l;’ { § Leibniz
i 0; Z Universitit
to9:4 [ Hannover
\ .

Bachelorarbeit

Identifikation von Europiumspezies mittels Zeitaufgeloster
Laser-induzierter Fluoreszenz Spektroskopie (TRLFS)

Vorgelegt von: Anna Lina Kogiomtzidis
Matrikelnummer: 3235000

26. April 2019

Fakultéat fiir Mathematik und Physik
Institut fiir Radiotkologie und Strahlenschutz
Gottfried Wilhelm Leibniz Universitat Hannover

Priifer: Prof. Dr. Clemens Walther

Betreuerin: Julia Stadler, MSc.






Eigenstandigkeiterklarung

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststédndig verfasst habe. Ich
versichere, dass ich keine anderen als die angegebenen Quellen benutzt und alle wortlich
oder sinngemif aus anderen Werken tibernommenen Aussagen als solche gekennzeichnet
habe und dass die eingereichte Arbeit weder vollstdndig noch in wesentlichen Teilen

Gegenstand eines anderen Priifungsverfahrens gewesen ist.

Hannover, den 26. April 2019 Anna Lina Kogiomtzidis

iii



Inhaltsverzeichnis

iv

. Einleitung

Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

2.1. Chemische Eigenschaften des Europiums . . . . . . .. ... ... ....

2.2. Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie (TRLFS) am Eu(III)-Ion . . . .
2.2.1. Energetische Struktur des Eu(IIl)-Ions . . . . . .. ... ... ..
2.2.2. Lumineszenz . . . . . . . . ...
2.2.3. Emissionsspektren . . . . . ... ... L L
2.2.4. Fluoreszenzlebensdauern . . . . . . . . . .. ... ... ... ...

2.2.5. Excitationsspektren . . . .. .. ... o L.

Biologische Grundlagen

3.1. Europium in Pflanzen . . . . . .. ... ... ... ... ...

3.2, Oxalat . . . . .
3.3. Acetat und Malonat . . . . . . . . . ..
3.4. Phytat . . . . . . .

3.5. Ethylendiamintetraacetat (EDTA) . . . . ... .. ... ... ... ...

Messungen und Methode

4.1. Aufzucht der Pflanzen . . . . . . .. ... oo o oL

4.2. Herstellung der Referenzlosungen . . . . . . .. . ... ... .. ... ..

4.3. TRLFS-Messungen . . . . . . .. ... .. . ...
4.3.1. Vorgehen . . . .. .. . ..
4.3.2. Technisches Equipment . . . .. ... ... ... . ... .....

4.4. Konzentrationsbestimmung mit ICP-MS . . . . . .. .. ... ... ...

Ergebnisse und Diskussion

5.1. Referenzlosungen . . . . . . .. . ..o
5.1.1. Eu-EDTA-Lésungen . . . . ... ... .. ... ... .......
5.1.2. Eu-Phytat-Losungen . . . . . .. .. ... ... ... ... ....
5.1.3. Messungen an auskristallisiertem Europiumphytat . . . . . . ..
5.1.4. Eu-Oxalat-Losungen . . . . . ... ... ... ... ...
5.1.5. Eu-Acetat- und Malonat-Lésungen . . . . . . ... ... ... ..

5.2. Untersuchung der Néahrlosung . . . . . . .. .. ... ... ... .....

5.3. TRLFS Messungen an Bohnen . . . . ... .. .. ... .........
5.3.1. Excitationsspektren und Direktanregung . . . . . . . . . . . . ..
5.3.2. Emissionsspektren und Lebensdauern bei UV-Anregung . . . . .

5.3.3. Vergleich mit den Referenzlésungen . . . . . ... ... ... ..

© O Ut e e NN

11

12
12
15
15
16
17

19
19
19
20
20
21
22



Inhaltsverzeichnis

5.4. TRLFS-Messungen an Erbsen . . . . . . .. .. ... .. ... ...... 46
5.4.1. Excitationsspektren und Direktanregung . . . . . . . . .. .. .. 46

5.4.2. FEmissionsspektren und Lebensdauern bei UV-Anregung . . . . . 47

5.4.3. Vergleich mit den Referenzlésungen . . . . . ... ... ... .. 48

6. Zusammenfassung und Ausblick 49
Literaturverzeichnis 50
Abbildungsverzeichnis 57
Tabellenverzeichnis 59
A. Anhang 60
A.1. Liste der verwendeten Chemikalien . . . . . ... ... ... ... .... 60
A.2. Details der experimentellen Arbeit . . . . . ... ... ... .. ... .. 61
A.3. Regressionen zur Lebensdauerbestimmung . . . . . . ... ... ..... 65
Danksagungen 72






1. Einleitung

Bei der Stromerzeugung durch Kernspaltung entstehen radioaktive Abfélle in Form von
abgebranntem Kernbrennstoff. Die darin enthaltenen langlebigen Nuklide erschweren
die Entsorgung, da von ihnen auch lange Zeit nach der Einlagerung ein nicht vernach-
lassigbares Gefahrenpotential ausgeht. Mangelhafte Lagerungsbedingungen kénnen eine
Kontamination von Grundwasser und Boden verursachen. Aber auch Reaktorungliicke
wie in Tschernobyl und Fukushima oder der militdrische Einsatz von Kernenergie kon-
nen eine erhebliche Belastung nach sich ziehen. Gelangen die Radionuklide iiber den
Einbau in Pflanzen in die Nahrungskette konnen sie zu einer erhéhten Strahlenexposi-
tion des Menschen fithren. Eine detaillierte Kenntnis {iber die Aufnahme radioaktiver
Isotope in Pflanzen und ihre chemische Speziation ermdéglicht eine Einschétzung der
Belastungspfade beispielsweise durch die Bestimmung von Transferfaktoren und Einbau-
mechanismen. Auch die Nutzung von Pflanzen zur Aufbereitung kontaminierter Béden
durch Extraktion der radioaktiven Stoffe wird untersucht [1].

Das Element Americium gehort zu den Actiniden und leistet mit einer Halbwertzeit von
ca. 7370 Jahren in Form von 243Am einen entscheidenden Beitrag zur Langzeitradiotoxi-
zitit von radioaktivem Abfall [2]. Daneben ist vor allem das Isotop 2! Am von Interesse.
Es ist ebenfalls in abgebranntem Kernbrennstoff enthalten und ist als dosisbestimmender
Alpha-Strahler nach dem Reaktorungliick in Tschernobyl ein wichtiger Faktor im Hinblick
auf Langzeitfolgen. [3] Da sich die Actinide und Lanthanide des Periodensystems unter-
einander in ihren chemischen Eigenschaften sehr dhneln, kénnen Ergebnisse beziiglich
des chemischen Verhaltens in gewissem Rahmen iibertragen werden [4] [5]. Aus diesem
Grund wird als chemischen Analogon fiir Americium oft Europium eingesetzt. Zum
einen sind die natiirlich vorkommenden Europium-Isotope nicht radioaktiv, wodurch
Aufwand und Risiko erheblich reduziert werden [6], zum anderen eignet sich Europium
durch seine elektronischen Eigenschaften besonders gut fiir fluoreszenzspektroskopische
Untersuchungen, die Einblick in die chemische Umgebung geben kénnen [7].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mithilfe von zeitaufgeloster Laser-induzierter Fluores-
zenzspektroskopie (TRLFS) der Einbau und die chemische Speziation von Europium
in Pflanzen der Gattungen Phaseolus vulgaris L. (Buschbohne) und Pisum sativum
L. (Gartenerbse) untersucht. Dabei wurden Emissions- und Excitationsspektren sowie
Fluoreszenzlebensdauern verschiedener Pflanzenteile analysiert, um qualitative Informa-
tionen iber die Koordinationschemie des Europium-Ions zu erlangen. Auflerdem wurden
einige organische Verbindungen ausgewahlt, die bekannterweise in Pflanzen, besonders
in der Familie der Hiilsenfriichtler, auftreten und als Liganden fiir das Europium-Ion
infrage kommen. Losungen dieser Verbindungen mit Europium(III) wurden untersucht,
um durch mégliche Ahnlichkeiten in Emissionsspektren und Lebensdauern Hinweise auf

die in der Pflanze vorliegenden Komplexe zu erhalten.



2. Grundlagen der
Fluoreszenzspektroskopie

2.1. Chemische Eigenschaften des Europiums

Das Element Europium gehort zu den Lanthaniden, die mit den Elementen der Ord-
nungszahlen 57 bis 71 die sechste Periode des Periodensystems darstellen. Gemeinsam
mit der siebten Periode, den Actiniden, bilden sie den sogenannten f-Block. Diese Be-
zeichnung stammt daher, dass bei diesen Elementen sukzessiv die 4f-Orbitale (bei den
Lanthaniden) bzw. die 5{-Orbitale (im Falle der Actiniden) durch Elektronen besetzt

werden.

Tab. 2.1.: Ubersicht iiber einige chemische Eigenschaften von Europium und Americium

[8] [9]-

Europium  Americium
Ordungszahl 63 95
Elementare Elektronenkonfiguration [Xe] 4f76s?> [Rn] 5f"7s?
Bevorzugte Oxidationsstufe (+1I) +I1I +I11
Tonenradius® [A] 1,066 1,106
Normalpotential® [V] —1,99 —2,07
Hydratationsenthalpie® [kJ/mol] —3547 —3439
Koordinationszahl des Aquo-Ions 9 9d

? bei Koordinationszahl CN = 8

P fiir M == M3t 43¢ bei pHO

¢ bei pHO

4 geschitzter Wert, basierend auf Extrapolation der fiir Lanthanide bekannten
Daten

Neben der grofien chemischen Ahnlichkeit innerhalb der Lanthanide weisen auch viele
der untereinander stehenden Lanthanid-Actinid-Paare wie Europium und Americium
ein chemisch sehr dhnliches Verhalten auf, da sie eine analoge Elektronenkonfiguration
und einen vergleichbaren Ionenradius besitzen. Das fiihrt zu weiteren Ahnlichkeiten in
ihrem Reaktionsverhalten, von denen einige in Tabelle 2.1 dargestellt sind.

Im Hinblick auf diese Arbeit sind vor allem die Komplexierungseigenschaften der beiden
Elemente von Interesse. Die Kationen der f-Block-Elemente werden aufgrund ihrer
hohen Ladungsdichte als harte Sauren klassifiziert [9]. Das bedeutet, dass sie nach dem
HSAB-Konzept (Hard and Soft Acids and Bases) von PEARSON Bindungen mit harten
Basen wie z. B. Fluorid-Ionen, Phosphate oder sauerstoff- und stickstoffhaltige Anionen

bevorzugen [10]. Besonders zu Hydroxid- und Carbonatliganden besteht eine hohe
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Affinitét [11], aber auch Bindungen mit Carboxylatgruppen sind von groer Bedeutung
[12].

Auflerdem besteht eine starke Neigung zur Hydratation. Das bedeutet, dass sich in
wassriger Umgebung durch elektrostatische Anziehung Wassermolekiile um das Kation
herum anordnen. Man spricht auch von Aquo-Ionen. Dabei wird zwischen der priméren
und der sekundéren Hydrathiille unterschieden. Die Wassermolekiile der priméaren
Hydrathiille, die beim Eu(III)-Ion aus neun Wassermolekiilen besteht, sind direkt iiber das
Sauerstoffatom an das Kation koordiniert. Das elektromagnetische Feld des Metallions
reicht allerdings iiber diese erste Schicht von Wassermolekiilen hinaus, sodass darum
herum die sekundére Hydrathiille entsteht, in der zwar ebenfalls eine Wechselwirkung
besteht, die Wassermolekiile aber wesentlich weniger stark an das Kation gebunden
sind. [13]

Man koénnte das Europium-Aquo-Ion als einfachste Form der Komplexierung bezeichnen.
Allerdings besteht ein Unterschied in der Bindungssituation. Ublicherweise handelt es
sich bei den Liganden, die an das Zentralion binden, um Donor-Liganden, das bedeutet,
vereinfacht ausgedriickt, dass der Ligand ein freies Elektronenpaar abgibt, wodurch eine
Bindung entsteht. Eine solche Donor-Akzeptor-Bindung, bei der die Bindungselektronen
von nur einem Reaktionspartner beigesteuert werden, wird auch als koordinative Bindung
bezeichnet. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei der Hydratation um eine einfache
elektrostatische Anziehung zwischen dem Kation und den partiell negativ geladenen
Sauerstoffatomen des Wassermolekiils. [10]

Manche Liganden konnen iiber mehrere Atome oder funktionelle Gruppen an das
Zentralion binden und besetzen so mehrere Koordinationsstellen. Man spricht von einer
mehrzéhnigen Bindung. Solche Komplexe sind durch den sogenannten Chelateffekt
hdufig besonders stabil, da ihre Bildung mit einem grofien Entropiegewinn einhergeht.
Durch ihr elektromagnetisches Feld und die koordinative Bindung wechselwirken die
Liganden mit der Elektronenhiille des Europium-Ions. Es kann zu Veranderung der ener-
getischen Struktur durch Verschiebung oder Aufspaltung von Energieniveaus kommen.
Diese Effekte werden als Ligandenfeld-Wechselwirkung oder auch Kristallfeldaufspal-
tung bezeichnet. Sie unterscheiden sich in ihren Auswirkungen je nach Liganden und
Koordinationsgeometrie. Erklarungsanséitze bieten z. B. die Kristallfeld- und die Mole-

kiilorbitaltheorie, die hier aber nicht weiter erdrtert werden sollen. [10]
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2.2. Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie (TRLFS) am
Eu(ll1)-lon

2.2.1. Energetische Struktur des Eu(lll)-lons

456d 5L

416 6
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RATION

Abb. 2.1.: Auszug aus dem Termschema des freien Eu(III)-Ions. [14]

In Mehrelektronensystemen miissen neben dem Coulomb-Potential des Kerns die gegen-
seitige Abstoflung der Elektronen sowie die Wechselwirkung des Elektronenspins mit dem
magnetischen Moment des Bahndrehimpulses berticksichtigt werden. Da eine exakte Be-
rechnung durch Lésung der Schrédinger-Gleichung hdufig analytisch nicht méglich oder
zumindest langwierig ist, wird auf verschiedene Naherungen zuriickgegriffen. Bei leichten,
kleinen Atomen ist die Spin-Bahn-Kopplung vernachlissighar gegeniiber der Wechselwir-
kung der Elektronen untereinander. In diesem Fall werden zunéchst Bahndrehimpulse
und Spins (vektoriell) zu einem Gesamtbahndrehimpuls L und einem Gesamtspin S
addiert. Diese werden dann zu einem Gesamtdrehimpuls J = |L— S|, |L—S|+1,...,.L+S
gekoppelt. Der elektronische Gesamtzustand wird dann iiblicherweise in der Form 2H1T;
notiert, wobei I' =S5, P, D, F,G,... fur L =0,1,2,3,4,.... Dieses Vorgehen wird als LS-
oder Russell-Saunders-Kopplung bezeichnet. Bei grofien Atomen mit hoher Kernladung
iiberwiegt der Einfluss der Spin-Bahn-Wechselwirkung und man koppelt fiir jedes Elek-
tron zunéchst Spin und Bahndrehimpuls zu einen Elektronendrehimpuls j, danach
werden diese zum Gesamtdrehimpuls addiert.

Wie bei den anderen Lanthaniden ist der Beitrag der beiden Wechselwirkungen bei
Europium ahnlich grofl. Daher miisste streng genommen das sogenannte intermediate
coupling scheme angewendet werden. Der Einfachheit halber wird aber meist die LS-
Kopplung verwendet, die flir die Beschreibung von Lumineszenzphdnomenen ebenfalls
gute Ergebnisse liefert. [14]

Nach den Hundschen Regeln liegen im Eu(III)-Ion mit der Elektronenkonfiguration
[Xe] 418 die 7 Fj-Zustinde am niedrigsten. Dariiber liegen die ® D j-Zusténde. Als Grund-
zustand ergibt sich der Zustand ” Fyy. In Abbildung 2.1 ist ein Ausschnitt des Termschemas
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mit den relevanten Energieniveaus gezeigt. Geméafl der Magnetquantenzahl M ist jedes
Niveau zusétzlich (2J + 1)-fach entartet. Diese Entartung kann durch Ligandenfeld-
Wechselwirkungen teilweise aufgehoben werden, die dadurch entstehende Aufspaltung

der Niveaus wird als Kristallfeldaufspaltung bezeichnet. [14]

2.2.2. Lumineszenz

Lumineszenz bezeichnet allgemein den Vorgang, bei dem ein durch elektromagnetische
Strahlung angeregtes Atom, Ion oder Molekiil unter Aussendung eines Photons in den
elektronischen Grundzustand zuriickkehrt. Haufig ist der elektronisch angeregte Zustand
zusétzlich schwingungsangeregt. In diesem Fall kommt es zunéchst zu einer strahlungs-
losen Energieabgabe, bei der das Atom in den Vibrationsgrundzustand relaxiert. Das
beim Ubergang in den elektronischen Grundzustand emittierte Photon weist daher eine
geringere Energie auf als das anregende Photon. Diese Rotverschiebung der emittierten
Strahlung gegeniiber der absorbierten wird als Stokes-Shift bezeichnet. Wird statt ei-
nes isolierten Atoms ein System vieler Teilchen betrachtet, nimmt die Intensitét der

Lumineszenz exponentiell ab:

I(t) = I exp (—i) (2.1)

7 wird dabei als Lumineszenzlebensdauer bezeichnet. [15] [2]

Es wird unterschieden zwischen Fluoreszenz und Phosphoreszenz. Bei der Fluoreszenz
bleibt der Elektronenspin wihrend der Schwingungrelaxation erhalten wiahrend er sich
bei der Phosphoreszenz éndert, was zum Beispiel mit einem Ubergang vom Singulett- in
den Triplettzustand verbunden sein kann. Entsprechend erfordert die Riickkehr in den
Grundzustand eine weitere Spinumkehr. Da sich der Gesamtspin nach den Auswahlregeln
flir elektrische und magnetische Dipoliibergéinge nicht dndern darf, spricht man von
einem verbotenen Ubergang. Besagte Auswahlregeln resultieren aus der Berechnung der
Matrixiibergangselemente, die Aufschluss iiber die Wahrscheinlichkeit eines Ubergangs
geben. Die Auswahlregel AS = 0 basiert dabei auf der Annahme einer vernachléassig-
baren Spin-Bahn-Kopplung und wird daher mit steigender Ordnungszahl zunehmend
abgeschwiicht. Im Resultat finden Uberginge mit AS # 0 zwar statt, die Ubergangswahr-
scheinlichkeit ist aber deutlich geringer verglichen mit Ubergéingen ohne Spinéinderung.
Daher ist bei der Phosphoreszenz die Lebensdauer des angeregten Zustands wesentlich
groBer (ca 1079 s bis zu einigen Sekunden) als bei der Fluoreszenz (10712 bis 107%s). Mit
Lebensdauern von typischerweise einigen hundert pus oder mehr miisste die Lumineszenz
des Eu(IIT)-Tons daher eigentlich als Phosphoreszenz klassifiziert werden, auch weil
beim Ubergang vom 5 D- ins 7 F-Niveau ein Wechsel der Multiplizitit stattfindet (siehe
2.2.3). [14] Da in der Literatur jedoch iiberwiegend von Fluoreszenz gesprochen wird,
soll diese Konvention hier iibernommen werden [2] [5].

In natiirlichen Systemen liegt das Eu(III)-Ion selten isoliert vor, sondern wird meist

durch Wechselwirkung mit umgebenden Atomen, Ionen oder Molekiilen beeinflusst. Dies
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Abb. 2.2.: Jabolonski-Termschema fiir die Lumineszenzstrahlung [16].

spiegelt sich auch in seinen Fluoreszenzeigenschaften wieder. Durch charakteristische
Verdnderung in Spektren und Lebensdauern ist es moglich, Riickschliisse auf die chemi-
sche Umgebung und insbesondere auf den Komplexierungszustand des Eu(III)-Tons zu

ziehen. Darauf soll im Folgenden néher eingegangen werden.

2.2.3. Emissionsspektren

Eine Moglichkeit zur Untersuchung der Fluoreszenzeigenschaften ist die Aufnahme von
Emissionsspektren. Dabei wird eine europiumhaltige Probe mit einem Laser konstanter
Wellenldnge angeregt. Ein Detektor misst die emittierte Fluoreszenzintensitat in Ab-
héngigkeit der Emissionswellenldnge. Die Anregung des Eu(I1I) erfolgt optimalerweise
bei einer Wellenlénge von 394 nm. Das entspricht dem Ubergang " Fy — 5 Lg, dem Uber-
gang mit der héchsten Absorptivitit [17]. Es folgen strahlungslose Ubergéinge in den
5 Do-Zustand. Von dort relaxiert das Ion unter Aussendung von Lumineszenzstrahlung
in einen der 7 Fj-Zustinde. Durch die energetische Aufspaltung des ”F-Niveaus nach
dem Gesamtdrehimpuls J entstehen mehrere Emissionsbanden, von denen jede einem
Ubergang ° Dy — 7 F entspricht. Man spricht auch von F;-Banden (J = 0, 1,...,6). Von
besonderer Bedeutung fiur diese Arbeit sind dabei die Fy-, die Fi- und die F»-Bande.
Da Form und Intensitdtsverhéaltnisse der Banden von den koordinierenden Liganden des
Europium-Ions beeinflusst werden, lassen sich tiber die Interpretation des Emissionsspek-
trums Informationen iiber die chemische Komplexierung gewinnen. In Abbildung 2.3 ist
das typische Spektrum des [Eu(Hy0)g]*" (auch Europium-Aquo-Ion genannt) zu sehen.
Gezeigt sind die F}- bis Fy-Bande.

Im Folgenden soll dargelegt werden, wie die Intensitdtsverhéltnisse der Fy-, Fi- und
F»-Bande interpretiert und zur Analyse der Komplexierung des Eu(III) genutzt werden

konnen.
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Abb. 2.3.: Typisches Emissionsspektrum des Eu(III)-Aquo-Ions [18].

Die F-Bande

Der Ubergang ®Dg — " F} stellt den einzigen magnetischen Dipoliibergang unter den
5Dg — "Fj-Ubergéingen dar. Anders als bei den elektrischen Dipoliibergéingen ist die
F1-Bande, die meist bei etwa 585-600 nm zu beobachten ist, daher in ihrer Intensitét in
erster Naherung unabhéngig vom Einfluss der umgebenden Liganden [14]. Aus diesem
Grund werden Emissionsspektren haufig auf das Integral der Fj-Bande normiert, um

sie besser vergleichen zu kénnen [5].

Die F>-Bande

Die F5-Bande ist im Bereich von ca. 610-625 nm zu beobachten. Die Intensitit dieses
elektrischen Dipoliibergangs ist in besonderem Mafle abhéingig von der Komplexierung
des Ions. Dieses Phdnomen wird als hypersensitiver Effekt bezeichnet. Bei schwacher
Komplexierung, zum Beispiel im Aquo-Ion, ist ihre Intensitdt im Verhéltnis zur F1-Bande
gering (Abbildung 2.3), in einigen Komplexen kann das Intensitatsverhéltnis Fy/F) aber
gegeniiber dem Aquo-Ion um das bis zu hundertfache steigen [7].

Trotz vielfacher Erklédrungsversuche sind die Ursachen dieser Hypersensitivitdt noch
nicht abschlieBend geklért. Als f-f-Ubergang ist der F»-Ubergang nach den Auswahlregeln
fir elektrische Dipoliibergénge eigentlich paritatsverboten (Laporte-Verbot). Durch die
Beimischung von Zustdnden entgegengesetzter Paritit wird dieses Verbot aufgeweicht,
sodass Ubergéinge dennoch stattfinden kénnen. Die Ubergangswahrscheinlichkeit ist
allerdings weiterhin gering, daher bieten diese sogenannten erzwungenen elektrischen
Dipoliiberginge keine zufriedenstellende Erklarung fiir die teils auflerordentlich hohe
Intensitét der F»-Bande. Auch die Empfindlichkeit gegeniiber der chemischen Umgebung
wird in dieser Theorie nicht beriicksichtigt.

Jorgensen und Judd vermuteten einen Zusammenhang der Hypersensitivitdt mit einer
inhomogenen Polarisierbarkeit und den daraus resultierenden dielektrischen Eigenschaf-
ten des umgebenden Mediums [19]. Das Kovalenz-Modell hingegen erklért den Effekt
durch kovalente Bindungsanteile und die Mischung der f-f-Ubergéinge mit sogenannten
Charge-Transfer-Ubergéingen [20]. Die von Mason et al. aufgestellte Theorie bediente sich
des Effekts der dynamischen Kopplung, bei der das Metallkationen elektrische Dipole in
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den umgebenden Liganden erzeugt, die dann wiederum durch ihre Wechselwirkung mit
dem Ton die Ubergiinge ermdglichen [21]. Dieser Ansatz erwies sich spéter allerdings als
formal identisch mit der Theorie des inhomogenen Dielektrikums [7].

Diese und andere Theorien wurden viel diskutiert und letztlich ist zu vermuten, dass
mehrere Mechanismen zum Effekt der Hypersensitivitit beitragen. Dadurch aber ist
eine eindeutige Interpretation hdufig nicht moglich. Vereinfacht wird oft von einem
Zusammenhang zwischen dem Intensitatsverhéltnis und dem Grad der Komplexierung
gesprochen. Allerdings ist der Fy-Ubergang z. B. fiir punktsymmetrische Komplexe nach
der Judd-Ofelt-Theorie verboten, daher zeigt die F»-Bande fiir zentralsymmetrische
Koordinationsgeometrien tendenziell eine schwéchere Intensitéit. Diese Regel gilt aber
nicht in allen Situationen und der Umkehrschluss von einem grolen Fj/F)-Verhéltnis
auf einen asymmetrischen (oder zumindest nicht zentralsymmetrischen) Komplex muss

nicht zwangslaufig richtig sein [7].

Die F,-Bande

Die Fjp-Bande liegt bei ca. 577-581 nm. Im Spektrum des Aquo-Ions tritt sie nicht
auf, da Uberginge zwischen zwei Niveaus mit J = 0 nach den Auswahlregeln fiir
elektrische Dipoliibergénge verboten sind. In asymmetrischen Komplexen wird dieses
Verbot allerdings durch die Ligandenfeldwechselwirkung abgeschwécht, wodurch eine
groflere Fy-Intensitdt zu beobachten ist. Bei hochsymmetrischen Komplexgeometrien
sinkt die Intensitdt wieder. Die Groflie der Fj-Bande gibt also einen Hinweis auf die
Symmetrie des vorliegenden Komplexes.

Die Position der Banden ist im Allgemeinen weitgehend unabhéngig von der Komple-
xierung. Die Fy-Bande zeigt allerdings eine leichte Rotverschiebung mit zunehmender
Anzahl von Donorliganden in der ersten Koordinationssphére [22]. Dieses Verhalten
wird als Nephelauxetischer Effekt bezeichnet.

Ein Ansatz zur Erklarung dieses Phanomens ist die Betrachtung der elektronischen
Bindungsverhaltnisse. Einerseits stellt der Donorligand im Modell des Elektronen-
Donor-Akzeptor-Komplexes dem Metallkation zusétzliche Elektronen zu Verfiigung.
Dadurch kommt es zu einer verstarkten Abschirmung der f-Elektronen und somit zu
einer geringeren effektiven Kernladung, die in einer Ausdehnung der Elektronenwolke
und damit einer verringerten Elektronendichte resultiert. Andererseits kdnnten auch
kovalente Anteile der Bindung zwischen Zentralion und Ligand eine Rolle spielen.
Die gemeinsamen Orbitale bieten den Elektronen mehr Platz, wodurch ebenfalls eine
Reduktion der Ladungsdichte bewirkt wird. Beide Effekte fithren zu einer verminderten
Abstofung der Elektronen untereinander und dadurch zu einer energetischen Absenkung

des ® Do-Niveaus relativ zum 7 Fp-Niveaus. [7]
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Tab. 2.2.: Aufspaltung der Emissionsbanden in Abhéngigkeit der Symmetrie und des
Gesamtdrehimpulses J [14].
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Bandenaufspaltung

Im isolierten Europium-Ion ist jedes " F;-Niveau (2. + 1)-fach entartet. Diese Entartung
kann aber durch die Kristallfeldaufspaltung aufgehoben werden, was zu einer Aufspaltung
der Emissionsbanden fiihrt. Die Anzahl der Emissionsmaxima ist abhéngig vom Gesamt-
drehimpuls J des Ubergangs und der Geometrie des Komplexes. So tritt zum Beispiel
bei kubischen Symmetrien keine Aufspaltung der Fi-Bande auf, wihrend die F»-Bande
zwei Emissionsmaxima zeigt. Bei hexagonalen Symmetrien sind bei der Fj-Bande zwei
und bei der F>-Bande drei Emissionsmaxima vorhanden. Allgemein treten entsprechend
der Entartung maximal (2.J + 1) Kristallfeldkomponenten auf. Eine Ubersicht ist in
Tabelle 2.2 dargestellt [14]. Unter Berticksichtigung der Aufspaltungsmuster der F3-
und Fy-Bande, lassen sich unter geeigneten Bedingung nicht nur Riickschliisse auf das
Kristallsystem sondern auch auf die Punktgruppe ziehen. In der Praxis gestaltet es sich
aber auch hier oft schwierig, eindeutige Aussagen zu treffen, da die Emissionsmaxima
der Kristallfeldkomponenten héufig sehr nah beieinander liegen, sodass die Signale iiber-
lappen und sich die Aufspaltung nur in einer Asymmetrie der Bande zeigt. In diesem
Fall ist nicht eindeutig bestimmbar, um wie viele Komponenten es sich handelt. Dariiber
hinaus kann eine solche Asymmetrie auch durch die Uberlagerung mehrerer Spezies in

einer Probe bedingt sein [7].

2.2.4. Fluoreszenzlebensdauern

Die Lebensdauer 7 wird ebenfalls von der chemischen Umgebung beeinflusst, da sie von
der Relaxationsrate abhéngt. Im isolierten Eu(III)-Ion ist diese identisch mit der Rate
der spontanen Emission, da dies der einzige Relaxationspfad ist. Liegt das Europium-Ion
hingegen in einem Kristall oder Komplex vor, besteht zusatzlich die Moglichkeit der
Energieabgabe an benachbarte Teilchen. Beim sogenannten Quenching iibertragt das
Eu(III) seine Anregungsenergie durch Stéfle auf seine Nachbarmolekiile, indem es diese
in hohere Vibrationszustdnde anregt. Da dies eine Emission von Fluoreszenzstrahlung

verhindert, verkiirzt sich die Lebensdauer. [14]
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Abb. 2.4.: Quenching — Strahlungslose Energieiibertragung vom Eu(III)-Ton an das
H,0- bzw. D,O-Molekiil [14].

Besonders effektiv verliuft dieser Prozess in wissriger Losung. Durch Ubertragung
von Emergie auf die dritte OH-Oberschwingung der Wassermolekiile reduziert sich
die Fluoreszenzlebensdauer des Europium-Ions auf ca. 110 us [23]. Dieser Effekt ist
beispielsweise fiir deuteriertes Wasser wesentlich weniger stark ausgeprégt, da die um
den Faktor v/2 kleineren Schwingungsfrequenzen zu einer héheren Obertonanregung
fithren (Abbildung 2.4). Diese weist eine geringere Wahrscheinlichkeit auf, daher nimmt
die Rate der strahlungslosen Relaxation ab. [14]

HorrOCKS und SUDNICK fanden 1979 einen linearen Zusammenhang zwischen der
Anzahl der koordinierenden Wassermolekiile und der Differenz der Zerfallskonstanten
in HyO und DyO (kp,0 — kp,0) mit k& = 1/7 [24]. Da kp,o vergleichsweise konstant ist,
lasst sich ein direkter Zusammenhang zwischen der gemessenen Fluoreszenzlebensdauer
([r]=us) und der Anzahl von Wassermolekiilen in der ersten Koordinationssphére
herstellen [25]:

1

Diese Beziehung gilt streng nur unter der Annahme, dass die Liganden auf den anderen
Koordinationsplatzen keine quenchende Wirkung haben. Fiir gewohnlich trifft dies in
guter Naherung zu, allerdings gibt es auch Situationen, in denen Gleichung 2.2 nicht
anwendbar ist, zum Beispiel in Umgebungen ohne Wasser oder in Anwesenheit anderer
Quencher, wie Eisen [59] oder auch einige organische Verbindungen [60].

Die Fluoreszenzlebensdauern lassen sich mittels der zeitaufgelosten Fluoreszenzspek-
troskopie ermitteln. Dazu werden mehrere Emissionsspektren aufgenommen, wobei die

Probe jedes Mal erneut angeregt wird und die Delay-Zeit (also die Zeitspanne zwischen
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2.2. Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie (TRLFS) am Eu(III)-Ion

Anregung und Aufnahme des Spektrums) bei jedem Schritt erhoht wird. Durch Integra-
tion {iber das Emissionsspektrum und Auftragung der Ergebnisse gegen die Delay-Zeit,
ergibt sich ein zeitlicher Verlauf der Gesamtintensitit. Liegt in einer Probe nur eine
fluoreszierende Spezies vor, verlduft die Abnahme der Fluoreszenzintensitét nach der
Anregung wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben monoexponentiell nach Gleichung 2.1.
Durch einen exponentiellen Fit an die Daten lasst sich die Lebensdauer 7 ermitteln. Bei
einem Gemisch mehrerer Spezies muss entsprechend eine Anpassung héherer Ordnung,
z.B. bi- oder triexponentiell, durchgefiihrt werden. [15]

Es kommt vor, dass die Abnahme der Fluoreszenzintensitit monoexponentiell erscheint,
obwohl mehrere Spezies mit unterschiedlicher Anzahl HyO-Liganden vorliegen. Da es
sich bei Komplexbildungsreaktionen in der Regel um Gleichgewichtsreaktionen handelt,
kann es zu einem Liganden-Austausch zwischen den Spezies kommen. Findet dieser
Austausch auf kiirzeren Zeitskalen statt als die Fluoreszenzemission, lassen sich die
unterschiedlichen Spezies mit TRLFS nicht mehr auflésen. Dieser Effekt wird als schnel-
ler Austausch (fast interchange) bezeichnet. Die beobachtete Lebensdauer liegt dann
zwischen denen der beteiligten Spezies, wobei relative Mengenanteile und chemische

Gleichgewichtskonstanten berticksichtigt werden miissen [26].

2.2.5. Excitationsspektren

Unabhéngig von der Geometrie des Komplexes zeigen Niveaus mit J = 0 nur eine
Kristallfeldkomponente. Aus diesem Grund tritt bei den Niveaus Dy und 7 Fy keine
Entartung und dementsprechend auch keine Kristallfeldaufspaltung auf. Das Liganden-
feld beeinflusst allerdings die relative Lage der Energieniveaus zueinander. Infolgedessen
unterscheidet sich die fiir den Ubergang " Fy — ° Dy notwendige Anregungsenergie von
Spezies zu Spezies. Dieser Effekt kann genutzt werden, um aus einem Excitationsspek-
trum die Anzahl verschiedener Spezies zu bestimmen, die in einer Probe vorliegen. [7]
Die Probe wird dabei zunéchst bis zu einer Temperatur von einigen Kelvin gekiihlt.
Dadurch befindet sich der iiberwiegende Teil der enthaltenen Europium-Ionen im Grund-
zustand "Fy. AnschlieBend wird die Gesamtintensitit der Fluoreszenzstrahlung in Ab-
héngigkeit von der Anregungswellenldnge ermittelt und gegen diese aufgetragen (siehe
Abschnitt 4.3.1). Die Intensitdt der Emission wird dort besonders grof3, wo die Anre-
gungswellenlinge genau zu der Energie des 7Fy — ® Dyp-Ubergangs einer Spezies passt.
Im Idealfall entspricht also jede Bande im Excitationsspektrum einer einzelnen Spezies.
Nach Auswertung des Excitationsspektrums kénnen die gefundenen Spezies durch
Einstellung der geeigneten Laserwellenldnge getrennt voneinander angeregt werden.
Dieses Vorgehen, welches auch als Direktanregung bezeichnet wird, ermoglicht es, Emis-
sionsspektren und Lebensdauern der einzelnen Spezies ohne stérende Uberlagerungen

aufzunehmen.
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3. Biologische Grundlagen

Eine Analyse der Emissionsspektren und Lebensdauermessungen kann Aufschluss iiber
Symmetrie und Ausmafl der Komplexierung sowie die Anzahl der koordinierenden Wasser-
molekiile geben. Sie liefert aber hochstens indirekt Informationen iiber die Beschaffenheit
der iibrigen Liganden. Um Hinweise auf die Art der koordinierenden Molekiile zu erhalten,
kann es sinnvoll sein, Messungen an Proben mit bekannten Verbindungen durchzu-
fiihren und die Ergebnisse mit den Daten der Pflanzenproben zu vergleichen. Dafiir
wurden einige organische Verbindungen ausgewahlt, die entweder eine grofie Bedeutung
fiir den Stoffwechsel der Pflanzen haben oder deren Komplexierungseigenschaften eine
Verbindung mit der Europiumaufnahme vermuten lassen. Aufgrund der Pflanzenauswahl
(Pisum sativum L. und Phaseolus vulgaris L.) wurde dabei ein besonderes Augenmerk
auf die Familie der Hiilsenfriichtler gelegt. Im Folgenden soll zunédchst der aktuelle
Kenntnisstand tiber die Aufnahme- und Transportpfade des Eu(III)-Ions in Pflanzen
dargelegt und anschlieBend ein kurzer Uberblick iiber die ausgewihlten Verbindungen

gegeben werden.

3.1. Europium in Pflanzen

Wie fast alle Elemente der Lanthaniden ist Europium weit verbreitet, tritt aber meist
nur in geringen Mengen auf. Der Anteil von Europium in der Erdkruste betrigt etwa
1-2 ug/g [27] [28] [8]. Die Auswirkungen von Seltenerdmetallen auf Pflanzen werden
noch erforscht. Hohe Konzentrationen scheinen toxisch zu sein, doch gibt es Hinweise,
dass geringe Mengen sich positiv auf Wachstum und Ernteertrag auswirken konnen. Im
asiatischen Raum sind mit Lanthaniden versetzte Diinger daher schon seit einiger Zeit
tiblich, iiber deren Nutzen gibt es allerdings widerspriichliche Studien. [27]

Nach einer an Saat-Hafer (Avena sativa) durchgefithrten Studie erfolgt die Aufnahme
von Europium in die Pflanze hauptséchlich iiber die meristematischen Zellen, die in
der Wurzelspitze direkt hinter der Wurzelhaube verortet sind. In diesem Bereich sind
Zellteilungsrate und Zellwachstum besonders hoch. Der Casparische Streifen, der durch
seine hydrophoben Eigenschaften als Diffusionsbarriere zwischen Stele und Epidermis
dient (Abbildung 3.1), ist in diesem Bereich noch nicht voll ausgebildet. Dadurch kénnen
die Metallionen ins Xylem! und auf diesem Weg auch in den Rest der Pflanze gelangen.
Der Europiumgehalt in den Pflanzenteilen nimmt dabei von unten nach oben ab. Die
in dieser Studie aufgenommenen Fluoreszenzspektren und Lebensdauern deuten auf
eine dhnliche chemische Speziation des Eu(III) in der gesamten Pflanze hin, was die

Vermutung nahe legt, dass die Komplexierung schon in der Wurzel stattfindet und die

zustandig fiir Transport von Wasser und Mineralien [29]
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Abb. 3.1.: Aufbau einer Pflanzenwurzel [29].

Speziation sich beim Transport durch die Pflanze nur wenig &ndert [4]. Es gibt allerdings
Hinweise, dass die Anwesenheit von Carbonsiuren die Aufnahme durch die Wurzeln
begtinstigt [30]. Insofern konnte das Europium bereits in komplexierter Form in die
Pflanze gelangen und dort seine Speziation beibehalten.

Aufler in der Stele wurden auch in den Wurzelhaaren und Epidermiszellen der Reifungs-
zone (Maturation zone) signifikante Mengen von Europium gefunden. Da im Kortex
zwischen Stele und Epidermis aber nur geringe Konzentrationen festgestellt wurden,
scheint der Transport von Europium-Ionen von der Stele in die &ufleren Zellschichten
der Wurzel vernachldssigbar zu sein. Das deutet auf einen sekundéren Aufnahmeweg
tiber Diffusionsprozesse in die Epidermis und die Wurzelhaare hin. [4]

Verantwortlich fiir den Transport ins Innere der Pflanzenzellen sind scheinbar Wechsel-
wirkungen mit den funktionellen Gruppen der Proteine, Kohlenhydrate und Fette, aus
denen die Zellmembran besteht. KE et al. zeigten am Beispiel des Stechapfels (Datura
inonozia), dass Carboxylat- und Sulfatgruppen dabei eine entscheidende Rolle spie-
len [31]. Auch in anderen Studien, z. B. an der Wasserhyazinthe (Eichhornia crassipes)

wurden Hinweise auf eine Bindung durch Carboxylgruppen gefunden [1]. In Bakterien
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Abb. 3.2.: Schematische Darstellung einer Pflanzenzelle und ihrer Zellorganellen [29].

scheinen zusétzlich Phosphatgruppen involviert zu sein [32].

Die bisher beschriebenen Bindungsstellen des Eu(I1I) sind an der dufleren Zellmembran
lokalisiert. Aufgrund der Ahnlichkeiten in Ionenradius und Komplexierungsverhalten
wird Eu®" héufig als fluoreszierendes Analogon zu Ca®" genutzt. In vielen Fillen kann
das Calcium-Ton in organischen Komplexen sogar durch Eu®' substituiert werden, ohne
dass die biologische Funktion beeintrachtigt wird [4]. Daher ist es wenig tiberraschend,
dass der Eintritt ins Innere der Zelle unter anderem iiber die sogenannten Calciumkanéle
zu erfolgen scheint, durch die normalerweise Ca?"-Tonen in die Zelle transportiert werden
[33]. Diese Tatsache liefert auch eine Erklérung fiur die besonders starke Anreicherung
in den Mitochondrien der exponierten Pflanzenzellen, denn diese Zellorganellen dienen

unter anderem der Einlagerung von tiberschiissigem Calcium aus dem Cytoplasma. [33]
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3.2. Oxalat
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Abb. 3.3.: Strukturformel des Oxalsdure-Molekiils (a) und Komplexbildung mit
Metallkationen (b).

Als Oxalate werden die Salze der Oxalséure bezeichnet. Bei der Oxalsidure handelt es sich
um eine Dicarbonséure, sie besitzt also zwei Carboxylgruppen (Abbildung 3.3a). Diese
beiden funktionellen Gruppen erméglichen eine zweizihnige Komplexbindung [34] (Ab-
bildung 3.3b), wodurch das Oxalat-Ion einen starken Chelatliganden fir Metallkationen
darstellt. [35]

Oxalate sind ein weitverbreitetes pflanzliches Stoffwechselprodukt und werden grof3-
tenteils in der Vakuole angereichert (Abbildung 3.2). Diese enthalten den Zellsaft, in
welchem neben anorganischen Ionen beispielsweise auch Zucker und organische Sduren
gespeichert sind [36]. Die Aggregatzustédnde der Salze unterscheiden sich je nach Verbin-
dung und pH-Wert. So liegen beispielsweise Natrium- und Kaliumoxalat iiberwiegend
gelost vor, wihrend Calciumoxalat meist in kristalliner Form eingelagert wird. Der
Oxalatgehalt schwankt stark zwischen den verschiedenen Arten und Pflanzenteilen.
Ublicherweise bewegt er sich im einstelligen Prozentbereich, kann aber mehr als 30 %
der Trockenmasse ausmachen. [35]

Oxalséiure und ihre Salze sind an vielen wichtigen Prozessen in der Pflanze beteiligt.
So spielen sie unter anderem bei der Regulation des pH-Wertes und der Verteidigung
gegen Fressfeinde eine wichtige Rolle. Durch die Komplexierung der Kationen helfen sie
der Pflanze auflerdem, mit einem Uberschuss an Metallionen im Boden umzugehen. Als
Chelatligand dient das Oxalat-Ion ebenfalls als Calcium-Speicher. [37] Dieser Mechanis-
mus kénnte im Hinblick auf die Aufnahme von Europium relevant sein, da dieses hdufig

dieselben Transportwege wie Calcium nutzt [33].

3.3. Acetat und Malonat

Weitere Vertreter der Carbonséduren sind die Essigsdure und die Malonsédure, wobei
die Essigsdure iiber eine bzw. die Malonsdure tiber zwei Carboxylgruppen verfiigt
(Abbildung 3.4 oben). In deprotonierter Form, also als Acetat- bzw. Malonat-Ion, kénnen
bei Komplexbildung mit Metallkationen beide Sauerstoffatome einer Carboxylatgruppe

eine Koordinationsstelle besetzen [38]. Somit sind sowohl einzéhnige als auch zweizahnige
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Abb. 3.4.: Strukturformel der Essig- und Malonséure-Molekiile (oben) und zweizédhnige
Bindung der Anionen mit einem Metallkation (unten) [38].

Bindungen mdglich (Abbildung 3.4b) [39].

Acetate sind an vielen Stoffwechselprozessen in der Pflanze beteiligt. Das prominenteste
Beispiel ist vielleicht die Oxidation von Acetat zu CO, wiahrend des Citratzyklus der
Zellatmung. Auflerdem sind sie ein wichtiges Zwischenprodukt bei der Synthese von
Fettséduren und deren Abbau zu Kohlenhydraten. [36]

Auch Malonate spielen eine wichtige Rolle im Stoffwechsel der Pflanzen. Thre Funktionen
sind dabei hdufig eng mit denen der Acetate verkniipft, so z. B. beim Acetat-Malonat-
Weg zur Synthese von Phenolen. Vor allem in der Familie der Hiilsenfriichtler kommt
der Malonsdure eine besondere Bedeutung zu. In manchen Pflanzen dieser Familie ist

sie die Sdure mit dem groften Massenanteil (bezogen auf die Trockenmasse). [40]

3.4. Phytat

Das Phytinsdure-Molekiil besteht aus einem Kohlenstoff-Sechsring, an den iiber ein
Sauerstoffatom an jedes Kohlenstoffatom jeweils eine HoPO3-Gruppe gebunden ist
(Abbildung 3.5a). Bedingt durch diese Struktur kénnen Kationen entweder eine schwa-
che Komplexbindung mit einer oder eine starke Chelatbindung zwischen zwei Phos-
phatgruppen eingehen. Da das Phytat-Anion durch diesen Chelateffekt einen starken
Komplexbildner darstellt, tritt Phytinsdure meist als Salz in Verbindung mit ein- oder
zweiwertigen Metallkationen wie z. B. Ca®T, Mg?" oder K auf. [41] In Bezug auf das
Eu(III)-Ion ist das Bindungsverhalten des Phytat-Molekiils bisher nicht ausreichend
erforscht. Fiir zweiwertige Kationen wurden hauptséchlich ein- und zweizdhnige Bin-
dungen beobachtet [41] (Abbildung 3.5b). Untersuchungen an anderen Lanthanid-Ionen
legen eine 1:1-Komplexierung nahe [42].

In Pflanzen regulieren Phytate unter anderem als sekundére Botenstoffe intrazellula-
re Prozesse [43], dienen aber hauptséchlich als Phosphor- und Kationenspeicher und
werden wihrend der Reifephase in den Samen angereichert [41]. Wie die Salze der
Oxalséure findet die Speicherung in den Zellvakuolen statt, dort wird es in kristal-

liner Form hauptséchlich in Aleuronkérnern und Globoiden (also auskristallisierten
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3.5. Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
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Abb. 3.5.: Strukturformel des Phytinsidure-Molekiils (a) und mégliche Komplexbildung
mit Metallkationen (b) [41].

Proteinspeichervakuolen [36]) eingelagert [41].

In jedem Fall stellt das Phytat-Anion einen starken Komplexbildner fiir Metallkationen
dar, der in den untersuchten Pflanzen in gréfleren Mengen vertreten sein diirfte. Daher
wire es denkbar, dass die Phytinsédure eine Rolle in der Aufnahme und Bindung von

Europium in der Pflanze spielt.

3.5. Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
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Abb. 3.6.: Strukturformel des EDTA-Molekiils (a) und sechszdhnige Bindung mit
einem Metallkation (b) [44].

Ethylendiamintetraessigsiure ist eine anthropogene Verbindung und gehért zu den Ami-
nopolycarbonséduren, enthélt also mehrere Carboxyl- und stickstoffhaltige funktionelle
Gruppen. Die vier Carboxylatgruppen des Anions und die beiden Stickstoffatome kénnen
jeweils einen Koordinationsplatz besetzen, sodass eine sechszahnige Bindung moglich
ist. Dadurch bildet EDTA mit zwei- und dreiwertigen Metallionen sehr stabile und
zudem wasserlosliche Komplexe. Dabei entsteht bei kleinen Kationen eine oktaedrische
Koordinationsgeometrie (Abbildung 3.6b), in der das Kation nahezu vollstdndig von
anderen Liganden abgeschirmt ist. [45]

Durch weitrdumige industrielle Nutzung gelangt EDTA in die Umwelt und ist so auch
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3. Biologische Grundlagen

fir Pflanzen bioverfiighar. Biologisch ist EDTA kaum abbaubar, wird allerdings in
Pflanzenzellen aufgenommen. Dieser Prozess geht scheinbar mit dem Transport von
Ca’" einher. Unter Beriicksichtigung der ausgepragten Komplexierungseigenschaften
koénnte dies auf eine dhnliche Verbindung zwischen der EDTA- und Europiumaufnahme
hindeuten. [45]
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4. Messungen und Methode

4.1. Aufzucht der Pflanzen

Fiir die Pflanzenversuche wurden die Gartenerbse Pisum sativum L. und die Buschbohne
Phaseolus vulgaris L., Vertreter der Familie der Hiilsenfriichtler, ausgewahlt [46].

Die Bohnensamen wurden in Grodan-Anzuchtwiirfeln zu Keimlingen herangezogen, wo-
bei sie durch Benetzung mit Wasser stindig feucht gehalten wurden. Als sie eine Grofle
von ca. 10 cm erreicht hatten, wurden sie in abgedunkelte Anzuchtbehélter aus Plastik
tiberfithrt. Die weitere Aufzucht erfolgte bei 22 + 1°C wahrend eines 16/8 Tag/Nacht-
Zyklus mit 120 uEm~2s~ 1! Bestrahlungsstéirke einer Kalt-Fluoreszenz-Lampe. Fiir die
Wasser- und Néhrstoffversorgung wurde eine High-Phosphate HOAGL AND-N&hrlosung
genutzt (fiir die genaue Zusammensetzung siehe Tabelle A.1). Uber Plastikschliuche
wurde Sauerstoff in das Nahrmedium geleitet. Nach sechs Wochen, als die Pflanzen
Friichte entwickelt hatten, wurde die Nahrlosung gegen eine Low-Phosphate HOAG-
L AND-Lo6sung (vierfach niedrigere Phosphat-Konzentration) ausgetauscht, die bei der
Hélfte der Pflanzen mit 5 mM Europium(III)-Nitrat kontaminiert wurde. Die Kontami-

nationsdauer betrug fiinf Tage.

Die Samen der Pisum sativum L. wurden zunéchst fir zwolf Stunden in destilliertem
Wasser getrankt und dann 48 Stunden in feuchtem Loschpapier gelagert. Anschlieffend
wurde wie mit den Bohnenpflanzen verfahren. Im Gegensatz zu den Bohnenpflanze

entwickelten die Erbsenpflanzen wahrend der Aufzucht keine Friichte.

Fiir die Aufzucht der Buschbohne Phaseolus vulgaris L. wurden Samen von N.L. CHRE-
STENSEN SAMEN UND PFLANZENZUCHT GMBH aus Erfurt in Deutschland
verwendet. Die Samen der Griinen Erbse Pisum sativum L. stammen von PALATINA
TrRANSIMPEX GMBH aus Lambsheim in Deutschland.

Die Aufzucht der Pflanzen wurde von JULIA STADLER durchgefiihrt.

4.2. Herstellung der ReferenzlGsungen

Zur Herstellung der Referenzlésung wurden zunéchst 3 mM-Stammlésungen aus Eu-
ropiumnitrat bzw. den Salzen der ausgewdhlten Liganden angesetzt. Die genauen
Konzentrationen sind Tabelle A.2 zu entnehmen.

Es wurden zweimal drei Perchloratlosungen angesetzt (Reihe a und b), jeweils mit

pH-Werten von ungefdhr 5, 6 und 7. Ausgangslosung war eine 0,1 M Perchlorsidure

'E steht hier fiir die Einheit Einstein. 1 E entspricht einem Mol Photonen.
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mit pH-Wert 1,26. Durch Zugabe von 0,1 M- und 0,001 M-Natronlauge wurden die
gewiinschten pH-Werte eingestellt diese in Tabelle A.3 aufgelistet.

AuBer bei den Eu-Acetat-Lésungen wurden fiir alle Liganden Referenzlosungen bei pH 5,
6 und 7 jeweils mit Europium-Liganden-Verhéltnissen 1:1, 1:2 und 1:3, fiir EDTA und
Phytat zusétzlich im Verhéltnis 1:0,5, hergestellt. Die Europiumkonzentration betrug ca.
30 uM. Die Acetat-Losungen wurden in den Konzentrationsverhéltnissen 1:2, 1:4 und 1:6
angesetzt. Durch Zugabe von NaClO, wurde die Ionenstarke auf I = 0,1 M korrigiert. In
Tabelle A.6 und Tabelle A.7 sind die realen Konzentrationen und pH-Werte dargestellt.
Zusétzlich wurde zur Herstellung von festem Europium-Phytat Phytinsaure als Natri-
umsalz zu der Europium-Stammlésung gegeben (siehe Tabelle A.4). Die entstehende
Losung wurde bis zur Fallung eingedampft.

Fiir einen Vergleich der gemessenen Werte mit theoretischen Vorhersagen, wurden
fiir manche Losungen Speziesplots auf Grundlage bekannter Gleichgewichtskonstanten
erstellt. Dafiir wurden die Programme Hydra und Medusa von IGNASI PUIGDO-
MENECH verwendet. Diese Software basiert auf dem Solgaswater und dem Haltafall
Algorithmus [47].

4.3. TRLFS-Messungen

4.3.1. Vorgehen

Von den kontaminierten Bohnenpflanzen wurden Proben von Wurzel, Stamm, Blatt
und Frucht genommen. Da die Erbsenpflanzen noch keine Friichte entwickelt hatten,
konnten hier nur Wurzel, Stamm und Blatt untersucht werden. Die Proben wurden mit
der Schnittfliche nach oben in Feststoffprobentrager aus Kupfer eingebracht, die mit
Quarzglaspléattchen verschlossen wurden. Die Nahr- und Referenzlosungen wurden in
Suprasil® Quarzglas-Kiivetten gefiillt.

Es wurden Emissions- und Lebensdauermessungen bei 394 nm (teilweise bei 266 nm)
Anregungswellenléinge bei Raumtemperatur und etwa 10 K durchgefiihrt. Alle Emis-
sionsspektren wurden auf das Integral der F}-Bande normiert. Auflerdem wurden Ex-
citationsspektren der Pflanzenteile bei 8 K aufgenommen. Die Messparameter sind in
Tabelle A.8 aufgefiihrt.

Fir die Aufnahme der Excitationsspektren wurde die Anregungswellenldnge beginnend
bei 575 nm zunéchst in Schritten von 0,5nm erhéht und bei jeder Wellenldnge ein
Emissionsspektrum aufgenommen. Spéter, als ein deutliches Signal erkennbar war, wurde
die Schrittweite erst auf 0,2 nm, dann auf 0,1 nm reduziert. Um Intensitatsschwankungen
aufgrund von Fluktuationen der Laserenergie auszuschlieflen, wurde fiir jede Messung die
(iiber die Messdauer gemittelte) Laserenergie notiert. Spéater wurden die Messwerte auf
diese Energie normiert und fiir jede Anregungswellenldnge wurde das Emissionsspektrum
jeweils iiber die Fj- und F>-Bande sowie {iber beide Banden gemeinsam integriert. Die

so gewonnene Intensitdt wurde gegen die Anregungswellenldnge aufgetragen.
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Ein dhnliches Vorgehen wurde bei der Bestimmung der Lebensdauern angewandt. Hier
wurde statt einer Variation der Anregungswellenlénge die Delay-Zeit schrittweise erhdht.
Die Schrittweite wurde dabei an die jeweilige Lebensdauer angepasst. Bei UV-Anregung
wurde iiber die Fy- bis F>-Bande integriert, bei Direktanregung wurde die Fy-Bande nicht
beriicksichtigt, da sich in diesem Bereich das Emissionsmaximum des Lasers befindet.
Die Auswertung erfolgte entweder durch eine mono-, bi- oder triexponentielle Anpassung.
Die mathematischen Unsicherheiten der Regression waren dabei zum Teil sehr grof.
Teilweise wurden bekannte Lebensdauern (wie die des Aquo-Ions) oder solche, die z. B.
schon an dhnlicher Stelle nachgewiesen wurden, wéahrend der Regression festgehalten,
um eine Konvergenz zu erreichen oder relative Verhéltnisse der Spezies vergleichen
zu konnen. Mithilfe von Gleichung 2.2 (siehe 2.2.4) wurde aus den Lebensdauern die
Anzahl der Wassermolekiile in der ersten Koordinationssphére bestimmt. Beziiglich
der Messgenauigkeit wurde von einer Unsicherheit von +0,5 HyO ausgegangen. Wo der
mathematische Fehler der Lebensdauern diesen Wert iiberstieg, wurde die Unsicherheit
der Regression entsprechend Gleichung 2.2 umgerechnet. Graphische Darstellungen der
Regressionskurven mit mathematischen Unsicherheiten der Parameter sind im Anhang
zu finden (Abbildung A.1)

4.3.2. Technisches Equipment

Zur Aufnahme der Excitationsspektren sowie der Lebensdauern und Emissionsspektren
bei Direktanregung wurde ein Farbstofflaser des Typs NarrowScan K von RADIANT
DvyES LASER genutzt, der mit dem Farbstoff Rhodamine 6G betrieben wurde. Als
Pumplaser wurde ein Continuum Surelite II Nd:YAG-Laser der Firma AMPLITUDE
(USA) eingesetzt. Mit dem WS-5 Wellenldngenmessgerit von HIGHFINESSE wurde
die Laserwellenldnge kontrolliert wéhrend die Laserenergie mit dem 1918-R der Firma
NEWPORT gemessen wurde. Die Aufnahme der Fluoreszenzsignale erfolgte mit dem
Shamrock 803i Spektrografen der Firma ANDOR TECHNOLOGY LTD., ausgestattet
mit einem Polychromator sowie dem Andor iStar 734 CCD-Sensor. Alle Proben wurden
mit einem CRYOPHYSICS CCS 100 Kryostaten auf T' < 10 K gekiihlt. [48]

Fiir die Messungen bei UV-Anregung wurde ein im Aufbau dhnliches System genutzt.
Der Anregungslaser war allerdings vom Typ NarrowScan mit dem Farbstoff Ezalite
389/398 im 1:1 Mix und wurde hier mit frequenzverdreifachtem Nd:YAG-Pumplaser
betrieben. Als Kamera wurde eine Andor iStar 320T verwendet und der Kryostat war
ein Modell der Firma CTI-CRYOGENICS.
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Die Messungen an den Losungen im Konzentrationsverhéltnis 1:0,5 und dem festen
Eu-Phytat wurden mit dem frequenzvervierfachten Nd:YAG-Laser PS6100 der Firma
EKSPLA bei einer Laserleistung von etwa 7mW durchgefithrt. Auch hier wurden
der Spektrograf Shamrock 303i in Verbindung mit der CCD-Kamera Andor iStar 743
verwendet.

Die TRLFS-Messungen wurden zum iiberwiegenden Teil am HELMHOLTZ-ZENTRUM
DRESDEN-ROSSENDORF gemeinsam mit JULIA STADLER und MICHAEL STEP-
PERT und mit Unterstiitzung von NINA HUITTINEN und MORITZ SCHMIDT
durchgefiihrt.

4.4. Konzentrationsbestimmung mit ICP-MS

Fiir die Bestimmung der Europiumkonzentration wurden die Pflanzenproben zunéchst
bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. Im Muffelofen wurden die
Proben verascht (Heizprogramm siehe Tabelle A.5) und anschlieflend in 3 M HNO;3 mit
dem Mars 6 Mikrowellenaufschluss-System der CEM GMBH aufgeschlossen. Danach
wurden die Proben bis zur Trockne eingedampft, in 2 % HNO; wieder aufgenommen
und schliellich 1:1000 bis 1:1000000 verdiinnt.

Die aufgeschlossenen und verdiinnten Proben wurden mit dem iCAP @ ICP-MS von
THERMO FISCHER SCIENTIFIC untersucht. Die Auswertung erfolgte geméfl DIN
38402 Teil 51, Nachweis- Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen wurden nach DIN 32645
und der Leerwertmethode berechnet. Aufgrund der starken Streuung der Messwerte
wurden unter Beriicksichtigung aller Proben Konzentrationsbereiche bestimmt. Da aller
Messwerte oberhalb der Bestimmungsgrenze lagen, kann von einer Signifikanz von 95 %
ausgegangen werden.

Obige experimentelle Arbeiten sowie die Auswertung der Analyseergebnisse wurden von
JULIA STADLER mit Hilfe von FABIAN KOHLER durchgefiihrt.
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5.1. Referenzlosungen

5.1.1. Eu-EDTA-LGsungen

Eu-EDTA 1:0,5 Eu-EDTA 1:1
025F  — pHS — pH3
pHE pH6
— pH7 028 T PHT

0.20

Intensitat  a.u
Intensitat/ a.u

0.10

) N

570 580 590 600 610 620 630 640 570 580 500 600 610 620 630 640
Welleniéinge / nm Wellenlange / nm
Eu-EDTA 1:2 Eu-EDTA 1:3
— pH5 —pH3
pH 6 pH 6
— pH7 — pHT

020 020

Intensitat/a.u
°
Intensitat/a.u
=)

0.10 010

570 580 590 600 610 620 630 640 570 580 590 600 610 620 630 640
Welleniange / nm Welleniange / nm

Abb. 5.1.: Emissionsspektren von Eu-EDTA-Losungen in verschiedenen Konzentrati-
onsverhéltnissen
Anregung bei 394 nm (bzw. 266 nm fiir die 1:0,5-Losungen) , Raumtempera-
tur, ¢(Eu) = 30 uM.

Eu-Liganden-Verhiltnisse 1:1 bis 1:3

Die Emissionsspektren der Eu-EDTA-Lésungen mit Konzentrationsverhaltnissen 1:1,
1:2 und 1:3 sind nahezu identisch (Abbildung 5.1), nur die 1:1 pH 5-Losung scheint eine
etwas kleinere F-Bande aufzuweisen. Alle Spektren zeigen jedoch ein grofles Fy/F)-
Verhiltnis und eine ausgeprigte Fp-Bande, was einen hohen Komplexierungsgrad und
eine asymmetrische Geometrie vermuten lédsst. Da es sich bei EDTA um einen starken
Chelatliganden handelt (Komplexierungskonstante mit Eu(III): log = 17,9 [49)]), ist
anzunehmen, dass die in der Losung enthaltenen Eu(I1T)-Ionen schon bei vergleichsweise
niedrigen EDTA-Konzentrationen nahezu vollstdndig komplexiert sind. Daher zeigen
die Spektren fiir hohere Konzentrationsverhéltnisse keine nennenswerten Verdnderungen

gegeniiber den Spektren der 1:1-Losungen.
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5. Ergebnisse und Diskussion

Diese Theorie wird von den Lebensdauermessungen unterstiitzt. Auch hier unterscheiden
sich die Messwerte der verschiedenen Lésungen nur wenig. Sie sprechen fiir das Vorhan-
densein einer Spezies mit drei koordinierenden Wassermolekiilen (Tabelle 5.1). Diese
Werte stehen zum einen in guter Ubereinstimmung mit bisherigen Studien [24,34,50-53],
zum anderen lassen sie sich durch die Struktur des EDTA-Molekiils erkléren (siehe auch
Abschnitt 3.5). Da EDTA ein sechszahniger Ligand ist und das Eu(III)-Ion iiber neun
Koordinationsstellen verfiigt, bleiben bei vollstdndiger Chelatkomplexierung noch drei
Bindungsstellen fiir Wassermolekiile. Es bildet sich [Eu(EDTA)(H,0)3] .

Einzig bei den Losungen mit pH-Wert 5 scheint ein geringer Anteil des Europium-Aquo-
Ions vorhanden zu sein (Tabelle 5.1). Der relative Mengenanteil nimmt fiir steigende
EDTA-Konzentration erwartungsgemafl ab. Diese Beobachtung deckt sich zwar nicht
vollstdndig mit der Theorie (nach dem Speziationsdiagramm sollte das Aquo-Ton nur bis
ca. pH 3 vorliegen, Abbildung 5.2), erkliart aber auch die geringfiigigen aber vorhandenen
Abweichungen im 1:1 pH 5 Spektrum.
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Abb. 5.2.: Speziesplot fiir 1:2 Eu-EDTA-Losungen (nur Europiumspezies), Ergebnisse
fir 1:1 und 1:3 sind im relevanten pH-Bereich die selben.

Trotz der scheinbar monoexponentiellen Abnahme der Fluoreszenzintensitiat deuten die
asymmetrische Bandenformen auf das Vorliegen mehrerer Spezies hin. Dieser Effekt
konnte auf die Existenz einer weiteren Spezies mit der gleichen Anzahl koordinieren-
der Wassermolekiile, z. B. [Eu(EDTAH)(H,0)3], zuriickzufiihren sein. Dieser Komplex
sollte allerdings nach theoretischen Berechnungen (Abbildung 5.2) bei pH 5 nicht mehr
vorhanden sein.

Latva et al. beschreiben eine weitere Spezies mit sechszdhniger EDTA-Koordination,
allerdings einem Wassermolekiil weniger und entsprechend einer langeren Lebensdauer
von ca. 350-500 ps. Die Umwandlung der beiden Spezies sei aber so schnell, dass die
resultierende Lebensdauer durch den Effekt des schnellen Austauschs (Abschnitt 2.2.4)

monoexponentiell erscheint. Da in oben genannter Studie keine Emissionsspektren
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aufgenommen wurden, ist ein direkter Vergleich nicht moglich. Latva et al. konnten
aber durch Excitationsspektren eine Dominanz der ersten Spezies ([Eu(EDTA)(H,0)5]")
nachweisen. Daher besteht die Vermutung, dass der Grofiteil der Fh-Intensitdt in den
Emissionsspektren (Abbildung 5.1) auf diese Verbindung zuriickzufiihren ist, wihrend
die rechts erkennbare Schulter von der Spezies [Eu(EDTA)(H50),] stammt. [52]
Weiterhin konnten Latva et al. bei EDTA-Uberschuss den Komplex Eu(EDTA)(EDTAH)*
nachweisen. Bei einem signifikanten Beitrag dieser Spezies zur Fluoreszenzemission sollte
sich allerdings entsprechend eine Verdnderung im Spektrum bei Variation der Konzen-
trationssverhéltnisse zeigen, da die Bildung dieses Komplexes erst ab einem Verhéltnis
von 1:2 einsetzt. Da eine solche Verdnderung hier nicht zu beobachten ist, kann davon
ausgegangen werden, dass der Effekt dieser Verbindung auf die Emissionsspektren gering
ist. [52]

Tab. 5.1.: Lebensdauern von Eu-EDTA-L6sungen mit verschiedenen Konzentrations-
veréltnissen und pH-Werten (7 = 110 ps fiir das Aquo-Ion wurde fiir den
Fit festgehalten), c(Eu) =30 uM.

Losung 71 [ps] np(HyO) 7o [us] no(Hy0) Ay [%] Ay [%)

1:05 pH5 110 9,1+05 194 49+0,7 10£35 90+52
pH6 110 91405 200 47405  384£20 62+17
pH7 110 9,1+0,5 200 4,7+1,2 65+33 35425
1:1  pH5 110 91405 324 27405 93+18 91423

pH 6 304 29405
pH 7 302 29405

122 pH5 110 9,1405 321 27405 4,0+27 96+3,7
pH 6 320 27405
pH7 320 27405

1:3  pH5 110 9,1+05 317 28405 21424 98+33
pH 6 315 2.840,5
pH 7 320 27405

Eu-Liganden-Verhiltnis 1:0,5

Im Vergleich zu den bisher diskutierten Spektren zeigen die Spektren der 1:0,5-Lésungen
deutliche Abweichungen (Abbildung 5.1). Dies mag zum Teil darauf zuriickzufithren
sein, dass eine andere Anregungswellenlédnge genutzt wurde (266 nm statt 394 nm), doch
die Bandenaufspaltung, die besonders bei pH 5 sehr deutlich ist, konnte auf die Bildung
einer neuen Spezies hindeuten. Laut Latva et al. 16st sich bei geringen pH-Werten
oder einem Konzentrationsiiberschuss von Eu(III) eine funktionelle Gruppe des EDTA-
Molekiils vom Zentralion, um ein weiteres Europium-Ion binden zu kénnen, wodurch
eine Spezies der Form [Eu(EDTA)Eu]?>" entsteht. Dieser Mechanismus erklirt die
kiirzeren Lebensdauern der 1:0,5-Losungen im Vergleich zu den restlichen Proben, da im

Schnitt weniger Koordinationsstellen des EDTA-Molekiils pro Eu(III)-Ion zur Verfiigung
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stehen. Auch der hohere Anteil dieser Spezies bei pH 5, der sich in den Lebensdauerfits
zeigt (wobei die Unsicherheit hier sehr grof ist), und die im pH 5-Spektrum besonders
ausgepriagte Bandenaufspaltung lassen sich dadurch erkléaren, dass die Bildung obiger

Spezies scheinbar bei niedrigen pH-Werten begiinstigt ist. [52]

5.1.2. Eu-Phytat-Losungen
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Abb. 5.3.: Emissionsspektren von Eu-Phytat-Losungen in verschiedenen Konzentrati-
onsverhéltnissen
Anregung bei 394 nm (bzw. 266 nm fiir die 1:0,5-Losungen), Raumtempera-
tur, ¢(Eu) = 30 uM.

Die Spektren der Europium-Phytat-Losungen zeigen ebenfalls keine ausgeprigten Ver-
anderungen, aufler, dass das Fb/Fj-Verhéltnis auch hier bei pH5 und Konzentrati-
onsverhéltnis 1:1 geringfiigig kleiner ist (Abbildung 5.3). Insgesamt passt das grofie
Bandenverhaltnis zu den gemessenen Lebensdauern (Tabelle 5.2), die &hnlich wie bei
EDTA eine oder mehrere Spezies mit etwa drei Wassermolekiilen in der ersten Koordina-
tionssphére sowie einen gewissen Anteil des Aquo-lons widerspiegeln. Da die Bindung des
Phytat-Molekiils mit Europium noch nicht ausreichend erforscht ist, sind verschiedene
Spezies mit bis zu sechs, mindestens aber zwei, koordinierenden Phytat-Anionen denkbar.
Dies konnte einerseits der Grund fiir die im Vergleich zu den EDTA-Lésungen wesentlich
kleinere Fy-Bande sein, da durch eine gleichméafligere Anordnung der Phytat-Molekiile
um das Europium-Ion herum eine symmetrischere Komplexgeometrie ausgebildet wer-
den kann. Andererseits bietet die Existenz mehrerer Spezies auch eine Erklarung fir
die asymmetrische Bandenform, die vor allem bei der F>-Bande ins Auge fallt. Die

Lebensdauerfits zeigen keine dritte Lebensdauer, daher liegt die Vermutung nahe, dass
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Tab. 5.2.: Lebensdauern von Eu-Phytat-Losungen mit verschiedenen Konzentrations-
veraltnissen und pH-Werten (7 = 110 ps fiir das Aquo-Ton wurde fiir den
Fit festgehalten), c(Eu) =30 uM.

Losung 7 [pus] np(HyO) 7o fus] na(Hy0) Ay [%)] Ay [%]

1:05 pH5 110 91405 284 3,14+05 12+11 83+14
pH6 110 9,1+0,5 271 3,34+05 10+30 90+35
pH7 287  3,1£0,5

1:1  pH5 110 9,1+05 292 30405 05+02 100£0,3
pH6 110 9,1+05 313 28405 2,7+16 97+£272
pH7 110 91405 329 26405 65+20 93+26

122 pH5 110 9,1+£0,5 314 28405 03+0,1 10040,2
pH6 110 9,1+05 328 26+0,5 23+1,7 98+24
pH7 110 9,1+05 331 26+£05 48411 95+14

1:3  pH5 326  2,7+05
pH 6 336  2,6+0,5
pH 7 344 2,54+05

verschiedene Spezies mit gleicher Anzahl koordinierender Wassermolekiile vorliegen.
Denkbar wére auch, dass manche Phytat-Liganden mehrere Europium-Ionen binden. Das
wiirde die Anzahl der Wassermolekiile nicht beeinflussen, kénnte aber durch die elektro-
statische Wechselwirkung zwischen den Metallkationen mdoglicherweise Verdnderungen
im Spektrum bewirken.

Die geringen Verdnderungen im Spektrum sprechen fiir einen sehr stabilen Komplex, ver-
mutlich mit grofler Komplexbildungskonstante. Dies kénnte ein Hinweis auf iberwiegend
mehrziahnige Bindungen sein, da solche Komplexe durch den Chelateffekt tiblicherweise
besonders stabil sind. Eine einzéhnige Bindung von sechs Phytat-Liganden erscheint
auch aufgrund der Grofle des Phytat-lons eher unwahrscheinlich. Vermutlich handelt es

sich hauptséchlich um zwei- oder sogar dreizdhnige Bindungen (Abbildung 5.4).

Abb. 5.4.: Mogliche Bindungskonfigurationen des Europium-Ions mit Phytat-Liganden.
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Die Lebensdauern lassen fiir die 1:1- und 1:2-Loésungen auf einen gewissen Mengenanteil
des Europium-Aquo-Ions schlieflen, der offenbar mit zunehmendem pH-Wert ansteigt.
Der Effekt ist zwar klein, scheint aber signifikant zu sein. Bei niedrigerem pH-Wert liegt
das Phytinsaure-Molekiil vermutlich in weniger deprotonierter Form vor. Moglicherweise
ist die Komplexbildungskonstante mit Eu(III) in diesem Zustand grofler. Nur bei den
1:0,5-Lésungen ist eine geringfiigige statistische Abnahme des Aquo-Ion-Anteils mit dem
pH-Wert erkennbar, hier sind die Unsicherheiten der Mengenanteile aber zu grof3, um
eine verldssliche Aussage treffen zu kénnen. Da das Fy/Fj-Verhéltnis hier bei pH 7 am
kleinsten ist, ist davon auszugehen, dass auch hier die Komplexierung mit bei neutralem

pH-Wert am geringsten ist, wobei das grofite Bandenverhéltnis bei pH 6 auftritt.

5.1.3. Messungen an auskristallisiertem Europiumphytat
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Abb. 5.5.: Emissionsspektrum von festem Eu-Phytat im Vergleich zur 1:2 pH 6-Lésung,
Anregung bei 266 nm bzw. 394 nm (a) und Nahaufnahme der F»-Bande des
festen Eu-Phytat (b).

Gegeniiber den Losungsspektren zeigt das Emissionsspektrum des kristallinen Eu-
Phytats deutliche Veranderungen in der Bandensymmetrie (Abbildung 5.5), was auf
Strukturdnderungen beim Auskristallisieren schlieflen ldsst. Die Fy-Bande zeigt hier eine
Aufspaltung in mindestens drei Unterniveaus, was auf eine hexagonale oder pentagonale
Symmetrie hindeuten kénnte (vgl. Abschnitt 2.2.3). Andererseits konnten auch weitere
Emissionsmaxima unter der Fi- und Fy-Bande liegen, die wegen Uberlappung oder
geringer Intensitit nicht erkennbar sind. Genauso gut koénnte die Bandenform ein
Resultat der Uberlagerung mehrerer Spezies sein. Die Lebensdauermessungen weisen
auf die Existenz mindestens zweier sehr langlebiger Spezies hin (Tabelle 5.3).

Der Anteil der zweiten Spezies ist zwar gering, zeigt sich aber in einem eindeutig nicht mo-
noexponentiellen Verlauf der Fluoreszenzintensitét. Mit iiber 5 ms wirkt die Lebensdauer
dieser Spezies ungewthnlich lang, rein rechnerisch entspréche sie einer negativen Anzahl
von koordinierenden Wassermolekiilen. Alleine die mathematische Unsicherheit betrigt

allerdings mehr als 1 ms und in Anbetracht des vergleichsweise geringen Mengenanteils,
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den die Spezies zu haben scheint, wére es denkbar, dass der Fehler noch wesentlich
grofler ist, obwohl von Lebensdauern von mehr als 4 ms in kristallinen Systemen auch an
anderer Stelle schon berichtet wurde [11]. Die genaue Lebensdauer ist hier allerdings von
untergeordneter Bedeutung, offensichtlich handelt es sich in jedem Fall um eine Spezies
vollig ohne Wassermolekiile in der Koordinationsumgebung. Dies gilt vermutlich auch
fiir die andere Spezies. Dass sich hier dennoch unterschiedliche Lebensdauern ergeben,
liegt daran, dass der Zusammenhang zwischen umgebenden Wassermolekiilen und Le-
bensdauer nur gilt, wenn die Lebensdauer durch den quenchenden Einfluss des Wassers
dominiert wird (streng genommen sogar nur fiir HyO/D,O-Gemische). Aber auch im
Kristall ohne Wasser beeinflusst die chemische Umgebung die Fluoreszenzabnahme,

sodass auch hier verschiedene Lebensdauern entstehen.

Tab. 5.3.: Lebensdauern in festem Eu-Phytat.
7[us]  n(Hy0)  Anteil [%]

1455 0,124+0,5 94422
5499 0 6+1,3

5.1.4. Eu-Oxalat-Losungen

Eu-Liganden-Verhiltnis 1:1

Intensitat/ a.u

570 580 500 600 610 620 630 640
Wellenlange / nm

Abb. 5.6.: Emissionsspektren der Eu-Oxalat-Losungen im Konzentrationsverhéltnis
1:1, Anregung bei 394 nm, Raumtemperatur, c¢(Eu) =30 pM.

Im Gegensatz zu den bisher diskutieren Losungen sind beim Europium-Oxalat deutliche
Verdnderungen in den Spektren zu erkennen. Aufféllig ist bei den 1:1-Lésungen zunéchst
vor allem die Entwicklung der Bandenverhaltnisse. Bei pHb5 ist die F»-Bande noch
kleiner als die Fj-Bande wéhrend die Banden bei pH 6 etwa die gleiche Hohe besitzen
und bei pH7 die F>-Bande in Hohe und Fléche eindeutig iiberwiegt. Im selben Zuge
steigt auch die Intensitét der Fy-Bande (Abbildung 5.6). Diese Entwicklung deutet auf
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eine zunehmende Komplexierung mit steigendem pH-Wert hin. Die dabei entstehenden
Komplexe scheinen eine eher asymmetrische Geometrie aufzuweisen, wie die besonders
bei pH 7 sehr grofle Fy-Bande vermuten lasst.

Die Lebensdauern scheinen zunéchst auf einen Anstieg des Aquo-lon-Anteils mit
dem pH-Wert hinzudeuten (Tabelle 5.4), allerdings sagen die Speziationsdiagramme
[Eu(Ox)(H,0)s] " als dominante Spezies voraus (Abbildung 5.7), die nach den koordinie-
renden Wassermolekiilen zu schlieffen mit etwa 120 ps eine sehr dhnliche Lebensdauer
wie das Aquo-Ion haben sollte. Die Unterscheidung der beiden Lebensdauern im Lebens-
dauerfit ist vor allem bei Beteiligung anderer Spezies schwierig, von daher kann davon
ausgegangen werden, dass es sich zumindest bei pH 6 und 7 bei den fiir die erste Spezies

bestimmten Mengenanteilen vermutlich um die Summe beider Spezies handelt.

Tab. 5.4.: Lebensdauern der Eu-Oxalat-Losungen im Konzentrationsverhéltnis 1:1 (hier
wurden 7 = 110 s fiir das Aquo-Ton bzw. 7 = 120 s fiir [Eu(Ox)(Hy0)s]"
beim Fit festgehalten), c(Eu) =30 uM.

Losung 71 [pus] n1(HO) 7ofps] na(HpO) Ay [%) As [%]

pHb 110 9,1+£0,5 120 8,3+0,6 2656 T4+7,2
pH6 110 9,1+£0,5 154 6,3+£0,6 59+18 41+15
pHT 120 8,3+0,5 310 28406 8110 19£5,0

1=0.100 M 1= 0.100 M

lox? Jpop = 30.00 M [Eu?" o = 30.00 uM [0x? Jpop — 60.00 uM [Eu3* ], = 30.00 M
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Abb. 5.7.: Berechnete Speziationsdiagramme fiir Europium-Oxalat-Losungen mit ver-
wendeten Konzentrationen.
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Eu-Liganden-Verhaltnis 1:2

p25f  — PHS
pH &
— pH7

020F

o
o

Intensitat/ a.u

o
o

0050

0.00

570 560 590 600 610 620 630 640
Wellenlange / nm

Abb. 5.8.: Emissionsspektren und Lebensdauern der KEu-Oxalat-Losungen im
Konzentrationsverhéaltnis 1:2, Anregung bei 394nm, Raumtemperatur,
c(Eu) =30 uM.

Tab. 5.5.: Lebensdauern der Eu-Oxalat-Losungen im Konzentrationsverhéltnis 1:2 (bei
pH5 wurde 7 = 120 ps fiir den Fit festgehalten), c(Eu) =30 uM.

Losung 71 [us] ni(HyO) 72fus] ne(HyO)  Ai[%] Az [%]
pHb5 120 8,3£0,5 183 5,2+£0,8 T7T+£20 23£13

pH6 225  4,1+0,5
pH7 119 84+20 239 39411 69+43 31435

Die in den 1:2-Lésungen bei pH 5 und 7 durchgefithrten Lebensdauermessungen zeigen
jeweils einen dhnlich grofien Anteil einer kurzlebigen Spezies, bei der es sich nach den
Speziationsdiagrammen vermutlich um [Eu(Ox)(Hy0)g]", moglicherweise mit Aquo-
Ton-Anteilen, handelt und einer langlebigeren Spezies. Letztere scheint bei pH 5 etwa
ein Wassermolekiil mehr zu besitzen, was den Unterschied in den Bandenverhéltnissen
erklaren konnte.

Fiir die Losung bei pH 6 konnte wegen Schwankungen in der Laserintensitéit keine sinn-
volle biexponentielle Regression durchgefiihrt werden, obwohl eine leichte Aufspaltung
der Fp-Bande eindeutig auf das Vorliegen mehrerer Spezies hinweist. Daher wurde eine
monoexponentielle Regression durchgefithrt. Diese ergibt eine Spezies mit ca. vier koordi-
nierenden Wassermolekiilen. Das deutlich grofiere Fy/Fj-Verhéltnis in der pH 6-Losung
im Vergleich zu den Losungen bei pH 5 und 7 bei gleichzeitig geringerer Fp-Intensitét deu-
tet auf die Anwesenheit eines symmetrischeren Komplexes hin, dessen Bildung scheinbar

bei pH6 gegeniiber pH 5 und 7 begiinstigt ist.
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Eu-Liganden-Verhiltnis 1:3

Tab. 5.6.: Lebensdauern der Eu-Oxalat-Losungen im Konzentrationsverhaltnis 1:3
(fiir die Anpassung der Daten bei pH7 wurde 7 = 180 us festgehalten),
c(Eu) =30 uM.

Losung 71 [us] m(Hy0) 7ofus] mo(Hy0)  Ai[%] Az [%A]

pH5 190 50405 403 20+£05 90+£11 10+73
pH6 181 53+1,0 286 3,14+07 71454 29441
pH7 180 53405 466 17405 92459 84+27

— pH5

Intensitat/ a.u

570 480 590 600 610 620 630 640
Wellenlange / nm

Abb. 5.9.: Emissionsspektren und Lebensdauern der FEu-Oxalat-Losungen im
Konzentrationsverhéltnis 1:3, Anregung bei 394nm, Raumtemperatur,
c(Eu) =30 uM.

Bei der Betrachtung der Emissionsspektren der 1:3-Loésungen fallen deutliche Unterschie-
de zu den anderen Spektren auf. Das grofie F»/Fj-Verhéltnis in Verbindung mit der
kleinen Fp-Bande deutet auf die Bildung einer Spezies mit ausgeprigter Symmetrie hin.
Auch hier ist das Bandenverhéltnis bei pH 6 am grofiten, daher ist eine Verbindung zu
der schon bei Konzentrationsverhéltnis 1:2 bei pH 6 beobachteten Spezies zu vermuten.
Der relative Anteil dieses Komplexes scheint entsprechend bei pH 6 am grofiten zu sein.
Trotz der symmetrischen Bandenform zeigen die Lebensdauermessungen deutlich, dass
mehrere Spezies vorliegen. Neben einer langlebigeren Spezies wurde bei allen drei Lo-
sungen jeweils eine Spezies mit etwa fiinf koordinierenden Wassermolekiilen ermittelt.
Die relativen Mengenanteile, die bei pH5 und 7 bei etwa 90 % liegen, legen nahe, dass
es diese Spezies ist, die das Spektrum dominiert. (Bei pH6 ist die Unsicherheit der
Anteile enorm grof, aber da hier das grofite Fy/Fj-Verhiltnis zu beobachten ist, diirfte
der Anteil ebenfalls entsprechend grofl sein.) Denkbar wére zum Beispiel die Spezies
[Eu(Ox)4(H90)5] mit zweizdhniger Bindung oder [Eu(Ox)4(H50)5] mit einzdhniger
Bindung. Durch gegeniiberliegende Anordnung der Oxalat-Anionen kénnte eine sym-
metrische Geometrie entstehen, die entsprechend eine geringe Fy-Intensitidt nach sich
zieht.
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5.1.5. Eu-Acetat- und Malonat-Losungen

Eu-Acetat 1:1 Eu-Malonat 1:1

Intensitt/ a.u
Intensitit/ a.u

570 580 590 600 610 620 630 640 570 580 590 600 610 620 630 640
Wellenlange / nm Wellenlange / nm

Eu-Acetat 1:2 Eu-Malonat 1:2

Intensitéit/ a.u
Intensitét/ a.u

570 580 590 600 610 620 630 640 570 580 590 600 610 620 630 640
Welleniange / nm Welleniange / nm

Eu-Acetat 1:3 Eu-Malonat 1:3

Intensitét/ a.u
Intensitat/ a.u

620 630 640 570 580 590 600 610 620 630 640
Welleniange / nm

570 580 590 600 610
Welleniange / nm

Abb. 5.10.: Emissionsspektren von Eu-Acetat- und Eu-Malonat-Lésungen in verschie-
denen Konzentrationsverhéltnissen
Anregung bei 394 nm, Raumtemperatur, c¢(Eu) = 30 pM.

Die Emissionsspektren der Acetat- und Malonat-Losungen zeigen alle ein Fy/F-Verhéltnis
kleiner als eins, was auf eine eher geringe Komplexierung hindeutet. Auch die Lebens-
dauern spiegeln diese Verhiltnisse wieder. Hier finden sich kaum Spezies mit rechnerisch
weniger als sieben oder acht koordinierenden Wassermolekiilen und wenn doch, sind
ihre Anteile gering (Tabelle 5.7, Tabelle 5.8). Fir die Mehrheit der Proben wurden
Lebensdauern von 110 bis 125 us gefunden, wobei auch hier die Unterscheidung zwischen
Spezies mit n(H,O) =8 und n(H,0) =9 in der Regression schwer fallen diirfte, weswegen
die Angabe der Mengenanteile mit Vorsicht zu bewerten ist. Bei vielen Fits wurden
auflerdem die Lebensdauern 7 = 110us und 7 = 120 us festgelegt, teilweise wurde
auch zunéchst eine monoexponentielle Anpassung durchgefiihrt und die dort gefundene
Lebensdauer im biexponentiellen Fit festgehalten. Fiir diese Félle sind keine (mathe-
matischen) Unsicherheitsangaben verfiigbar. Hier bieten sich nun zwei verschiedene

Interpretationsstrange an, die im Folgenden erértert werden sollen.
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Tab. 5.7.: Lebensdauern von Eu-Acetat-Losungen mit verschiedenen Konzentrations-
veréltnissen und pH-Werten (fiir beim Fit festgehaltene Lebensdauern siehe
Abbildung A.1), c¢(Eu) =30 uM.

Losung 71 [pus] ni1(Hy0) 7o [ps] no(H,O) Ay [%] Ay (%]

1:1 pH5 108 93405 120 83405 77+20 23413
pH6 110 9,1+05 120 83+05 63+11 37+85
pH7 110 9,14+05 121 82+0,5 244165 764227

1:22 pH5 110 9,14+05 120 83405 534£20 47418
pH6 110 9,1+05 124 80£0,5 23411 98+18
pH7 110 9,1+05 120 83£0,5 64424 3619

1:3 pH5 110 9,1+05 120 83405 43+15 57416
pH6 110 9,1+05 123 81£05 11,7410 9816
pH7 110 9,1+05 123 81+05 2,6+11 97+18

Tab. 5.8.: Lebensdauern von Eu-Malonat-Losungen mit verschiedenen Konzentrations-
veréltnissen und pH-Werten (fiir beim Fit festgehaltene Lebensdauern siehe
Abbildung A.1), ¢(Eu) =30 uM.

Losung 71 [us] ni(Hy0) 7o(us] n2(HyO) Ay [%] As [%]

1:1 pH5 110 91405 120 83+05 47+£14 53+13
pH6 110 9,1+05 121 83+05 25+49 9348
pH7 110 9,1+05 124 80+£05 04461 100+10

1:22 pH5 110 91405 120 83+05 5247  48+7
pH6 110 9,1+05 120 83+05 3047  70+9
pH7 110 91+05 125 79+05 94+77 91411

1:3 pH5 110 9,1+£05 135 7,3+18 84438 16+25
pH6 110 9,1+05 149 65+14 87+19 13412
pH7 110 9,14+05 134 74+0,7 59433 41+29

(a) Mischung aus Aquo-lon und Eu(L)(H,0)g

Eine Erklérung fiir die geringen Lebensdauern und Bandenverhéltnisse wére die Bildung
von [Eu(Ac)(Hy0)g)*" bzw. [Eu(Mal)(Hy0)g]". Diese Verbindungen wiirden nach Glei-
chung 2.2 zu Lebensdauern von ca. 120 us fithren. In diesem Fall wiirden beide Liganden
nur mit jeweils einem Sauerstoffatom eine Bindung mit dem Europium-Ion eingehen,
obwohl eine (vermutlich stabilere) Chelat-Bindung moglich wére. Die Lebensdauern
deuten auf einen Trend zu starkerer Komplexierung bei hoheren Konzentrationen und
steigendem pH-Wert hin, wobei die Komplexierung bei Malonat etwas frither einzuset-
zen und starker ausgepréigt zu sein scheint. Dieses Verhalten konnte in der gréfleren
Komplexbildungskonstante fiir [Eu(Mal)]* (log3 = 5,37 [54]) gegeniiber [Eu(Ac)]*"
(log 5 = 2,31 [55]) begriindet sein. Dafiir sprechen auch das bei den Malonat-Losungen
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stets etwas groflere Fy/Fj-Verhéltnis und die Fy-Bande, die im Gegensatz zu den Acetat-
Spektren auch schon bei pH 5 deutlich erkennbar ist. Allerdings finden sich in anderen
Studien wesentlich l&ngere Lebensdauern, diese wurden aber mit héheren Konzentratio-
nen und teils auch in einem anderen pH-Bereich aufgenommen und sind demzufolge nicht
unbedingt tibertragbar [56] [50]. Auch scheinen die deutlichen Verdnderungen in den
Spektren mit steigendem pH-Wert vor allem das rapide Wachstum der Fy-Bande bei den
Acetat-Losungen nicht ganz zu den doch relativ unveréandert bleibenden Lebensdauern

ZUu passen.
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Abb. 5.11.: Fluoreszenzspektren von Kuropiumhydroxid-Spezies im Vergleich zum
Aquo-Ion [18].

(b) Hydrolysespezies

Bei der Hydrolyse entstehen Metallkationen mit OH - statt HyO-Liganden. Diese Reakti-
on setzt fir Europium etwa bei pH 4 langsam ein (siehe Abbildung 5.12) und beeinflusst,
wie mehrere Studien gezeigt haben, Emissionsspektren und Lebensdauern [18] [57] [58].
Die Hydroxid-Liganden bewirken einen Intensitdtszuwachs der Fy- und Fp-Bande, also
Entwicklungen wie sie auch bei den hier vorliegenden Spektren zu beobachten sind.
Beziiglich der Fluoreszenzlebensdauern scheint es in der Literatur bisher keinen Konsens
zu geben. Plancque et al. berichteten von einer gegeniiber dem Aquo-Ion auf ca. 30 us
verkiirzten Lebensdauer [18], wihrend andere Autoren eine lingere Lebensdauer von
bis zu 130 ps ermittelten [57] [58]. In Anbetracht der Tatsache, dass beim Quenching
mit Wassermolekiilen OH-Schwingungen angeregt werden, scheint eine verkiirzte Le-
bensdauer aber weniger realistisch, da jeder Hydroxid-Ligand im Vergleich mit einem
Wassermolekiil einen OH-Oszillator weniger zur Verfligung stellt. Insofern scheinen obige
Lebensdauern ebenfalls mit Spezies wie EuOH?" oder Eu(OH)," vereinbar zu sein. Auch
die bei Plancque et al. zu beobachtende Symmetrie der F»-Bande passt zur Bandenform
der hier vermessenen Malonat-Losungen (Abbildung 5.11). Im Gegensatz dazu zeigen
die Acetat-Spektren allerdings eine vollig andere Symmetrie. Die Hydrolyse-Theorie

erklart auch nicht, warum die Komplexierung scheinbar bei Malonat starker ausge-
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ol I=0.100 M [Eu? ] o = 30.00 M
pe= 8.50
o t=25°C
2+

Log Conc.
+

4 M puae Eu(OH)3(s)

-6 -

Abb. 5.12.: Speziesplot von Europium(III) in Wasser.

préagt ist. Unter Beriicksichtigung der realen pH-Werte, die bei den Malonat-Lésungen
geringer sind als bei den Acetat-Losungen (Tabelle A.6), sollte hier die Hydrolyse eigent-

lich erst spéter einsetzen und auch nicht mit steigender Malonatkonzentration zunehmen.

Vermutlich spielen im Endeffekt beide diskutierten Mechanismen eine Rolle. Allerdings
sollten die Lebensdauern der Spezies [Eu(Ac)(Hy0)g]*™ und [Eu(Mal)(Hy0)g]*™ (7 ~
120-130 us) nach Gleichung 2.2 der Lebensdauer von [Eu(OH),(H,0);]" sehr #hnlich
sein unter der Annahme, dass ein Hydroxid-Ligand etwa halb so effizient quencht wie
ein Wassermolekiil. Insgesamt diirften alle hier erwdhnten Spezies, also das Aquo-Ion,
die ein- und zweifachen Hydrolyse-Spezies sowie die Acetat-/Malonat-Komplexe, im
Lebensdauerfit nur schwer unterscheidbar sein. Schliellich wiren auch terndre Komplexe
wie zum Beispiel [Eu(Ac)(OH)(H,0),]™ denkbar.
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5.2. Untersuchung der Nahrlosung

F,-"F, ratio
—— Eu-Hoagland vorher 1:0.6
Eu-Hoagland nachher 1: 0.7

Intensitat / a.u.

T T T T 1
560 580 600 620 640 660
Wellenlange / nm

Abb. 5.13.: Emissionspektren der Nahrlésung vor und nach der Aufzucht der Erbsen-
pflanzen.

Das Emissionsspektrum von Eu(III) in der HOAGLAND-LGsung vor der Aufzucht
der Pflanzen &hnelt sehr dem des Aquo-Ions (siehe auch Abbildung 2.3). Auch die
Lebensdauermessungen passen in dieses Bild. Demnach scheint in der Losung tatséchlich
hauptsichlich [Eu(Hy0)o)*t vorzuliegen, mit einem geringen Anteil einer langlebigeren
Spezies mit etwa zwei quenchenden Wassermolekiilen. Die Anwesenheit dieser zweiten
Spezies konnte den Ansatz einer Fy-Bande erkldren, der als kleine Schulter der F}-Bande

zu erahnen ist.

Tab. 5.9.: In der Nédhrlosung der Erbsenpflanzen bestimmte Lebensdauern.
milus] m(Hy0) 7ofus] ma(He0)  Ai[%] Az [%)

vor Pflanzenaufzucht 114 8,8+0,5 429 1,9+1,2 98+3,9 2,24+25
nach Pflanzenaufzucht 98 10,0+0,5 373 22405 99+0,6 0,7+£0,3

Auch nach der Ernte der Erbsenpflanzen ist das Fy/F;-Verhéltnis noch klein, aber
geringfiigig grofler als vorher. Auch die Fy-Bande ist nun deutlich erkennbar, es scheint
also eine Komplexierung stattgefunden zu haben. Verantwortlich dafiir sind vermutlich
sogenannte Exsudate, also Stoffe, die von den Wurzeln an das Ndhrmedium abgegeben
werden [29]. Die Lebensdauermessungen zeigen eine Spezies mit rechnerisch mehr als
neun Wassermolekiilen in der Hydrationssphére. Das deutet auf einen anderen Liganden
hin, der effektiver quencht als Wasser. Auch einige organische Verbindungen weisen ein
gewisses Quench-Potential auf. So bestehen z. B. die Xylem-Exsudate von Erbsenpflanzen
etwa zu 35 % aus Aminoséuren [29], die als natiirliche Amine auch als Quencher in Frage
kommen [60]. Es ist daher gut moglich, dass auch in den Wurzelexsudaten Aminoséuren

enthalten sind, die die Lebensdauern beeinflussen kénnten.

37



5. Ergebnisse und Diskussion

5.3. TRLFS Messungen an Bohnen

5.3.1. Excitationsspektren und Direktanregung

Abbildung 5.14 und Abbildung 5.15 zeigen die Excitations- und Emissionsspektren
bei Direktanregung von Stamm und Wurzel der Bohnenpflanze. Bei Blatt und Frucht
war bei Direktanregung kein Fluoreszenzsignal zu beobachten. Moglicherweise lag die
Anregungswellenlénge im Absorptionsbereich von organischen Verbindungen, die in
Blatt und Frucht, nicht aber in Stamm und Wurzel auftreten. Da die Fy-Bande hier
auch im UV-Emissionsspektrum sehr klein ist (Abschnitt 5.3.2), wére es auch denkbar,
dass der Ubergang fiir Direktanregung zu schwach war.

Angeregt wurde in der Wurzel bei 579,3, 579,6, 579,9 und 580,1 nm, im Stamm bei 579,5
und 579,9nm, die Excitationsspektren zeigen hier allerdings eher Schultern als ausge-
priagte Maxima (Abbildung 5.14). Daher ist zu vermuten, dass hier mehrere Spezies nah
beieinander liegen. Das konnte begriinden, warum der Abfall der Fluoreszenzintensitéat
in der Wurzel trotz Direktanregung bei allen Messungen mindestens biexponentiell
verlief (Tabelle 5.10). Dabei entsprechen die gemessenen Lebensdauern im Rahmen
der Unsicherheiten vermutlich bei allen Anregungswellenléingen der selben Anzahl von
Wassermolekiilen. Deswegen muss es sich allerdings nicht zwangsldufig um die selben
Spezies handeln. Vor allem bei Betrachtung von 75 scheint es nicht verwunderlich, dass
in der Pflanze mehrere Spezies ohne Wassermolekiile in der Koordinationsumgebung
vorliegen. Die Emissionsspektren zeigen je nach Anregungswellenlénge unterschiedli-
che Bandenverhéaltnisse. Auffillig ist, dass scheinbar eine Korrelation zwischen dem
F5/F1-Verhéltnis und der Anregungswellenlédnge besteht. Eine Erkléarung fiir diese Be-
obachtung bietet der Nephelauxetische Effekt (Abschnitt 2.2.3). Die Rotverschiebung
des Fy-Ubergangs durch eine hohe Anzahl von Donor-Liganden in der ersten Koordi-
nationssphére fithrt umgekehrt dazu, dass bei hoherer Wellenldnge Spezies mit einer
grofferen Anzahl koordinierter Liganden angeregt werden, was wiederum héaufig mit

einem grofleren Fy/F)-Verhéltnis einhergeht.
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Abb. 5.14.: "Fy =5 Dy Excitationsspektren der Bohnenpflanze, T ~ S K.
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5.3. TRLFS Messungen an Bohnen

Tab. 5.10.: In den Bohnenpflanzen bei Direktanregung bestimmte Lebensdauern (fiir
die Wurzelmessungen bei 579,9 und 580,1 nm wurde 7 = 1900us fir den
Fit festgehalten).

Aanm] 7y [ps] np(HyO) 7o fus] no(HyO0)  Ap [%) Ay [%)
Wurzel 5793 328 26+05 1933 0 5811 42410

579.6 335 26405 1725 0 64489 36477

5790 413 20405 1900 0 62411 38409

580,1 341 254+0,5 1900 0 56+2,1 44+14
Stamm 5795 732 08405

579,9 754 0,84+0,5

Das gleiche Phdnomen zeigt sich auch im Stamm. Hier wurde nach den Lebensdauermes-
sungen zu urteilen scheinbar allerdings nur eine Spezies mit etwa einem koordinierenden
Wassermolekiil angeregt. Auch hier scheint aber bei beiden Anregungswellenlédngen

zumindest die Anzahl der Wassermolekiile iibereinzustimmen.

— 579.5 nm
fo ) 579.9 nm

(a) Wurzel (b) Stamm

Abb. 5.15.: Emissionsspektren der Bohnenpflanze bei ca. 8 K unter verschiedenen
Anregungswellenldngen, die linke Emissionsbande stammt jeweils vom
Laser.
In allen Emissionsspektren, sowohl im Stamm als auch in der Wurzel, ist ein dhnli-
ches Aufspaltungsmuster erkennbar. Diese vergleichsweise klare Aufspaltung, die bei
Raumtemperatur nicht zu erkennen ist (Abschnitt 5.3.2), konnte auf eine durch Kalte
verursachte Auskristallisation hinweisen. Aufgrund der monoexponentiellen Intensitéts-
abnahme im Stamm ist zu vermuten, dass sie durch eine Ligandenfeld-Wechselwirkung
und nicht durch Uberlagerung mehrerer Spezies bedingt ist. Da in der Wurzel scheinbar
andere Spezies als im Stamm vorliegen, handelt es sich trotz der grofien Ahnlichkeit
vermutlich nicht um dieselbe Spezies. Zum einen deutet die dreifache Aufspaltung der
Fi-Bande auf einen Komplex mit geringer Symmetrie hin, also nicht auf eine spezifische
Koordinationssgeometrie [14] [7], daher ist es gut moglich, dass ein Aufspaltungsmuster
dieser Art bei verschiedenen Spezies auftritt. Andererseits wéire auch denkbar, dass es
sich um &hnliche Spezies handelt, die sich z. B. in der Anordnung der Liganden oder, im
Falle der Spezies im Stamm, um ein koordinierendes Wassermolekiil unterscheiden. In
diesem Fall konnten sich schon geringe Unterschiede im Ligandenfeld in der Intensitat

des hypersensitiven F»-Ubergangs widerspiegeln.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.3.2. Emissionsspektren und Lebensdauern bei UV-Anregung

— Frucht
— Blatt
— Stamm

— Frucht
— Blatt
— stamm

Wurzel
0020 ‘Wurzel

Intensitat/ a.u

Intensitat/ a.u

;/kg

580 590 600 610 620 630
Wellenlénge / nm

Abb. 5.16.: Links: Emissionsspektren der Bohnenpflanze bei UV-Anregung (394 nm,
Raumtemperatur)
Rechts: Vergroflerung der Fy-Bande.

Die in der Bohnenpflanze aufgenommenen Emissionsspektren zeigen deutliche Unter-
schiede fur die einzelnen Teile der Pflanze. Bei Bohne und Blatt ist eine auffallige
Bandenaufspaltung zu sehen, die bei Stamm und Wurzel nicht auftritt (Abbildung 5.16).
Auch in den Bandenverhéltnissen unterscheiden sich die Spektren. Diese Merkmale
lassen vermuten, dass sich die Speziation in Stamm und Wurzel signifikant von der
in Blatt und Frucht abweicht. Daher sollen diese Pflanzenteile im Folgenden getrennt
betrachtet werden. AnschlieBend soll ein Vergleich mit den Daten der Referenzlésungen

erfolgen.

Wourzel und Stamm

Tab. 5.11.: In den Bohnenpflanzen bestimmte Lebensdauern bei UV-Anregung, biex-
ponentiell gefittet, und relative Anteile.

71 (us] n1(HO) mofps] no(HpO) Ay [%] A2 [%)]

Wurzel 144 68405 387 21405 62439 38+34
Stamm 256 3,6+0,5 510 15405 61+17 39415

In Stamm und Wurzel wurde die Intensitdtsabnahme durch eine biexponentielle Regres-
sion angepasst, wobei jeweils eine kurzlebige und eine langlebigere Spezies gefunden
wurden (Tabelle 5.11). Theoretisch sollten bei UV-Anregung alle Spezies angeregt wer-
den, die auch bei Direktanregung zu beobachten sind. In diesem Fall ist weder im Stamm
noch in der Wurzel eine Spezies mit einem bzw. ganz ohne koordinierende Wassermole-
kiile erkennbar, wie sie bei Direktanregung gemessen wurden (Tabelle 5.10). Dies konnte
auf eine Verschiebung des chemischen Gleichgewichts durch die Temperaturverdnderung
zurlickzufiihren sein oder auch auf eine weniger effiziente Anregung der langlebigen
Spezies bei den UV-Messungen. Dadurch konnte der Anteil dieser Spezies an der Fluo-

reszenzemission so gering sein, dass er durch das Hintergrundrauschen verdeckt wird.
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5.3. TRLFS Messungen an Bohnen

Denkbar wire auch, dass bei Raumtemperatur schnelle Ligandenaustauschreaktionen
mit einer kurzlebigen Spezies stattfinden, sodass die tatséchlichen Lebensdauern nicht
aufgelost werden konnen (siehe Abschnitt 2.2.4). Es sollte auch beachtet werden, dass bei
Tieftemperatur das dynamische Quenchen, also die Energieabgabe durch Stée, durch
die eingeschriankte Teilchenbewegung weitgehend unterdriickt ist. Auch dadurch kann es
zu einer gegeniiber Messungen bei Raumtemperatur verldngerten Lebensdauer kommen.
Es wire auch moglich, dass die Europiumverbindungen durch die Temperaturveran-
derung auskristallisiert sind, wobei sich andere Spezies mit weniger Wassermolekiilen
in der Koordinationsumgebung gebildet haben kénnten. Auch die Verdnderungen im

Aufspaltungsmuster kénnten dadurch erklirt werden.

— Stamm

Wurzel

Intensitédt fa.u

Wellenldnge 'nm

Abb. 5.17.: Emissionsspektren verschiedener Teile der Bohnenpflanze bei UV-Anregung
(394 nm, Raumtemperatur).

Die Spektren von Stamm und Wurzel unterscheiden sich im Wesentlichen durch ein
deutlich hoheres Fy/F;-Verhéltnis bei der Wurzel. Durch die in den Lebensdauermes-
sungen auftauchenden Spezies lasst sich dies nicht unmittelbar erkldren, da die Spezies
in der Wurzel tendenziell von etwas mehr Wassermolekiilen koordiniert werden als im
Stamm. Die Komplexierung scheint also eher geringer. Die zwar in beiden Spektren
kleine, aber bei der Wurzel geringfiigig groflere Fy-Bande gibt allerdings Anlass zu der
Vermutung, dass die Koordinationsgeometrie weniger symmetrisch als im Stamm sein
konnte, auch das konnte sich auf die F-Intensitit auswirken (Abschnitt 2.2.3). Mogli-
cherweise ist hier aber auch der Anteil der langlebigeren, starker komplexierten Spezies
hoher. Ausgehend von den Fitparametern sind die relativen Mengenanteile zwar dhnlich
grof3, die Unsicherheiten sind beim Stamm aber relativ hoch. Im Emissionsspektrum
des Stamms ist eine leichte Spaltung der Fy-Bande erkennbar. Da das ” Fy-Niveau nicht

entartet ist, bestitigt dies, dass mindestens zwei Spezies vorliegen.
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Frucht

— ca. 10K
— Raumtemperatur

Intensitat/ a.u.

05-

0.0

560 590 600 610 620 630
Wellenldnge / nm

Abb. 5.18.: Emissionsspektren der Bohnenfrucht unter UV-Anregung.

Die ausgeprégte Bandenaufspaltung im Spektrum der Bohnenfrucht (Abbildung 5.18)
deutet auf eine klar definierte Komplexsymmetrie hin und kénnte ein Hinweis sein, dass
das Europium hier in auskristallisierter Form, z. B. in den Aleuronpartikeln (Kapitel 3),
vorliegt. Unter Beachtung der beiden Schultern scheint in der F»-Bande eine Aufspaltung
in mindestens vier Kristallfeldkomponenten vorzuliegen, was auf eine tetragonale Sym-
metrie hindeuten wiirde (Abschnitt 2.2.3). Diese Geometrie passt auch zur zweifachen
Aufspaltung der Fi-Bande.

Die sehr geringe Intensitdt der Fp-Bande lisst auf eine symmetrische Koordinations-
umgebung schliefen. Dabei zeigt die Fp-Bande eine leichte Rotverschiebung gegeniiber
Stamm und Wurzel. Wahrscheinlich wird das Europium-Ion hier von einer grofieren
Anzahl Donor-Liganden komplexiert (Abschnitt 2.2.3). Das grofie Fy/F;-Verhéltnis

stiitzt diese Vermutung.

Tab. 5.12.: In der Bohnenfrucht unter UV-Anregung bestimmte Lebensdauern bei
Raum- und Tieftemperatur, biexponentiell gefittet, und relative Anteile.

71 [ps] ni(HyO)  7ofus] no(HyO0) Ay [%] Az [%]

Frucht RT 225 41+£055 963 0,5+£0,6 7649 24+3,7
Frucht 10K 146 6,705 952 0,5+0,5 81+3,7 19416

Ein Vergleich der Emissionsspektren bei Raumtemperatur und bei ca. 10K (beides bei
UV-Anregung) zeigt ein deutlich geringeres Bandenverhéltnis bei tiefen Temperaturen
(Abbildung 5.18). Vermutlich fithrt die Temperaturveranderung zu einer Verschiebung
des chemischen Gleichgewichts und damit zu verdnderten Mengenanteilen der Spezies.
Bei einer biexponentiellen Regression stimmen die Lebensdauern der langlebigeren
Spezies bei beiden Temperaturen gut iiberein (Tabelle 5.12), die der kurzlebigeren unter-

scheiden sich aber deutlich voneinander. Ursache dafiir konnte der Effekt des schnellen
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5.3. TRLFS Messungen an Bohnen

Austauschs sein (Abschnitt 2.2.4). Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurde fiir die
Lebensdauermessung bei Tieftemperatur zusétzlich eine triexponentielle Anpassung
durchgefiihrt. Die sich dabei ergebenden Spezies sollen im Folgenden mit SF1, SF2 und
SF3 bezeichnet werden (Tabelle 5.13).

Tab. 5.13.: Triexponentieller Lebensdauerfit (Lebensdauer von SF1 und SF3 wurden
festgehalten), Bohnenfrucht bei ca. 10 K.

Spezies 7 [us] n(HyO) Anteil [%]

SF1 120 83405 64411
SF2 292 3,0+07 22+6,9
SF3 1100 0,4+05 14417

SE3 entspricht dabei vermutlich der langlebigen Spezies, die auch bei Raumtemperatur
gefunden wurde, wobei der Anteil bei Tieftemperatur etwas geringer zu sein scheint. Die
Lebensdauer der kurzlebigeren Spezies liegt wie erwartet zwischen denen von SF1 und
SF2. Bei der Interpretation der Daten sollte beachtet werden, dass die Lebensdauern von
SF1 und SF3 bei der Regression festgelegt waren. Die Ergebnisse sind zwar realistisch,
miissen aber nicht zwangsldufig den Tatsachen entsprechen. Es ist durchaus moglich,

dass die Lebensdauern von SF1 und SF2 geringfiigig anders verteilt sind.

— 1000 ps Delay

— 1 s Delay

Intensitat/ a.u

580 590 600 610 620 630
Wellenldnge / nm

Abb. 5.19.: Emissionsspektren der Bohnenfrucht mit einem Delay von einer bzw.
1000 us,
Anregungswellenldnge 394 nm.

Bei der Aufnahme eines Emissionsspektrums mit einer hohen Delay-Zeit ist der In-
tensitatsbeitrag der kurzlebigen Spezies SF1 und SF2 nur noch gering, sodass zum
resultierenden Spektrum fast ausschliefllich SF3 beitrdgt (Abbildung 5.19).

Dieses Spektrum zeigt trotz wahrscheinlich starker Komplexierung ein deutlich geringeres
F,/Fi-Verhiltnis. Grund dafiir konnte eine ausgepriagte Symmetrie des Ligandenfeldes

sein. Da kurze Lebensdauern wie die von SF1 meist mit einem kleinen Bandenverhaltnis
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5. Ergebnisse und Diskussion

korrelieren (z.B. bei [EuH,PO,)*"T mit 7 ~ 123 us [61]), ist zu vermuten, dass die
Spezies SF2 fiir das grofie F»/Fi-Verhiltnis verantwortlich ist. In Verbindung mit dem
Aufspaltungsmuster konnte das ein Hinweis auf eine definierte Komplexsymmetrie ohne
Symmetriezentrum sein (Abschnitt 2.2.3), eine eindeutige Aussage lasst sich anhand der
vorliegenden Daten aber kaum treffen.

Auch im Spektrum von SF3 ist eine deutliche Aufspaltung der F>-Bande erkennbar.
Wegen der grofien Unterschiede im Bandenverhéltnis kann dies aber nicht urséchlich fiir
die starke Aufspaltung im resultierenden Spektrum (ohne Delay) sein. Gibe es keine
Aufspaltung bei SF2, wiirde die grofle F»-Bande das Muster verdecken oder zumindest
abschwichen. Das lasst den Schluss zu, dass auch SF2 eine Kristallfeldaufspaltung
aufweisen muss. Dabei scheint sich ein dhnliches Muster wie bei SF3 zu ergeben, was
auf Ahnlichkeiten in der Geometrie hindeutet.

Unter Umsténden konnte diese scheinbare Ahnlichkeit aber auch auf eine Uberlagerung
der beiden Spezies zuriickzufithren sein. So ist zum Beispiel die linke Schulter bei hoher
Delay-Zeit nur noch erahnbar, kénnte also auch von der kurzlebigen Spezies herriihren.
In diesem Fall ldge bei SF3 nur eine Dreifach-Aufspaltung der F»-Bande vor. Da keine
Fp-Bande erkennbar ist, wiirde dies fiir einen Komplex mit S;-Symmetrie sprechen.
Auch das kleine Fy/F}-Verhéltnis liele sich durch eine zentralsymmetrische Geometrie
erklaren (Abschnitt 2.2.3).

Andererseits wire es ebenso moglich, dass die rechte Schulter im Spektrum ohne Delay
nur von SF3 verursacht wird. Dann wiirde die dreifache Aufspaltung der F>-Bande bei
SF2 in Verbindung mit der Aufspaltung der F1-Bande und der kleinen, aber vorhandenen
Fy-Bande, auf die Punktgruppen Cs3 oder C, hinweisen [7]. Ein zentralsymmetrischer

Komplex mit derart hoher Fy-Intensitét ist zwar ungewohnlich, aber nicht undenkbar [7].

Blatt

1.5r  — Frucnt
— Blatt

Intensitat/ a.u.

05+

580 590 600 610 620 630
Wellenlange / nm

Abb. 5.20.: Emissionsspektren des Bohnenblatts im Vergleich zur Frucht,
Anregungswellenlédnge 394 nm.

44



5.3. TRLFS Messungen an Bohnen

Leider war eine Bestimmung der Lebensdauer bei UV-Anregung wegen mangelnder Qua-
litdt der Messdaten fiir das Blatt der Bohnenpflanze nicht méglich. Daher kann hier nur
das Emissionsspektrum als Informationsquelle dienen. In der Bandenaufspaltung dhnelt
das Spektrum sehr dem der Frucht. Das Fy/F;-Verhéltnis ist aber bedeutend kleiner.
Vermutlich liegen im Blatt dhnliche Europiumspezies aber mit anderen Mengenanteilen

VOr.

5.3.3. Vergleich mit den Referenzlosungen

Die Ergebnisse, die bei den Messungen an den Bohnenpflanzen gewonnen wurden,
stimmen mit keiner der Referenzl6sungen komplett iiberein. In einigen Féllen bestehen
Ahnlichkeiten in den Lebensdauern, so ist zum Beispiel die Lebensdauer von SF2 mit
denen der Eu-EDTA- oder Eu-Phytat-Losungen vergleichbar. Derart lange Lebens-
dauern wie bei SF3 oder der Direktanregung in Wurzel und Stamm wurden in keiner
der Referenzlosungen gefunden. Nur das feste Eu-Phytat zeigte Lebensdauern dieser
Groflenordnung. Dies konnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass das Europium in der
Frucht in kristalliner Form vorliegt.

Auch das Fy/F;-Verhéltnis ist bei der Frucht hoher als in allen anderen gemessenen
Proben. Von den Referenzlosungen zeigen die Eu-Oxalat-Losungen mit Konzentrati-
onsverhéltnis 1:3 das héchste Bandenverhéltnis. Ahnlich wie bei den Pflanzenproben
ist hier auch die Fp-Bande sehr gering. Hohe Bandenverhéltnisse sind auch bei den
Phytat- und EDTA-Losungen zu beobachten. Vor allem die Eu-EDTA-Spektren wei-
sen allerdings eine sehr ausgepriagte Fy-Bande auf. Eine signifikante Beteiligung von
EDTA an der Europiumspeziation in der Pflanze scheint daher eher unwahrschein-
lich, da das EDTA-Molekiil vermutlich aufgrund der starken Chelatkomplexierung alle
sechs moglichen Koordinationsstellen einnehmen wiirde. Daher ist anzunehmen, dass
auch Eu-EDTA-Spezies mit anderen Liganden eine dhnlich hohe Fp-Intensitét zeigen
wiirden. Andererseits konnen Bandenformen und -verhéltnisse auch von organischen
Verbindungen in der nidheren Umgebung beeinflusst werden. Die Bildung von bindren
Spezies in einem komplexen biologischen System wie der Pflanze ist allerdings ohnehin
unwahrscheinlich, vermutlich liegen Komplexe mit verschiedenen Liganden vor. Eine
Beteiligung beispielsweise von Phytat oder Oxalat wére dabei durchaus denkbar. Fiir ein
detaillierteres Bild sind allerdings weitere Analysen, z. B. mit Desorptions-Elektrospray-

Ionisations-Massenspektrometrie (DESI-MS), notwendig.
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5.4. TRLFS-Messungen an Erbsen

5.4.1. Excitationsspektren und Direktanregung

Bei den Erbsenproben war die Signalqualitit bei Direktanregung insgesamt wesentlich
schlechter als in der Bohne. Ein Zusammenhang mit der Europiumkonzentration scheint
dabei nicht zu bestehen, da die ICP-MS-Messungen fiir alle Teile der Erbsenpflanze
dhnlich hohe oder sogar hohere Werte liefern als fiir Stamm und Wurzel der Bohnenpflanze
(Tabelle 5.14). Dass die Daten der Messungen bei Direktanregung trotzdem nur fiir das
Blatt auswertbar waren, konnte an der chemischen Umgebung liegen. Moglicherweise

liegen in der Erbse vermehrt Verbindungen vor, die die anregende Strahlung absorbieren.

Tab. 5.14.: Europiumkonzentration (bezogen auf die Trockenmasse) in den unter Di-
rektanregung gemessenen Pflanzenteilen.

c(Eu) [ug/mg|] Signalqualitét

Wurzel 34,9-73,4 gut
Stamm 2,57-10,3 gut
Bohne
Blatt 0,0293-19,6 nicht vorhanden

Frucht 0,00214-0,00490 nicht vorhanden

Wurzel 49,2-125  sehr schlecht
Erbse Stamm 10,8-51,9 sehr schlecht
Blatt 19,1-40,2 auswertbar

Hier zeigt sich allerdings bei allen Anregungswellenldngen ein monoexponentieller In-
tensitatsverlauf (Tabelle 5.15). Da die Streuung der Messwerte wegen der schlechten
Signalqualitdt sehr hoch ist, ist davon auszugehen, dass es sich im Rahmen der Unsicher-
heiten bei den ersten drei Messungen um die selbe Lebensdauer (SE1) handelt. Die zweite
Lebensdauer (SE2) scheint zu einer Spezies mit etwa einem oder zwei koordinierenden

Wassermolekiilen zu gehoren.

Tab. 5.15.: Bei Direktanregung mit verschiedenen Anregungswellenlénge A4 bestimmte
Lebensdauern im Blatt der Erbsenpflanze.

Aa[nm]  7[us] n(HyO) Spezies

579,3 1295 0
579,5 1021 0 SE1
5799 916 0,540,

580,1 975 1,2£0,5 SE2

Auch hier wurden scheinbar wie in der Bohne bei héheren Anregungswellenldngen
Spezies mit groflerer Fo-Bande angeregt. Daher ist zu vermuten, dass es sich bei den

unter SE1 zusammengefassten Lebensdauern um verschiedene Spezies, vermutlich oh-
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Abb. 5.21.: Links: "Fy —° Dy Excitationsspektren vom Blatt der Erbsenpflanze, T ~

S K.
Rechts: Emissionsspektren vom Blatt der Bohnenpflanze bei verschiedenen

Anregungswellenlédngen.

ne Wasser in der Koordinationsumgebung, handelt. Dariiber hinaus lassen sich den
Emissionsspektren aufgrund des Rauschens nicht viele Informationen entnehmen. Das
F,/ Fy-Verhiltnis ist bei allen Spezies grofier als eins, was auf eine signifikante Komple-
xierung hindeutet. Da sich im Spektrum eine signifikante Fy-Intensitét zeigt, scheint die

Komplexierungsgeometrie in gewissem Mafle asymmetrisch zu sein.

5.4.2. Emissionsspektren und Lebensdauern bei UV-Anregung

— Wurzel
— Stamm

—— Blatt

Intensitét /a.u.

Wellenldnge inm

Abb. 5.22.: Emissionsspektren der Erbsenpflanze, Raumtemperatur.

Die Emissionsspektren von Wurzel, Stamm und Blatt der Erbsenpflanze weisen im
Gegensatz zur Bohnenpflanze groe Ahnlichkeit auf. Dies konnte damit zusammenhiin-
gen, dass die Verteilung des Europiums in den Erbsenpflanzen scheinbar wesentlich
gleichméBiger ist als in den Bohnenpflanzen (Tabelle 5.14). Um die relativen Anteile der
Spezies bestimmen zu kénnen, wurden daher bei der Regression der Lebensdauerdaten

teilweise bekannte Lebensdauern festgelegt.
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Tab. 5.16.: Lebensdauern in der Erbsenpflanze unter UV-Anregung (73 sowie 7o fiir
Wurzel und Stamm wurde fiir den Fit festgehalten)

71 [us] ni(HyO0)  7ofus] no(HpO)  7m3lus] n3(H,O)  Ai[%]  Ax[%]  As[%]

Wurzel 203  4,74£055 550 1,3£0,5 1000 05+05 73+£40 19437 80+12
Stamm 230 4,0405 550 1,3405 1000 05405 374+15 56+17 7,74+05
Blatt 243 38425 478 1,6+05 1000 05+05 21439 52427 27437

Das vergleichsweise grofie F»/Fij-Verhéltnis deutet auf eine ausgepriagte Komplexierung
des Eu(III) hin. Die dreifache Aufspaltung der Fj-Bande konnte ein Hinweis auf eine
geringe Symmetrie sein [7] [14], was auch zur Fy-Bande passen wiirde. Andererseits
konnte sie auch ein Ergebnis der Uberlagerung mehrerer Spezies sein. Die Lebensdauerfits
legen die Existenz von mindestens drei Spezies nahe (Tabelle 5.16). Dabei scheint die
dritte Spezies (SE3) von etwa vier oder fiinf Wassermolekiilen koordiniert zu werden.

Unter der Annahme, dass eine lange Lebensdauer mit weniger Wasser, einem hoéheren
Komplexierungsgrad und somit einer grofleren F»-Bande korreliert, spiegeln die relativen
Anteile der Spezies die Unterschiede im F»/F;-Verhéltnis wider. Im Stamm scheint der
Anteil der langlebigen Spezies (SE1) am geringsten, wihrend er im Blatt am hochsten

ist.

5.4.3. Vergleich mit den Referenzlosungen

Auch hier gibt es keine eindeutige Ubereinstimmung mit den Referenzlésungen, wobei
die Bandenverhéltnisse mit den Phytat-Losungen recht gut ibereinstimmen. Die dort
gemessenen Lebensdauern dhneln denen von SE3. Die Bandenform stimmt allerdings
nicht iiberein, und da sich in der Erbsenpflanze scheinbar mehrere Spezies iiberlagern,
miissen auch die Bandenverhéltnisse nicht zwangslaufig vergleichbar sein. Auch hier gilt
allerdings wieder, dass die spektralen Eigenschaften durch die organische Umgebung
beeinflusst werden kénnen und dass die Bildung von Mischkomplexen mit verschiedenen

Liganden sehr wahrscheinlich ist.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde durch fluoreszenzspektroskopische Messungen
die chemische Speziation von Europium in Pflanzen der Gattungen Phaseolus vulgaris
L. und Pisum sativum L. untersucht. Zusatzlich wurden Messungen an Losungen
von Eu(III)-Nitrat mit Oxalat, Acetat, Malonat, Phytat und EDTA bei verschiedenen
Konzentrationsverhéltnissen und pH-Werten durchgefiihrt.

Es wurden keine eindeutigen Ubereinstimmungen zwischen diesen Referenzlésungen und
den Pflanzenproben gefunden. Einige der in den Pflanzen gemessenen Lebensdauern
waren allerdings vergleichbar mit denen der Eu-Phytat-Losungen und zum Teil auch der
Oxalat-Losungen. Dariiber hinaus konnten aus den Emissions- und Excitationsspektren
sowie Lebensdauermessungen der Proben einige Informationen iiber die chemische
Umgebung des Furopiums gewonnen werden. In den Pflanzen der Phaseolus vulgaris
L. zeigten sich deutliche Unterschiede in der Speziation zwischen Wurzel und Stamm
auf der einen und Blatt und Frucht auf der anderen Seite, wobei in allen Pflanzenteilen
mehrere Spezies vorzuliegen scheinen. Die in Stamm und Wurzel vorliegenden Komplexe
weisen vermutlich eine méflige bis starke Komplexierung bei geringer Symmetrie auf.
Im Gegensatz dazu spricht ein ausgeprigtes Aufspaltungsmuster und eine sehr geringe
Fo-Intensitit in Frucht und Blatt fiir eine klar definierte Symmetrie. Moglicherweise liegt
das Europium hier in auskristallisierter Form vor. In der Frucht wurden drei Spezies
gefunden. Die erste (SF1) zeigt mit etwa acht koordinierenden Wassermolekiilen eine
geringe Komplexierung. Die zweite (SF2) weist etwa drei koordinierende Wassermolekiile
und vermutlich ein sehr grofles Fy/F)-Verhéltnis auf, wihrend die dritte (SF3) bei
maximal einem Wassermolekiil in der ersten Koordinationssphére ein vergleichsweise
geringes Bandenverhéltnis zeigt, was moglicherweise fiir einen punktsymmetrischen
Komplex sprechen kénnte. Durch die Uberlagerung der Spektren ist eine eindeutige
Aussage zur Komplexgeometrie kaum moglich. Denkbar wére, dass SF2 und SF3 eine
dhnliche, in diesem Fall vermutlich tetragonale, Geometrie aufweisen. Denkbar wére
aber auch beispielsweise eine S4-Symmetrie bei SF3 oder eine Cs- bzw. Cg,-Geometrie
bei SF2. Im Blatt liegen vermutlich &hnliche Spezies bei anderer Mengenverteilung vor.
Im Vergleich zur Bohnenpflanze konnte in der Pisum sativum L. eine wesentlich gleichma-
Bigere Verteilung des Europiums in der Pflanze festgestellt werden. Auch die Speziation
scheint in Wurzel, Stamm und Blatt &hnlich zu sein. Dabei liegt vermutlich jeweils eine
Spezies mit etwa vier, zwei und einem oder keinen koordinierenden Wassermolekiilen in
unterschiedlichen Mengenverhéltnissen vor.

Durch weitere Messungen, beispielsweise mit DESI MS, kénnten obige Ergebnisse iiber-
priift und moglicherweise sogar einzelne Spezies identifiziert werden. EXAFS-Messungen
(Ezxtended X-ray Absorption Fine Structure) konnten einen tieferen Einblick in die

Bindungsstruktur der Europium-Phytat-Komplexe geben. Auflerdem sind noch zahl-
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6. Zusammenfassung und Ausblick

reiche weitere Liganden, vor allem Carboxylate wie z. B. Citrat oder Malat [62], in die
Aufnahme und den Transport von Mineralien in Pflanzen involviert. Insofern konnte
die Analyse weiterer Referenzlésungen sinnvoll sein. Im Hinblick auf die Speicherung
von festem Calciumoxalat in den Pflanzenzellen (Abschnitt 3.2) kénnten unter Umstén-
den auch Messungen an kristallinem Europiumoxalat forderlich sein. Dariiber hinaus
wéren Fluoreszenzmessungen an dem dreiwertigen Actinid-Ion Cm(III) denkbar. Da
sich Curium in seinen Fluoreszenzeigenschaften deutlich von Europium unterscheidet,
kénnten so moglicherweise weitere Informationen gewonnen werden [5] [11]. Geplant sind
des Weiteren Untersuchungen an Americium. Auf diese Weise kann unter anderem die
Giiltigkeit der chemischen Analogie zwischen Europium und Americium in biologischen

Systemen iiberpriift werden.
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A.1. Liste der verwendeten Chemikalien

60

Ammoniumnitrat (VWR, > 98 %)

Borsiure (FLUKA, > 99 %)

Calciumnitrat Tetrahydrat (MERCK, p.a.)

Eisen(III)-Chlorid Hexahydrat (FLUKA, > 99 %)
Ethylendiamintetraessigsdure (SIGMA ALDRICH, > 99,4 %)
Ethylendiamintetraessigsaure Dinatriumsalz Dihydrat (VWR, 99,7 %)
Europium(III)-Nitrat Pentahydrat (S1GMA ALDRICH, 99,9 % trace metals basis)
Kaliumacetat (SIGMA ALDRICH, > 99 %)

Kaliumchlorid (MERCK, p.a.)

Kaliumdihydrogenphosphat (FLUKA, 99,5 %)

Kaliumnitrat (MERCK, p.a.)

Kaliumoxalat Monohydrat (StGMA ALDRICH, > 98,5%)
Kupfersulfat Pentahydrat (StGMA ALDRICH, > 98 %)
Magnesiumsulfat Heptahydrat (MERCK, p.a.)

Malonsdure (ALFA AESAR, > 99,5%)

Natriummolybdat (ALFA AESAR 46,2 % Molybdén)
Natriumperchlorat Monohydrat (MERCK, p.a.)

Natronlauge 0,0,1 M Titrisol (MERCK)

Nickelsulfat Hexahydrat (FLUKA, > 99 %)

Perchlorsdure (MERCK, 60 % zur Analyse)

Phytinsédure Natriumsalz Hydrat (S1GMA ALDRICH, > 90 % phosphorus basis)

Zinksulfat Heptahydrat (SIGMA ALDRICH, Bioreagenz)



A.2. Details der experimentellen Arbeit

A.2. Details der experimentellen Arbeit

Tab. A.1l.: Zusammensetzung der High-Phosphate HOAGLAND-L6sung, die zur Auf-
zucht der Pflanzen verwendet wurde [63].

Substanz Konzentration [uM]
KNO, 2000
Ca(NO3),- 4Hy0O 500
MgSO,- 7H,0 200
NH,NO; 100
KC1 50
KH,PO, 25
Fe-EDTA 20
H3BO; 12
MnSO,- H,O 2
ZnSO,4- 7H,0 0,5
CuSOy4- 5 Hy0 0,2
NaoMoO, 0,1
NiSO, 0,1

Tab. A.2.: Zusammensetzungen der Stammlésungen zum Ansatz der Referenzlgsungen.

Substanz Konzentration [mM] pH-Wert
Europiumnitrat 3,03 9,94
EDTA 3,04 5,08
Kaliumoxalat 3,00 6,49
Kaliumacetat 5,80 6,96
Malonsaure 3,03 2,84
Phytinséure 3,03 10,89

Tab. A.3.: Tatsédchliche pH-Werte der Per-

chloratlosungen.
Losung  pH-Wert Tab. A.4.: Einwaagen zur Herstellung von
kristallinem FEu-Phytat

pH 5a 4,86

pH 6a 5.0 Substanz Masse [g]
pH7a 6,58 Eu(NO3); Stammlésung 48,33 g
pH5b 491 Phytinsdure Natriumsalz Hydrat 10,79
pH6b 5,91

pH7b 6,93
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Tab. A.5.: Heizprogramm fiir den S&ureaufschluss zur Probenvorbereitung fiir die
ICP-MS Messungen

Schritt Dauer
RT — 350°C 0,5h
350 °C halten 0,5h
350°C — 400°C 0,5h
400 °C halten 8h
400°C — 600°C 0,5h
600 °C halten 8h

600 °C — abkiihlen

Tab. A.6.: Reale Konzentrationen und pH-Werte der Referenzlésungen.

Creat(Eu) [UM]  crear(L) [HM] ccr:%l(%ﬁ) realer pH-Wert

Oxalat 1:1 pH5 30,12 29,79 0,99 4,34
pH6 29,89 29,73 0,99 6,38

pH7 30,13 29,67 0,98 6,84

1:2 pH5 29,98 59,51 1,99 4,11

pH6 30,08 59,67 1,98 6,39

pH7 30,33 59,90 1,97 6,98

1:3 pH5 30,42 90,29 2,97 4,16

pH6 29,78 88,24 2,96 6,24

pH7 30,50 89,48 2,93 6,83

Acetat 1:1 pH5 29,31 57,94 1,98 5,30
pH6 29,48 56,72 1,92 6,45

pHT 29,92 56,93 1,90 6,73

12 pH5 29,75 116,41 3,01 5,42

pH6 30,56 115,58 3,78 6,42

pH7 29,46 113,95 3,87 6,73

1:3 pH5 29,90 173,97 5,82 5,60

pH6 29,73 173,39 5,83 6,47

pH7 28,91 172,50 5,97 6,72

Malonat 1:1 pH5 29,86 29,84 1,00 4,47
pH6 31,05 30,33 0,98 5,565

pH7 29,54 30,59 1,04 6,39

1:2 pH5 30,81 62,44 2,03 4,12

pH6 29,55 60,77 2,06 4,68

pH7 29,77 61,18 2,05 5,38

1:3 pH5 29,81 89,25 2,99 4,03

pH6 29,23 91,67 3,14 4,30

pH7 29,12 91,23 3,13 4,66
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Tab. A.7.: Reale Konzentrationen und pH-Werte der Referenzlésungen.

Creal(Bu) [uM]  Creai (L) [0M] ci:?l(gﬁ ) realer pH-Wert

EDTA 1:05 pH5 30,33 15,45 0,51 4,62
pH6 30,52 15,37 0,50 5,99

pHT7 30,39 16,12 0,53 6,94

1:1 pH5 29,87 29,86 1,00 4,98
pH6 29,90 30,03 1,00 6,56

pH7 29,91 30,20 1,01 7,03

1:2 pH5 30,14 60,30 2,00 5,11
pH6 29,87 60,33 2,02 6,71

pHT 30,11 60,70 2,02 7.18

1:3 pH5 30,43 92,06 3,03 5,24
pH6 29,74 90,27 3,04 6,72

pH7 30,12 91,19 3,03 7,14
Phytat 1:0,5 pH5 31,03 15,57 0,50 5,85
pH6 30,78 15,42 0,50 6,72

pH7 30,47 15,86 0,52 7,38

1:1 pHb5 29,93 30,05 1,00 6,52
pH6 29,98 30,22 1,01 6,94

pHT7 25,59 30,22 1,18 7,15

12 pH5 31,38 62,41 1,99 7,10
pH6 28,10 61,04 2,17 7,39

pHT7 29,85 61,01 2,04 7,67

1:3  pH5 29,80 91,08 3,06 7,42
pH6 30,06 91,21 3,03 7,61

pHT7 29,50 91,62 3,11 7,97

Tab. A.8.: Einstellungen der Parameter fiir die TRLFS-Messungen (Em.: Emissions-
spektren, Ld.: Lebensdauermessungen, Ex.: Excitationsspektren).

Exposure Number Gate Width Grating Input Slit

Time [s]  of Acc. [ns] [L/mm)] [nm]
394 nm?® Em. 0,012 1000 107 600 10
Ld. 0,012 200 107 300 10
266 nm" Em. 0,2 1000 106 600 70
Ld. 0,2 200 106 300 100
Bohne Direkt Ex. 0,012 200 107 150 10
Em. 0,01 1000 107 600 10
Ld. 0,012 200 107 150 10
Erbse Direkt  Ex. 0,01 500 107 150 100
Em. 0,01 5000 107 600 70
Ld. 0,011 500 107 150 100

& Referenzlosungen 1:1 bis 1:3, Ndhrlosung und UV Messungen an Pflanzenteilen

b Referenzlosungen 1:0,5 und kristallines Eu-Phytat
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A.3. Regressionen zur Lebensdauerbestimmung!
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