c h. Fi n all y, c h a pt er 4  u s e s t h e n e wl y d e v el o p e d a n al yti c al m et h o d a n d pr e vi o u sl y d eri v e d 

k n o wl e d g e a b o ut I D M P tr a n sf or m ati o n, t o i n v e sti g at e t h e m a n g a n e s e -dri v e n o xi d ati o n of D T P M P. 

It  w a s  d e m o n str at e d  t h at  gl y p h o s at e,  a  br o a d-s p e ctr u m  h er bi ci d e,  a n d  A M P A  ar e  st a bl e 

tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s,  t h u s  m a n g a n e s e-dri v e n  o xi d ati o n  of  D T P M P  w a s  r e v e al e d  a s  a 

pr e vi o u sl y  u nr e c o g ni z e d  p at h w a y  f or  p ot e nti al  gl y p h o s at e  f or m ati o n  i n  t h e  e n vir o n m e nt  a n d 

t e c h ni c al s y st e m s.  

T h e  t hr e e p art s  of  t hi s  t h e si s  c oll e cti v el y  f ulfill  t h e  g e n er al  ai m s  of  t hi s  w or k  b y  el u ci d ati n g 

tr a n sf or m ati o n p at h w a y s, d e v el o pi n g n e w a n al yti c al t o ol s, a n d r e v e ali n g u n e x p e ct e d s o ur c e s of 

c o ntr o v er si al  e n vir o n m e nt al  c o nt a mi n a nt s.  H o w e v er,  n e w  r e s e ar c h  q u e sti o n s  a n d  fi el d s  of 

r e s e ar c h h a v e o p e n e d u p t hr o u g h t h e r e s ult s of t hi s t h e si s a n d ot h er r e c e nt w or k s o n A P P s.  

 

5. 1. 2 Criti c al c o nt e xt u ali z ati o n wit hi n t h e s ci e ntifi c fr a m e w or k  

I n g e n er al, p ol y p h o s p h o n at e s – i n cl u di n g A P P s – ar e r e p ort e d t o b e  c h e mi c all y st a bl e , w hi c h 

i s attri b ut e d t o t h e st a bilit y of t h e C-P b o n d 1 – 4 . C o n si st e nt wit h t hi s, s or pti o n t o s e w a g e sl u d g e  

i s c o n si d er e d t h e pri m ar y eli mi n ati o n r o ut e f or A P P s i n W W T P s 5, 6 . 
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H o w e v er, r e c e nt r e s e ar c h r e v e al e d A P P s  t o b e n ot s o st a bl e aft er all: K u h n et al.  ( 2 0 1 8 + 2 0 2 0)7, 8  

a s w ell a s M ar k s et al.  ( 2 0 2 3 a a n d b)9, 1 0  s h o w e d U V -i n d u c e d tr a n sf or m ati o n of E D T M P, D T P M P 

a n d  A T M P.  T h e  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  u s u all y  c o m pri s e d – i nt er  ali a – t h e  r e s p e cti v e 

p h o s p h o n at e r e d u c e d b y o n e m et h yl p h o s p h o n at e gr o u p ( e. g., I D M P f or m s fr o m A T M P). N o w a c k 

& St o n e ( 2 0 0 0) 1 1  alr e a d y s h o w e d A T M P, E D T M P a n d D T P M P t o b e tr a n sf or m e d b y M n 2 + / O2 . T hi s 

w or k n o w pr o vi d e s e v e n m or e i nf or m ati o n o n t h e m a n g a n e s e -dri v e n o xi d ati o n of D T P M P a n d it s 

T P s a n d pr o v e s t h at tr a n sf or m ati o n a n d gl y p h o s at e f or m ati o n i s e v e n p o s si bl e i n a w a st e w at er 

m atri x. I D M P, A M P A a n d P O 4
3-  – a s al s o s h o w n i n t hi s w or k – ar e wi d el y k n o w n a n d pr o v e n T P s 

of A P P tr a n sf or m ati o n 7 – 9, 1 2 – 1 4 , w hil e t hi s w or k a n d Kli n g er et al . ( 1 9 9 8)1 5  a d d e d gl y p h o s at e a s a 

mi n or T P t o t h e p ortf oli o. C h a pt er 2  of t hi s w or k s h o w e d I D M P t o b e r e a dil y tr a n sf or m e d t o A M P A 

a n d  P O 4
3-  b y  m a n g a n e s e  di o xi d e.  A M P A  a n d  gl y p h o s at e  ar e  al s o  s h o w n  t o  b e  effi ci e ntl y 

tr a n sf or m e d b y M n o xi d e s1 6 – 1 9 . H e n c e, it i s s ci e ntifi c c o n s e n s u s t h at A T M P, E D T M P a n d D T P M P 

c a n all b e c h e mi c all y d e gr a d e d t o s m all er a mi n o p h o s p h o n at e s a n d ulti m at el y t o p h o s p h at e. R ott 

et al . ( 2 0 2 0)2 0  i n v e sti g at e d t h e p artiti o ni n g of a mi n e-fr e e a n d a mi n e-c o nt ai ni n g p ol y p h o s p h o n at e s 

( P P s) b et w e e n t h e a q u e o u s a n d s or b e d p h a s e i n ri v er s. T h e st u d y f o u n d l o w er c o n c e ntr ati o n s of 

A P P s c o m p ar e d  t o  t h e  a mi n e-fr e e  P P s P B T C  a n d  H E D P  i n  all  e n vir o n m e nt al  c o m p art m e nt s, 

d e s pit e t h eir hi g h er u s e v ol u m e s.  T h i s s u g g e st s t h at A P P s m a y b e l e s s st a bl e or m or e pr o n e t o 

d e gr a d ati o n i n t h e e n vir o n m e nt c o m p ar e d t o P B T C a n d H E D P 2 0 . T h e a ut h or s n ot e d t h at t h e l o w er 

c o n c e ntr ati o n s of A P P s c o ul d b e d u e t o t h eir hi g h er bi o d e gr a d a bilit y or tr a n sf or m ati o n pr o c e s s e s 

o c c urri n g i n W W T P s or t h e e n vir o n m e nt . 

T w o v er y r e c e nt st u di e s o n gl y p h o s at e a n d A M P A c o n c e ntr ati o n s i n w a st e w at er tr e at m e nt pl a nt 

( W W T P) i nfl u e nt s, effl u e nt s a n d r e c ei vi n g w at er s r e v e al e d t w o cr u ci al i n si g ht s: i) W W T P effl u e nt s 

a p p e ar  t o  b e  t h e  m ai n  s o ur c e  f or  gl y p h o s at e  a n d  A M P A  i n  s urf a c e  w a t er s2 1  a n d  ii)  n e g ati v e 

r e m o v al r at e s f or A M P A a n d gl y p h o s at e w er e f o u n d i n W W T P s – w hi c h i m pli e s t h e y ar e f or m e d 

or  r el e a s e d  wit hi n  t h e  W W T P s 1 2 .  A s  st at e d  a b o v e,  gl y p h o s at e  a n d  A M P A  ar e  pr o v e n  T P s  of 

A P P s. 

T h e s e  di s c o v eri e s  r ai s e  c o n si d er a bl e  d o u bt  o n  t h e  l o n g -a c c e pt e d  a s s u m pti o n  t h at  s or pti o n  t o 

s e w a g e sl u d g e r e pr e s e nt s t h e m ai n eli mi n ati o n r o ut e f or A P P s i n W W T P s 6, 2 2 . 

T h o s e c o n c er n s ar e f urt h er s u p p ort e d b y t h e f a ct t h at st u di e s i n v e sti g ati n g s or pti o n of A P P s t o 

s e w a g e  sl u d g e  n e gl e ct e d  t h e  a n al y si s  of  i)  t h e  s or b e d  p h a s e  a n d/ or  ii)  tr a n sf or m ati o n 

pr o d u ct s 2 3, 2 4 .  T h e  a b s e n c e  of  a n al yt e s  i n  t h e  a q u e o u s  p h a s e  w a s  t a k e n  a s  pr o of  f or  s or pti o n, 

wit h o ut  c o nfir mi n g  t h at  t h e  a n al yt e s  ar e  s or b e d  o n  t h e  sl u d g e  or  mi n er al.  T h e  d e d u cti o n  “ A s 
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p h o s p h o n at e s ar e n ot bi o d e gr a d a bl e, t h e eli mi n ati o n m u st b e d u e t o s or pti o n pr o c e s s e s” 2 4  m u st 

t h er ef or e b e str o n gl y c o ntr a di ct e d.  

E n g el b art & Bi e g er et al.  ( 2 0 2 4)2 5  s h o w e d t h e tr a n sf or m ati o n of 1 3 C- l a b ell e d D T P M P i n s e w a g e 

sl u d g e,  t o g et h er  wit h  t h e  f or m ati o n  of  c orr e s p o n di n g 1 3 C- gl y p h o s at e  a n d 1 3 C- A M P A.  T hi s  n o w 

u n e q ui v o c all y pr o v e s gl y p h o s at e a n d A M P A f or m ati o n fr o m D T P M P i n s e w a g e sl u d g e a n d r ul e s 

o ut t h e p o s si bilit y of m er e d e s or pti o n c a u si n g t h eir n e g ati v e r e m o v al r at e s i n W W T P s. Alt h o u g h 

it  s e e m s  pl a u si bl e  fr o m  t h e  c urr e nt  st at e  of  r e s e ar c h  t h at  m a n g a n e s e  i s  t h e  mi s si n g  li n k  f or 

D T P M P tr a n sf or m ati o n i n s e w a g e sl u d g e a n d gl y p h o s at e f or m ati o n t h er e of, t hi s still n e e d s t o b e 

pr o v e n b e y o n d d o u bt, a s s e w a g e sl u d g e i s a q uit e c o m pl e x m atri x wit h a pl et h or a of p ot e nti al 

r e a ct a nt s. 

A n ot h er  i m p ort a nt  fi el d  t o  w hi c h  t hi s  w or k  pr o vi d e s  v al u a bl e  i n si g ht s  i s  t h e  r e p ort e d 

bi otr a n sf or m ati o n  of  A P P s .  Bi otr a n sf or m ati o n  of  n at ur al  a n d  s y nt h eti c  m o n o p h o s p h o n at e s 

i n cl u di n g gl y p h o s at e i s a wi d el y st u di e d a n d el u ci d at e d fi el d4, 2 6, 2 7 . Bi otr a n sf or m ati o n of A P P s o n 

t h e  c o ntr ar y  h a v e  n ot  b e e n  st u di e d  a s  e xt e n si v el y.  Pri or  t o  t h e  2 0 0 0’ s,  s o m e  st u di e s  o n  t h e 

bi otr a n sf or m ati o n of A P P s h a v e b e e n c o n d u ct e d 3, 5, 2 8 . F oll o wi n g a bri ef hi at u s, p u bli c ati o n s o n t hi s 

t o pi c  r e s u m e d  fr o m  2 0 1 7  o n w ar d s2 9 – 3 2 .  I n  g e n er al,  A P P s  ar e  r e g ar d e d  t o  b e  n ot  r e a dil y 

bi o d e gr a d a bl e 2 2 .  

T h e r ol e of m a n g a n e s e -dri v e n A P P o xi d ati o n h a s b e e n i n v e sti g at e d i n t hi s a n d pr e vi o u s w or k 1 1, 3 3 . 

M arti n et  al.  2 0 2 2 3 3  c o ul d  s h o w,  t h at  e v e n  at  a  m ol ar  M n 2 + : A T M P  r ati o  of  1: 1 0 0,  A T M P  i s 

c o m pl et el y tr a n sf or m e d b y M n 2 + / O2  aft er 3 0 h o ur s. C h a pt er 4  of t hi s w or k s h o w e d t h at D T P M P 

c a n  b e  eff e cti v el y  tr a n sf or m e d  b y  M n O 2  or  M n 2 + / O2  e v e n  i n  a  w a st e w at er  m atri x.  C ar ef ul 

e x a mi n ati o n  of  p u bli s h e d  bi otr a n sf or m ati o n  st u di e s  r e v e al e d  t h at  all  w er e  c o n d u ct e d  u n d er 

a er o bi c c o n diti o n s a n d all b a ct eri al gr o wt h m e di a c o nt ai n e d m a n g a n e s e: M n Cl 2  w a s c o nt ai n e d i n 

t h e tr a c e el e m e nt s ol uti o n S L-8 u s e d b y Ri e d el et al.  ( 2 0 2 3, 2 0 2 4 a a n d 2 0 2 4 b)3 0 – 3 2 , i n t h e B g 1 1 

m e di u m u s e d b y Dr z y z g a & Li p o k ( 2 0 1 7) 2 9 , t h e A A P-m e di u m u s e d b y St e b er & Wi eri c h ( 1 9 8 6 

a n d 1 9 8 7) 2 8, 3 4  a n d t h e tr a c e m et al s ol uti o n u s e d b y S c h o w a n e k & V er str a et e ( 1 9 9 0) 3 . T h e st u di e s 

of Ri e d el et al.  ( 2 0 2 3, 2 0 2 4 a, 2 0 2 4 b)3 0 – 3 2  mi s s n e g ati v e ( a bi oti c) c o ntr ol s i n v ol vi n g t h e r e s p e cti v e 

A P P  a n d  n o n -i n o c ul at e d  b a ct eri al  gr o wt h  m e di u m.  T h u s,  i n  t h e s e  st u di e s  t h e  a bi oti c 

tr a n sf or m ati o n of A P P s i n t h e mi cr o c o s m s i n a d diti o n t o or i n st e a d of bi otr a n sf or m ati o n c a n n ot b e 

r ul e d o ut. St e b er & Wi eri c h ( 1 9 8 7)2 8  (i), S c h o w a n e k & V er str a et e ( 1 9 9 0)3  (ii) a s w ell a s Dr z y z g a 

& Li p o k ( 2 0 1 7) 2 9  (iii) c o n d u ct e d s u c h a bi oti c c o ntr ol s. T h e y o b s er v e d a bi oti c A T M P (i, ii a n d iii) 

a n d D T P M P (ii a n d iii) tr a n sf or m ati o n i n n o n -i n o c ul at e d gr o wt h m e di a wit hi n a c o u pl e of d a y s. 

St e b er & Wi eri c h ( 1 9 8 7) 2 8  c o ul d e v e n s h o w A T M P d e gr a d ati o n i n p ur e n at ur al w at er. T h e r e c e nt 
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st u d y b y E n g el b art & Bi e g er  et al . ( 2 0 2 4)2 5  e x a mi ni n g  D T P M P tr a n sf or m ati o n i n s e w a g e sl u d g e 

a d diti o n all y di d n ot o b s er v e e n h a n c e d D T P M P tr a n sf or m ati o n r at e s i n sl u d g e c o nt ai ni n g vi a bl e 

mi cr o bi al  c o m m u niti e s  c o m p ar e d  t o  a zi d e -tr e at e d  sl u d g e  (t h e  a zi d e-tr e at m e nt  s u p pr e s s e s 

mi cr o bi al a cti vit y).  

H o w e v er,  b a ct eri al  gr o wt h  w a s  o b s er v e d  i n  all  cit e d  bi otr a n sf or m ati o n  st u di e s,  w h e n  t h e 

r e s p e cti v e A P P pr e s e nt e d t h e o nl y i niti al P-s o ur c e. T h e e arl y w or k of St e b er & Wi eri c h ( 1 9 8 7) 2 8  

pr o vi d e s i m p ort a nt i n si g ht s: Bi o d e gr a d ati o n e x p eri m e nt s u si n g 1 4 C- l a b ell e d A T M P a n d m o nit ori n g 

of t h e 1 4 C O 2  e v ol uti o n r e v e al e d t h at C O 2  w a s i n f a ct pr o d u c e d fr o m A T M P.  

T h e  r e s ult s  of  t hi s  t h e si s  a n d  r e c e ntl y  p u bli s h e d  fi n di n g s  t o g et h er  wit h  t h e  mi s si n g  a n d  t h e 

c o n d u ct e d a bi oti c c o ntr ol s gi v e ri s e t o si g nifi c a nt d o u bt t h at bi otr a n sf or m ati o n of A P P s w a s i n f a ct 

m o nit or e d.  It  s e e m s  r at h er  c o n c ei v a bl e  t h at  t h e  mi cr o b e s  u s e d  P -c o nt ai ni n g  T P s  fr o m  a bi oti c 

tr a n sf or m ati o n – e. g. P O 4
3-  – a s t h eir p h o s p h or u s s o ur c e s.  

C o n s e q u e ntl y, it a p p e ar s a d vi s a bl e t o criti c all y e v al u at e, r e vi s e or, if n e c e s s ar y, r e p e at st u di e s 

o n A P P s or pti o n o nt o s e w a g e sl u d g e, A P P bi otr a n sf or m ati o n, a n d e arli er i n v e sti g ati o n s i nt o A P P 

pr o c e s s e s i n W W T P s.  

I n or d er t o d o t h at, t h e A P P q u a ntifi c ati o n m et h o d d e v el o p e d i n c h a pt er 3  pr o vi d e s a u s ef ul t o ol.  

A n al y si s  of  A P P s  i s  c h all e n gi n g,  t h er ef or e,  t h e  a v ail a bl e  m et h o d s  f or  A P P  a n al y si s  wit h o ut 

d eri v ati z ati o n ar e still s c ar c e ( s e e c h a pt er 3 ). E v e n t h o u g h a s p e ct s of gr e e n a n al yti c al c h e mi str y 

( G A C) h a v e g ai n e d i n cr e a si n g att e nti o n o v er t h e p a st t w o d e c a d e s 3 5, 3 6 , t h e s e pri n ci pl e s ar e still 

n ot  i n c or p or at e d  i nt o  r e c e nt  m et h o d  d e v el o p m e nt  pr o c e s s e s 3 7, 3 8 .  T hi s  c a n  s o m eti m e s  b e 

attri b ut e d t o hi g h er pri oriti e s ( e. g., tr a c e a n al y si s) or m er el y t h e a v ail a bilit y of s p e cifi c d e vi c e s a n d 

pr o c e s s e s.  

T h e I C -P A D m et h o d d e s cri b e d i n c h a pt er 3  d o e s off er a gr e e n a n d l o w -c o st alt er n ati v e f or t h e 

q u a ntifi c ati o n  of  A M P A,  gl y p h o s at e,  I D M P,  A T M P,  E D T M P  a n d  D T P M P  d o w n  t o  < 1  μM.  A P P 

c o n c e ntr ati o n s  i n  w a st e w at er  i nfl u e nt s  h a v e  b e e n  d et er mi n e d  b et w e e n  < 0. 0 5 - 2 μ M5 ,  w hil e 

w a st e w at er effl u e nt c o n c e ntr ati o n s w er e d et e ct e d b et w e e n 1. 1 a n d 2. 7  μg/ L ( 2 - 6 n M) 3 8 . H e n c e, 

f or  m o nit ori n g  A P P  c o n c e ntr ati o n s  i n  r e al  s a m pl e s  pr e vi o u s  e nri c h m e nt  w o ul d  b e  n e c e s s ar y. 

H o w e v er,  t h e  m et h o d  w a s  i niti all y  d e v el o p e d  f or  t h e  gr e e n  a n d l o w-c o st  q u a ntifi c ati o n  of 

l a b or at or y  s a m pl e s,  w h er e  c o n c e ntr ati o n s  ar e  a dj u st a bl e.  T h e  el u ci d at e d  i n c o n si st e n ci e s  i n 

pr e vi o u s  A P P  r e s e ar c h  a s  w ell  a s  gl y p h o s at e  b ei n g  a  T P  e m p h a si z e  t h e  n e e d  f or  c o ntr oll e d 

l a b or at or y e x p eri m e nt s i n v e sti g ati n g tr a n sf or m ati o n a n d s or pti o n of A P P s. T h e bi g g e st a d v a nt a g e 

of t hi s m et h o d i s t h e si m ult a n e o u s a n al y si s of t h e m o n o - a n d bi s p h o s p h o n at e s i n o n e r u n t o g et h er 
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wit h t h e A P P s. U ntil n o w, s e p ar at e a n al yti c al m et h o d s n e e d e d t o b e a p pli e d 3 7 – 4 2 . T h e a p pli c a bilit y 

of t h e I C -P A D m et h o d h a s b e e n d e m o n str at e d i n c h a pt er 3  a n d c h a pt er 4 . 

T h e  r e v el ati o n  of gl y p h o s at e  a s  a  ( mi n or) T P  of  m a n g a n e s e -dri v e n  D T P M P  o xi d ati o n  i s 

p er h a p s t h e m o st stri ki n g di s c o v er y of t hi s t h e si s. W hil e c h a pt er 4  of t hi s w or k d e m o n str at e d t h at 

t h e f or m ati o n of gl y p h o s at e i s c h e mi c all y f e a si bl e u n d er e n vir o n m e nt all y r el e v a nt c o n diti o n s, a 

r e c e nt st u d y h a s a ct u all y s h o w n t h e tr a n sf or m ati o n of D T P M P a n d t h e f or m ati o n of gl y p h o s at e i n 

s e w a g e sl u d g e 2 5 . T h o s e fi n di n g s c h all e n g e t h e c o n v e nti o n al vi e w of gl y p h o s at e s o ur c e s i n t h e 

e n vir o n m e nt, w hi c h t y pi c all y f o c u s e d o n a gri c ult ur al r u n off 3 9, 4 3 – 4 5 . N o w, t h e s u b st a n c e s D T P M P 

( a n d E D T M P), pr e vi o u sl y cl a s sifi e d h ar ml e s s, n e e d t o b e r e g ar d e d a s “ gl y p h o s at e pr e c ur s or s” 

a n d r e q uir e m or e s cr uti n y.  

T h e  gl y p h o s at e  d e b at e  e xt e n d s  f ar  b e y o n d  t h e  s ci e ntifi c  c o m m u nit y,  e n c o m p a s si n g  a  di v er s e 

arr a y of st a k e h ol d er s i n cl u di n g t h e g e n er al p u bli c, c or p or at e e ntiti e s, a n d l e g al pr of e s si o n al s. A s  

gl y p h o s at e c o nt ai ni n g w e e d -c o ntr ol  f or m ul a s  w er e  pr e vi o u sl y  r e g ar d e d  a s  t h e  o nl y  gl y p h o s at e 

s o ur c e,  t h o s e  n e w  fi n di n g s  off er  n e w  p er s p e cti v e s  o n  e n vir o n m e nt al  p oll uti o n  a n d 

a c c o u nt a biliti e s. H o w e v er, t h e e n vir o n m e nt al a n d t o xi c ol o gi c al i m p a ct s of l o n g -t erm e x p o s ur e t o 

gl y p h o s at e  i n  s urf a c e  w at er s  i n  t h e  r a n g e  of  0. 2 - 1 μ g/ L2 1  still  n e e d  t o  b e  i n v e sti g at e d.  T h e 

m ultit u d e  of  st u di e s  c o n d u ct e d  o n  gl y p h o s at e’ s  c a n c er o g e ni cit y  di d  n ot  l e a d  t o  a  s ci e ntifi c 

c o n s e n s u s u ntil n o w 4 6, 4 7 . H e n c e, e v e n if a n e w gl y p h o s at e c o nt a mi n ati o n r o ut e i s i d e ntifi e d, it i s 

a d vi s e d n ot t o e xtr a p ol at e fr o m li mit e d e vi d e n c e t o t h e e n vir o n m e nt al i m pli c ati o n s.  

 

I n  c o n cl u si o n,  t hi s  r e s e ar c h  h a s  si g nifi c a ntl y  a d v a n c e d  o ur  u n d er st a n di n g  of  A P P 

tr a n sf or m ati o n s  i n  e n vir o n m e nt al  a n d  e n gi n e er e d  s y st e m s.  B y  el u ci d ati n g  t h e  m e c h a ni s m s  of 

I D M P  o xi d ati o n  o n  M n O2 ,  d e v el o pi n g  a  n o v el  a n al yti c al  m et h o d  f or  A P P  q u a ntifi c ati o n,  a n d 

di s c o v eri n g a n u n e x p e ct e d p at h w a y f or gl y p h o s at e f or m ati o n fr o m D T P M P, t hi s w or k c h all e n g e s 

e xi sti n g  p ar a di g m s  a b o ut  A P P  f at e  a n d  tr a n sf or m ati o n.  T h e s e  fi n di n g s  h a v e  i m p ort a nt 

i m pli c ati o n s f or e n vir o n m e nt al ri s k a s s e s s m e nt, w at er q u alit y m a n a g e m e nt, a n d t h e r e g ul ati o n of 

A P P s a n d t h eir tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s. T h e u n e x p e ct e d f or m ati o n of gl y p h o s at e fr o m a wi d el y 

u s e d c o m pl e xi n g a g e nt u n d er s c or e s t h e n e e d f or a m or e c o m pr e h e n si v e a p pr o a c h t o a s s e s si n g 

t h e e n vir o n m e nt al i m p a ct of s e e mi n gl y b e ni g n c h e mi c al s. A s w e c o nti n u e t o u nr a v el t h e c o m pl e x 

b e h a vi or  of  A P P s  i n  t h e  e n vir o n m e nt,  it  b e c o m e s  cl e ar  t h at  o ur  u n d er st a n di n g  of  t h e s e 

c o m p o u n d s  a n d  t h eir  p ot e nti al  i m p a ct s  i s  still  e v ol vi n g,  n e c e s sit ati n g  o n g oi n g  r e s e ar c h  a n d 

r e e v al u ati o n of c urr e nt pr a cti c e s. 
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5. 2 O utl o o k  

B uil di n g  o n  t h e  i n si g ht s  g ai n e d  fr o m  t hi s  t h e si s,  s e v er al  a v e n u e s  f or i m m e di at e  f oll o w-u p 

r e s e ar c h  ar e pr o p o s e d.  

D e s pit e t h e i n si g ht s of c h a pt er 2  a n d 4  of t hi s t h e si s a n d pr e vi o u s w or k, s e v er al q u e sti o n s o n t h e 

e x a ct  m e c h a ni s m  of  o xi d ati v e  tr a n sf or m ati o n  of  a mi n o( p ol y) p h o s p h o n at e s  ( A( P) P s) o n  M n O 2  

r e m ai n  u n a n s w er e d.  W h at  i s t h e  u n d erl yi n g  m e c h a ni s m  t o  t h e  h et er o g e n o u s  a s  w ell  a s  t h e 

h o m o g e n o u s r e a cti o n ? W hil e o ur fi n di n g s s u g g e st i niti al C -P b o n d cl e a v a g e f oll o w e d b y C -N b o n d 

cl e a v a g e  d uri n g  I D M P  o xi d ati o n  o n  M n O 2 ,  b a s e d  o n  n e ar-e q ui m ol ar  p h o s p h at e  yi el d s  a n d 

s u b st oi c hi o m etri c  A M P A  yi el d s,  d efi niti v e  c o nfir m ati o n  of  t hi s  m e c h a ni s m  r e q uir e s  f urt h er 

i n v e sti g ati o n. F urt h er, t h e r ol e of M nIII o n t h e mi n er al s urf a c e a n d i n t h e a q u e o u s p h a s e r e m ai n s 

u n cl e ar: T o w hi c h e xt e nt a n d w h er e i s – if at all – M n III i n v ol v e d ? T hi s will pr o b a bl y d e vi at e f or 

diff er e nt  a mi n o p h o s p h o n at e s  a n d  A P P s  d u e  t o  diff eri n g  c h el ati n g  c a p a biliti e s  a n d  t h er ef or e 

diff er e nt M n III st a biliti e s i n s ol uti o n. El u ci d ati n g t h e i n v ol v e m e nt of M n III i n t h e s e r e a cti o n s w o ul d 

pr o vi d e  cr u ci al  i n si g ht s  i nt o  t h e  r e d o x  d y n a mi c s  at  t h e  mi n er al -w at er  i nt erf a c e,  p ot e nti a ll y 

r e v e ali n g r at e-li miti n g st e p s a n d i nt er m e di at e s i n t h e o xi d ati o n pr o c e s s, w hi c h c o ul d si g nifi c a ntl y 

e n h a n c e o ur u n d er st a n di n g of A( P) P tr a n sf or m ati o n m e c h a ni s m s i n b ot h e n gi n e er e d a n d n at ur al 

s y st e m s.  

T o  i n v e sti g at e  t h e  m e c h a ni s m  a n d  s u c c e s si o n  of  b o n d  cl e a v a g e s,  eit h er  i s ot o p e -l a b elli n g4 8  or 

nitr o g e n  C SI A  pr e s e nt  h el pf ul  t o ol s.  B y  e. g.  u si n g  i s ot o p e -l a b ell e d  w at er  ( H2 1 8 O),  o n e  c o ul d 

m o nit or if a n d w h er e t h e h e a v y w at er o x y g e n i s i n s ert e d i nt o t h e T P s 4 9 . Nitr o g e n C SI A of I D M P 

i n a d diti o n t o c ar b o n C SI A c o ul d pr o vi d e i n si g ht s if nitr o g e n i n v ol vi n g b o n d s ar e cl e a v e d pri m aril y 

i n t h e r e a cti o n pr o gr e s s. T o i n v e sti g at e t h e f or m ati o n of M nIII, o n e c o ul d m a k e u s e of c h el ati n g 

a g e nt s l e a di n g t o M n III-c o m pl e x e s wit h di sti n ct U V/ vi s a b s or pti o n. B y st a bili zi n g p ot e nti al M n III i n 

s ol uti o n  wit h  str o n g  li g a n d s  s u c h  a s  d e sf erri o x a mi n e  B  ( D F O B)  or  C d -p or p h yri n  ( T C P P),  M n III 

c o ul d b e m a d e vi si bl e 5 0 – 5 2 . H o w e v er, t h o s e m et h o d s still f a c e s o m e c h all e n g e s d u e t o t h e r e d o x 

i n st a bilit y of D F O B or t h e o xi d ati o n of f or m e d M nII c o m pl e x e s b y m ol e c ul ar o x y g e n t o M n III 5 0 . T h e 

i n v e sti g ati o n of t h e M n o xi d ati o n st at e s o n t h e mi n er al s urf a c e c o ul d b e r e ali z e d b y m e a n s of X-

r a y p h ot o-el e ctr o n s p e ctr o s c o p y. T hi s h el p s t o el u ci d at e t h e r ol e of M n 2 +  s or b e d t o t h e mi n er al 

s urf a c e,  e. g.  if  it  u n d er g o e s  c o m pr o p orti o n ati o n  wit h  M n I V t o  f or m  M nIII a n d  h o w  diff er e nt  M n 

o xi d ati o n st at e s e n h a n c e or i n hi bit t h e h et er o g e n o u s r e a cti o n.  

E s p e ci all y f or t h e o xi d ati o n of D T P M P o n M n O 2  (c h a pt er 4 ) t h e i d e ntifi c ati o n of u n k n o w n T P s i s 

still  p e n di n g.  F urt h er,  t h e  q u e sti o n s  ar o s e:  I n  w hi c h  m atri c e s  i s  t h e  r e a cti o n  p o s si bl e ?  W hi c h 
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p ar a m et er s eff e ct t h e gl y p h o s at e a n d A M P A yi el d ? H o w l o n g ar e gl y p h o s at e a n d A M P A st a bl e i n 

diff er e nt r e a cti o n m atri c e s ?  

T h o s e r e s e ar c h q u e sti o n s c o ul d b e a n s w er e d b y c o n d u cti n g f urt h er l a b or at or y e x p eri m e nt s a s 

d e s cri b e d i n c h a pt er 4  u si n g diff er e nt m atri c e s a n d a d di n g diff er e nt p ar a m et er s s u c h a s i n or g a ni c 

c ati o n s, a ni o n s or n at ur al or g a ni c m att er. El u ci d ati o n of t h e r e a cti o n m e c h a ni s m w o ul d r e q uir e 

diff er e nt a n al yti c al m et h o d s. U si n g hi g h -r e s ol uti o n m a s s s p e ctr o m etr y ( H R M S) c o ul d s he d li g ht 

o n  t h e  s o  f ar  u n k n o w n  T P s.  T h o s e,  e s p e ci all y  i nt er m e di at e  pr o d u ct s,  c o ul d  alr e a d y  pr e s e nt 

i n di c at or s f or t h e u n d erl yi n g r e a cti o n m e c h a ni s m. T h e u s e of i s ot o p e-l a b ell e d gl y p h o s at e, pr e s e nt 

i n t h e s ol uti o n fr o m t h e st art, c o ul d tr a c e if gl y p h o s at e i s f or m e d a n d tr a n sf or m e d i n p ar all el a n d 

t h u s s h e d li g ht o n gl y p h o s at e’ s st a bilit y i n t h e r e a cti o n s u s p e n si o n.  

T h e I C -P A D m et h o d c o ul d b e e x p a n d e d, b y i ntr o d u ci n g m or e e xt er n al st a n d ar d s. S o m e T P s of 

D T P M P tr a n sf or m ati o n r e a cti o n s ar e n ot e a sil y c o m m er ci all y a v ail a bl e, t h u s, t o f urt h er i n v e sti g at e 

A P P  tr a n sf or m ati o n,  t h o s e  st a n d ar d s  w o ul d  n e e d  t o  b e  s elf -s y nt h e si z e d.  A  hi g h er  d e gr e e  of 

a p pli c a bilit y c o ul d b e a c hi e v e d b y t h e i n cl u si o n of s a m pl e pr e p ar ati o n st e p s li k e p urifi c ati o n a n d 

pr e- c o n c e ntr ati o n,  w hi c h  w o ul d  p ot e nti all y  all o w  t h e  m e a s ur e m e nt  of  n at ur al  s a m pl e s  i n  t h e 

f ut ur e. 

 

B uil di n g u p o n t h e s h ort -t er m pr oj e cti o n s a n d i m m e di at e f oll o w-u p w or k o utli n e d i n t h e pr e vi o u s 

s e cti o n,  s e v er al l o n g-t er m  r e s e ar c h  dir e cti o n s  em er g e  t h at  c o ul d  p ot e nti all y  r e s h a p e  o ur 

u n d er st a n di n g of A P P s a n d t h eir e n vir o n m e nt al f at e o v er t h e c o mi n g y e ar s t o d e c a d e s.  

Fir stl y,  t h e  di s c o v er y  of  gl y p h o s at e  f or m ati o n  fr o m  A P P s  i n  n at ur al  a n d  t e c h ni c al  s y st e m s 

n e c e s sit at e s d et ail e d i n v e sti g ati o n s i nt o t h e m e c h a ni s m s a n d c o n diti o n s of t hi s tr a n sf or m ati o n. 

F ut ur e  r e s e ar c h  s h o ul d  f o c u s  o n  i d e ntif yi n g  t h e  pri m ar y  l o c ati o n s  of  A P P  d e gr a d ati o n  a n d 

gl y p h o s at e f or m ati o n, w h et h er i n s e w er s y st e m s, W W T P s, s urf a c e w at er s, or s oil e n vir o n m e nt s. 

T h e  s p e cifi c  pr o c e s s e s  l e a di n g  t o  gl y p h o s at e  f or m ati o n  n e e d  t o  b e  el u ci d at e d,  wit h  p arti c ul ar 

att e nti o n t o t h e r ol e of m a n g a n e s e. W hil e o ur r e s e ar c h h a s hi g hli g ht e d t h e p ot e nti al si g nifi c a n c e 

of m a n g a n e s e -dri v e n o xi d ati o n, it r e m ai n s t o b e s e e n w h et h er t hi s i s t h e pr e d o mi n a nt m e c h a ni s m 

i n c o m pl e x e n vir o n m e nt al m atri c e s a n d s y st e m s.  

A d diti o n all y,  t h e  st a bilit y  a n d  p er si st e n c e  of  t h e  f or m e d  gl y p h o s at e  i n  t h e s e  s y st e m s  r e q uir e 

t h or o u g h e x a mi n ati o n. T h e e n vir o n m e nt al i m pli c ati o n s of c o nti n u o u s, l o w-l e v el gl y p h o s at e e ntr y 

i nt o a q u ati c e c o s y st e m s d e m a n d c o m pr e h e n si v e st u d y. R e s e ar c h s h o ul d f o c u s o n t h e l o n g-t er m 
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eff e ct s o n a q u ati c or g a ni s m s a n d pl a nt s, a s e v e n l o w c o n c e ntr ati o n s mi g ht l e a d t o c hr o ni c t o xi cit y 

or alt er ati o n s i n e c o s y st e m d y n a mi c s. T hi s w or k t o g et h er wit h ot h er r e c e nt fi n di n g s u n d erli n e t h e 

n e c e s sit y  f or  t h e  d e v el o p m e nt  of  n e w  l o n g -t er m  m o nit ori n g  pr o gr a m s  t o  c a pt ur e  s u btl e, 

c u m ul ati v e  eff e ct s.  M or e o v er,  t h e  p ot e nti al  f or  A P P -d eri v e d  gl y p h o s at e  f or m ati o n  m a y  r ei g nit e 

di s c u s si o n s o n t h e l o n g -t er m t o xi cit y a n d c ar ci n o g e ni cit y of gl y p h o s at e f or h u m a n s. T h e s ci e ntifi c 

c o m m u nit y  a n d  r e g ul at or y  b o di e s  m a y  n e e d  t o  r e a s s e s s  t h e  ri s k s  a s s o ci at e d  wit h  gl y p h o s at e 

e x p o s ur e, c o n si d eri n g t hi s n e wl y i d e ntifi e d, c o nti n u o u s s o ur c e. T hi s r e a s s e s s m e nt s h o ul d i n cl u d e 

e pi d e mi ol o gi c al  st u di e s  t h at  a c c o u nt  f or  p ot e nti al  l o w -l e v el,  c hr o ni c  e x p o s ur e  fr o m  n o n-

a gri c ult ur al s o ur c e s.  

Fr o m  a n  a n al yti c al  p er s p e cti v e,  t h e  fi n di n g s  of  t hi s  t h e si s,  al o n g  wit h  ot h er  r e c e nt  r e s e ar c h, 

u n d er s c or e t h e n e e d f or r o uti n e a n al y si s of A P P s, p arti c ul arl y E D T M P a n d D T P M P, al o n g si d e 

gl y p h o s at e  a n d  A M P A  i n  W W T P s  a n d  s urf a c e  w at er s.  E st a bli s hi n g  a p pr o pri at e  s a m pli n g 

fr e q u e n ci e s,  ti m e  p oi nt s,  a n d  l o c ati o n s  will  b e  cr u ci al  f or  d eri vi n g  m e a ni n gf ul  d at a  o n  t h e 

o c c urr e n c e  a n d  f at e  of  t h e s e  c o m p o u n d s.  T hi s  s hift  i n  a n al yti c al  f o c u s  will  r e q uir e  e q ui p pi n g 

r o uti n e l a b or at ori e s wit h i n str u m e nt s c a p a bl e of p erf or mi n g e a s y, gr e e n, r o b u st, a n d c o st -effi ci e nt 

A( P) P a n al y si s. F urt h er r e s e ar c h i n s a m pl e pr e p ar ati o n, a ut o m ati o n, a n d a n al yti c al t e c h ni q u e s 

will b e n e c e s s ar y t o m e et t hi s d e m a n d.  

O n a br o a d er s c al e, t hi s t h e si s hi g hli g ht s t h e criti c al i m p ort a n c e of t h or o u g hl y i n v e sti g ati n g wi d el y 

u s e d c h e mi c al s f or b ot h dir e ct a n d i n dir e ct e n vir o n m e nt al a n d h e alt h eff e ct s b ef or e t h eir l ar g e -

s c al e  e n vir o n m e nt al  r el e a s e.  T h e  u n e x p e ct e d  f or m ati o n  of  a  c o ntr o v er si al  h er bi ci d e  fr o m  a 

s u p p o s e dl y  b e ni g n  c h el ati n g  a g e nt  s er v e s  a s  a  st ar k  r e mi n d er  of  t h e  p ot e nti al  f or  u nf or e s e e n 

c o n s e q u e n c e s i n c h e mi c al u s a g e. It i s h o p e d t h at t h e s e fi n di n g s will c o ntri b ut e t o a s hift t o w ar d s 

m or e ri g or o u s s cr uti n y a n d c o m pr e h e n si v e ri s k a s s e s s m e nt of c h e mi c al s pri or t o t h eir wi d e s pr e a d 

a p pli c ati o n.  
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( 2 2) E ur o p e a n P h o s p h o n at e s A s s o ci ati o n. I n p ut t o t h e R e vi si o n of t h e E U E c ol a b el s R el at e d t o 

D et er g e nt s ; 2 0 1 5. 

htt p s:// w w w. p h o s p h o n at e s. or g/i m a g e s/I m a g e s/ D o c u m e nt s/ E P A % 2 0 p h o s p h o n at e % 2 0i n p ut

% 2 0 d et er g e nt % 2 0 E c ol a b el. p df ( a c c e s s e d 2 0 2 2 -1 1 -2 8).  

( 2 3) N o w a c k,  B.  A mi n o p ol y p h o s p h o n at e  R e m o v al  d uri n g  W a st e w at er  Tr e at m e nt. W at er  R e s  

2 0 0 2 , 3 6 , 4 6 3 6– 4 6 4 2.  

( 2 4) N o w a c k,  B.  D et er mi n ati o n  of  P h o s p h o n at e s  i n  N at ur al  W at er s  b y  I o n -P air  Hi g h -

P erf or m a n c e Li q ui d C hr o m at o gr a p h y. J C hr o m at o gr A  1 9 9 7 , 7 7 3 , 1 3 9– 1 4 6.  

( 2 5) E n g el b art, L.; Bi e g er, S.; T h o m p s o n, K. J.; B a d er, T.; Kr a m er, M.; H a d erl ei n, S.; R ö h n elt, 

A.;  M arti n,  P.;  B u c h n er,  D.;  Bl o c h,  R.;  R ü g n er,  H.;  H u h n,  C.  D e  N o v o  F or m ati o n  of 

Gl y p h o s at e a n d  A M P A  i n  S e w a g e  Sl u d g e  fr o m  P h o s p h o n at e s  U s e d  a s  A nti s c al a nt s  a n d 

Bl e a c h St a bili z er s i n H o u s e h ol d s a n d I n d u str y ( W R 9 1 1 5 1). s u b mitt e d t o W at er R e s e ar c h  

2 0 2 4 . 

( 2 6) A n dr á s  S z é k á c s;  B él a  D ar v a s.  F ort y  Y e ar s  wit h  Gl y p h o s at e.  I n H er bi ci d e s:  Pr o p erti e s, 

S y nt h e si s a n d C o ntr ol of W e e d s ; 2 0 1 2; p p 2 4 7– 2 8 7.  

( 2 7) B or g g a ar d, O. K.; Gi m si n g, A. L. F at e of Gl y p h o s at e i n S oil a n d t h e P o s si bilit y of L e a c hi n g 

t o  Gr o u n d  a n d  S urf a c e  W at er s:  A  R e vi e w. P e st  M a n a g  S ci  2 0 0 8 , 6 4  ( 4),  4 4 1– 4 5 6. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ p s. 1 5 1 2.  

( 2 8) St e b er,  J.;  Wi eri c h,  P.  Pr o p erti e s  of  A mi n otri s( M et h yl e n e p h o s p h o n at e)  Aff e cti n g  It s 

E n vir o n m e nt al  F at e:  D e gr a d a bilit y,  Sl u d g e  A d s or pti o n,  M o bilit y  i n  S oil s,  a n d 

Bi o c o n c e ntr ati o n. C h e m o s p h er e  1 9 8 7 , 1 6  ( 6), 1 3 2 3– 1 3 3 7.  
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( 2 9) Dr z y z g a,  D.;  F orl a ni,  G.;  V er m a n d er,  J.;  K af ar s ki,  P.;  Li p o k,  J.  Bi o d e gr a d ati o n  of  t h e 

A mi n o p ol y p h o s p h o n at e D T P M P b y t h e C y a n o b a ct eri u m A n a b a e n a V ari a bili s Pr o c e e d s vi a 

a  C – P  L y a s e -I n d e p e n d e nt  P at h w a y. E n vir o n  Mi cr o bi ol  2 0 1 7 , 1 9  ( 3),  1 0 6 5– 1 0 7 6. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/ 1 4 6 2 -2 9 2 0. 1 3 6 1 6.  

( 3 0) Ri e d el,  R.;  M ei ß n er,  K.;  K a s c h u b o w s ki,  A.;  B e n n d orf,  D.;  M arti e n s s e n,  M.;  Br a u n,  B. 

L a u n dr y  I s ol at e  D elfti a  S p.  U B M 1 4  C a p a bl e  of  Bi o d e gr a di n g  I n d u stri all y  R el e v a nt 

A mi n o p h o s p h o n at e s. Mi cr o or g a ni s m s  2 0 2 4 , 1 2   ( 8). 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 3 3 9 0/ mi cr o or g a ni s m s 1 2 0 8 1 6 6 4.  

( 3 1) Ri e d el, R.; Kr a hl, K.; B u d er, K.; B öll m a n n, J.; Br a u n, B.; M arti e n s s e n, M. N o v el St a n d ar d 

Bi o d e gr a d ati o n  T e st  f or  S y nt h eti c  P h o s p h o n at e s. J  Mi cr o bi ol  M et h o d s  2 0 2 3 , 2 1 2 . 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. mi m et. 2 0 2 3. 1 0 6 7 9 3.  

( 3 2) Ri e d el, R.; C o m mi c h a u, F. M.; B e n n d orf, D.; H ert el, R.; H ol z er, K.; H o el zl e, L. E.; M ar d o u k hi, 

M. S. Y.; N o a c k, L. E.; M arti e n s s e n, M. Bi o d e gr a d ati o n of S el e ct e d A mi n o p h o s p h o n at e s b y 

t h e  B a ct eri al  I s ol at e  O c hr o b a ctr u m  S p.  B T U 1. Mi cr o bi ol  R e s  2 0 2 4 , 2 8 0 . 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. mi cr e s. 2 0 2 4. 1 2 7 6 0 0.  

( 3 3) M arti n, P. R.; B u c h n er, D.; J o c h m a n n, M. A.; El s n er, M.; H a d erl ei n, S. B. T w o P at h w a y s 

C o m p et e i n t h e M n(II) -C at al y z e d O xi d ati o n of A mi n otri s m et h yl e n e P h o s p h o n at e ( A T M P). 

E n vir o n S ci T e c h n ol  2 0 2 2 , 5 6  ( 7), 4 0 9 1– 4 1 0 0. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s. e st. 1 c 0 6 4 0 7.  

( 3 4) St e b er,  J.;  Wi eri c h,  P.  Pr o p erti e s  of  H y dr o x y et h a n e  Di p h o s p h o n at e  Aff e cti n g  It s 

E n vir o n m e nt al  F at e:  D e gr a d a bilit y,  Sl u d g e  A d s or pti o n,  M o bilit y  i n  S oil s,  a n d 

Bi o c o n c e ntr ati o n. C h e m o s p h er e  1 9 8 6 , 1 5  ( 7), 9 2 9– 9 4 5.  

( 3 5) Ar m e nt a, S.; G arri g u e s, S.; d e l a G u ar di a, M. Gr e e n A n al yti c al C h e mi str y. Tr A C - Tr e n d s i n 

A n al yti c al C h e mi str y  2 0 0 8 , 2 7  ( 6), 4 9 7– 5 1 1. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.tr a c. 2 0 0 8. 0 5. 0 0 3.  

( 3 6) T o bi s z e w s ki,  M.;  M ar ć,  M.;  G ał u s z k a,  A.;  N a mi e s̈ ni k,  J.  Gr e e n  C h e mi str y  M etri c s  wit h 

S p e ci al R ef er e n c e t o Gr e e n A n al yti c al C h e mi str y. M ol e c ul e s . M D PI A G J u n e 1, 2 0 1 5, p p 

1 0 9 2 8 – 1 0 9 4 6. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 3 3 9 0/ m ol e c ul e s 2 0 0 6 1 0 9 2 8.  

( 3 7) W a n g, S.; S u n, S.; S h a n, C.; P a n, B. A n al y si s of Tr a c e P h o s p h o n at e s i n A ut h e nti c W at er 

S a m pl e s  b y  Pr e -M et h yl ati o n  a n d  L C -Or bitr a p  M S/ M S. W at er  R e s  2 0 1 9 , 1 6 1 ,  7 8– 8 8. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. w atr e s. 2 0 1 9. 0 5. 0 9 9.  
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( 3 8) Ar m br u st er, D.; R ott, E.; Mi n k e, R.; H a p p el, O. Tr a c e -L e v el D et er mi n ati o n of P h o s p h o n at e s 

i n Li q ui d a n d S oli d P h a s e of W a st e w at er a n d E n vir o n m e nt al S a m pl e s b y I C- E SI-M S/ M S. 

A n al Bi o a n al C h e m  2 0 1 9 , 4 1 2  ( 2 0), 4 8 0 7– 4 8 2 5. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 2 1 6 -0 1 9 -0 2 1 5 9 -

5.  

( 3 9) H a n k e,  I.;  Si n g er,  H.;  H oll e n d er,  J.  Ultr atr a c e -L e v el  D et er mi n ati o n  of  Gl y p h o s at e, 

A mi n o m et h yl p h o s p h o ni c A ci d a n d Gl uf o si n at e i n N at ur al W at er s b y S oli d -P h a s e E xtr a cti o n 

F oll o w e d b y Li q ui d C hr o m at o gr a p h y – T a n d e m M a s s S p e ctr o m etr y: P erf or m a n c e T u ni n g of  

D eri v ati z ati o n, E nri c h m e nt a n d D et e cti o n. A n al Bi o a n al C h e m  2 0 0 8 , 3 9 1  ( 6), 2 2 6 5– 2 2 7 6. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 2 1 6 -0 0 8 -2 1 3 4 -5.  

( 4 0) Al o n s o, B.; Griff er o, L.; B e nt o s P er eir a, H.; P ar ej a, L.; P ér e z P ar a d a, A. D et er mi n ati o n of 

Gl y p h o s at e  a n d  A M P A  i n  Fr e s h w at er  a n d  S oil  fr o m  A gr o e c o s y st e m s  b y  9 -

Fl u or e n yl m et h o x y c ar b o n yl  C hl ori d e  D eri v ati z ati o n  a n d  Li q ui d  C hr o m at o gr a p h y - 

Fl u or e s c e n c e  D et e cti o n  a n d  T a n d e m  M a s s  S p e ctr o m etr y. M et h o d s X  2 0 2 2 , 9 . 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. m e x. 2 0 2 2. 1 0 1 7 3 0.  

( 4 1) T e w ari,  M. -J.  K.;  v a n  Str o e -Bi e z e,  S.  A n al y si s  of  A mi n e -C o nt ai ni n g  P h o s p h o n at e s  i n 

D et er g e nt  P o w d er s  b y  A ni o n -E x c h a n g e  C hr o m at o gr a p h y  wit h  P ul s e d  A m p er o m etri c 

D et e cti o n. J C hr o m at o gr A  1 9 9 7 , 7 7 1 , 1 5 5– 1 6 1.  

( 4 2) W ei s s, J.; H ä g el e, G. L o n e n -C hr o m at o gr a p hi s c h e A n al y s e A n or g a ni s c h er U n d Or g a ni s c h er 

K o m pl e x bil d n er. Fr e s e ni u s Z A n al C h e m  1 9 8 7 , 3 4 8 , 4 6– 5 0.  

( 4 3) V a n Br u g g e n, A. H. C.; H e, M. M.; S hi n, K.; M ai, V.; J e o n g, K. C.; Fi n c k h, M. R.; M orri s, J. 

G.  E n vir o n m e nt al  a n d  H e alt h  Eff e ct s  of  t h e  H er bi ci d e  Gl y p h o s at e. S ci e n c e  of  t h e  T ot al 

E n vir o n m e nt .  El s e vi er  B. V.  M ar c h  1,  2 0 1 8,  p p  2 5 5– 2 6 8. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. s cit ot e n v. 2 0 1 7. 1 0. 3 0 9.  

( 4 4) Gr a n d c oi n, A.; Pi el, S.; B a ur è s, E. A mi n o M et h yl P h o s p h o ni c A ci d ( A M P A) i n N at ur al W at er s: 

It s  S o ur c e s,  B e h a vi or  a n d  E n vir o n m e nt al  F at e. W at er  R e s  2 0 1 7 , 1 1 7 ,  1 8 7– 1 9 7. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. w atr e s. 2 0 1 7. 0 3. 0 5 5.  

( 4 5) B e nt o, C. P. M.; Y a n g, X.; G ort, G.; X u e, S.; v a n D a m, R.; Z o m er, P.; M ol, H. G. J.; Rit s e m a, 

C. J.; G ei s s e n, V. P er si st e n c e of Gl y p h o s at e a n d A mi n o m et h yl p h o s p h o ni c A ci d i n L o e s s 
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S ci e n c e  of  t h e  T ot al  E n vir o n m e nt  2 0 1 6 , 5 7 2 ,  3 0 1– 3 1 1. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. s cit ot e n v. 2 0 1 6. 0 7. 2 1 5.  
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( 4 7) M y er s, J. P.; A nt o ni o u, M. N.; Bl u m b er g, B.; C arr oll, L.; C ol b or n, T.; E v er ett, L. G.; H a n s e n, 

M.; L a n dri g a n, P. J.; L a n p h e ar, B. P.; M e s n a g e, R.; V a n d e n b er g, L. N.; V o m S a al, F. S.; 

W el s h o n s, W. V.; B e n br o o k, C. M. C o n c er n s o v er U s e of Gl y p h o s at e -B a s e d H er bi ci d e s a n d 

Ri s k s A s s o ci at e d wit h E x p o s ur e s: A C o n s e n s u s St at e m e nt. E n vir o n m e nt al H e alt h  2 0 1 6 , 1 5  

( 1). htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 9 4 0-0 1 6 -0 1 1 7 -0.  
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A  -  S up p orti ng  i nf orm ati o n t o ch ap t er 1
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A - S u p p orti n g i nf or m ati o n t o c h a pt er 1

Fi g ur e  A. 1 p K a  v al u e s  of  t h e  si x  a mi n o p h o s p h o n at e s  m ai nl y  i n v e sti g at e d  i n  t hi s  t h e si s:  A M P A,  gl y p h o s at e,  I D M P, 
A T M P, E D T M P a n d D T P M P. T h e p K a v al u e s ar e t a k e n fr o m P o p o v et al. 2 0 0 1 ( E D T M P, A M P A), T o m s o n et al. 1 9 9 4 
( D T P M P), Gr af et al. 2 0 2 2 ( gl y p h o s at e), D el u c h at et al. 1 9 9 7 ( A T M P) a n d M ot e k aiti s & M ort ell 2 0 0 6 ( gl y p h o s at e, I D M P).
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B - S u p p orti n g i nf or m ati o n t o c h a pt er 2  

I N T R O D U C TI O N 

S p e ci ati o n of I D M P, A M P A a n d P O 4
3-  

 

Fi g ur e B. 1  S p e ci ati o n s of I D M P, A M P A a n d p h o s p h at e b et w e e n p H 3 a n d 1 1. p K a v al u e s f or a n i o ni c str e n gt h of 0. 1 
M, t a k e n fr o m P o p o v et al. 1 . 
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Fi g ur e B. 2 S c h e m ati c e x pl a n ati o n of t h e ki n eti c i s ot o p e eff e ct, r e s p. 1 3 C e nri c h m e nt i n t h e r e a ct a nt d uri n g a C -b o n d 
cl e a v a g e r e a cti o n.

B o n d cl e a v a g e

Li g ht i s ot o p ol o g u e (o nl y 1 2 C) H e a v y i s ot o p ol o g u e (o n e 1 3 C)
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M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  

Eff e ct s of b uff er o n I D M P o xi d ati o n o n M n O 2  

 

Fi g ur e B. 3  C o m p ari s o n of t w o e x p eri m e nt s c o nt ai ni n g 1. 7 g/ L M n O 2/ c o m  wit h a n d wit h o ut b uff er ( 2 0 m M M E S).  Err or 
b ar s r e pr e s e nt t h e a b s ol ut e err or b et w e e n d u pli c at e s.  

 

A M P A +I D M P q u a ntifi c ati o n u si n g t h e I C -E C D fl o w gr a di e nt m et h o d  

 

Fi g ur e B. 4  C hr o m at o gr a m of si m ult a n e o u s I D M P a n d A M P A q u a ntifi c ati o n u si n g I C -E C D wit h a fl o w gr a di e nt m et h o d 
( s e e Fi g ur e B. 2). R T( A M P A) = 4. 1 7 mi n, R T(I D M P)  = 1 3. 0 0 mi n.  
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T h e I C -E C D m e a s ur e m e nt s h a d a t ot al l e n gt h of 2 4  mi n, e a c h, a n d w er e c o n d u ct e d u si n g a fl o w 

gr a di e nt ( s e e T a bl e B. 1 a) ). T h e d et e ct or w a s s et t o t h e “fl e xi P A D” m o d e ( T a bl e B. 1 b) ), r u n ni n g 

a n e w c y cl e e v er y 9 0 0  m s. A n al yt e si g n al s h a v e b e e n i nt e gr at e d ( m e a s ur e m e nt p eri o d) b et w e e n 

3 7 0  a n d  7 9 0  m s,  t h u s  m e a s ur e m e nt  ti m e  w a s  4 2 0  m s  st arti n g  e v er y  9 0 0  m s.  T h e  a c c or di n g 

d et e ct or r a n g e w a s 2 0 0  μ A. 

 

T a bl e B. 1  a) Fl o w gr a di e nt m et h o d, b) d et e ct or m et h o d "fl e xi P A D" u s e d f or I D M P a n d A M P A q u a ntifi c ati o n s u si n g I C -
E C D.  

a) Fl o w Gr a di e nt   b) D et e ct or M et h o d fl e xi P A D  

Ti m e i n 

mi n  

Fl o w i n 

m L mi n - 1 

C u r v e   Ti m e 

p eri o d i n 

m s  

S u m ti m e 

i n m s 

St art 

p ot e nti al 

i n V 

E n d 

p ot e nti al 

i n V 

0. 0  0. 4    3 7 0  3 7 0  0. 0  0. 0  

7. 0  1. 2  St e p   1 5 0  5 2 0  0. 0  0. 2 5  

1 8. 0  1. 2  Li n e ar   1 1 0  6 3 0  0. 2 5  0. 2 5  

2 1. 0  0. 4  Li n e ar   1 2 0  7 5 0  0. 2 5  0. 0  

2 4. 0  0. 4  Li n e ar   5 0  8 0 0  0. 0  0. 0  

    4 0  8 4 0  -1. 0  -1. 0  

    6 0  9 0 0  0. 6  0. 6  

 

M P- A E S  

A q u e o u s m a n g a n e s e  i n t h e c e ntrif u g e d a n d filt er e d s a m pl e s w a s q u a ntifi e d  b y a 4 2 0 0 M P – A E S, 

e q ui p p e d  wit h  a  S P S  3  a ut o s a m pl er,  a  c y cl o ni c  s pr a y  c h a m b er  a n d  a n  e a s y – fit  t or c h  ( A gil e nt 

T e c h n ol o gi e s, S a nt a Cl ar a, U nit e d St at e s). T h e s el e ct e d w a v el e n gt h w a s 4 0 3. 0 7 6 n m. T h e r e a d 

ti m e a n d g a s n e b uli z er g a s fl o w w er e s et t o 5 s a n d 0. 8 5 L/ mi n, r e s p e cti v el y. S a m pl e s w er e dil ut e d 

pri or t o a n al y si s 1: 4,  wit h  a fi n al c o n c e ntr ati o n of  1 % ( v/ v) H N O 3 . E xt er n al st a n d ar d s i n t h e r a n g e 

b et w e e n 0 . 1 m g / L a n d 2 5 . 0 m g/ L w er e u s e d f or q u a ntifi c ati o n ( R 2 > 0. 9 9 9 9 ). 
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L C -I R M S 

L C -I R M S m e a s ur e m e nt s:  D e vi c e s,  m e a s uri n g/ o xi d ati o n  c o n diti o n s  a n d 

f urt h er a n al yti c al p ar a m et er s 

S e p ar ati o n of I D M P fr o m ot h er c o m p o n e nt s w a s a c hi e v e d u si n g a n Ulti M at e 3 0 0 0 H P L C -s y st e m  

e q ui p p e d  wit h  a n  a ni o n  e x c h a n g e  c ol u m n  ( S h o d e x  I C  NI -4 2 4,  1 0 0 x 4. 6  m m)  ( S h o w a  D e n k o, 

T o k y o, J a p a n) h el d c o n st a nt at 4 0  ° C. T h e m o bil e p h a s e ( 2. 5  m M N a H 2 P O 4  a ci difi e d t o p H 2. 6 b y 

H 3 P O 4 ) w a s d eli v er e d at a fl o w r at e of 0. 5 m L/ mi n. T h e s e p ar ati o n u nit w a s c o u pl e d t o t h e I R M S 

(D elt a V Pl u s I R M S, T h er m o  Fi s h er S ci e ntifi c, Br e m e n, G er m a n y) vi a t h e i nt erf a c e (L C -I s oL i n k, 

T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c, Br e m e n, G er m a n y ). C o m pl et e o xi d ati o n w a s a c hi e v e d b y fl o w r at e s of 

5 0  μ L/ mi n  ( 1. 5 M  H 3 P O 4 )  r e s p.  7 5 μ L/ mi n  ( 6 0  g/ L N a 2 S 2 O 8 ),  wit h  t h e  o xi d ati o n  r e a ct or  s et  t o 

9 9. 9  ° C.  St a bilit y  of  t h e  o xi d ati o n  c o n diti o n s  a n d  t h er ef or e δ -v al u e s  w er e  c h e c k e d  b y  e xt er n al 

st a n d ar d s ( 0. 1 - 1 m M I D M P), w hil e i o n s o ur c e p erf or m a n c e w a s m o nit or e d b y f o ur C O 2  r ef er e n c e 

g a s p e a k s; t h e t hir d o n e s er v e d a s “ s et -z er o” f or t h e c al c ul ati o n of δ - val u e s. E a c h e x p eri m e nt al 

d u pli c at e w a s m e a s ur e d i n tri pli c at e s ( n  = 6). T h e st a n d ar d d e vi ati o n of t h o s e si x m e a s ur e m e nt s 

pr e s e nt s t h e st a n d ar d d e vi ati o n u s e d i n t hi s w or k.  

M o vi n g M e a n a p pr o a c h f or L PI A of I D M P  

T h e  li mit  of  pr e ci s e  i s ot o p e  a n al y si s  ( L PI A)  w a s  d et er mi n e d  t o  b e  5 0  μ M I D M P f oll o wi n g  t h e 

m o vi n g m e a n m et h o d b y J o c h m a n n et al. 2 . 

 

Fi g ur e B. 5  M o vi n g m e a n a p pr o a c h f or I D M P u si n g a N a 2 S 2 O 8  c o n c e ntr ati o n of 6 0  g/ L ( 7 5 μ L/ mi n) a n d 1. 5  M H3 P O 4  
( 5 0 μ L/ mi n).  
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L C -H R M S -I R M S m e a s ur e m e nt s 

I d e ntifi c ati o n  ( a n d  q u a ntifi c ati o n)  of  t h e  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s N -f or m yl-

a mi n o m et h yl p h o s p h o n at e ( F -A M P A) a n d h y dr o x y m et h yl p h o s p h o n at e ( H M P) w er e a c hi e v e d b y 

t h e  h y p h e n ati o n  of  a  L C-I R M S  ( T h er m o  Di o n e x  Ulti m at e  3 0 0 0,  T h er m o  Fi s h er  S ci e ntifi c  I n c., 

W alt h a m, U S A; D elt a V A d v a nt a g e I R M S, T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c, Br e m e n, G er m a n y) h ol di n g 

a n a ni o n e x c h a n g e c ol u m n (I C NI -4 2 4, 4. 6 m m I D x 1 0 0 m m L + 4. 6 m m I D x 1 0 m m L, S h o d e x, 

M ü n c h e n,  G er m a n y)  wit h  a  hi g h -r e s ol uti o n  m a s s  s p e ctr o m et er  ( Q E x a cti v e  Or bitr a p,  T h erm o 

Fi s h er  S ci e ntifi c  I n c.,  W alt h a m,  U S A)  u si n g  a  fl o w -s plitt er  ( Q ui c k S plit,  6 1 0 -P O 1 0 -0 6,  A SI, 

Ri c h m o n d U S). T h e c ol u m n t e m p er at ur e w a s 2 0 ° C, st a bili z e d b y a hi g h t e m p er at ur e H P L C 2 0 0 

c ol u m n o v e n ( SI M G m b H, O b er h a u s e n, G er m a n y). T h e i nj e ct e d s a m pl e v ol u m e w a s 1 0 µ L. T h e 

fl o w r at e of t h e el u e nt ( 4 m M s ulf uri c a ci d i n w at er, p H 3) w a s s et t o 4 0 0 µ L mi n- 1. A c o n st a nt s plit 

r ati o b et w e e n I R M S t o H R M S w a s a dj u st e d t o 1: 1 3. 3. D u e t o t hi s s plit r ati o, m o st of t h e el u e nt 

fl o w w a s l e d t o t h e I R M S ( 3 7 0 ± 2 µ L mi n- 1), w hil e o nl y a s m all p orti o n w a s l e d t o t h e H R M S ( 3 0 

± 2 µ L mi n - 1). 

F or  o xi d ati o n  of  t h e  a n al yt e s  b ef or e  e nt eri n g  t h e  I R M S,  p h o s p h ori c  a ci d  ( 1. 5  M  i n  w at er)  a n d 

s o di u m p er s ulf at e ( 1 0 0 g L - 1 i n w at er) w er e a d d e d a s o xi di zi n g r e a g e nt s t o t h e el u e nt str e a m at a 

fl o w r at e of 4 0 µ L mi n- 1 e a c h vi a a T -pi e c e. T h e o xi d ati o n r e a ct or w a s h e at e d t o 1 0 0 ° C, w hi c h 

i n d u c e s t h e f or m ati o n of s ul p h at e r a di c al s. 

 

M n O 2/ s y n  s y nt h e si s       

T h e  pr ot o c ol  f or  t h e  s y nt h e si s  of  M n O 2/ s y n  vi a  t h e  r e d u cti o n  of  K M n O 4  b y  H 2 O 2  u n d er  a ci di c 

c o n diti o n s  w a s  a d a pt e d  fr o m  Vill e g a s et  al. 3 .  Fir st,  7. 2  m L  c o n c e ntr at e d  nitri c  a ci d  ( E M S U R E, 

M er c k,  D ar m st a dt,  G er m a n y)  w a s  a d d e d  t o  7 2  m L  1  %  ( v/ v,  e q ui v al e nt  t o  4 2 6  m M)  h y dr o g e n 

p er o xi d e ( 3 0 %, f or a n al y si s, M er c k). Aft er w ar d s, 7 5 m L of a 2 7 4 m M K M n O 4 ( E M S U R E, M er c k) 

s ol uti o n w a s a d d e d t o t h e a ci di c h y dr o g e n p er o xi d e s ol uti o n wit h a p pr o xi m at el y 1. 5 m L/ mi n u n d er 

c o n st a nt r a pi d stirri n g. Aft er a r e a cti o n ti m e of 6 0 mi n, stirri n g w a s st o p p e d a n d t h e p arti cl e s  w er e 

all o w e d t o s ettl e f or a n ot h er 6 0 mi n. T h e r e si d u e w a s w a s h e d s e v er al ti m e s wit h ultr a p ur e w at er, 

u ntil it s h o w e d a c o n d u cti vit y ≥ 1. 5 μ S/ c m. T h e r e si d u e w a s t h e n v a c u u m filtr at e d a n d dri e d at 8 0 

° C f or 2 4 h. T h e dri e d mi n er al w a s cr u s h e d i n a m ort ar a n d st or e d i n a d e si c c at or o v er sili c a g el 

u p t o it s fi n al u s e.    
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Mi n er al C h ar a ct eri z ati o n:  

S c a n ni n g el e ctr o n mi cr o s c o p y  ( S E M): Z ei s s Cr o s s b e a m 5 5 0 F o c u s e d I o n B e a m – S c a n ni n g 

El e ctr o n Mi cr o s c o p e ( FI B -S E M) ( Z ei s s, O b er k o c h e n, G er m a n y), o p er at e d i n s e c o n d ar y el e ctr o n 

( S E)  m o d e  u si n g a n  a c c el er ati n g v olt a g e of  2 k V. T h e s a m pl e s  w er e m o u nt e d o nt o  al u mi n u m 

st u b s ( Ø 1 2 m m) u si n g  a c ar b o n a d h e si v e t a b a n d c o at e d wit h c a. 8 n m A u u si n g a B A L - T E CT M  

S C D 0 0 5 s p utt er c o at er.  

Br u n a u er -E m m ett -T ell er m et h o d  ( B E T): G e mi ni VII 2 3 9 0 ( Mi cr o m etri c s, N or cr o s s, G A, U nit e d 

St at e s)  b y  nitr o g e n  s or pti o n -d e s or pti o n  i s ot h er m s.  S a m pl e s  w er e  d e g a s s e d  b ef or e  a n al y si s 

o v er ni g ht u n d er v a c u u m at 1 2 0 ° C.  

P oi nt of Z er o C h ar g e : Z et a si z er N a n o Z S P ( M al v er n P a n a n al yti c al, M al v er n, U nit e d Ki n g d o m) 

i n f ol d e d c a pill ar y z et a c ell s at 2 0 ° C. M e a s ur e m e nt s w er e c o n d u ct e d i n tri pli c at e s wit h 1 0 t o 1 5 

r u n s, e a c h. F or a n al y si s, 5 0 m g/ L M n O2  s u s p e n si o n s w er e pr e p ar e d i n 1 0 m M N a Cl + 1 0  m M 

M E S b uff er a n d t h e p H w a s a dj u st e d b y 0. 1 M or 1 M N a O H a n d H Cl. T h e p oi nt of z er o c h ar g e 

w a s  d et er mi n e d  b y  pl otti n g  t h e  z et a  p ot e nti al  a s  f u n cti o n  of  t h e  a dj u st e d  p H  a n d  s u b s e q u e nt 

r e gr e s si o n of t h e li n e ar p art of t h e d at a s et s 

P yr o p h o s p h at e ( P P) e xtr a cti o n of M n III: M nIII-c o nt e nt of t h e t w o mi n er al s w a s i d e ntifi e d vi a P P -

e xtr a cti o n a n d s u b s e q u e nt s p e ctr o s c o pi c q u a ntifi c ati o n. F or e xtr a cti o n of a v ail a bl e M n III, 1 m M 

( 0. 0 8 7 g/L) or 1 7 m M ( 1. 5 g / L)  M n O2  w a s s u s p e n d e d i n 2 0 m M P P ( p H 7) a n d s h a k e n o n a n 

o v er h e a d s h a k er f or 2 4 h. Aft er w ar d s, t h e s u s p e n si o n w a s c e ntrif u g e d at 1 4 0 0 0 r cf f or 1 5 mi n 

a n d t h e s u p er n at a nt w a s a n al y z e d at 2 5 8 n m ( U V 5 Bi o, M ettl er T ol e d o, Gr eif e n s e e, S wit z erl a n d). 

T h e c o n c e ntr ati o n  of M n III-P P w a s c al c ul at e d b a s e d o n t h e m ol ar a b s or pti o n c o effi ci e nt at 2 5 8 n m 

of 6 7 5 0 ( M c m )- 1. T h e M n III-c o nt e nt w a s t h e n n or m ali z e d t o t h e B E T s urf a c e ar e a.  

P o w d er X- r a y  diffr a cti o n ( X R D): w a s  p erf or m e d  u si n g  a  D 8  Di s c o v er  ( Br u k er,  Bill eri c a,  M A, 

U nit e d St at e s) e q ui p p e d wit h a C u – s o ur c e ( C u - Kα  r a di ati o n, λ  = 1. 5 4 1 8 4 Å ) wit h a b e a m v olt a g e 

a n d c urr e nt of 4 0 k V a n d 2 0 m A, r e s p e cti v el y.  
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Fi g ur e B. 6  X-r a y diffr a ct o gr a m s of M n O2/ s y n  a n d M n O 2/ c o m  s h o wi n g n o di sti n ct p e a k s a n d t h u s e x hi biti n g a n a m or p h o u s 
str u ct ur e. 

 

 

Fi g ur e B. 7 S c a n ni n g El e ctr o n Mi cr o s c o p y ( S E M) pi ct ur e s of a) M n O 2/ c o m  a n d b) M n O 2/ s y n . 

 

B ot h  mi n er al s  s h o w  n o  p e a k s  i n  t h e  X -r a y  diffr a ct o gr a m s  a n d  t h er ef or e  r e v e al  a n  a m or p h o u s 

str u ct ur e.  T h e  e xtr a ct a bl e  M n III-c o nt e nt  w a s  1  %  of  t ot al  m a n g a n e s e  f or  M n O 2/ c o m  a n d  5  %  f or 

M n O 2/ s y n  (i n  %  of  t ot al  m a n g a n e s e).  Wit h  r e g ar d  t o  t h e  diff er e nt  s urf a c e  ar e a s,  b ot h  s h o w  a n 

e xtr a ct a bl e  M n III-c o nt e nt  of  1. 7 6  n m ol/ m 2 .  F urt h er,  t ot al  r efl e cti o n  X-r a y  fl u or e s c e n c e  ( T X R F) 

r e v e al e d j u st mi n or a m o u nt s of ot h er m o n o v al e nt c ati o n s i n b ot h mi n er al s ( K: c a. 0. 0 1 m ol ar r ati o 

v s M n f or M n O 2/ s y n , C a: 0. 3 m ol ar r ati o v s M n f or M n O 2/ c o m  a n d M n O 2/ s y n ), w hi c h v ali d at e s t h e l o w 

M n III c o nt e nt.  
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M n O 2/ s y n  e x hi bit s a fi v e ti m e s gr e at er s p e cifi c s urf a c e ar e a ( S S A) t h a n M n O 2/ c o m : 3 2 6 ± 1 m2 / g 

v er s u s 6 4. 5 ± 0. 2 m 2 / g. T h e S E M pi ct ur e s affir m t h e str o n g diff er e n c e i n S S A a n d s h o w t h at w e 

d e al wit h a hi g hl y p or o u s str u ct ur e i n c a s e of M n O 2/ s y n . W hil e t h e M n O 2/ s y n  e x hi bit s a v er y or d er e d 

fl o w er-li k e str u ct ur e w hi c h i s c o m m o n f or s y nt h eti c bir n e s sit e ( M c K e n dr y et al., 2 0 1 5), M n O2/ c o m  

a p p e ar s f ar l e s s p or o u s a n d m u c h d e n s er.  

T h e mi n er al s al s o diff er e d a l ot r e g ar di n g t h eir p oi nt of z er o c h ar g e ( p H p z c ), w hi c h i s 2. 3 ± 0. 1 

( M n O2/ s y n ) r e s p. 5. 6 ± 0. 1 ( M n O2/ c o m ).  

 

R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  

F- A M P A a n al y si s  

 

Fi g ur e B. 8  P a n el A : M a s s s p e ctr u m of a n I D M P tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt c o nt ai ni n g 1. 7 g/ L M n O2/ c o m , b ut n o b uff er, 
i n t h e m a s s r a n g e of 5 0-5 0 0 m/ z. P a n el B : Z o o m i n t h e m a s s r a n g e of 1 0 0-2 0 0 m/ z.  

 

T h e  c o n c e ntr ati o n s  of  F -A M P A  w er e  c al c ul at e d  b a s e d  o n  F -A M P A  L C -I R M S  p e a k  ar e a s  ( s e e 

Fi g ur e B. 8) – i d e ntifi e d b y t h e r e s p e cti v e H R M S m/ z – a s s u mi n g a n i d e nti c al o xi d ati o n effi ci e n c y 

t o I D M P. 
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Fi g ur e B. 9  Si m ult a n e o u s a n al y si s of a n I D M P tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt c o nt ai ni n g 1. 7 g/ L M n O 2/ c o m , b ut n o b uff er, 
b y L C -I R M S-H R M S. P a n el A 1  t o A 6  s h o w t h e a n al y si s wit h H R M S. T h e t ot al i o n c urr e nt ( TI C) i s pl ott e d a g ai n st t h e 
ti m e. E xtr a ct e d i o n c hr o m at o gr a m s ( EI C) w er e e xtr a ct e d f or I D M P, A M P A, o- P O4 , H M P, a n d F-A M P A. P a n el B  pr e s e nt s 
t h e  I R M S  m a s s  tr a c e  of  C O2  at  m a s s  4 4.  T h e  H R M S  a n d  I R M S  m e a s ur e m e nt s  h a v e  a  r et e nti o n  ti m e  off s et  of  1. 3 
mi n ut e s. F or t h e pr e s e nt ati o n of t h e d at a, t h e r et e nti o n ti m e w a s a dj u st e d a c c or di n gl y. H P L C c o n diti o n s: Fl o w r at e 0. 4 
m L mi n - 1, el u e nt w at er ( p H ~ 3, H2 S O 4 ). O xi d ati o n c o n diti o n s: 4 0 µ L mi n- 1 p h o s p h ori c a ci d ( 1. 5 M), 4 0 µ L mi n - 1 s o di u m 
p er o x y di s ulf at e s ol uti o n ( 1 0 0 g L - 1 i n H 2 O). I nj e cti o n v ol u m e 1 0 µ L. 
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Fi g ur e B. 1 0  F ull d at a s et f or a n e x p eri m e nt c o nt ai ni n g 1. 7 g/ L M n O 2/ c o m  ( no b uff er ), i n cl u di n g F-A M P A c o n c e ntr ati o n s. 
F- A M P A h a s j u st b e e n f o u n d i n t h e a q u e o u s p h a s e.  Err or b ar s r e pr e s e nt a b s ol ut e d e vi ati o n s of d u pli c at e s.  
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S u b s e q u e nt A M P A tr a n sf or m ati o n  

 

 

Fi g ur e  B. 1 1  A q u e o u s  a n d  s or b e d  c o n c e ntr ati o n s  of  I D M P,  A M P A  a n d  p h o s p h at e  n or m ali z e d  t o  t h e  i niti al  I D M P 
c o n c e ntr ati o n of t h e I D M P tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt c o nt ai ni n g 3. 4  g/ L M n O 2/ c o m . O b s er v ati o n f or a l o n g er p eri o d of 
ti m e, u ntil A M P A tr a n sf or m ati o n o c c urr e d i n t h e s a m e r e a cti o n s u s p e n si o n. Err or b ar s r e pr e s e nt t h e a b s ol ut e d e vi ati o n 
b et w e e n d u pli c at e s.  

 

Ki n eti c s: Z er o or d er a p pr o xi m ati o n  

 

 

Fi g ur e B. 1 2  S c h e m ati c e x pl a n ati o n of t h e d eri v ati o n of t h e z er o -or d er r at e c o n st a nt i n t h e q u a si -st e a d y st at e ar e a, 
e x e m pl ar y f or 1. 7  g/ L M n O 2/ s y n  a n d 1  m M I D M P.  
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S or pti o n D at a  

S or pti o n of M n 2 +  o nt o M n O 2 : 

S or pti o n d at a of M n 2 +  o n M n O 2  w er e fitt e d u si n g t h e Fr e u n dli c h m o d el 4 :  

𝐶𝐶 𝐶𝐶 𝑠𝑠 𝑠𝑠 𝑠𝑠 =  K F ∙ 𝑐𝑐𝑎𝑎 𝑎𝑎
𝑛𝑛      

Wit h c s or b  = s urf a c e l o a di n g of t h e mi n er al wit h M n 2 + , K = Fr e u n dli c h c o n st a nt a n d ca q  = a q u e o u s 

M n 2 +  c o n c e ntr ati o n. T h e c al c ul at e d p ar a m et er s w er e n  = 0. 3 6  ± 0. 0 4 [ 0. 4 3  ± 0. 0 4] a n d K F  = 0. 6 6  ± 

0. 2 2 [ 0. 3 1 ± 0. 1 0] f or 0. 6 7  g/ L M n O 2/ s y n  [ 3. 4 g/ L M n O 2/ c o m ]. 

 

 

Fi g ur e B. 1 3  M n 2 +  s or pti o n i s ot h er m s fitt e d b y t h e Fr e u n dli c h m o d el  f or 0. 6 7 g/ L M n O 2/ s y n  a n d 3. 4  g/ L M n O 2/ c o m  at p H 6 
c o nt ai ni n g 2 0  m M M E S b uff er.  
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Eff e ct of M n 2 +  f or m ati o n/ a d diti o n 

 

Fi g ur e B. 1 4  R el ati o n s hi p b et w e e n t h e s or b e d M n 2 +  c o n c e ntr ati o n i n  μ m ol/ m2  at t h e e n d of t h e r e s p e cti v e e x p eri m e nt 
a n d a)  t h e  n or m ali z e d  z er o-or d er  r e a cti o n  r at e  k x, n or m  a n d b)  t h e  m a xi m u m  s or b e d  I D M P  c o n c e ntr ati o n  i n  μ m ol/ L 
(i n di c ati n g  h o w  m u c h  I D M P  h a s  b e e n  s or b e d  fr o m  t h e  s u s p e n si o n)  f or  t h e  t w o  i n v e sti g at e d  m a n g a n e s e  di o xi d e s 
M n O 2/ s y n  a n d  M n O 2/ c o m .  Err or  b ar s  i n  y  r e pr e s e nt  t h e  st a n d ar d  err or  of  t h e  z er o-or d er  r e a cti o n  r at e  ( a) ),  r e s p.  t h e 
d e vi ati o n b et w e e n d u pli c at e s ( b) ). T h e v ali d ati o n e x p eri m e nt wit h M n O 2/ c o m  a n d a M n 2 +  st arti n g c o n c e ntr ati o n of 1  m M 
i s i n cl u d e d; it pr o b a bl y diff er s fr o m t h e ot h er e x p eri m e nt s i n b)  d u e t o t h e hi g h i niti al pr e s e n c e of M n 2 + ( hi g hli g ht e d wit h 
a gr e y cir cl e).  

 

L o a di n g of t h e mi n er al wit h diff er e nt a m o u nt s of M n 2 +  pri or t o a d diti o n of I D M P t o t h e s u s p e n si o n 

r e v e al e d a cl e ar p o siti v e r el ati o n s hi p b et w e e n s or b e d M n 2 +  a n d s or b e d I D M P. S or b e d M n 2 +  w a s 

c al c ul at e d vi a t h e diff er e n c e b et w e e n t ot al a d d e d a n d m e a s ur e d M n 2 +
a q  aft er s or pti o n – b ef or e 

a n y I D M P w a s pr e s e nt. I D M P h a s b e e n d e s or b e d fr o m t h e mi n er al a n d q u a ntifi e d a s d e s cri b e d 

i n t h e m a n u s cri pt. 

 

Fi g ur e B. 1 5  S or pti o n e x p eri m e nt: Eff e ct of s or b e d M n 2 +  ( pri or) o n I D M P s or pti o n o nt o t h e M n O2  s urf a c e.  
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I s ot o p e S e cti o n 

C ar b o n i s ot o pi c fr a cti o n ati o n d uri n g I D M P s or pti o n o nt o Al 2 O 3 

 

Fi g ur e B. 1 6  D o u bl e -l o g arit h mi c R a yl ei g h pl ot f or s or pti o n of I D M P o nt o Al2 O 3 . T h e c al c ul at e d e nri c h m e nt f a ct or i s ε C  = 
0. 6 5 ± 0. 0 9  ‰ a n d i s t h er ef or e r e g ar d e d i n si g nifi c a nt ( m e a s ur e m e nt u n c ert ai nt y of ± 0. 5  ‰). 
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Gr a p hi c al e x pl a n ati o n of s c e n ari o s I a n d II d e s cri b e d i n t h e m a n u s cri pt:  

 

Fi g ur e  B. 1 7  Gr a p hi c al  d e pi cti o n  of  t h e  t w o  s c e n ari o s  d e s cri b e d  i n  t h e  m a n u s cri pt.  I n  b ot h  s c e n ari o s,  i s ot o p e 
fr a cti o n ati o n i s c a u s e d b y t h e tr a n sf or m ati o n st e p a n d i s n ot m a s k e d b y s or pti o n ( n ot l e a di n g t o i s ot o p e fr a cti o n ati o n). 
I n s c e n ari o I, s or pti o n a n d d e s or pti o n ar e q uit e f a st a n d t h u s a q ui c k e q uili bri u m b et w e e n s or b e d a n d a q u e o u s p h a s e 
i s e st a bli s h e d. T h u s, w e fi n d t h e s a m e 1 3 C e nri c h m e nt i n t h e s or b e d a n d i n t h e a q u e o u s p h a s e. I n s c e n ari o II, d e s or pti o n 
i s  sl o w  c o m p ar e d  t o  tr a n sf or m ati o n,  a s  s u c h  t h e 1 3 C  e nri c h m e nt  o n  t h e  mi n er al  ( s or b e d  p h a s e)  i s  hi g h er,  a s 
e st a bli s h m e nt  of  a n  e q uili bri u m  b et w e e n  s or b e d  a n d  a q u e o u s  p h a s e  i s  q uit e  sl o w.  A d diti o n all y,  k t i s  hi g h er 
(tr a n sf or m ati o n i s f a st er) i n I) t h a n i n II).  
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C ar b o n i s ot o pi c fr a cti o n ati o n d uri n g I D M P o xi d ati o n o n M n O 2  

D et ail e d R a yl ei g h pl ot s  

 

Fi g ur e B. 1 8  D o u bl e l o g arit h mi c R a yl ei g h pl ot s of a q u e o u s a n d s or b e d I D M P p h a s e s of s e v e n I D M P tr a n sf or m ati o n 
e x p eri m e nt s: a)  M n O 2/ c o m  i n c o n c e ntr ati o n s of 1. 7, 3. 4 a n d 4. 0 g/ L, b)  M n O 2/ s y n  i n c o n c e ntr ati o n s of 0. 6 7, 1. 0, 1. 7 a n d 
2. 2  g/ L. T h e δ -v al u e s ar e pl ott e d v er s u s t h e t ot al r e m ai ni n g fr a cti o n of I D M P ( m t ot = m a q  + m s or b ). Li n e ar r e gr e s si o n s ar e 
i n di c at e d b y s oli d ( a q) a n d d a s h e d ( s or b) li n e s, r e s p e cti v el y. Err or s of t h e n or m ali z e d i s ot o pi c c o m p o siti o n r e pr e s e nt 
t h e st a n d ar d d e vi ati o n s of all si x i s ot o pi c m e a s ur e m e nt s (tri pli c at e a n al y s e s of d u pli c at e e x p eri m e nt s), w hil e err or s of 
t h e fr a cti o n r e pr e s e nt t h e err or s of I D M P q u a ntifi c ati o n b et w e e n d u pli c at e s e x p eri m e nt s. T h e gr e e n d elt a i n di c at e s t h e 
d e vi ati o n b et w e e n a q u e o u s a n d s or b e d p h a s e.  
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E nri c h m e nt f a ct or s  

T a bl e  B. 2  E nri c h m e nt  f a ct or s  ( sl o p e)  a n d  i nt er c e pt s  of  d o u bl e  l o g arit h mi c  R a yl ei g h  e q u ati o n s  of  diff er e nt  I D M P 
tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt s. T h e r e m ai ni n g I D M P i n t h e a q u e o u s ( a q) a n d s or b e d ( s or b) p h a s e h a s b e e n m e a s ur e d. 

M n O 2  P h a s e  Sl o p e i n ‰  I nt er c e pt i n ‰ 

1. 7 g/ L c o m  
a q  -5 .8 2  ±  0. 7 4  -0 .1 7  ±  0. 5 1  

s or b  -5 .1 1  ±  0. 7 4  0 .4 1  ±  0. 5 1  

 S U M  -5. 6 8 ±  0. 1 8  0. 0 9 ±  0. 1 2  

3. 4 g/ L c o m  
a q  -5 .7 1  ±  0. 6 2  -0 .0 8  ±  0. 6 6  

s or b  -5 .3 8  ±  0. 4 6  -0, 1 4  ±  0. 6 1  

 S U M  -5. 2 9 ±  0. 1 1  0. 0 0 ±  0. 1 1  

4. 0 g/ L c o m  
a q  -6. 5 8 ±  0. 6 1  -0. 5 4 ±  0. 5 4  

s or b  -5. 6 0 ±  0. 6 0  0. 3 4 ±  0. 5 0  

 S U M  -6. 0 3 ±  0. 1 9  -0. 2 1 ±  0. 1 2  

0. 6 7 g/ L s y n  
a q  -6 .3 3  ±  0. 4 0  0 .0 5  ±  0. 3 7  

s or b  -5 .0 0  ±  0. 4 0  1 .1 8  ±  0. 3 7  

 S U M  -6. 2 8 ±  0. 1 5  0. 1 1 ±  0. 0 9  

1. 0 g/ L s y n  
a q  -6. 3 7 ± 0. 4 8  -0. 4 6 ± 0. 4 5  

s or b  -4. 2 9 ± 0. 4 0  2. 4 2 ± 0. 5 4 ( w/ o t 0 ) 

 S U M  -5. 6 4 ±  0. 0 9  -0. 1 2 ±  0. 0 6  

1. 7 g/ L s y n  
a q  -4. 3 9 ± 0. 4 8  -0. 2 5 ± 0. 5 9  

s or b  -2. 2 0 ± 0. 9 5  5. 8 7 ± 1. 3 5 ( w/ o t 0 ) 

 S U M  -4. 7 5 ±  0. 1 3  -0. 0 4 ±  0. 1 0  

2. 2 g/ L s y n  
a q  -4. 6 7 ± 0. 6 2  -0. 2 9 ± 0. 6 0  

s or b  -2. 2 5 ± 0. 4 0  6. 4 1 ± 0. 6 3 ( w/ o t 0 ) 

 S U M  -4. 6 4 ±  0. 1 8  -0. 0 3 ±  0. 0 8  
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R ef er e n c e s  

( 1) P o p o v, K.; R ö n k k ö m ä ki, H.; J L aj u n e n, L. H. Criti c al E v al u ati o n of St a bilit y C o n st a nt s of 

P h o s p h o ni c A ci d s (I U P A C T e c h ni c al R e p ort) ; Br a zil, 2 0 0 1; V ol. 7 3. 

( 2) J o c h m a n n,  M.  A.;  Bl e s si n g,  M.;  H a d erl ei n,  S.  B.;  S c h mi dt,  T.  C.  A  N e w  A p pr o a c h  t o 

D et er mi n e  M et h o d  D et e cti o n  Li mit s  f or  C o m p o u n d -S p e cifi c  I s ot o p e  A n al y si s  of  V ol atil e 

Or g a ni c C o m p o u n d s. R a pi d C o m m u ni c ati o n s i n M a s s S p e ctr o m etr y  2 0 0 6 , 2 0  ( 2 4), 3 6 3 9–

3 6 4 8. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/r c m. 2 7 8 4.  

( 3) Vill e g a s, J. C.; G ar c e s, L. J.; G o m e z, S.; D ur a n d, J. P.; S ui b, S. L. P arti cl e Si z e C o ntr ol of 

Cr y pt o m el a n e N a n o m at eri al s b y U s e of H 2 O 2 i n A ci di c C o n diti o n s. C h e mi str y of M at eri al s  

2 0 0 5 , 1 7  ( 7), 1 9 1 0– 1 9 1 8. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ c m 0 4 8 3 9 1 u.  

( 4) Si g g, L.; St u m m, W. A q u ati s c h e C h e mi e - Ei nf ü hr u n g i n Di e C h e mi e N at ürli c h er G e w ä s s er ; 

v df  H o c h s c h ul v erl a g A G a n d er E T H Z üri c h, 2 0 1 6. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 3 2 1 8/ 3 7 6 8 -5.  
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C - S u p p orti n g i nf or m ati o n t o c h a pt er 3  

I N T R O D U C TI O N 

T a bl e C. 1  C o m pil ati o n of p u bli s h e d a n d v ali d at e d A P P q u a ntifi c ati o n m et h o d s a n d t h eir k e y p ar a m et er s . 

R ef er e n c e  A P P s  C ol u m n  El u e nt s  D eri v ati z ati o n  D et e ct or  

W a n g  et  al. 

2 0 1 9 1  

D T P M P, 

E D T M P,  A T M P, 

H D T M P  ( P B T C, 

H E D P) 

L C  ( Z O R B A X 

E cli p s e Pl u s C 1 8)  

H 2 O,  A C N  ( 0. 1  % 

F or mi c a ci d) 

Tri m et h yl sil yl -

di a z o m et h a n e 

H E SI -M S/ M S 

( Q Q Q) 

F ür h a c k er  et  al. 

2 0 0 5 2  

D T P M P, 

E D T M P, A T M P  

I C  ( Di o n e x  A G 7-

A S 7)  

H 2 O ( 1  % M e O H), 

1 0 0 m M H N O 3 

( 1 % M e O H)  

- I C P-M S ( Q Q Q)  

S c h mi dt  et  al. 

2 0 1 4 3  

D T P M P, 

E D T M P,  A T M P, 

H D T M P ( H E D P) 

I C  ( T h er m o 

I o n P a c A S 1 6) 

H 2 O,  N a O H, 

( a d diti o n of D T P A) 

- I C P-M S  

Ar m br u st er et al. 

2 0 1 9 4  

D T P M P, 

E D T M P,  A T M P 

( P B T C, H E D P) 

I C  ( T h er m o 

I o n P a c A S 1 6) 

H 2 O,  N A O H, 

M e O H  

- E SI -M S/ M S 

( Q Q Q) 

Kli n g er  et  al. 

1 9 9 7 5  

D T P M P, 

E D T M P,  A T M P, 

H D T M P  ( P B T C, 

H E D P) 

L C  ( M er c k 

Li C hr o s p h er  1 0 0 

Di ol) 

I s o pr o p yl  al c o h ol, 

n- H e x a n e 

Di a z o m et h a n e  P arti cl e  b e a m 

( P B)-M S  

T e w ari  et  al. 

1 9 9 7 6  

D T P M P, E D T M P  I C  ( T h er m o 

A S 1 1) 

0 -2 0 0 m M  N a O H  - P A D  ( A u W E , 

A g/ A g Cl R E) 

W o n g  et  al. 

1 9 8 7 7  

D T P M P, 

E D T M P,  A T M P, 

H E D T M P 

( H E D P) 

I C ( W at er s I C P a k 

A)  

Nitri c  A ci d  ( 1 5 

m M) 

- RI D  

W ei s s  &  H ä g el e 

1 9 8 7 8  

D T P M P, 

E D T M P,  A T M P 

( H E D P) 

I C  ( H PI C  A S 7, 

Di o n e x) 

3 0 -7 0 m M  H N O 3  P o st -c ol μ m n: 

C o m pl e x  f or m ati o n 

wit h F e III 

U V/ vi s 

a b s or pti o n 

N o w a c k 1 9 9 7 9  D T P M P, 

E D T M P,  A T M P 

( H E D P) 

L C  (i o n -p air 

c hr o m at o gr a p h y 

u si n g R P c ol μ m n: 

P L R P- S,  p ol y m er 

l a b s) 

2 0  m M  N a H C O 3  

a n d  1  m M 

t etr a b ut yl a m m o ni u

m br o mi d e i n H 2 O 

Pr e -c ol u m n : 

C o m pl e x  f or m ati o n 

wit h F e III 

U V/ vi s 

a b s or pti o n 

V a et h,  Sl a d e k  & 

K e n ar 1 9 8 7 1 0  

A T M P,  E D T M P, 

D T P M P  

I C  (H PI C  A S 7, 

Di o n e x) 

3. 2  m M  E D T A  + 

0. 1 7  m M K Cl,  p H 

5. 1 

P o st -c ol μ m n : 

o xi d ati o n  t o 

p h o s p h at e  b y 

p er s ulf at e,  t h e n 

d eri v ati z ati o n  u si n g 

m ol y b d e n u m bl u e  

U V/ vi s 

a b s or pti o n 
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Fi g ur e  C. 1  E x e m pl ar y  p ot e nti al  c y cl e s  of  a)  P A D  ( c orr e s p o n di n g  t o  m o d e  I  d et e cti o n)  a n d  b)  i nt e gr at e d  P A D 
( c orr e s p o n di n g t o m o d e II d et e cti o n). 

 

B a c k gr o u n d o n P ul s e d A m p er o m etri c D et e cti o n ( P A D)  

I n  P A D,  a  s h ort  p ot e nti al  s e q u e n c e  i n cl u di n g  a  hi g h  o xi d ati o n  a n d  a  l o w  r e d u ci n g  p ot e nti al, 

t y pi c all y l a sti n g < 1 s e c o n d i s r e p etiti v el y a p pli e d. T hi s i s p arti c ul arl y a d v a nt a g e o u s w h e n a n al yt e s 

a n d/ or  tr a n sf or m ati o n  pr o d u ct s  str o n gl y  a d s or b  o nt o  t h e  el e ctr o d e  s urf a c e  a n d  w a s  pri m aril y 

d e v el o p e d f or t h e a n al y si s of c ar b o h y dr at e s 1 1 . Aft er t h e o xi d ati o n st e p, a hi g h er o xi d ati o n p ot e nti al 

i s a p pli e d t o o xi d ati v el y r e m o v e r e si d u al a n al yt e a n d/ or tr a n sf or m ati o n pr o d u ct s fr o m t h e W E. I n 

t h e s u c c e s si v e r e d u cti o n st e p, a l o w r e d u cti o n p ot e nti al i s a p pli e d t o r e d u c e t h e f or m e d g ol d o xi d e 

b a c k  t o  g ol d.  T o  pr e v e nt  m o nit ori n g  n o n -f ar a d ai c  c urr e nt,  a  d el a y  ti m e  i s  r e q uir e d  pri or  t o  t h e 

m e a s ur e m e nt i nt er v al, all o wi n g c h ar gi n g c urr e nt s t o d e c a y 1 1, 1 2 . A s c h e m ati c d e pi cti o n of a P A D 

w a v ef or m i s pr o vi d e d i n Fi g ur e C. 1 a . D e v el o p m e nt s r e g ar di n g P A D a n d i n str u m e nt ati o n all o w 

t hi s d et e ct or t o b e c o u pl e d t o hi g h-pr e s s ur e li q ui d c hr o m at o gr a p h y ( H P L C) s y st e m s wit h p ur el y 

a q u e o u s  el u e nt s,  d e s pit e  t h e  i n h er e nt  s e n siti vit y  of  p ul s e d  a m p er o m etri c  d et e cti o n t o w ar d 

pr e s s ur e a n d p H.  
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T a bl e C. 2  E x pl a n ati o n of diff er e nt p ot e nti al s a n d ti m e s a p pli e d i n t h e I P A D w a v ef or m ( s e e Fi g S 1 b )1 1, 1 3  

P ot e nti al/ Ti m e  D e s cri pti o n  

E 1  St arti n g (pri or  t o  o n s et  of o xi d e  f or m ati o n ) a n d e n di n g p ot e nti al of  t h e  s c a n  ( m or e 

n e g ati v e t h a n o xi d e di s s ol uti o n)  

E 2  M a xi m u m p ot e nti al of t h e s c a n f or o pti m al a n al yt e o xi d ati o n  

E 3  O xi d ati o n p ot e nti al t o i niti at e f or m ati o n of “ cl e a ni n g o xi d e”  

E 4  R e d u cti o n p ot e nti al t o i niti at e di s s ol uti o n of i n ert o xi d e  

td el  D el a y ti m e: All o w t h e c h ar gi n g c urr e nt t o d e c a y, b ef or e t h e f ar a d ai c c urr e nt pr o d u c e d 

b y r e d o x r e a cti o n s at t h e el e ctr o d e s i s r e c or d e d  

ti nt I nt e gr ati o n ti m e: M e a s ur e m e nt si g n al i s r e c or d e d 

to x  Ti m e f or a p pli c ati o n of t h e o xi d ati o n p ot e nti al E 3 

tr e d Ti m e f or a p pli c ati o n of t h e r e d u cti o n p ot e nti al E 4  

 

 

E X P E RI M E N T A L S E C TI O N  

 

P urit y of D T P M P & E D T M P  

N u cl e ar m a g n eti c r e s o n a n c e s p e ctr o s c o p y ( N M R)  

T o  a s s ur e  t h e  p urit y  of  t h e  a c q uir e d E D T M P, 1 H- a n d 3 1 P-{ 1 H} -N M R  m e a s ur e m e nt s  w er e 

c o n d u ct e d ( N M R d e p art m e nt, C h e mi str y D e p art m e nt, U ni v er sit y of T ü bi n g e n).  

1 0 m g E D T M P ( D T P M P)  a n d 6 0 0 µ L of d e ut er at e d w at er ( D 2 O) w er e mi x e d a n d v ort e x e d f or 5 s. 

Aft er w ar d s, 6 0 0 µ L w er e tr a n sf err e d t o a n N M R gl a s s t u b e. T h e m e a s ur e m e nt w a s p erf or m e d o n 

a Br u k er A M X 6 0 0 M H z N M R s p e ctr o m et er ( Br u k er, Bill eri c a, M A, U S A), o p er ati n g at  6 0 0. 1 3 M H z 

f or  h y dr o g e n  o b s er v ati o n  wit h  a  z g 3 0  p ul s e  pr o gr a m  a n d  at 2 4 2. 9 4  M H z  f or  p h o s p h or o u s 

o b s er v ati o n wit h a z g p g 3 0 p ul s e pr o gr a m. T h e a c q ui siti o n p ar a m et er s u s e d f or t hi s e x p eri m e nt 

wit h 1 D s e q u e n c e wit h p o w er -g at e d d e c o u pli n g a n d a 3 0 ° fli p a n gl e w er e a s f oll o w s f or 1 H ( 3 1 P) : 

n u m b er of s c a n s: 3 2 ( 6 4 ), s p e ctr al wi dt h: 1 2 0 1 9. 2 3 H z ( 9 6 1 5 3. 8 4 H z), off s et ( O 1): 3 7 0 5. 8 0 H z (-

1 2 1 4 6. 8 5 H z ), a c q ui siti o n ti m e: 2. 7 3 s ( 0. 3 4 s ), r el a x ati o n d el a y ( d 1): 1. 0 0 s ( 2. 0 0 s ). T h e s p e ctr u m 

w a s q u a ntit ati v el y e v al u at e d u si n g t h e Br u k er T o p S pi n 4. 1. 4 s oft w ar e.  

R e s ult s  

3 1 P- N M R -s p e ctr o s c o p y, d u e t o it s 1 0 0 % n at ur al a b u n d a n c e, wi d e r a n g e of c h e mi c al s hift a n d hi g h 

s e n siti vit y 1 4 , i s a s uit a bl e a n al yti c al t o ol t o c h ar a ct eri z e t h e p urit y of p h o s p h o n at e s .  
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E D T M P  

I n th e 3 1 P-{ 1 H} -N M R -s p e ct r u m of E D T M P, s h o w n i n Fi g ur e C. 2, w e c a n s e e o n e  si g n al attri b ut e d 

t o E D T M P  r e pr e s e nti n g all c h e mi c all y e q ui v al e nt  p h o s p h o n at e -gr o u p s ( δ ( p p m): 8. 7 6) I m p uriti e s 

ar e m ar k e d wit h “*”. T h e s u m of all si g n al-i nt e gr al s i s n or m ali z ed t o 1 0 0. I m p uriti e s c o nt ai ni n g 

p h o s p h or o u s of  t h e  a n al y s e d E D T M P  a m o u nt  t o  o nl y  3. 4 0  % . T h e  u s e d  E D T M P  i n  t h e 

e x p eri m e nt s i s t h er ef or e of hi g h p urit y wit h 9 6. 6 %. T h e 1 H- N M R -s p e ctr u m i s s h o w n i n Fi g ur e C. 3 . 

T h er ei n w e c a n s e e t h e si g n al s attri b ut e d t o E D T M P i n a r ati o of 4: 8. T h e si n g ul et r e pr e s e nt s t h e 

pr ot o n s of t h e et h yl e n e di a mi n e  m oi et y i n t h e mi d dl e ( δ ( p p m): 3. 8 8) a n d t h e d u pl et r e pr e s e nt s t h e 

pr ot o n s of t h e f o ur p h o s p h o n at e gr o u p s att a c h e d t o t h e a mi n e -m oi eti e s ( δ ( p p m): 3. 5 2). I m p uriti e s 

ar e m ar k e d wit h “*”. T h e s u m of all si g n al -i nt e gr al s i s n or m ali z e d t o 1 0 0. I m p uriti e s of t h e a n al y s e d 

E D T M P a m o u nt t o o nl y 2. 5 2 %. T h e u s e d E D T M P i n t h e e x p eri m e nt s i s t h er ef or e of hi g h p urit y  

wit h 9 7. 4 8 %.  

 

Fi g ur e  C. 2  3 1 P-{ 1 H} -N M R -s p e ctr u m  of  E D T M P  i n  D 2 O.  δ  ( p p m):  8. 7 6.  I m p uriti e s  ar e  m ar k e d  wit h  “*”.  T h e  s u m  of 
i nt e gr al s i s n or m ali z e d t o 1 0 0. 
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Fi g ur e C. 3  1 H- N M R -s p e ctr u m  of  E D T M P  i n  D 2 O.  δ  ( p p m):  9. 2 3,  1 2. 9 4.  I m p uriti e s  ar e  m ar k e d  wit h  “*”.  T h e  s u m  of 
i nt e gr al s i s n or m ali z e d t o 1 0 0. 

 

D T P M P  

I n t h e 3 1 P-{ 1 H} -N M R -s p e ctr u m ( Fi g. C. 4), t w o m ai n si g n al s i n a r ati o of 1: 4 c a n b e s e e n, w hi c h 

r e pr e s e nt  t h e  p h o s p h o n at e-gr o u p  i n  t h e  mi d dl e  of  D T P M P  ( δ  ( p p m):  1 2. 9 4)  a n d  t h e  f o ur 

p h o s p h o n at e gr o u p s of D T P M P att a c h e d t o t h e o ut er a mi n e m oi eti e s ( δ ( p p m): 9. 2 3). I m p uriti e s 

ar e m ar k e d wit h a n a st eri s k. T h e s u m of all si g n al -i nt e gr al s i s n or m ali z e d t o 1 0 0. I m p uriti e s of t h e 

a n al y s e d  D T P M P  c o ntri b ut e  1. 3 7  %.  T h e  p urit y  of  t h e  D T P M P  u s e d  i n  t h e  e x p eri m e nt s  i s 

t h er ef or e > 9 8. 6 %. 
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Fi g ur e C. 4 3 1 P-{ 1 H} -N M R - s p e ctr u m of D T P M P i n D2 O. δ ( p p m): 9. 2 3, 1 2. 9 4. I m p uriti e s ar e m ar k e d wit h a n a st eri s k. 
T h e s u m of i nt e gr al s i s n or m ali z e d t o 1 0 0 . 

I n str u m e nt ati o n

Fi g ur e C. 5 S c h e m ati c d e pi cti o n of t h e W all -J et c ell g e o m etr y u s e d f or a m p er o m etri c d et e cti o n t hr o u g h o ut t hi s w or k. 
R E = r ef er e n c e el e ctr o d e, W E = w or ki n g el e ctr o d e, C E = c o u nt er el e ctr o d e.

W E

A

V

C E

RE

S a m pl e

W a st e
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R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N   

C hr o m at o gr a p hi c s e p ar ati o n  

 

Fi g ur e  C. 6  C hr o m at o gr a m  of  a  1 0  μ M  m ulti -p h o s p h o n at e  st a n d ar d  u si n g  p ur e  N a O H  el u e nt s.  C hr o m at o gr a p hi c 
c o n diti o n s: c ol u m n: T h er m o S ci e ntifi c Di o n e x  A S 1 6 ( 2 x 5 + 2 x 2 5 0 m m), 3 0  ° C;  el u e nt s: A 1 0  m M N a O H, B 1 5 0 m M 
N a O H, 3 0  ° C, ( n o c ol u m n r e g e n er ati o n wit h 3 0 0  m M N a O H f or m o nt h s); gr a di e nt pr ofil e: B 0 -1 7  mi n 2 0 -8 0 % B, 1 7 -
2 0  mi n 8 0 % B; 2 0. 1 -4 0  mi n 0 % B; d et e cti o n: a m p er o m etri c d et e cti o n wit h g ol d W E, Pt C E a n d A G/ A g Cl R E, w a v ef or m 
a s d e pi ct e d i n Fi g ur e 3. 5 3 ) wit h E2  = 0. 2 7  V; i nj e cti o n v ol u m e: 5 0 μ L; 1 0  μ M of 1 = A M P A, 2 = gl y p h o s at e, 3 = I D M P, 
4 = A T M P, 5 = E D T M P, 6 = D T P M P.  
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Fi g ur e C. 7  T w o c hr o m at o gr a m s of t h e s a m e 1 0  μ M m ulti -st a n d ar d u si n g diff er e nt gr a di e nt pr ofil e s a n d el u e nt s B ( A:  
5 0  m M N a O H a n d 4 0 0 m M M N a O A c,  B: 1 5 m M N a O H a n d 4 0 0  m M N a O A c), s h o w n aft er bl a n k s u b str a cti o n. a ) s h o w s 
t h e f ull c hr o m at o gr a m, b ) di s pl a y s a m a g nifi c ati o n of t h e gr e y r e ct a n gl e i n a ). T h e c hr o m at o gr a p hi c c o n diti o n s f or B  
c orr e s p o n d t o t h o s e i n t h e c a pti o n of Fi g ur e 3. 2. C hr o m at o gr a p hi c c o n diti o n s f or A : c ol u m n: T h er m o S ci e ntifi c Di o n e x 
A S 1 6 ( 2 x 5 + 2 x 2 5 0  m m) at 3 0  ° C; el u e nt s A : 1 5 m M N a O H, B : 5 0 m M N a O H + 4 0 0  m M N a O A c; fl o w r at e: 0. 3  m L/ mi n; 
gr a di e nt pr ofil e: 0 -6 mi n 0 % B, 6 -1 4 mi n 1 0 -3 0 % B, 1 4 -1 8  mi n 3 0 -1 0 0 % B, 1 8 -1 9  mi n 1 0 0 % B, 2 0. 1 -2 2  mi n 0 % B, 
p o st r u n: 8 mi n wit h 1 0 0  % el u e nt A at 0. 6  m L/ mi n; d et e cti o n: a m p er o m etri c d et e ct or wit h g ol d W E, Pt C E a n d A g/ A g Cl 
R E, 3 5  ° C; w a v ef or m: s e e Fi g ur e 3. 5 3 ); i nj e cti o n v ol u m e: 5 0 μ L; 1 0 μ M of: 1 = A M P A, 2 = gl y p h o s at e, 3 = I D M P, 4 = 
A T M P, 5 = E D T M P, 6 = D T P M P.   

 

 

Fi g ur e  C. 8  C hr o m at o gr a m s  of A  a  si n gl e  A T M P  st a n d ar d  a n d B  a  m ulti -p h o s p h o n at e  st a n d ar d.  C hr o m at o gr a p hi c 
c o n diti o n s: c ol u m n: T h er m o S ci e ntifi c Di o n e x A S 1 6 ( 2 x 5 + 2 x 2 5 0  m m) at 3 0  ° C, el u e nt s: A 2 0  m M N a O H, B 5 0 m M 
N a O H + 4 0 0  m M N a O A c, 3 0  ° C, ( n o c ol u m n r e g e n er ati o n wit h 3 0 0  m M N a O H f or m o nt h s); gr a di e nt pr ofil e: 0 - 5 mi n 1 0 
% B, 5 -1 3  mi n 1 0 -3 0 % B, 1 7 -3 0  mi n 3 0 -1 0 0 % B, 1 7 -2 0  mi n 1 0 0 % B, 2 0. 1 -4 0  mi n 0 % B; d et e cti o n: a m p er o m etri c 
d et e cti o n  wit h  g ol d  W E,  Pt  C E  a n d  A G/ A g Cl  R E,  w a v ef or m  a s  d e pi ct e d  i n  Fi g ur e  3. 5 3 )  wit h  E2  =  0. 2 5  V;  i nj e cti o n 
v ol u m e 5 0 μ L. 1 0  μ M of 1 = A M P A, 2 = gl y p h o s at e, 3 = I D M P, 4 = A T M P, 5 = E D T M P, 6 = D T P M P.  
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Fi g ur e C. 9  R et e nti o n ti m e of t h e si x i n v e sti g at e d a n al yt e s i n r e p etiti v e m e a s ur e m e nt s of a 1  μ M  m ulti -st a n d ar d o v er 
3 8 h o ur s u si n g t h e fi n al o pti mi z e d m et h o d pr e s e nt e d i n t h e t e xt. C hr o m at o gr a p hi c c o n diti o n s: s e e c a pti o n of Fi g ur e 
3. 2.  

 

(I nt e gr at e d) p ul s e d a m p er o m etri c d et e cti o n 

 

Fi g ur e C. 1 0  C y cl o v olt a m m o gr a m s of 0. 5  m M of t h e r e s p e cti v e a mi n o p h o s p h o n at e i n 0. 1 M N a O H b a c k gr o u n d s ol uti o n, 
n e xt t o t h e p ur e b a c k gr o u n d s ol uti o n.  
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Fi g ur e C. 1 1  C hr o m at o gr a m r e c or d e d u si n g I P A D ( A ) c o m p ar e d t o t w o c hr o m at o gr a m s r e c or d e d u si n g P A D (B  & C ). 
C hr o m at o gr a p hi c c o n diti o n s: A , B  & C : C ol u m n: T h er m o S ci e ntifi c Di o n e x A S 1 6 ( 2 x 5 + 2 x 2 5 0 m m), 3 0 ° C; el u e nt s: A: 
1 5  m M N a O H, B: 5 0  m M N a O H + 4 0 0  m M N a O A c. Gr a di e nt pr ofil e: 0 - 5 mi n 1 0 % B, 5 -1 3  mi n 1 0 -3 0 % B, 1 3 -1 7  mi n 
3 0 -1 0 0  %  B,  1 7 -2 0  mi n  1 0 0  %  B,  2 0. 1 -4 0  mi n  0  %  B;  d et e cti o n:  a m p er o m etri c  d et e ct or  wit h  g ol d  W E,  Pt  C E  a n d 
A g/ A g Cl  R E.  W a v ef or m s: A :  I P A D  w a v ef or m  si mil ar  t o  Fi g ur e  3. 4 3 )  wit h  E2 =  0. 2 7  V, B :  P A D  w a v ef or m  si mil ar  t o 
Fi g ur e 3. 4 2 ) wit h E1 = 0. 1 5  V, C: P A D w a v ef or m si mil ar t o Fi g ur e 3. 5 2 ) wit h E1 = 0. 2 7  V; c o m p o u n d s: 1 0 μ M of 1 = 
A M P A, 2 = gl y p h o s at e, 3 = I D M P, 4 = A T M P, 5 = E D T M P, 6 = D T P M P; i nj e cti o n v ol u m e: 5 0  µ L.  

 

S cr e e ni n g of d et e ct or p ar a m et er s:  

T a bl e C. 3  D et e ct or m et h o d c h a n g e s a n d r e s ulti n g p e a k ar e a s of all si x a n al yt e s i n n A* mi n. B e n c h m ar k m et h o d a p pli e s 
a n I P A D w a v ef or m wit h E 2  = 0. 2 5 V, a s d e pi ct e d i n Fi g ur e 3. 5 3 ). P A D i n di c at e s, t h at P A D h a s b e e n a p pli e d a s d e pi ct e d 
i n Fi g ur e 3. 4 2 ). If n ot i n di c at e d ot h er wi s e, I P A D h a s b e e n a p pli e d. T h e p ot e nti al n u m b er s ( E 1 , E2 , …) f or P A D a n d 
I P A D ar e e x pl ai n e d i n Fi g ur e C. 1 a n d T a bl e C. 2. 

M et h o d c h a n g e c o m p ar e d t o 
b e n c h m ar k  

A r e a i n n A * mi n  

A M P A  gl y p h  I D M P A T M P  E D T M P  D T P M P  

- 2 7 7 .1 2  1 0 9 .6 5  1 0 6 .6 0  1 2 3 .7 5  5 0 .3 1  1 0 2 .4 3  

- 2 5 6 .6 6  1 1 9 .1 5  1 1 7 .8 4  1 4 9 .3 0  6 8 .0 3  1 2 0 .8 9  

E 2  =  0. 2 3 V  2 1 2 .9 0  1 1 4 .6 8  1 2 0 .0 8  1 5 7 .1 8  7 0 .1 3  1 2 1 .1 3  

E 2  =  0. 2 1 V  1 3 3 .6 3  1 0 0 .7 8  1 2 4 .2 2  1 6 7 .9 9  7 4 .5 0  1 2 0 .5 3  

E 2  =  0. 2 7 V  2 7 0 .5 0  1 4 5 .3 2  1 2 7 .2 8  1 5 5 .3 1  7 4 .1 2  1 2 7 .5 4  

ti nt =  7 5 0 m s ( o nl y tr a p e z)  2 9 2 .2 6  1 4 5 .5 3  1 3 9 .8 7  1 4 7 .6 3  7 0 .9 3  1 2 2 .6 5  

C h a n g e  or d er of  E 3  a n d E 4  2 6 2 .7 8  1 1 8 .2 7  1 2 0 .9 8  1 7 2 .0 9  6 7 .4 6  1 1 4 .5 6  
C h a n g e  or d er of  E 3  a n d E 4  a n d  c h a n g e  
to x  & t r e d ( 4 0 v s 6 0 m s) 2 4 7 .2 2  1 1 5 .7 4  1 1 0 .1 4  1 4 9 .0 8  5 6 .5 6  9 8 .0 9  
C h a n g e  or d er of  E 3  a n d E 4  a n d t o x  & t r e d 
b ot h 5 0 m s  2 6 1 .5 1  1 0 9 .1 4  1 1 0 .6 7  1 5 8 .5 2  5 9 .0 2  1 0 4 .6 6  

P A D, E 1 = 0. 1 5  2 2 .0 2  5 6 .6 0  1 1 1 .6 0  1 0 3 .0 4  8 9 .8 9  1 3 5 .9 6  

P A D, E 1 = 0. 2 7  2 3 7 .6 9  9 0 .2 4  5 2 .8 1  7 0 .9 8  5 0 .4 9  1 0 3 .0 1  
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T a bl e C. 4  E x a ct p ot e nti al s a n d ti m e s of t h e fi n al o pti mi z e d I P A D w a v ef or m.  

Ti m e i n m s  St art p ot e nti al i n V  E n d p ot e nti al i n V I nt e gr ati o n 

0 - 3 7 0  0. 0  0. 0   

3 7 0 - 5 2 0  0. 0  0. 0 –  0. 2 7  St art  

5 2 0 - 6 3 0  0. 2 7  0. 2 7   

6 3 0 - 7 5 0  0. 2 7  0. 0  E n d  

7 5 0 - 8 0 0  0. 0  0. 0   

8 0 0 - 8 4 0  -1. 0  -1. 0   

8 4 0 - 9 0 0  0. 6  0. 6   

 

 

Gr e e n n e s s  

T o e n s ur e t h e hi g h e st p o s si bl e c o m p ar a bilit y b et w e e n t h e t hr e e m et h o d s a n d tr a n s p ar e n c y, all 

crit eri a  h a v e  b e e n  a s si g n e d  wit h  t h e  d ef a ult  w ei g ht  of  2,  e x c e pt  f or  t h e pri n ci pl e  1   “ Dir e ct 

a n al yti c al t e c h ni q u e s” a n d 3  “I n-sit u m e a s ur e m e nt s”, w hi c h w er e a s si g n e d t h e w ei g ht 1. A s all 

c o m p ar e d  m et h o d s  ar e  off -li n e  m et h o d s  c o n d u cti n g  b at c h  a n al y si s, pri n ci pl e s  1  a n d 3  ar e 

irr el e v a nt  f or  t hi s  c o m p ari s o n.  T h e  s e c o n d  p oi nt  t h at  n e e d s  cl arifi c ati o n  c o n c er n s pri n ci pl e  8  

“ N u m b er of d et e ct a bl e a n al yt e s i n a si n gl e r u n”: O n e m aj or a d v a nt a g e of t h e pr e s e nt e d I C -I P A D 

m et h o d  i s  it s  a bilit y  t o  m e a s ur e  all  si x  a n al yt e s  pr e s e nt e d  a b o v e – A M P A,  gl y p h o s at e,  I D M P, 

A T M P, E D T M P, a n d D T P M P – i n t h e s a m e c hr o m at o gr a p hi c r u n. W hil e e xi sti n g p ol y p h o s p h o n at e 

m et h o d s  s o m eti m e s  i n cl u d e d  ot h er  s u b st a n c e s,  e. g.  H E D P,  P B T C  or  s ulf at e,  i n  t hi s  w or k  w e 

s ol el y f o c u s o n t h e si x s u b st a n c e s m e nti o n e d a b o v e. T h u s, if a m et h o d i s a bl e t o q u a ntif y s ulf at e, 

nitr at e, P B T C a n d E D T M P, t h e “ n u m b er of d et e ct a bl e a n al yt e s” will b e c o u nt e d o n e ( E D T M P) i n 

t hi s  c o m p ari s o n.  L a st  b ut  n ot  l e a st  t h e  “ a m o u nt  of  s a m pl e  n e e d e d”  (pri n ci pl e  2 )  n e e d s 

cl arifi c ati o n.  D u e  t o  t h e  diff er e nt  c o n c e ntr ati o n  r a n g e s  of  t h e  s a m pl e s  m e a s ur e d  i n  t h e  t hr e e 

m et h o d s ( n at ur al s a m pl e s v s. l a b or at or y b at c h e x p eri m e nt s) a n d t h e r e q uir e d pr e c o n c e ntr ati o n 

st e p s f or n at ur al s a m pl e s, t h e “ a m o u nt of s a m pl e n e e d e d” w a s n ot c o m p ar a bl e. T h er ef or e, t h e 

i nj e cti o n v ol u m e s w er e dr a w n f or c o m p ari s o n i n st e a d. 
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A p pli c ati o n e x a m pl e: D T P M P o xi d ati o n b y M n O 2  

 

Fi g ur e C. 1 2  N or m ali z e d p e a k ar e a s of t h e si x a n al yt e s i n 1  μ M m ulti -p h o s p h o n at e c h e c k st a n d ar d s o v er ti m e. T h e 
p e a k ar e a s ar e all n or m ali z e d t o t h e p e a k ar e a of t h e r e s p e cti v e a n al yt e m e a s ur e d at ti m e p oi nt z er o. Fr o m t h e li n e ar 
r e gr e s si o n ( s e e b el o w) a c orr e cti o n f a ct or – r el ati v e i n cr e a s e p er h o ur – h a s b e e n c al c ul at e d f or e a c h a n al yt e, w hi c h 
w a s t h e n a p pli e d t o t h e s a m pl e m e a s ur e m e nt s, s e e e q u ati o n b el o w.  

 

C o rr e cti o n of s a m pl e c o n c e ntr ati o n s:  

T h e c or r e ct e d c o n c e ntr ati o n i s d eri v e d b y s u btr a cti n g t h e pr o d u ct of c orr e cti o n f a ct or ( f), ti m e (t) 

i n h o ur s, a n d i niti all y c al c ul at e d c o n c e ntr ati o n (c i nt) fr o m t h e i niti all y c al c ul at e d c o n c e ntr ati o n. 

𝐶𝐶 𝐶𝐶 𝑠𝑠 𝑠𝑠 𝑠𝑠 = 𝑐𝑐 𝑎𝑎𝑎𝑎 𝑛𝑛 𝑖𝑖 ( 1 − 𝑓𝑓 ∙ 𝑡𝑡 )  
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T a bl e C. 5  C al c ul at e d c orr e cti o n p ar a m et er s fr o m t h e 1 μ M c h e c k st a n d ar d s s h o w n i n Fi g ur e C. 9.  

A n al yt e  
R el ati v e i n cr e a s e aft er 

3 8 h o ur s  
r 2  of li n e ar r e gr e s si o n  

C orr e cti o n f a ct or  f 

(r el. i n cr e a s e/ h) 

A M P A  1. 1 4 3 4 0 4  0. 8 2 7 4  0. 0 0 3 7 5 5  

Gl y p h o s at e  1. 1 6 8 9 4 7  0. 9 2 1 8  0. 0 0 4 4 2 4  

I D M P 1. 1 9 6 0 5 5  0. 9 4 3 4  0. 0 0 5 1 3 4  

A T M P  1. 2 1 7 6 7 9  0. 9 5 6 3  0. 0 0 5 7 0 1  

E D T M P  1. 2 7 4 7 5 1  0. 8 7 2 7  0. 0 0 7 1 9 5  

D T P M P  1. 1 2 9 5 7 1  0. 6 2 2 5  0. 0 0 3 3 9 3  

 

 

  

Fi g ur e  C. 1 3  C hr o m at o gr a m  of  t h e  a q u e o u s  p h a s e  of  t h e  D T P M P/ M n O 2  tr a n sf or m ati o n  e x p eri m e nt  aft er  3. 0  h o ur s 
a p pl yi n g bl a n k s u btr a cti o n. F or b ett er d e pi cti o n of t h e l o w c o n c e ntr at e d T P s, t h e y -a xi s m a xi m u m w a s d e cr e a s e d b el o w 
t h e I D M P p e a k h ei g ht. U n k n o w n T P s w er e a s si g n e d t h e l ett er s A-E. C hr o m at o gr a p hi c c o n diti o n s a s d e s cri b e d i n t h e 
c a pti o n of Fi g ur e 3. 2. C o m p o u n d s: 1 = A M P A, 2 = gl y p h o s at e, 3 = I D M P, 4 = A T M P, 5 = E D T M P, 6 = D T P M P; i nj e cti o n 
v ol u m e: 5 0  µ L.  



 

1 6 6  
 

 

Fi g ur e C. 1 4  C hr o m at o gr a m s of t h e s or b e d fr a cti o n of t h e s a m pli n g p oi nt aft er 0. 6 7  h, wit h ( A ) a n d wit h o ut (B ) st a n d ar d 
a d diti o n of 1  μ M A M P A (1 ) a n d I D M P (2 ). C hr o m at o gr a p hi c c o n diti o n s a s d e s cri b e d i n t h e c a pti o n of Fi g ur e 3. 2.  
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Fi g ur e C. 1 5  C hr o m at o gr a m s of t h e a q u e o u s p h a s e of t h e D T P M P/ M n O 2  tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt aft er 3. 0 h o ur s 
a p pl yi n g bl a n k s u btr a cti o n.  A s h o w s t h e p ur e s a m pl e, w hil e B s h o w s a s a m pl e wit h st a n d ar d a d diti o n of 1 µ M A M P A 
(1 ),  gl y p h o s at e  (2 ),  I D M P  (3 ),  A T M P  (4 ),  a n d  E D T M P  (5 ). a)  s h o w s  t h e  f ull  c hr o m at o gr a m,  w hil e b)  s h o w s  y -a xi s 
m a g nifi c ati o n. C hr o m at o gr a p hi c c o n diti o n s a s d e s cri b e d i n t h e c a pti o n of Fi g ur e 3. 2.  
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R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  

p H c o ntr ol i n c o n d u ct e d e x p eri m e nt s  

 

Fi g ur e D. 1  p H v al u e s o v er ti m e i n f o ur diff er e nt D T P M P tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt s ( E x p.) i n cl u di n g s e v er al c o ntr ol s 
( c 1-c 3, r e s p e cti v el y). a): E x p.: 1. 0  g/ L M n O 2  o xi c i n M E S  ( bl a c k); b): E x p.: 1 m M M n Cl 2  o xi c i n M E S  ( bl a c k), c 1: n o 
M n Cl 2  (r e d); c): E x p.: 1. 0 g/ L M n O 2  o xi c i n w a st e w at er  ( bl a c k), c 1: p ur e w a st e w at er (r e d), c 2: n o M n O2  ( bl u e), c 3: n o 
D T P M P ( gr e e n); d): E x p.: 1 m M M n Cl 2  o xi c i n w a st e w at er  ( bl a c k), c 1: n o D T P M P  (r e d). 
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D T P M P st a bilit y i n t h e a b s e n c e of m a n g a n e s e  

I n  t h e  a b s e n c e  of  M n O2  a n d  M n 2 +  n o  D T P M P  tr a n sf or m ati o n  a n d  n o  A M P A  or  gl y p h o s at e 

f or m ati o n c o ul d b e d et e ct e d.  

 

 

Fi g ur e  D. 2  D T P M P  ( bl a c k),  gl y p h o s at e  (r e d)  a n d  A M P A  ( bl u e)  c o n c e ntr ati o n s  q u a ntifi e d  b y  m e a n s  of  I C -I P A D 
( D T P M P) a n d L C-Q Q Q ( gl y p h o s at e, A M P A) i n t w o c o ntr ol e x p eri m e nt s wit h o ut m a n g a n e s e i n a)  2 0  m M M E S b uff er 
( p H 6) a n d b)  w a st e w at er ( p H 8). D T P M P w a s q u a ntifi e d u si n g I C -I P A D, w hil e gl y p h o s at e a n d A M P A w er e q u a ntifi e d 
u si n g L C -Q Q Q.  
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D T P M P tr a n sf or m ati o n i n t h e pr e s e n c e of M n O 2  a n d 1  m M M n 2 +  at p H 6  

  

Fi g ur e D. 3  T ot al D T P M P c o n c e ntr ati o n s q u a ntifi e d u si n g I C -IP A D a s a f u n cti o n of ti m e f or all f o ur e x p eri m e nt s wit h 
M n O 2  ( o xi c ( bl u e) a n d a n o xi c (r e d)) a n d o n e e x p eri m e nt c o nt ai ni n g 1 m M M n Cl 2  ( o xi c, gr e e n) i n a q u e o u s M E S b uff er 
( p H 6). (Fi g ur e  2 i n t h e m ai n t e xt a m e n d e d b y t h e e x p eri m e nt c o nt ai ni n g 1  m M M n 2 +  ( o xi c c o n diti o n s) at p H 6.) Err or 
b ar s r e pr e s e nt a b s ol ut e err or s b et w e e n d u pli c at e s.  
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A d diti o n al c o n c e ntr ati o n pr ofil e s of tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt s  

 

Fi g ur e  D. 4  A q u e o u s  D T P M P  ( bl a c k),  I D M P  ( gr e e n)  a n d  P O 4
3-  ( or a n g e)  c o n c e ntr ati o n s  q u a ntifi e d  u si n g  I C-I C P- M S 

(3 1 P 1 6 O + ) d uri n g D T P M P o xi d ati o n b y M n O2  i n f o ur diff er e nt e x p eri m e nt s. a) 1. 0 g/ L M n O2  o xi c, b) 0. 1 g/ L M n O 2  o xi c, 
c) 1. 0 g/ L M n O 2  a n o xi c, d) 0. 1 g/ L M n O 2  a n o xi c. Err or b ar s r e pr e s e nt a b s ol ut e err or s b et w e e n e x p eri m e nt al d u pli c at e s.  
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L o n g -ti m e r e pli c a of 1. 0 g/ L M n O 2  i n M E S b uff er 

 

Fi g ur e D. 5  A q u e o u s c o n c e ntr ati o n s of D T P M P ( b a c k) q u a ntifi e d b y m e a n s of I C -I C P-M S a n d t ot al c o n c e ntr ati o n s of 
gl y p h o s at e (r e d) a n d A M P A ( bl u e) q u a ntifi e d b y m e a n s of L C -Q Q Q i n t h e l o n gti m e r e pli c a of t h e e x p eri m e nt u si n g 1. 0 
g/ L M n O 2  i n ultr a p ur e b uff er e d w at er ( p H 6) u n d er o xi c c o n diti o n s o v er 9 6 h o ur s. Err or b ar s r e pr e s e nt a b s ol ut e err or s 
b et w e e n e x p eri m e nt al d u pli c at e s.  

 

A M P A a n d gl y p h o s at e i n t h e D T P M P -fr e e w a st e w at er c o ntr ol s 

 

Fi g ur e D. 6  Gl y p h o s at e (r e d) a n d A M P A ( bl u e) c o n c e ntr ati o n s q u a ntifi e d b y L C -Q Q Q i n c o ntr ol  e x p eri m e nt s wit h o ut 
t h e a d diti o n of D T P M P. A: p ur e w a st e w at er, B: w a st e w at er wit h 1. 0  g/ L M n O 2 , C: w a st e w at er wit h 1 m M M n Cl 2 . N ot e: 
D u e t o d at a p oi nt o v erl a y, n ot all i n di vi d u al d at a p oi nt s ar e vi s u all y di sti n g ui s h a bl e . 
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D T P M P tr a n sf or m ati o n b y M n O 2  i n w a st e w at er v s. M E S b uff er 

 

Fi g ur e D. 7  T ot al D T P M P ( bl a c k) , gl y p h o s at e (r e d) a n d A M P A ( bl u e) c o n c e ntr ati o n s q u a ntifi e d b y m e a n s of I C -I P A D 
( D T P M P) a n d L C -Q Q Q ( gl y p h o s at e, A M P A) i n t w o e x p eri m e nt s c o nt ai ni n g 1  m M D T P M P a n d 1. 0  g/ L M n O 2  i n a) 2 0 
m M M E S b uff er ( p H 6) a n d b)  w a st e w at er ( p H 8).  
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M E T H O D S  

Q u a ntifi c ati o n of D T P M P 

 

Fi g ur e D. 8  D et e ct or m et h o d or " w a v ef or m" f or t h e a m p er o m etri c d et e cti o n u s e d i n t h e I C -IP A D m et h o d.  

 

T a bl e D. 1  C o n c e ntr ati o n  gr a di e nt pr ofil e of 1 5  m M N a O H ( el u e nt A) a n d 5 0  m M N a O H a n d 4 0 0  m M N a A c ( el u e nt B) 
f or t h e q u a ntifi c ati o n of D T P M P b y I C-I P A D. 

Ti m e  i n mi n S h ar e el u e nt A i n %  S h ar e el u e nt B i n %  

0. 0  1 0 0  0  

7. 1  9 0  1 0  

1 5. 1  7 0  3 0  

1 9. 0  0  1 0 0  

2 0. 0  0  1 0 0  

2 0. 1  1 0 0  0  

3 1. 0  1 0 0  0  
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Q u a ntifi c ati o n of A M P A a n d gl y p h o s at e 

T a bl e D. 2  C o n c e ntr ati o n gr a di e nt pr ofil e of 2. 5  m M a q u e o u s a m m o ni u m a c et at e ( el u e nt A) a n d a c et o nitril e ( el u e nt B) 
f or t h e q u a ntifi c ati o n of A M P A a n d gl y p h o s at e b y L C-Q Q Q . 

T i m e i n mi n S h ar e el u e nt A i n %  S h ar e el u e nt B i n %  

0. 0 0  9 5. 0 0  5. 0 0  

2. 0 0  9 5. 0 0  5. 0 0  

8. 0 0  3 0. 0 0  7 0. 0 0  

8. 5 0  0. 0 0  1 0 0. 0 0  

1 3. 0 0  0. 0 0  1 0 0. 0 0  

1 3. 1 0  9 5. 0 0  5. 0 0  

1 6. 0 0  9 5. 0 0  5. 0 0  

 

T a bl e  D. 3   M S/ M S p ar a m et er s  f or  t h e  q u a ntifi c ati o n  of  A M P A  a n d  gl y p h o s at e  b y  L C -Q Q Q.  All  c o m p o u n d s w er e  
d eri v ati z e d u si n g F M O C -Cl . 

C o m p o u n d  
P r e c ur s or i o n 

(m /z ) 
P r o d u ct i o n 

(m /z ) 
F r a g m e nt or i n 

V  

C olli si o n 
e n er g y i n e V 

R et e nti o n 
ti m e i n mi n 

Gl y p h o s at e  

 

3 9 2  1 7 9  1 0 0  2 4  6. 1 5  

 3 9 2  8 8  1 0 0  1 6  

1 3 C 2 , 1 5 N -
Gl y p h o s at e  

 

3 9 5  1 7 9  1 0 0  2 4  6. 1 5  

 3 9 5  9 1  1 0 0  1 6  

A M P A  

 

3 3 4  1 7 9  1 0 0  1 1  7. 0 3  

 3 3 4  1 1 2  1 0 0  1 0  

1 3 C 1 5 N- A M P A  

 

3 3 6  1 7 9  1 0 0  1 1  7. 0 3  

 3 3 6  1 1 4  1 0 0  1 0  

Gl uf o si n at e  

 

4 0 4  1 7 9  1 0 0  2 4  6. 4 2  

 4 0 4  1 3 6  1 0 0  2 0  

 

 

 

Gastbenutzer
Ist das nicht normalerweise eV?

Anna Röhnelt
Einheiten nochmal zur Sicherheit checken
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T h e f oll o wi n g t a bl e h ol d s L O D/ L O Q v al u e s f or A M P A a n d gl y p h o s at e L C-Q Q Q m e a s ur e m e nt s 

d eri v e d a s st at e d i n t h e M et h o d s s e cti o n  of t h e m ai n t e xt . 

T a bl e D. 4  L O D a n d L O Q v al u e s f or gl y p h o s at e a n d A M P A i n μ g/ L f or e a c h m e a s ur e m e nt s e q u e n c e f or t h e L C -Q Q Q 
m e a s ur e m e nt s. T h e a p pr o a c h u s e d t o d eri v e t h o s e L O D/ L O Q v al u e s i s d e s cri b e d i n t h e M et h o d s s e cti o n. T h e c o ntr ol s 
ar e di s pl a y e d b el o w t h e r e s p e cti v e e x p eri m e nt . 

E x p eri m e nt  Gl y p h o s at e  A M P A  

M a n g a n e s e  O 2  m atri x  L O D  L O Q  L O D  L O Q  

1. 0 g/ L M n O 2  o xi c  M E S  1 0. 4 8  1 7. 4 4  6. 4 1  1 0. 0 3  

0. 1 g/ L M n O 2  o xi c  M E S  5. 0 9  1 2. 1 3  6. 3 1  1 0. 7 3  

1. 0 g/ L M n O 2  a n o xi c  M E S  9. 8 0  3 3. 4 7  9. 4 9  2 0. 9 4  

0. 1 g/ L M n O 2  a n o xi c  M E S  3. 5 7  6. 9 8  9. 4 9  2 0. 9 4  

1 m M M n 2 +  

o xi c  M E S  

4. 6 3  8. 6 4  4. 4 2  8. 9 4  

- C o ntr ol 1  4. 6 3  8. 6 4  4. 4 2  8. 9 4  

1. 0 g/ L M n O 2  

o xi c  w a st e w at er  

4. 8 9  1 0. 1 4  4. 4 2  8. 9 4  

- C o ntr ol 1  3. 5 7  6. 9 8  1. 7 1  4. 8 3  

- C o ntr ol 2  5. 5 0  1 1. 0 0  5. 3 6  1 2. 0 4  

- C o ntr ol 3  3. 5 7  6. 9 8  1. 7 1  4. 8 3  

1 m M M n 2 +  
o xi c  w a st e w at er  

4. 6 3  8. 6 4  5. 3 6  1 2. 0 4  

- C o ntr ol 1  4. 6 3  8. 6 4  4. 4 2  8. 9 4  
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A q u e o u s a n d s or b e d fr a cti o n s of A M P A a n d gl y p h o s at e  

 

Fi g ur e D. 9  A q u e o u s a n d s or b e d gl y p h o s at e (r e d) a n d A M P A ( bl u e) c o n c e ntr ati o n s q u a ntifi e d b y m e a n s of L C -Q Q Q i n 
t h e  e x p eri m e nt  wit h  1. 0  g/ L  M n O2  u n d er  o xi c  c o n diti o n s  ( p H  6).  Err or  b ar s  r e pr e s e nt  a b s ol ut e  err or s  b et w e e n 
e x p eri m e nt al d u pli c at e s.  
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Q u a ntifi c ati o n of p h o s p h or u s- c o nt ai ni n g T P s u si n g I C-I C P- M S  

T a bl e  D. 5  C o n c e ntr ati o n  gr a di e nt  pr ofil e  of  3 0 0  µ g/ L  a q u e o u s  D T P A  ( p H  9. 2)  ( el u e nt  A)  a n d  1 5 0  m M  a q u e o u s 
a m m o ni u m  nitr at e  wit h  3 0 0  µ g/ L  D T P A  ( p H  9. 2)  ( el u e nt  B)  f or  t h e  q u a ntifi c ati o n  of  P -c o nt ai ni n g  c o m p o u n d s  b y 
I C-I C P- M S. 

Ti m e i n s  S h ar e el u e nt A i n %  S h ar e el u e nt B i n %  

0  9 1. 5  8. 5  

2 5  8 6. 5  1 3. 5  

1 2 0  6 0. 0  4 0. 0  

1 5 5  3 0. 0  7 0. 0  

1 8 5  1 2. 0  8 8. 0  

2 4 5  1 2. 0  8 8. 0  

 

N u cl e ar M a g n eti c R e s o n a n c e S p e ctr o s c o p y ( N M R)  

 

Fi g ur e D. 1 0  3 1 P-{ 1 H} -N M R -s p e ctr u m  of  D T P M P  i n  D 2 O  m e a s ur e d  a s  st at e d  i n  t h e  M et h o d s s e cti o n.  δ  ( p p m):  9. 2 3, 
1 2. 9 4. I m p uriti e s ar e m ar k e d wit h a n a st eri s k. T h e s u m of i nt e gr al s i s n or m ali z e d t o 1 0 0.  
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Fi g ur e D. 1 1  3 1 P-{ 1 H} -N M R -s p e ctr u m of E D T M P i n D 2 O m e a s ur e d a s st at e d i n t h e M et h o d s s e cti o n . δ ( p p m): 8. 7 6. 
I m p uriti e s ar e m ar k e d wit h “*”. T h e s u m of i nt e gr al s i s n or m ali z e d t o 1 0 0. 

 

Mi n er al C h ar a ct eri z ati o n  

P oi nt of z er o c h ar g e ( p H P Z C ) 

T h e p H P Z C  of t h e M n O 2  u s e d i n t hi s st u d y w a s a n al y z e d vi a ζ -p ot e nti al m e a s ur e m e nt s u si n g a 

Z et a si z er N a n o Z S P ( M al v er n P a n a n al yti c al, M al v er n, U nit e d Ki n g d o m) i n f ol d e d c a pill ar y z et a 

c ell s at 2 0 ° C. M e a s ur e m e nt s w er e c o n d u ct e d i n tri pli c at e s wit h 1 0 t o 1 5 r u n s, e a c h. F or a n al y si s, 

5 0 m g/ L M n O 2 s u s p e n si o n s w er e pr e p ar e d i n 1 0  m M N a Cl + 1 0 m M M E S b uff er a n d t h e p H w a s 

a dj u st e d b y 0. 1 M or 1 M  N a O H a n d H Cl. T h e p oi nt of z er o c h ar g e ( p HP Z C ) w a s d et er mi n e d b y 

pl otti n g t h e z et a p ot e nti al a s a f u n cti o n of t h e a dj u st e d p H a n d s u b s e q u e nt r e gr e s si o n of t h e li n e ar 

p art  of  t h e  d at a  s et s.  p H P Z C  w a s  d et er mi n e d  t o  b e  

5. 6 ± 0. 1.  
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Br u n a u er -E m m ett -T ell er m et h o d ( B E T)  

T h e  s p e cifi c  s urf a c e  ar e a  ( S S A)  of  t h e  M n O 2  w a s  d et er mi n e d  b y  nitr o g e n  s or pti o n -d e s or pti o n 

i s ot h er m s u si n g a G e mi ni VII 2 3 9 0 ( Mi cr o m etri c s, N or cr o s s, G A, U S A). S a m pl e s w er e d e g a s s e d 

b ef or e a n al y si s o v er ni g ht u n d er v a c u u m at 1 2 0 ° C. S S A w a s d et er mi n e d at 6 4. 5 ± 0. 2 m 2 / g. 

P o w d er X -r a y diffr a cti o n ( X R D) 

X R D  m e a s ur e m e nt s  w er e  p erf or m e d  i n  G ötti n g e n  b y  V ol k er  K ari u s  u si n g  a n  Ori o n  C o m et  P 2 

P o w d er diffr a ct o m et er ( X R D Ei g e n m a n n G m b H, S c h n eitt a c h -H or m er s d orf, G er m a n y) e q ui p p e d 

wit h a C u – s o ur c e ( C u - Kα r a di ati o n, λ 1  = 1. 5 4 0 6 0 Å , λ 2  = 1. 5 4 4 4 3 Å ) wit h a Kα 2 /K α 1  r el ati o n of 0. 5 

a n d a b e a m v olt a g e a n d c urr e nt of 4 0 k V a n d 4 0 m A, r e s p e cti v el y. T h e mi n er al pr e d o mi n a ntl y 

e x hi bit s a n a m or p h o u s str u ct ur e i nt er s p er s e d wit h l o c ali z e d cr y st alli n e d o m ai n s c o n si sti n g of  t h e 

t w o p ol y m or p h s p yr ol u sit e ( β-M n O 2 ) a n d a k ht e n s kit e ( ε-M n O 2 ). 

 

Fi g ur e D. 1 2  X-r a y diffr a ct o gr a m of t h e m a n g a n e s e di o xi d e u s e d i n t hi s st u d y. M e a s ur e m e nt d et ail s ar e gi v e n i n t h e 
t e xt a b o v e. 

 

F urt h er Mi n er al A n al y si s 

T h e e xtr a ct a bl e M n III-c o nt e nt ( q u a ntifi e d b y p yr o p h o s p h at e e xtr a cti o n a n d U V/ vi s s p e ctr o s c o p y) 

w a s 1 % of t ot al m a n g a n e s e. Wit h r e g ar d t o t h e s urf a c e ar e a, t h e e xtr a ct a bl e M n III-c o nt e nt w a s 
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1. 7 6 n m ol/ m 2 . F urt h er, t ot al r efl e cti o n X-r a y fl u or e s c e n c e ( T X R F) r e v e al e d j u st mi n or a m o u nt s of 

m o n o - a n d bi v al e nt c ati o n s ( K: < 0. 0 0 1, C a a n d B a: ≤ 0. 0 3 m ol ar r ati o v s M n), w hi c h v ali d at e s t h e 

l o w M nIII-c o nt e nt.  

 

W a st e w at er C h ar a ct eri z ati o n  

I n or g a ni c c ati o n a n d a ni o n a n al y si s w a s p erf or m e d u si n g I C c o u pl e d t o c o n d u cti vit y d et e cti o n 

( C D). T h e i o n c hr o m at o gr a p h ( 9 3 0 C o m p a ct I C Fl e x) w a s e q ui p p e d wit h a 9 1 9 I C A ut o s a m pl er 

pl u s a n d t w o 8 0 0 D o si n o s ( all M etr o h m, Fil d er st a dt, G er m a n y) f or a ut o m at e d s a m pl e dil uti o n a n d 

el u e n t pr o d u cti o n. O n t h e a ni o n si d e, a s u p pr e s s or ( M S M R ot or A, M e otr h m) w a s i n st all e d pri or 

t o  t h e  d et e ct or.  T h e  c ol u m n  M etr o s e p  A  S u p p  5  ( 4. 0  x  2 5 0. 0 m m)  w a s  e m pl o y e d  f or  a ni o n 

a n al y si s, w hil e t h e M etr o s e p C 6 ( 4. 0 x 2 5 0  m m) w a s e m pl o y e d f or c ati o n a n al y si s ( b ot h M etr o h m). 

T h e  el u e nt  o n  t h e  a ni o n  si d e  c o n si st e d  of  3. 2  m M  s o di u m  c ar b o n at e  a n d  1. 0  m M  s o di u m 

bi c ar b o n at e i n ultr a -p ur e w at er a n d w a s d eli v er e d at a fl o w r at e of 0. 7  m L/ mi n. T h e el u e nt o n t h e 

c ati o n si d e c o n si st e d of 4. 0  m M nit ri c a ci d a n d 0. 7 m M di pi c oli ni c a ci d d eli v er e d at a fl o w r at e of 

0. 9 m L/ mi n. T h e i nj e cti o n v ol u m e w a s 2 0  μ L.   

T h e di s s ol v e d  or g a ni c  c ar b o n   (D O C ) w a s  a n al y z e d  u si n g  a  v ari o  T O C  c u b e  ( El e m e nt ar, 

L a n g e n s el b ol d, G er m a n y). Pri or t o a n al y si s, t h e s a m pl e s w er e filt er e d ( 0. 4 5 µ m), a ci difi e d t o a 

p H of l e s s t h a n 2 u si n g 3 2 % H Cl a n d p ur g e d wit h s y nt h eti c air t o r e m o v e i n or g a ni c c ar b o n. T h e 

a n al y si s w a s c o n d u ct e d i n d u pli c at e s.  

A q u e o u s m a n g a n e s e a n d ir o n  i n t h e filt er e d w a st e w at er s a m pl e w a s q u a ntifi e d b y a 4 2 0 0 M P –

A E S, e q ui p p e d wit h a S P S 3 a ut o s a m pl er, a c y cl o ni c s pr a y c h a m b er a n d a n e a s y – fit t or c h ( A gil e nt 

T e c h n ol o gi e s, S a nt a Cl ar a, U nit e d St at e s). T h e s el e ct e d w a v el e n gt h s w er e  4 0 3. 0 7 6 n m  ( M n) a n d 

3 7 3. 4 8 6 ( F e). S a m pl e s w er e dil ut e d pri or t o a n al y si s 1: 2 , wit h a fi n al c o n c e ntr ati o n of 1 % ( v/ v) 

H N O 3.  E xt er n al  st a n d ar d s  i n  t h e  r a n g e  b et w e e n  0. 0 1  m g/ L  a n d  5. 0  m g/ L  w er e  u s e d  f or 

q u a ntifi c ati o n ( R 2  > 0. 9 9 9).  L O D f or M n w a s d et er mi n e d t o b e 0. 0 3 8  m g/ L, w hil e t h e L O D f or F e 

w a s d et er mi n e d t o b e 0. 0 1 9  m g/ L.  
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T a bl e  D. 6  A ni o n s  a n d  c ati o n s  q u a ntifi e d  i n  t h e  w a st e w at er  s a m pl e  u si n g  i o n  c hr o m at o gr a p h y  wit h  c o n d u cti vit y 
d et e cti o n, e x c e pt f or M n a n d F e, w hi c h w er e q u a ntifi e d u si n g mi cr o w a v e -pl a s m a at o mi c e mi s si o n s p e ctr o s c o p y ( M P -
A E S), a n d t h er ef or e ar e n ot a s si g n e d c ati o ni c c h ar g e s.  

A ni o n  c  i n m g/ L C ati o n  c  i n m g/ L 

F - 0. 2 3  N a +  2 7. 9  

Cl - 3 9. 1  N H 4
+  1 3. 0  

N O 2
- 0. 7  K +  7. 8  

Br - 0. 0 4  M g 2 +  1 3. 3  

N O 3
- 7. 1  C a 2 +  7 1. 3  

P O 4
3-  3. 3  M n  < 0. 0 4  

S O 4
2-  9 9. 4  F e  < 0. 0 2  

 

 

T a bl e D. 7  W a st e w at er p ar a m et er s r e c or d e d f or a 2 4 -h o ur mi x e d s a m pl e i n t h e W W T P L u st n a u o n S e pt e m b er 9, 2 0 2 4. 
C O D st a n d s f or “ c h e mi c al o x y g e n d e m a n d”.  

P a r a m et er  V al u e  

C O D  1 9 5 m g/ L  

P t ot al  2. 2 7 m g/ L  

C o n d u cti vit y  6 9 1 μ S/ c m 

T e m p er at ur e  1 8. 8  ° C  
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A c k n o wl e d g e m e nts  

Fir st a n d f or e m o st, I w a nt t o t h a n k St ef a n B. H a d erl ei n f or t a ki n g o n t h e m ai n s u p er vi si o n of m y 

d o ct or al t h e si s. T h a n k y o u, St ef a n, f or t h e o p p ort u nit y t o c o n d u ct m y P h D t h e si s i n y o ur gr o u p 

a n d l a b or at or y, t h a n k y o u f or al w a y s b ei n g a v ail a bl e f or d et ail e d di s c u s si o n s of d at a a s w ell a s 

a n y  t h o u g ht s  or  c o n c er n s  I  h a d  t hr o u g h o ut  t h e  y e ar s.  T h a n k  y o u  f or  f o st eri n g  a  r el a x e d 

at m o s p h er e i n y o ur w or ki n g gr o u p, fr e e fr o m pr e s s ur e, a n d f or y o ur c al mi n g pr e s e n c e i n str e s sf ul 

ti m e s. I r e all y e nj o y e d w or ki n g wit h y o u. 

F urt h er, I w a nt t o t h a n k T or st e n C. S c h mi dt f or t a ki n g o n t h e C o -s u p er vi si o n of m y t h e si s. T h a n k 

y o u, T or st e n, f or y o ur r e g ul ar a n d v al u a bl e f e e d b a c k i n l o n g o nli n e m e eti n g s a n d pr o vi di n g m e 

wit h a m or e br o a d -s c o p e p er s p e cti v e o n m y r e s e ar c h. I t h a n k b ot h of y o u, St ef a n & T or st e n, f or 

t h e v al u a bl e di s c u s si o n s f urt h er s h a pi n g m y c o n c e pti o n of r e s e ar c h a n d w a y s of t hi n ki n g. I f e el 

li k e, n o m att er w h er e I will g o n o w, t h o s e l e ar ni n g s i n s ci e n c e a n d pr oj e ct m a n a g e m e nt will h el p 

m e o n m y w a y a h e a d.  

I w o ul d li k e t o t h a n k P hili p p R. M arti n f or t h e i ntr o d u cti o n i nt o t h e p h o s p h o n at e t o pi c, L C-I R M S 

a n d – m or e g e n er al – t h e fi el d of w at er c h e mi str y fr o m t h e l a b or at or y si d e. I l e ar n e d a l ot fr o m 

y o ur a n al yti c al w a y of t hi n ki n g, a n d o ur s ci e ntifi c di s c u s si o n s w er e al w a y s v er y fr uitf ul.  

I  w a nt  t o  t h a n k  t h e  “ H a p p y  Offi c e”  m e m b er s  Kl e a nt hi  K o urt a ki  a n d  R u o ni n g  G u o  f or  a  ni c e 

at m o s p h er e. T h a n k y o u t o g et h er wit h S ar a Wil d, C or a Str o b el a n d T a m ar a Pr u n e d d u f or t h e f u n 

l u n c h ti m e s. 

S ar a, b e si d e s t h at, t h a n k y o u f or y o ur h el p i n t h e l a b, f or t a ki n g c ar e of t h e L C -Q Q Q a n d e s p e ci all y 

t h e  (t erri bl e)  d eri v ati z ati o n  pr o c e d ur e.  I  l e ar n e d  a  l ot  fr o m  y o u.  C or a,  t h a n k  y o u  f or  i nt er e sti n g 

c o n v er s ati o n s a b o ut lif e, s ci e n c e a n d f e mi ni s m. I al w a y s  l o o k e d f or w ar d t o o ur l u n c h br e a k s a n d 

f e el t o h a v e f o u n d a n all y i n y o u r e g ar di n g m a n y vi e w s a n d v al u e s. 

I t h a n k m y dili g e nt Hi Wi s a n d b a c h el or st u d e nt s N or a Si m o n a n d H a n n a h Ar n ol d f or c o n d u cti n g 

M n O 2  tr a n sf or m ati o n e x p eri m e nt s a n d h el pi n g wit h t h e F M O C d eri v ati z ati o n. It w a s a pl e a s ur e 

t e a c hi n g y o u. 

I w a nt t o t h a n k Al wi n a M o z er a n d T h o m a s K ol b fr o m M etr o h m, w h o w er e al w a y s a v ail a bl e f or 

di s c u s si n g pr o bl e m s a n d s e n di n g n e w s p ar e p art s – or e v e n bri n gi n g t h e m o v er fr o m Fil d er st a dt 

i n p er s o n. T h a n k y o u f or y o ur ti m e, t h e di s c u s si o n s a n d y o ur e v er-pr e s e nt  h el p.  
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T h a n k s t o m y c o o p er ati o n p art n er s R o b ert G. H. M ar k s a n d M at hi s At h m er. T h a n k y o u, R o b ert, 

f or t h e v al u a bl e di s c u s si o n s a n d gr e at a d vi c e o n a n al yti c al c h e mi str y a s w ell a s a n al y zi n g s o m e 

of  m y  s a m pl e s  u si n g  y o ur  L C -I R M S/ H R M S  c o u pli n g.  T h a n k  y o u,  M at hi s,  f or  t h e i n cr e di bl y 

pl e a s a nt  a n d  s u c c e s sf ul  c oll a b or ati o n  a s  w ell  a s  fr uitf ul  di s c u s si o n s.  T h a n k  y o u  b ot h  f or  f u n 

c o nf er e n c e s!  

F or t h e l a st m o nt h s of m y P h D, I e s p e ci all y w a nt t o e x pr e s s m y t h a n k s t o J o a c hi m W ei s s. It w a s 

s u c h  a  bl e s si n g  t o  m e et  y o u  at  t h e  A n al yti c a  2 0 2 4.  T h a n k  y o u  f or  y o ur  e x pl a n ati o n s,  y o ur 

u nfilt er e d  h o n e st y,  a n d  s h ari n g  y o ur  e x p erti s e.  I  l e ar n e d  s o  m u c h  fr o m  y o u  a b o ut  i o n 

c hr o m at o gr a p h y, p ul s e d a m p er o m etri c d et e cti o n, a n d I C pr o bl e m s ol vi n g. I a m v er y h a p p y t h at – 

wit h y o ur h el p – I c o ul d fi n all y bri n g t h e I C-P A D m et h o d c h a pt er t o a s u c c e s sf ul c o m pl eti o n.  

E s p e ci all y f or t h e l a st w e e k s of m y P h D I t h a n k U w e K ar st f or a d vi c e a n d h el p i n tri c k y sit u ati o n s. 

T h a n k y o u f or al w a y s h a vi n g a n o p e n e ar a n d m a ki n g ti m e f or c all s d e s pit e y o ur f ull s c h e d ul e.  

A d diti o n all y, I w a nt t o t h a n k S ar a h Bi e g er a n d M ar k u s Kr a m er fr o m t h e U ni v er sit y of T ü bi n g e n f or 

c o n d u cti n g a n d  a n al y zi n g  t h e  N M R  m e a s ur e m e nt s  of  E D T M P  a n d  D T P M P  I  r ef err e d  t o  i n  m y 

w or k.  I n  t hi s  r e g ar d  I  al s o  w a nt  t o  t h a n k  V ol k er  K ari u s  fr o m  t h e  u ni v er sit y  of  G ötti n g e n  f or 

c o n d u cti n g X -r a y diffr a ct o gr a m s of t h e u s e d m a n g a n e s e o xi d e. 

T h a n k y o u,  D a ni el B u c h n er a n d M ai k A. J o c h m a n n, f or  y o ur eff ort s i n dr afti n g t h e D F G pr o p o s al 

a n d  su c c e s sf ull y s e c uri n g t h e f u n di n g m y a n d R o b ert s P h D t h e s e s w er e b a s e d o n.  

A bi g t h a n k y o u t o m y f a mil y, w h o I c o ul d p arti all y j u st s e e v er y r ar el y. T h a n k s t o all of y o u, f or at 

l e a st  vi siti n g  m e  o n c e  i n  T ü bi n g e n,  e v e n  t h o u g h  t h e  w a y  w a s  l o n g  a n d  h ar d  ( e s p e ci all y  wit h 

D e ut s c h e B a h n …). T h a n k s f or t h e f a mil y v a c ati o n s t h at all o w e d  m e t o u n wi n d fr o m w or k a n d 

si m pl y e nj o y lif e. T h a n k s f or al w a y s b eli e vi n g i n m e a n d s u p p orti n g a n y d e ci si o n.  
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