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Zusammenfassung

Die 6kologischen Folgen der Freisetzung von Radionukliden durch den Reaktor-
unfall in Tschernobyl 1986 sind noch bis heute spiirbar. Unter den vielen emit-
tierten Radionukliden stellt das Americiumisotop 24! Am zum jetzigen Zeitpunkt
den dominierenden a-Emitter in der Sperrzone dar und kann von Pflanzen aus
kontaminiertem Boden aufgenommen werden. Damit 6ffnet sich ein Pfad in die
menschliche Nahrungskette. Um die Aufnahme auf makroskopischer Ebene zu ver-
stehen, wird Winterroggen (Secale cereale L.) mit Americium und dem chemischen
Homolog Europium kontaminiert und Speziesanalysen durchgefithrt. Mit einer
Kombination aus Lumineszenz-Spektroskopie, Mikroskopie und hochauflésender
Massenspektrometrie konnten erste chemische Verbindungen identifiziert werden.
Dazu fand die Aufzucht der Pflanzen im fliisssigen Nahrmedium, der HOAGLAND-
Losung, statt.

Im HOAGLAND-Medium wurden Verdnderungen der Europiumspezies nach Pflan-
zenkontakt untersucht und die Aufnahme des Eu*-Tons und von [Eu(H,EDTA)|*
festgestellt. Aulerdem zeigten die Ergebnisse die Anwesenheit des Pflanzenexsu-
dats Malat komplexiert mit Europium. Anhand der Lumineszenz-Mikroskopie
wurde erstmals die Speziesverteilung von drei Eu-Verbindungen mit organischem
und anorganischem Phosphat sowie eine Protein-Spezies bildgebend dargestellt
und Akkumulationen in bestimmten Pflanzenregionen sichtbar gemacht. Dazu er-
gaben Extraktionsexperimente mogliche Eu-Malat, Eu-Citrat und Eu-Aspartat-
Verbindungen in der Pflanzenwurzel, welche auf einen Einfluss in den Pflanzen-
metabolismus der Mitochondrien hindeuten. Weitere Informationen tiber die Auf-
nahme von Europium und Americium in Pflanzen wurde durch Untersuchungen
der Auswirkung der Komplexbildner EDTA, Citrat, Malonat und Oxalat nach
Zugabe zum Nahrmedium erhalten und Spezies in Losung identifiziert.

Die erhaltenen Ergebnisse geben erstmalig Hinweise auf das Verhalten von Euro-
pium- und Americiumspezies in Secale cereale L. und weisen auf verschiedene
Transportmechanismen in Anwesenheit von organischen Komplexbildnern hin.
Einhergehend mit den unterschiedlichen FEigenschaften der identifizierten Kom-
plexe in Bezug auf die Resorption im menschlichen Korper, kann die Toxizitét
variieren. Dies unterstreicht die wichtige Rolle der Speziesanalyse bei der Geféhr-

dungsbeurteilung von Radionukliden.

Keywords: Radionuklidaufnahme in Pflanzen, Americium, Europium, Spezie-

sanalyse, Lumineszenz-Spektroskopie, Massenspektrometrie






Abstract

Ecological consequences of the radionuclide release during the Chernobyl nuclear
accident 1986 are still being observed today. Among various released nuclides, the
long-lived americium isotope ?*' Am represents the dominating a-emitter in the
Chernobyl exclusion zone. Americium can enter the human food chain via uptake
from contaminated soil by plants. In this work, the plant uptake of americium, its
homologue europium, and their chemical species in plants were investigated on
microscopic scale. For this purpose, Secale cereale L. (winter rye) was grown as
hydroponics in the HOAGLAND-solution. By using a combination of luminescence
spectroscopy, microscopy, and high-resolution mass spectrometry, chemical com-
pounds were identified in plant and solution.

In the nutrition medium, changes in the europium species after plant contact
and the possible uptake of Eu*" ions and [Eu(H,EDTA)]T was determined. Af-
terwards, europium malate species were identified in the HOAGLAND-medium,
whereby the organic ligand acts as plant exudate. In winter rye, at least three
europium species were determined with the possible binding to organic and inor-
ganic phosphate groups as well as a protein-bound species. In combination with
luminescence microscopy, the species distribution was shown to be different for
each species inside the plant parts. Extraction experiments resulted in possible
europium malate, citrate, and aspartate compounds inside the plant root, indi-
cating an impact on the plant metabolism in the mitochondria. Furthermore, the
influence of the complexing agents EDTA, citrate, malonate, and oxalate on the
europium and americium uptake was investigated. After the addition to the nu-
trition medium chemical species were identified.

For the first time, evidences on the behaviour of europium and americium species
in Secale cereale L. have been obtained and point to different transport mecha-
nisms in the presence of organic complexing agents. Along with the different pro-
perties of the identified complexes with respect to the resorption into the human
body, the toxicity varies. This highlights the important role of species analysis

for the risk assessment of radionuclides.

Keywords: Radionuclide uptake in plants, americium, europium, species ana-

lysis, luminescence spectroscopy, mass spectrometry
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1 Einleitung

Der Reaktorunfall in Tschernobyl am 26. April 1986 hat die Radiotkolgie nach-
haltig gepragt. Wahrend des Unfalls in Einheit 4 wurden Radionuklide mit einer
Aktivitit von etwa 14 EBq freigesetzt und iiber grofie Teile Europas verteilt.!
Ungefihr die Hélfte der Aktivitit is auf inerte Edelgase wie 8°Kr und *3Xe zu-
riickzufiithren. Die radiologisch wichtigsten Radionuklide waren anfangs 3T und
137Cs, welche den Grofiteil der Strahlenexposition fiir die Bevolkerung ausmach-
ten. Fiir die Betrachtung der Umweltauswirkung sind weitergehend alle freigesetz-
ten Radionuklide, besonders jene mit langer Halbwertszeit relevant. Ein Beispiel
ist das Americium (Am) mit seinen langlebigen Isotopen 2! Am und 2**Am. Dabei
wird 22! Am durch das ebenfalls freigesetzte 2*'Pu iiber einen 3~-Zerfall gebildet.
Aufgrund dieses immer noch anhaltenden Zerfalls wird 2! Am weiter nachgebil-
det und stellt derzeit den dominierenden a-Emitter in der Tschernobyl Sperrzone
(CEZ) dar.

Uber kontaminierten Boden kann Americium potentiell in Nutzpflanzen aufge-
nommen werden und in die menschliche Nahrungskette eintreten. Das Radio-
nuklid kann mit der ausgesendeten a-Strahlung radiotoxisch und chemotoxisch
in Form eines Schwermetalls wirken. Als Homolog wird Europium (Eu) haufig
fiir Forschungszwecke eingesetzt, da die chemischen Eigenschaften des dreiwerti-
gen Am- und Eu-Ions grofe Ahnlichkeiten aufweisen. Die radioaktiven Isotope
1%4Eu und Y Eu wurden ebenfalls wihrend des Unfalls in Tschernobyl freigesetzt,
verweilen aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeiten im Bereich weniger Jahre aber
nicht lange in der Umwelt. Fiir die Aufnahme von Radionukliden in Pflanzen ist
die Bioverfiigharkeit der Radionuklide im Boden entscheidend. Diese kann durch
vorliegende, organische Liganden beeinflusst werden. Theoretische Modellierun-
gen werden dabei fiir erste Abschatzungen der Mobilitdt von Radionukliden im
Boden oder in Losung eingesetzt.!

Die Aufnahme der vorliegenden Spezies von Radionukliden in Pflanzen wurde bis-
her wenig untersucht und die genauen Mechanismen nicht eindeutig geklart. Fiir
die Risikoabschéatzung der in Nutzpflanzen enthaltenen Radionuklid-Spezies ist
die Speziation von grofler Bedeutung. Die dafiir verwendeten Analysemethoden
reichen von der Massenspektrometrie bis zur Spektroskopie und helfen bei der
Strukturaufklarung sowie Quantifizierung vorhandener Verbindungen. Neu ent-
wickelte Techniken vereinfachen die Analyse immer weiter mit niedrigeren Nach-

weisgrenzen oder hoheren Genauigkeiten, wie etwa in der Massenspektrometrie.?
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Die Herausforderung der Speziation besteht darin, die chemischen Verbindung
durch eine Probenaufarbeitung nicht zu verdandern. Der Forscher Sanz-Medel for-
mulierte fiir die Spurenanalytik von Elementen in biologischen Proben drei zu
beachtende Punkte: Die Labilitédt der Spezies, die geringe Konzentration des Ele-
ments und die komplexe Einbindung dessen in die Matrix.? Die Probenvorbe-
reitung und Art der Analyse spielt demnach eine wichtige Rolle fiir die genaue
Untersuchung vorliegender Verbindungen.

Speziesanalysen von Americium wurden bisher wenige verdffentlicht. Zotina et
al. fithrten erste Untersuchungen zu der Verteilung von ?*!Am in verschiedenen
Pflanzenzellen durch und zeigten die hochste Akkumulation des Radionuklids in
den Zellwinden.* Eine Bindung zu Polysacchariden der Zellwinde wird in diesem
Zusammenhang vermutet. Die Aufnahme von Europium in Pflanzen wurde haufi-
ger untersucht, allerdings wurden bisher keine genauen Verbindungen identifiziert.
Fellows et al. fanden eine erhohte Konzentration im Leitgewebe von Haferpflanzen
(Avena sativa).® Erste Speziesanalysen zeigen die Bildung eines inner-sphérischen
und mononuklearen Eu-Komplexes. Moll et al. beschéftigten sich mit der Auf-
nahme von Europium aus Zellsuspensionen von Rapspflanzen (Brassica napus).®
Dabei deuten die Ergebnisse auf Eu-Verbindungen mit Carboxyl- und Phosphat-
Gruppen hin.

Diese Arbeit kniipft an die bereits bestehenden Untersuchungen zu Europium-
und Americiumspezies an und verwendet weitere Analysetechniken fiir die Spe-
ziesidentifikation. Dafiir wird ein fliissiges Ndhrmedium, die HOAGLAND-LoOsung,
fur die Pflanzenaufzucht von Secale cereale L. (Winterroggen) verwendet. Nach
Pflanzeninkubation werden die chemischen Spezies analysiert und Verdnderun-
gen im Nahrmedium und Winterroggen aufgezeigt. Zudem werden dem Néhrme-
dium potentiell in der Natur vorliegende Komplexbildner hinzugefiigt, um deren
Auswirkung auf die Pflanzenaufnahme zu verstehen. Eine Kombination aus Mas-
senspektrometrie und Lumineszenz-Spektroskopie wurde ausgewéhlt, um erste

Einblicke in die Speziation von Radionukliden in Nutzpflanzen zu erhalten.



2 Die Relevanz der Betrachtung von Americi-
um und Europium

2.1 Eigenschaften und Entstehung im Kernreaktor

2.1.1 Americium

Americium (Am) ist ein kiinstlich erzeugtes und radioaktives Element, welches
1944 von Seaborg et al. als ,, Transplutonium Element“ entdeckt wurde.” Das Acti-
nid besitzt die Elektronenkonfiguration [Rn]5f"7s?, wodurch Oxidationsstufen von
+1I bis +VII theoretisch moglich sind. Eine Ubersicht der natiirlich existieren-
den Oxidationsstufen ist in Tab. 2.1 aufgefiihrt. Das Am3*-Ion stellt die stabilste
Oxidationsstufe in wassriger Losung und in der Natur dar. Das zweiwertige Ame-
ricium ist dagegen nicht stabil und oxidiert innerhalb weniger Milisekunden zum
Am3* 8 Die hoheren Oxidationsstufen sind thermodynamisch instabil und wei-
sen Reduktions- (Red.) und Disproportionierungsreaktionen (DP) zu der jeweils
niedrigeren und héheren Oxidationsstufe auf. Heptavalentes Am wurde bisher
nur unter stark oxidierenden Bedingungen in Verbindung mit Komplexbildnern

nachgewiesen.®?

Im Hinblick auf die Speziesanalyse sollten Hydrolyse-Reaktionen nicht aufler Acht
gelassen werden (Abb. 2.1a). Diese setzen bei den f-Elementen ab einem neutralen
pH-Wert ein, wobei die Starke der Reaktion bei Americium mit der Oxidations-

stufe sinkt. Die Bildungskonstanten von Hydrolyse-Spezies der Actinide sinkt mit

Tabelle 2.1: Die Oxidationsstufen (OS) des Am mit der entsprechenden Stabilitdt im wéssrigen
Medium und ausgewahlter Redoxpotentiale relevanter Oxidationsstufen. Dabei ist Red. die
Reduktion und DP die Disproportionierungsreaktion.® 1°

0OS Ion Stabilitét Redoxreaktion Redoxpotential /
\Y%

+III  Am?"  Stabil 1 — 1Iv +2,62

+IV. Am**  Red., DP* IV —V +0,84

+V AmOj DP* V — VI +1,60

+VI  AmO3" Red., DP*
+VII AmOZ~ unter speziellen
Bedingungen existent**

*zu der jeweilig hoheren und niedrigeren Oxidationsstufe

**nur unter stark oxidierenden Bedingungen und mit Komplexbildnern nachgewiesen
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Abbildung 2.1: (a) pH-Eh-Diagramm von Americium in Wasser ([Am] = 102 M) berechnet
mit Daten der ThermoChimie nach Kapitel 5.3.1 und (b) Entstehung von Pu-Isotopen und
Am-Isotopen im Kernreaktor nach Nucleonica.'?

E,/V

steigender Ordnungszahl. Americium bildet ab pH = 8 die Hydroxide AmOH?*,
Am(OH)J und kristallines Am(OH)z. Die Hydrolyse ist im neutralen pH-Bereich
den Komplexbildungsreaktionen meist iiberlegen, abhéngig von der Konzentrati-
on enthaltener Liganden.!!

Nach dem Pearson-Konzept wird Americium als ,harte Saure klassifiziert und
geht demnach bevorzugt Verbindungen mit ,harten“ Basen, wie Fluor oder Sauer-
stoff, ein. Die Bindungen haben hauptséachlich ionischen Charakter und einen ge-
ringen kovalenten Anteil. Untersuchungen ergaben, dass ,,weiche“ Donor-Liganden,
wie beispielsweise Stickstoff, eine hohere Affinitat zu Actiniden im Vergleich zu
den Lanthaniden besitzen und einen hoheren kovalenten Bindungsanteil aufwei-
sen. Verschiedene Griinde werden in diesem Zusammenhang aufgefiihrt, wie ein
partieller Ladungsiibertag in die f-Orbitale oder eine in den Liganden induzier-
ter Dipolmoment (COULOMB-Anteil) durch die Quadrupolmoment-Ubergénge im
Metall-Ton.®

Radioaktive Am-Isotope sind fiir die Massenzahlen 232-247 bekannt. Gerade lang-
lebige Isotope sind in der Radiotkologie besonders relevant, da sie auch nach Jah-
ren noch radiotoxische Auswirkungen besitzen kénnen.! Diese werden bei Ameri-
cium durch die Isotope ! Am und ?**Am reprisentiert. Die langen Halbwertszei-
ten von 432,6 a (**'Am) und 7364 a (**Am) sorgen fiir eine lange Verweildauer in
der Umwelt. Bei beiden dominiert die Aussendung von «-Teilchen, welche nach
Inkorporation eine besonders hohe biologische Wirksamkeit zeigen. Durch die

geringe Eindringtiefe wird mehr Energie tiber eine kiirzere Distanz im Korper de-
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poniert, was sich wiederum in einem Dosiskonversionsfaktor von 2 - 1077 Sv/Bq
fiir beide Isotope widerspiegelt.?13:14

In Kernreaktoren werden 2! Am und 2*3Am iiber den Neutroneneinfang von 28U
und den jeweiligen Pu-Isotopen produziert (Abb. 2.1b). Dabei zerfallen **' Pu und
43Py iiber einen B~-Zerfall zu den jeweiligen Am-Isotopen. Neben der Aussen-
dung von a-Teilchen sind auch Spontanspaltung und Emission niederenergeti-

scher v-Quanten kernphysikalische Eigenschaften beider Isotope.®!4

2.1.2 Europium

Das Element Europium (Eu) zihlt zu den Lanthaniden, den sogenannten seltenen
Erden, und kommt natiirlich mit einer Haufigkeit von 0,99 -107° % in der Erd-
kruste vor. Es besitzt zwei stabile Isotope *!Eu und %3Eu mit einem Verhéltnis
von 47,8 % und 52,2 %. Aufgrund dhnlicher chemischer Eigenschaften wird es in
der Forschung als inaktives Homolog der dreiwertigen Actinide, insbesondere von
Americium, eingesetzt (Tab. 2.2).8915

Europium liegt meist als dreiwertiges Kation in der Natur vor (Abb. 2.2a). Unter
reduzierenden Bedingungen existiert zudem das divalentes Ion. Die Elektronen in
den 4f-Orbitalen der Lanthanide sind weitestgehend durch das 5s- und 5p-Orbital
abgeschirmt und wechselwirken kaum mit der chemischen Umgebung. Bei Euro-
pium liegen aber die 4f- und 5d-Elektronen energetisch so nah beieinander, dass
5d-Elektronen in das 4f-Orbital iibergehen kénnen und so eine Zweiwertigkeit
ermoglichen. In dieser Hinsicht unterscheidet es sich von den restlichen Lantha-
niden (aufer Sm*", Yb*" und Tm?").®

Hydrolyse-Reaktionen von Europium finden ab einem neutralen pH-Wert statt,
wobei hauptsichlich die Hydroxid-Spezies Eu(OH); und kristallines Eu(OH)3 ge-
bildet werden. Eu?*-Ionen koénnen unter reduzierenden Bedingungen im neutralen
pH-Bereich gebildet werden. Vergleichbar mit Americium entstehen im Allgemei-

nen bevorzugt stabile Komplexe mit Sauerstoff-Donor-Liganden und ,harten®

Tabelle 2.2: Ausgewéhlte chemische FEigenschaften von Europium und Americium im

Vergleich.8:9:19
Eigenschaft Europium  Americium
Elektronenkonfiguration [Xe]4f"6s2  [Rn]5f77s?
Stabile OS* (-+11), +III +IIT
Tonenradius (CN** = 8) in A 1,066 1,106
Elektronegativitat nach PAULING 1,2 1,3
Normalpotential (M** + 3¢ — M) in V -1,99 -2,08

*OS = Oxidationsstufe, **CN = Koordinationszahl
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Abbildung 2.2: (a) pH-Eh-Diagramm der Hydrolyse von Eu ([Eu = 10~ M]) berechnet mit
Daten der JESS-Datenbank nach Kapitel 5.3.1 und (b) Entstehung von **Eu und !*°Eu im
Kernreaktor nach Nucleonica und Jaracz et al.'?1°

Basen nach dem Pearson-Konzept.'”

Auch Europium wird in Kernreaktoren gebildet (Abb. 2.2b). Bezogen auf die

Aktivitat werden die Isotope '»*Eu und '»Eu im Brennstoff um zwei bis drei

Groflenordnungen weniger produziert als die Nuklide der Elemente Cs, Sr, Ru

und Ce. Das " Eu entsteht durch den Neutroneneinfang von '*3Eu, welches am
Ende der Zerfallskette der Isobaren mit A = 153 liegt. Das zweite Isotop *°Eu

kann zum einen durch erneuten Neutroneneinfang von **Eu entstehen und ist

zum anderen ein Zerfallsprodukt der Isobaren mit A = 155. Beide Isotope sind
hauptsichlich 37- und 7-Strahler mit einem kleinen A*-Anteil des **Eu. Die

Halbwertszeiten sind 46,0 min fiir das metastabile Isotop *™Eu und 8,6 a fiir

151 By sowie 4,8 a fiir 1°Eu. Damit sind sie deutlich kurzlebiger als die Am-Isotope

241 Am und 2**Am und radiologisch nur tiber den Zeitraum von knapp 50 bis 100

Jahren relevant. Verglichen mit den Radionukliden des Cs, Sr und Ru, welche

fliichtig bis mittel-fliichtig sind und nach dem Unfall in Tschernobyl weit iiber

Europa verteilt wurden, befindet sich Europium bevorzugt in Brennstoffpartikeln

in der unmittelbaren Umgebung der CEZ.

16,18

2.2 Freisetzung in Tschernobyl und Migration in der Umwelt

Bei dem Reaktorunfall in Tschernobyl im Jahr 1986 wurden etwa 2,6 PBq ?*'Pu

in die Umwelt freigesetzt.'® Aufgrund der kurzen Halbwertszeit im Vergleich zu

seiner Tochter, dem 2 Am, steigt die Aktivitit des Americium immer weiter an.
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Initial radionuclide fallout:
+ condensation component
- fuel particles

Abbildung 2.3: Freisetzung von Radionukliden und Auswirkungen auf die Umwelt nach der
International Atomic Energy Agency (IAEA).!

Ein Aktivitdtsmaximum wird um das Jahr 2100 erwartet.?’ Zudem berichteten
Kashparov et al. im Jahr 2000 von einer geschatzten Verteilung von etwa 18 TBq
2 Am in den oberen 30 cm-Bodenschichten der gesamten CEZ.2! Die Proble-
matik hierbei ist die bereits angesprochene Langlebigkeit des Americium, welche
die Umgebung um das ehemalige Kernkraftwerk somit einige Jahrhunderte be-
einflussen wird. Ebenso freigesetzt wurden die im Kernbrennstoff befindlichen
Eu-Isotope, welche jedoch keine langlebigen Nuklide darstellen. Kaspharov et al.
schitzen die Aktivitit von »Eu in den oberen 30 cm-Bodenschichten der CEZ
auf etwa 14 TBq im Jahr 2000 aufgrund der Untersuchung von Bodenproben und
Interpolation der Ergebnisse des Radionuklid-Inventars.?!

Werden durch einen Unfall Radionuklide in die Umwelt freigesetzt, konnen sie in
verschiedenen Zustdnden verteilt werden. Dazu zdhlen Gase, kondensierte Par-
tikel oder Brennstoffpartikel. Die volatilen Elemente und Verbindungen verblei-
ben zunéchst in der Atmosphére, wahrend die partikuldr gebundenen Nuklide
schneller zu Boden sinken. Durch einsetzenden Niederschlag kommt es zu einem
Fallout, der die Deposition von kondensierten Substanzen und Brennstoffparti-
keln zur Folge hat. In dieser Fraktion befinden sich auch die Elemente Americium
und Europium. Durch den Fallout wird die Natur zunichst oberflachlich mit den
Radionukliden kontaminiert. Von dort konnen sie weitere Wechselwirkungen ein-
gehen und sich in der Umgebung verteilen (Abb. 2.3).!

Im Boden sind verschiedene Mechanismen, wie die Migration oder Sorption an
Bodenpartikeln, moglich. Im Bodenwasser konnen zudem Radionuklide aus frei-

gesetzten Brennstoffpartikeln in Abhéngigkeit von ihrer Zusammensetzung und
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den Bodeneigenschaften gelost werden. Kashparov et al. teilte die Partikel in Ab-
hangigkeit von ihrer Loslichkeit und Morphologie in drei verschiedene Gruppen
ein: Sehr stabile U-Zr-O-Partikel, welche aus dem Glithen von UO, bei hohen
Temperaturen entstehen, stabile UOy-Brennstoffpartikel aus dem Reaktor und
weniger stabile UO,,-Partikel, gebildet aus der Oxidation des Brennstoffs.?*?3
Dementsprechend werden iiber mehrere Jahre in Brennstoffpartikeln enthaltene
Radionuklide, wie Plutonium, Americium oder auch Europium, herausgelost, wo-
durch die Bioverfiigbarkeit erhoht und die Mobilitat verandert werden. Weitere
Untersuchungen von Kashparov et al. aus dem Jahr 2019 zeigen, dass in oberen
Bodenschichten bereits die weniger stabilen UOy, -Partikel und die Halfte der
stabileren UQO,-Brennstoffpartikel aufgelost wurden.?* Demnach liegen die darin
enthaltenen Radionuklide im Boden mit erhohter Bioverfiigharkeit vor und kon-
nen potentiell von Pflanzen aufgenommen werden.

Die Mobilitdt der Radionuklide im Boden wird dabei iiber ihren chemischen
Zustand, wie die vorliegende Oxidationsstufe oder Spezies, beeinflusst. Je nach
Transportmechanismus und Radionuklid kénnen sie aus oberflichennahen Bo-
denschichten von Pflanzen aufgenommen werden oder in tiefere Schichten bis
zum Grundwasser migrieren. Durch die Aufnahme in Nutzpflanzen und Ingestion
durch Mensch und Tier gelangen die Radionuklide in die menschliche Nahrungs-
kette. Besonders a-Emitter stellen eine grofle Gefahr durch Inkorporation dar,
weil sie iiber eine kiirzere Distanz mehr Energie im Korper deponieren. Dies er-
gibt sich aus einem erhéhten linear energy transfer (LET) von a-Teilchen im
Vergleich zu Elektronen oder Photonen, woraus ein erhéhter Dosiskonversions-
faktor resultiert. Somit richten sie grofleren Schaden im Koérper an und kénnen
beispielsweise zu einem DNA-Doppelstrangbruch und der maligne Tumor-Bildung

fithren.!

Aufgrund der langen Halbwertszeiten von 24! Am und ?*3Am verbleiben sie linger
in der Umwelt. Im Bezug auf ?*! Am entscheiden zum einen die direkte und schnel-
le Migration und zum anderen die Nachbildung aus ?*!Pu iiber den Transport in
tiefere Bodenschichten. Dabei sind die Bodeneigenschaften, wie Redoxbedingun-
gen und der pH-Wert, entscheidend fiir die vorliegende Oxidationsstufe und Mo-
bilitat der Radionuklide. Meist liegt Americium als trivalentes Am-Ion im Boden
vor, wohingegen bei Plutonium das tetravalente PuO, dominiert.?>2¢ AuBerdem
kann Americium stark gebunden an Bodenpartikeln vorliegen und somit deut-
lich langsamer migrieren als in ionischer Form. Aufgrund der unterschiedlichen

Mobilitat beider Radionuklide kann in Tschernobyl anhand von Tiefenprofilen
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die Migration nachvollzogen werden.?>?” Am3* ist im Boden mobiler als PuO,,
wodurch eine schnellere Migration in tiefere Bodenschichten erwartet wird. Un-
tersuchungen zeigten dagegen, dass sich mehr Americium in oberflichennahen
Schichten befindet.?” Grund dafiir ist das weniger mobile PuQO,, welches Ameri-
cium in hoheren Bodenschichten nachbildet. Demnach dominiert zeitlich gesehen
die Nachbildung aus der Mutter und die langsame Migration, gebunden an Bo-
denpartikel, den Transportweg von Americium.?%282% Qusiannikova et al. haben
diesbeztiglich eine Studie im Polesie State Radioecological Reserve (PSRER), ei-
nem Naturschutzgebiet in der CEZ, im Jahr 2010 veréffentlicht.®® Sie bestitigten
die generell erhohte Mobilitat von Americium gegentiber Plutonium und zeigten
die hochsten Aktivitdten in oberflichennahen Bodenschichten, welche mit dem
bereits erwihnten langsameren Migrationsverhalten durch Sorption an Boden-
partikel begriindet werden kann.

Die Migration des dreiwertigen Europiums im Boden wird weitestgehend mit
dem Verhalten von Americium gleich gesetzt.!” Grund dafiir sind die bereits er-
wahnt Ahnlichkeiten der chemischen Eigenschaften beider Elemente in ionischer
Form. Da das meiste, freigesetzte Europium aus den Brennelementen stammt, ist
die Betrachtung von freigesetzten Brennstoffpartikeln an dieser Stelle relevant.
Aufgrund der verschiedenen Partikelarten existieren unterschiedliche Stabilitaten
gegeniiber Umwelteinfliissen.?? Je nach Eigenschaft und dufierem Einfluss kénnen
Radionuklide unter bestimmten Bedingungen ausgelaugt werden. Gerade im Bo-
den mit saurem pH-Wert wird dieser Prozess beschleunigt. Daraus resultiert, je
nach Bodeneigenschaften, eine mobilere Fraktion des Furopium. Untersuchungen
aus der CEZ ergaben die grofite Eu-Fraktion im Boden nahe der Oberfliche bis
etwa 8 cm Tiefe.!® Die Aufnahme von Americium und Europium aus dem Bo-
den in Pflanzen stellt somit ein potentielles Szenario dar. Nachfolgend werden
daher die biologischen Grundlagen der Pflanzen beleuchtet und Transportwege

innerhalb des komplexen, biologischen Systems diskutiert.
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3 Die Aufnahme von Radionukliden in Pflanzen

Von besonderem Interesse im Bezug auf die Radionuklidaufnahme ist die Auswir-
kungen auf Nutzpflanzen, da diese von Mensch und Tier als Nahrung verwendet
werden. Nach Ingestion kann das Nuklid im menschlichen Korper sowohl radioto-
xisch als auch chemotoxisch wirken. Um die Aufnahmemechanismen zu verstehen,
werden im Folgenden die Grundlagen dafiir geschaffen. Thematisiert werden der
strukturelle Aufbau und die bekannten Mechanismen im Bezug auf die Aufnahme
von Wasser, Nahrstoffen und Radionukliden in Pflanzen. Der Fokus liegt dabei

auf den Samenpflanzen, welche den Gefaipflanzen unterstellt sind.

3.1 Morphologie und Physiologie der Pflanzen

Das komplexe System der Gefafpflanzen besteht grundsétzlich aus den Pflanzen-
zellen, welche sich hinsichtlich ihrer Zellwand von den tierischen Zellen unter-
scheiden. Aus gleichartigen Zellen entsteht das Gewebe und bildet iiber definierte
Funktionen morphologische Einheiten und somit die Pflanzenorgane. Diese fiih-
ren zu dem vegetativen Aufbau der héheren Pflanzen: Wurzel, Sprossachse und
Blatt (Abb. 3.1).31:32

Bei dem Pflanzengewebe wird zwischen dem Bildungsgewebe (Meristem) und
dem Dauergewebe unterschieden. Letzteres ist nicht teilungsaktiv, auf bestimmte
Funktionen spezialisiert und besitzt im Vergleich zum Meristem eine Zellvakuole,
welche den Grofiteil des Zellvolumens ausmacht. Ein Beispiel dafiir ist das Pa-
renchym, welches unter anderem zur Nahrstoffspeicherung dient. Das Bildungs-
gewebe kommt als apikales Meristem bei jiingeren Pflanzen in der Wurzel- und
Sprossspitze vor und erscheint als langlichere Pflanzenzellen unter dem Lichtmi-
kroskop. Wachst die Pflanze weiter, bildet sich das vaskuldre Kambium (vascular
cambium), woraus das Leitbtindel der Pflanze entsteht. Dieses ist unterteilt in
Xylem und Phloem, reicht von der Wurzel iiber den Spross zum Blatt und ist
hauptséachlich fiir den Stofftransport verantwortlich. Dabei dient das Phloem der
Fernleitung von organischen Verbindungen und das Xylem zur Weiterleitung von
Wasser und darin gelosten Substanzen. Sie unterscheiden sich in ihrem Zellaufbau
und dessen Funktion: Das Phloem besteht aus Siebzellen und Siebréhrengliedern,

wahrend sich das Xylem aus Tracheiden und Tracheen-Gliedern ausbildet.?!32
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Abbildung 3.1: Aufbau und Querschnitt einer Samenpflanze. Mit freundlicher Genehmigung
von Oxford Publishing Limited (Academic).?!

Um die Aufnahme von Radionukliden zu untersuchen, soll zunéichst der Was-
sertransport und der Transport von darin gelosten Substanzen durch die Pflanze
betrachtet werden. Dieser sorgt fiir die Versorgung aller Organe mit den notigen
Néhrstoffen und findet tiber integrale Membranproteine (Aquaporine) statt. Die
Proteine sind definiert aus einer Transmembran mit porenbildenden Eigenschaf-
ten und spezifisch fiir den Wassertransport in und zwischen den Pflanzenzellen.?3-34
Die Wasseraufnahme aus dem Boden erfolgt in der Rhizosphére iiber die Wurzel-
haare, welche aus Epidermiszellen bestehen. Diese erhohen die Wurzeloberfliche
deutlich und lassen so eine erhéhte Absorption von lonen zu. Im weiteren Verlauf
gibt es drei Moglichkeiten des Ionentransports. Der apoplastische Weg fiihrt ent-

lang der Zellwénde, der symplastische durch die Zellen tiber Plasmodesmen (Po-
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ren) und der transmembrane ebenfalls durch die Zellen tiber die Zellmembranen.
Wasser wird zunéchst bevorzugt apoplastisch transportiert. An der Endodermis
angekommen unterbricht der Casparische Streifen die Weiterleitung und zwingt
die Molekiile durch die Membranen zum Xylem. Uber Adhésion und Kohéision
kann das Wasser von dort bis ins Blatt transportiert werden, wo die Photosyn-
these stattfindet.?!:32

Die zwei treibenden Hauptprozesse des Transports sind die molekulare Diffusion
und der Massenstrom (bulk flow). Die Diffusion folgt dabei dem ersten Fick’schen

Gesetz und transportiert die Molekiile einer bestimmten Teilchenstromdichte J

entlang eines Konzentrationsgradienten (%) zu Seiten niedrigeren Gehalts mit
dem Diffusionskoeffizienten D:
Ac
J=-D — 3.1
Ax (3.1)

Uber lange Distanzen ist diese Form des Transports ineffizient und wiirde viel
Zeit in Anspruch nehmen. Der zweite Prozess geschieht daher iiber kleine Mole-
kiillgruppen, welche sich entlang eines Druckgradienten bewegen. Mathematisch
kann dieser Volumenstrom (AA—Y) durch das Hagen-Poiseuille Gesetz beschrieben
werden:

AV _ 7t Ap (3.2)

At 8n Ax
Dabei entspricht » dem Radius des Transportkanals und Ap dem Druckgradien-
ten entlang einer Wegstrecke Ax. Des Weiteren existiert eine eher spontane Form
des Transports durch Osmose tiber semipermeable Membranen, welche von den
beiden zuvor genannten Prozessen beeinflusst wird. Demzufolge hangt die Trans-
portrate des Wassers von den unterschiedlichen Wasserpotentialen zwischen den
Membranen und den hydraulischen Kapazitiaten derjenigen ab. Eine treibende
Kraft ist dabei die Wassertranspiration iiber die Spaltoffnungen oder Stomata

des Pflanzenblattes.332

3.2 Aufnahme und Transport von Americium und Europium

Die generelle Aufnahme von Metall-Ionen in Pflanzen verléduft nach Campbell in
drei Schritten: 1. Stofftransport oder Diffusion des Metall-lons aus der Losung zur
Zellmembran-Oberflache, 2. Oberflichenkomplexierung bzw. Sorption des Metall-
Ions an den Bindungsstellen der Zellmembran und 3. Aufnahme des Ions iiber die
Membran in den Pflanzenorganismus.?® Um die Aufnahme der Metall-Ionen zu

erkléren, wurde das free ion activity model (FIAM) entwickelt, nach welchem nur
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die chemische Aktivitdt des freien Metall-Ions mit der aufgenommenen Menge
korreliert. Die biologische Antwort der Pflanze hingt demnach vom Gleichgewicht
der Oberflichenreaktion ab und die Aufnahme wére limitiert durch die Anzahl der
Besetzungsplétze fiir das Metall-Ton. Das FIAM wird widerspriichlich diskutiert,
da bereits Ergebnisse aus verschiedenen Untersuchungen nicht dem Modell ent-
sprechen. Ein Beispiel ist der Einfluss von Sulfat (SO3~) auf die Cd Aufnahme. Bei
Erhohung der SO} -Konzentration und damit Bildung einer CdSO4-Verbindung
war keine Verringerung des Cd-Gehalts in der Pflanze zu erkennen, welche nach
dem Modell zu erwarten gewesen wére.*% Neuere Modelle erweitern das FIAM mit
weiteren Annahmen und Ergédnzungen, wie die biologische Antwort der Pflanze
auf das Metall. Damit nahert sich das Modell im Hinblick auf die Komplexierung
des Ions der Realitdt an und Abwehrreaktionen oder toxische Wirkungen von
Schwermetallen kénnen genauer abgeschétzt werden.”

Im Bezug auf die Radionuklid-Aufnahme wurde als Maf fiir die aufgenomme-
ne Menge der Transferfaktor (1) eingefithrt und beschreibt das Verhéltnis von
aufgenommener spezifischer Aktivitét (Agpe,) zu verbleibender Menge im Boden

bezogen auf das Trockengewicht:3%:3°

Agpe(Pflanze)

T, — spezll DA
f Agpez(Boden)

(3.3)
In der CEZ wurden bereits einige Untersuchungen im Hinblick auf die Konta-
mination von ?*!Am im Boden und in Pflanzen durchgefiihrt und Transferfak-
toren bestimmt (Tab. 3.1). Dabei zeigten Sokolik et al. maximale Aktivitdten
von 580 Bq/kg im Boden und 4,9 Bq/kg in einer Siifigras-Art, welche 12 km vom
Kernkraftwerk in Tschernobyl (ChNPP) entfernt genommen wurden.*®*! Die Mo-
bilitat von 2*!Am im Boden und die Bioverfiigbarkeit fiir Pflanzen hingt stark
von den Bodeneigenschaften und der Radionuklidspezies im Boden ab. Nach Ovsi-
annikova et al. ist der Anteil der mobilen bzw. bioverfiigbaren Fraktion je nach
Bodentyp in der CEZ bei 2,7-29 %.%°

Fiir eine Risikoabschatzung ist nicht allein die aufgenommene Menge wichtig, da
die Toxizitiat ebenso von der vorliegenden Spezies abhingt.** Um eine Spezies-
analyse durchzufithren, hilft es, die Aufnahmemechanismen und Transportwege
des Radionuklids in der Pflanze nachzuvollziehen. In diesem Zusammenhang ist
das chemische Homolog Europium weit mehr erforscht als das Americium. Fel-
lows et al. stellten eine erhéhte Eut-Konzentration im Leitgewebe, besonders im
Phloem und im sich entwickelnden Xylem-Parenchyma in Haferpflanzen (Ave-

na sativa), fest. Ein inner-sphéarischer und mononuklearer Komplex wird dabei
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Tabelle 3.1: Transferfaktoren (77) von **'!Am in einigen, ausgewihlten Pflanzenarten.

Pflanzenart (Jahr) Probenahmeort 7 (**'Am)
Moos (1998)%0 46 km CLNPP (4 £ 1) - 107
Kriech-Quecke (1998)% 12 km ChNPP (1,4 +04) - 107*

SiiBgriser (2001)*° 40 km ChNPP (1,0 £0,2) - 1073
Sommerweizen (1984)4 Laborversuch (3,0 £24) - 107°
Kartoffel, Schale (1984)*  Laborversuch 6,8 - 1073
Kartoffel, Frucht (1984)*  Laborversuch 9,6 - 107°
Weizen, Wurzel (2021)*  Laborversuch 2,7 - 10™*
Weizen, Blatt (2021)%3 Laborversuch 3,8 - 1072
Weizen, Frucht (2021)%3 Laborversuch 3,5 - 1072

*Mittelwert aus verschiedenen RefeSol-Boden

in den Wurzeln vermutet.> Weitere Untersuchungen deuten auf die Aufnahme
des dreiwertigen Europium durch Calcium-Transportkanile hin.*> Aber auch ei-
ne Bindung an bestimmte Enzyme, wie Calmodulin oder a-Amylase, wurde naher
analysiert.®4" Moll et al. vermuten in Zellsuspensionen von Raps (Brassica na-
pus) Eu-Bindungen zu Carboxyl- und Phosphat-Gruppen, wobei die Ergebnisse
auf drei verschiedene Spezies hindeuten.® Erste Hinweise von Am-Experimenten
deuten auf eine erhohte Akkumulation in Cellulose-dhnlichen Polysacchariden der
Zellwinde hin.*

Das Ziel dieser Arbeit ist das Ankntipfen an diese Ergebnisse, um mehr Infor-
mationen iiber die Risikoabschatzung von Europium und Americium in Pflanzen

erhalten zu konnen.

3.3 Die Rolle von Komplexbildnern

Als Komplexbildner werden an dieser Stelle sowohl wasserlosliche Carboxylséau-
ren, als auch Chelate bezeichnet, welche die Eigenschaften besitzen, Metall-Ionen
zu binden. Sie weisen mehr als eine Bindungstelle fiir Kationen auf, wodurch
eine hohere Stabilitdt der Komplexe entsteht. Diese Komplexbildner kommen
natiirlich im Boden vor, kénnen aber auch aus anthropogen Quellen stammen.
Ein Beispiel fiir letzteres ist die mittlerweile ubiquitidre Ethylendiamintetraessig-
sdure (EDTA). Besonders im Bereich der Rhizosphére spielen organische Sauren
eine grofle Rolle und koénnen einen Einfluss auf die Aufnahme von Metall-Tonen
ausiiben. Dabei gelangen sie iiber Pflanzen, organisches Material und Mikroorga-
nismen in den Boden.*849

Im Folgenden wird genauer auf die Rolle der Komplexbildner EDTA, Citrat, Ma-

lat, Oxalat und Malonat in Boden und Pflanze eingegangen. Diese sind Beispiele
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fiir bekannte Verbindungen in beiden Kompartimenten. Thr Einfluss auf die Auf-
nahme von Europium und Americium in Pflanzen wurde in dieser Arbeit ndher

untersucht.

EDTA

Ethylendiamintetraessigsaure, kurz: EDTA, ist ein finf-zdhniger Chelatbildner
und besonders fiir die Komplexbildung mit zweiwertigen Kationen bekannt (Abb.
3.2). Der Komplexbildner wurde erstmals 1935 patentiert und seither in vielen Be-
reichen der Industrie eingesetzt. Die EDTA-Konzentration in der Umwelt, insbe-
sondere in den Kompartimenten Boden und Wasser, steigt kontinuierlich, da nur
wenige und langsame Abbaumechanismen fiir den Komplexbildner existieren.?
Im Boden kann die organische Verbindung die Bioverfiigharkeit von Metall-lonen
fiir Pflanzen beeinflussen. Huang et al. zeigten beispielsweise eine erhohte Bleiauf-
nahme unter Anwesenheit von EDTA.5! Ahnliches wurde von Tawussi et al. fiir
Plutonium (**®Pu) dargestellt.”® Diese Erkenntnisse machen EDTA interessant
fiir die Phytoremediation, also das Absorbieren von Schwermetallen aus belaste-
ten Boden durch Pflanzen.

Bei der Aufnahme der Metall-EDTA-Komplexe wird ein passiver Transport (’by-
pass flow’) in die Pflanze vermutet. Dieser verlauft iiber den apoplastischen Weg
mit Uberquerung des teilweise unvollstéindig gebildeten Casparischen Streifens,
ohne die Zellmembranen zu durchqueren. Diese Offnungen im Casparischen Strei-
fen konnen tiblicherweise beim Pflanzenwachstum auftreten. Ungereimtheiten in
den Ergebnissen zeigen jedoch die Komplexitdt der EDTA-Aufnahme. Bell et
al. untersuchten die Aufnahme verschiedener Metall-EDTA-Komplexe und konn-
ten einen erhohten EDTA-Transport in die Blatter mit steigender, negativer La-
dung der Verbindungen feststellen. Diese beobachtete Selektivitat konnte nicht
allein iiber den passiven Transport erklirt werden und wiesen auf alternati-
ve Aufnahme- und Transportmechanismen hin.?® Dabei bieten Aquaporine als
Kanéle die Moglichkeit, hydrophile, organische Substanzen durch Zellmembra-

nen zu transportieren.’*% Schaider et al. wollten den Einfluss der negativen La-

pK, = 0,26 pK, = 0,96 pK, = 2,6 pK, = 2,8

H He e
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HO\“) O~ "OH HO\”) 0~ "OH Oj‘) O~ "OH © O~ "OH Ojﬂ (e}
o] o} o} (0] o}
H,EDTA H,EDTA" H,EDTA? HEDTA* EDTA*

Abbildung 3.2: Strukturformel und Deprotonierung von EDTA mit pK,-Werten.>
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dung iiberpriifen und untersuchten die Aufnahme der Komplexe [PbEDTA]?*~ und
[CAEDTAJ*" im Vergleich zu [FeEDTA] ™. Dabei wurden der Fe- und Pb-Komplex
in dhnlicher Konzentration im Xylem identifiziert und eine Unterscheidung der

Pflanze zwischen essenziellen und nicht-essenziellen Elementen vermutet.>”

Citrat

Im Gegensatz zur anthropogenen EDTA kommt das Citrat bzw. die Zitronen-
sdure nattrlich vor (Abb. 3.3). Sie ist eingruppiert als Tricarbonsidure und ein
wichtiger Bestandteil im Pflanzenmetabolismus. Der Tricarboxylic acid-Zyklus
(TCA-Zyklus) oder Krebs-Zyklus beschreibt im Pflanzenstoffwechsel die Energie-
produktion in aeroben Zellen und findet in den Mitochondrien statt (Abb. 3.4). Er
ist der zweite Schritt der Zellatmung nach der Glykolyse. Dabei wird Adenosintri-
phosphat (ATP) durch die Umwandlung von Pyruvat verbraucht, welches u.a. bei
der Glykolyse entsteht. Des Weiteren kann Citrat zu Isocitrat umgewandelt und
in das Pflanzencytosol transportiert werden, um in der Aminosauren-Synthese
mitzuwirken. 88

Ausgehend von biotischem oder abiotischem Stress fithrt ein weiterer Weg der or-
ganischen Saure tiber die Wurzeln als Pflanzenexsudat in den Boden. Diese Aus-
sonderung von Sduren ist im Allgemeinen in einer erhéhten Enzymaktivitit, je
nach Ausléser und Carboxylsdure, begriindet. Weit erforscht ist die Aussonderung
von organischen Sauren, wie Citrat, bei Aluminium-induziertem Stress. Alumi-
nium kann als unkomplexierters Metall-lon in den Energiehaushalt der Pflanze
eingreifen und beispielsweise mit ATP reagieren. Die Carboxylsdure dient als
Ligand zur Detoxifizierung von Aluminium im Boden. Aufgrund einer hoheren
Komplexbildungskonstante des Al-Citrats (8 ci+ = 9:32°), verglichen mit
dem Al-ATP-Komplex (Bpaiare)y = 7,38%), wird vermehrt Al-Citrat gebildet und
das Metall-Ton hat weniger Einfluss auf den Energielieferanten im Pflanzenmeta-
bolismus. Die toxische Wirkung wird somit reduziert. Dabei bilden sich Al-Citrat-
Komplexe der Stochiometrie 1:1 aus.5%62

Weiterhin konnen Carboxylséduren die Bioverfligbarkeit einiger Nahrstoffe im Bo-

pK, = 3,13 pK, = 4,76 pK, = 6,40
O OH 0. OH (@) o} 0. o

HO oH OH O oH OH (0] OH OH (0] OH 0]
H,Cit H,Cit H,Cit? Heit*

Abbildung 3.3: Strukturformel und Deprotonierung der Zitronensiure mit pK,-Werten.%
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung des TCA-Zyklus nach Korla und Mitra.”®

den veridndern. Ein Beispiel ist das essenzielle Phosphat, welches als schwerlosliche
Verbindung im Boden vorliegt und durch die Aussonderung von Citrat aus der
Pflanze gelost werden kann. So wird die Mobilitat des Minerals erhoht und kann

von der Pflanze aufgenommen werden. 486465

Malat

Eine weitere Carbonsiure ist die Apfelsiure bzw. als Anion das Malat (Abb.
3.5). Es ist Teil des TCA-Zyklus und dementsprechend wichtig in der Energie-
produktion der Pflanze. Des Weiteren dient Malat als Kohlenstoffspeicher fiir die
COgs-Fixierung bzw. Reduktion in der sogenannten Dunkelreaktion. Der Aspartat-
Malat-Shuttle, auch Ozaloacetat-Malat-Shuttle, stellt einen indirekten Transport
des Energielieferanten Nicotinamidadenindinukleotid (NADH, in oxidierter Form)
iiber die Membran der Mitochondrien dar.56:57

Neben weiteren Funktionen, wie der Beeinflussung der Stomata-Bewegung und
der pH-Regulation, wird die Dicarbonsaure auch als Pflanzenexsudat ausgeschie-
den. Ausloser ist, dhnlich wie beim Citrat, induzierter Stress bei Pflanzen, der
z.B. durch eine erhohte Schwermetallkonzentration im Boden ausgelost wird. Je
nach Pflanzenart und Schwermetall werden bevorzugte Carboxylsduren ausge-
sondert. So wurde im Roggen von Li et al. eine hohere Malat-Konzentration im
simulierten Bodenmedium in Anwesenheit von Aluminium festgestellt.®® Zudem
weisen Forschungsergebnisse auf einen Transport von Zn-Malat aus dem Cyto-
sol in die Pflanzenvakuolen hin, um dort zu dissoziieren und Zn-Citrat- oder

Zm-Oxalat-Komplexe zu bilden. Die dadurch gebildeten Verbindungen besitzen
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pK, = 3,40 pK, = 5,20
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Abbildung 3.5: Darstellung der Deprotonierung der Apfelsiure (Siure des Malats) mit pK,-
Werten."

hohere Komplexbildungskonstanten, konnen Zink starker in der Vakuole binden
und die Pflanze somit vor hoheren Metallkonzentrationen schiitzen. Dieser Me-
chanismus wurde hauptsachlich in pflanzlichen Hyperakkumulatoren identifiziert.
Demnach konnen verschiedene Carboxylsauren unterschiedliche Funktionen, wie

Transport oder Speicherung, ausiiben.%7-%9

Oxalat

Das Oxalat ist das Anion der Oxalsdure, einer Dicarbonsaure, die im Pflanzen-
metabolismus eine relevante Rolle spielt(Abb. 3.6). Es wird iiber verschiedene
Wege, wie tiber die Oxidation von Oxaloacetat aus dem TCA-Zyklus, gebildet.
Carboxylsduren konnen im Allgemeinen als Protonendonator in der Pflanze fun-
gieren und sind so Teil der pH-Regulation in den Zellen. Dabei wird das Proton
meist durch ein aufgenommenes Kation, wie Ca?*, ersetzt und der Komplex in
den Vakuolen gespeichert. Oxalat ist dabei ein bekannter Vertreter und bildet mit
Ca?* eine kristalline Verbindung in den Vakuolen, um so den Ca-Metabolismus
zu regulieren. Dieser Prozess ist mit dem Stickstoff-Stoffwechsel verbunden. Auf-
genommenes Nitrat reagiert mit Protonen, wird zu Ammoniak reduziert und der
pH-Wert in der Zelle steigt. Um den pH-Haushalt zu regulieren, werden Protonen
von den Carboxylsiduren nachgeliefert.” "

Wie die zuvor beschriebenen organischen Sauren, wird auch Oxalat bei der De-
toxifizierung von Metall-Ionen gebildet. Es kann einerseits von den Wurzeln aus-
gesondert werden oder es bildet mit dem Metall-Ion eine unschédliche Verbin-

dung innerhalb der Pflanze. Fiir den letztgenannten Fall wurden bei Aluminium-
PK, =1,23 pK, = 4,19
HO\’H‘\OH %OH j‘)‘\
H,0x

Abbildung 3.6: Darstellung der Deprotonierung der Oxalsiure mit pK,-Werten.”
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induziertem Stress hauptsachlich Al-Oxalat-Komplexe mit einer Stochiometrie

von 1:3 identifiziert.*® 7

Malonat

Das Malonat ist das Salz der Malonsdure und in hoéheren Konzentrationen be-
sonders in Gemisepflanzen sowie krautigen Pflanzen vorhanden (Abb. 3.7). Bis-
her wurden wenige Untersuchungen der organischen Saure verdffentlicht. Malo-
nat stellt ein essentielles Anion fiir den Stickstoff-Metabolismus dar und kann
in Verbindung mit Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA reagieren, einem Precursor fir
die Lipide-Synthese. Bei Sauerstoffmangel (Hypoxie) wurde eine Umwandlung in
Malat festgestellt, welches in den TCA-Zyklus gelangt. Des Weiteren kann Ma-
lonat negative Auswirkungen auf die Pflanze austiben: Es hemmt ein wichtiges
Enzym (Succinat Dehydrogenase) in dem TCA-Zyklus, wodurch die Zellatmung

gestort wird.™ 7

pK, = 1,93 pK, = 6,58
o o 4 0 o 4 0 0
HOMOH s (_))I\/LOH e (SMO’
H;Malo HMalo- Malo?

Abbildung 3.7: Strukturformel und Deprotonierung der Malonséure mit pK,-Werten.”



4 Analytische Methoden

4.1 Hochauflosende ESI-MS

4.1.1 Oritrap™

Ein hochauflésendes Massenspektrometer eignet sich hervorragend fiir die Analy-
se von chemischen Spezies, da es sich durch eine hohe Massenauflosung und Mas-
sengenauigkeit auszeichnet. Ein bekannter Analysator ist die Orbitrap™, welche
2005 durch Thermo Fisher Scientific auf den Markt gebracht wurde. Das Mess-
prinzip wurde in den 90er Jahren von Alexander Makarov vorgestellt und entwi-
ckelte sich aus der Ionenfalle.”® Es handelt sich um eine zentrale, spindelférmige
Elektrode, welche von einer zweiten, fassformige Elektrode umgeben ist (Abb.
4.1). Die Ionen werden in einem elektrostatischen Feld, bestehend aus einer Kom-
bination von Quadrupol und logarithmischem Potential, gefangen und bewegen

sich in stabilen Kreisbahnen um die Zentralelektrode entlang der z-Achse:

(22 - ﬁ) + g(Rm)2 In {le] +C (4.1)

Dabei ist r die zylindrische Koordinate des Analysators, R,, der charakteristi-
sche Radius der Ionen, k die Feldkriimmung und C' eine Konstante. Von der
harmonischen Oszillation der Ionen entlang der z-Achse (w,) kann das Masse-

zu-Ladungsverhéltnis (m/z) aus der Tonenladung z und der jeweiligen Masse m;

w, = |k (mi) (4.2)

Die Ionen erzeugen durch ihre Bewegungen im elektrostatischen Feld eine La-

abgeleitet werden:

dungsverschiebung auf den Elektroden. Aufgrund der Isolation beider Elektro-
den kann die Influenz auf der aufleren als Spannung gemessen werden. Fir jedes
m/z wird somit eine sinusférmige Spannungskurve erhalten, welche durch einen
Verstéarker verarbeitet und mit Hilfe einer fast Fourier transformation (FFT) in
ein Signal bzw. ein Spektrum umgerechnet wird. Mit diesem Prinzip kann derzeit
eine Massenauflosung m/Am von bis zu 480.000 und eine Genauigkeit im ppb-

bis ppm-Bereich erreicht werden.”®""
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Abbildung 4.1: Schematischer Aufbau des Obritrap™-Massenanalysators und beispielhafte
Darstellung der Ionentrajektorien (griin).

4.1.2 Elektrospray-lonisation

Um die Ionen in der Orbitrap™ messen zu konnen, miissen sie als Erstes durch
Ionisation erzeugt werden. Dafiir existieren unterschiedliche Methoden, je nach
Anforderungen an die Analyse. Eine harte Ionisation, wie die Elektronenstof3-
Tonisation (EI), wird fiir eine starke Fragmentierung von Molekiil-Tonen benotigt,
wahrend bei einer weichen Ionisation die Molekiile weitestgehend intakt bleiben.
Die Elektrospray-Ionisation (ESI) wird als weiche Ionisationsmethode in der Spe-
ziesanalyse eingesetzt und findet unter Atmosphéarendruck statt. Fiir die Inter-
pretation von erhaltenden Massenspektren einer Probe ist das Verstandnis tiber
die Mechanismen der ESI duflerst wichtig. Dabei wird die zu ionisierende Losung
in eine Sprithkapillare mit einem Durchmesser im pm-Bereich gegeben, an welche
eine Hochspannung im niedrigen kV-Bereich angelegt wird. Die Gegenelektrode
ist dabei der Einlass zum Massenspektrometer, dem orifice. Durch das elektrische
Feld entsteht eine Ladungstrennung in der Losung und die Ausbildung eines TAY-
LOR-Konus an der Oberflache der Kapillare (Abb. 4.2). Sind die elektrostatischen
Krafte an der Konusspitze groflier als die Oberflichenspannung, entsteht ein fei-
ner Strahl der Losung. Dieser zerfillt in ein Elektrospray, bestehend aus kleinen
Tropfchen, welche sich aufgrund ihrer gleichartigen Ladung abstoflen (COULOMB-
Abstofung).

Der Tropfchen-Zerfall wurde zunachst als eine COULOMB-Explosion beschrieben:
Losungsmittel verdampft aus den Tropfchen, die Ladungsdichte an der Oberfla-
che steigt bis die Abstoflung der Ionen gréfer ist als die Oberflachenspannung.
Diese ist durch das RAYLEIGH-Limit definiert als:™®

q=+/64 72 ¢ yr3 (4.3)

Jedem Tropfchenradius 7 ist demnach eine maximale Ionenladung ¢ zugeordnet,
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Abbildung 4.2: Elektrospray-Ionisation mit Ausbildung eines Taylor-Konus und Tropfchen-

bildung. Dargestellt ist der positive Ionenmodus nach Gross’".

welche von der Permittivitat im Vakuum €, und der Oberflichenspannung ~ ab-
hangt. Es kommt folglich zu einem Zerplatzen bzw. einer Explosion der Tropfchen.
Der Prozess wird kaskadenférmig wiederholt, wodurch Mikrotropfchen ausgebil-
det werden. Ein weiterer Ansatz, den Tropfchenzerfall zu beschreiben, ist mit der
Droplet Jet Fission. Dieser Prozess beschreibt die Deformation der Tropfchen im
Flug, durch welche sich gleich geladene Ionen abstoflen und aus den Tropfchen
herausgelost werden. Aus den resultierenden, solvatisierten Ionen entsteht das
Elektrospray. Idealerweise besteht dieses aus freien Ionen in der Gasphase. In der
Realitét verbleiben héufig Losungsmittel-Molekiile um die Ionen und Artefakt-
bildungen sind méglich.”™

Fir die Beschreibung der Entstehung von Analyt-Ionen existieren verschiedene
Modelle. Das Tonenverdampfungsmodell (IEM) beschéftigt sich mit der Bildung
kleinerer Tonen, wie Metall-Kationen. Dabei wird ein Ion ab einer bestimmten
Tropfchengrofle aus der geladenen Oberfldche herausgelost. Ein weiteres Modell,
das charge residue model (CRM), erklart die Entstehung grofierer Tonen, wie ioni-
sierte Proteinen und anderen Makromolekiilen: Losungsmittelmolekiile verdamp-
fen aus dem Tropfen, wodurch sie zerplatzen bis nur noch ein Analyt-Ion vorhan-
den ist. Weiterhin weisen Untersuchungen auf Protonentransfer-Reaktionen in
der Gasphase hin, welche von der Protonenaffinitdt der verschiedenen Molekiile

abhingig sind.”" 7081

4.1.3 Artefaktbildung

Ob sich die Massenspektrometrie mit Elektrospray-Ionisation (ESI-MS) fiir die
Abbildung der Spezies in Losung eignet, wird vielseitig diskutiert. Neben dem

Einfluss der Ionisationsbedingungen auf die Speziesbildung, wie der Temperatur
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und den Spannungen am orifice, konnen Messartefakte zu einer falschen Darstel-
lungen der (real) vorliegenden Spezies fithren. Der Ursprung dieser Artefakte wird
auf verschiedene Entstehungsprozesse bei der lonisation zuriickgefiihrt, welche
bis heute nicht hinreichend verstanden sind. Die Messartefaktbildungen reichen
von Hydrolyse-Reaktionen iiber Aufkonzentrationseffekte bis hin zu pH-Wert-
Einfliissen. Einige relevante Prozesse werden in den nachfolgenden Unterkapiteln

erlautert.®?

Hydrolyse und Ubertragungs-Reaktionen

Wiéhrend des ESI-Prozesses werden kleine Tropfchen mit dem Losungsmittel ge-
bildet, welche bei einer wassrigen Losung durch HoO-Molekiile représentiert sind.
Molekiile oder Fragmente des Losungsmittels finden sich sehr haufig unter den
identifizierten Spezies im Massenspektrum wieder. Diese stammen aus dem Ioni-
sationsprozess und koénnen einerseits das Analyt-Ion vor &ufleren Einfliissen schiit-
zen. Andererseits konnen die Molekiile des Losungsmittels Reaktionen induzieren,
welche als Hydrolyse-Reaktionen bezeichnet werden. Beyer et al. postulierten fiir

einige zweiwertige Metall-Ionen (M) die Bildung von Hydroxid-Spezies durch den

Protonentransfer von Wasser zu einem weiteren Wassermolekiil:®3
M** 4+ H,0 — [M(H,0)]*" (4.4)
[M(H,0)]*" + H,0 — [M(OH)]* + H;0™" (4.5)

Ein ahnlicher Prozess wird durch Bush et al. beim Verdampfen des Wassers fiir

die Lanthanide beschrieben und fiihrt gleichzeitig zur Reduktion von mehrfach

geladenen Metall-Tonen:®*
M(H,0),]" —= [M(H,0), 1" + Hy0 (4.6)
[M(HZO)H]X+ — [M(OH)(HZO)H,m,l](X71)+ 1 H+(H20)m (47)

Das Auftreten dieser Reaktionen ist dabei abhangig von der Gréfle der Wasser-
cluster, den Reaktionsbedingungen und dem Zentral-Ton. Beispielsweise bewirken
hartere Ionisationsbedingungen eine erhohte Bildung der Hydroxid-Spezies aus
Gleichung 4.7. Mit der blackbody infrared radiative dissociation (BIRD) Methode
stellten die Forscher fest, dass bei niedrigem n eher die Reaktion der Ladungs-
ibertragung dominiert. Fiir Eu®*" sind beide Reaktionen bei etwa n = 18,5 im
Gleichgewicht. Auflerdem wird ein Zusammenhang zwischen der ersten Hydroly-

sekonstante der Lanthanide und dem Gleichgewicht der beiden Reaktionen 4.6
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und 4.7 vermutet.3*

Die Bildung der Hydrolyse-Spezies kann durch Zugabe von weiteren Anionen un-
terbunden werden. Diese konnen wiederum weitere Effekte im ESI-Prozess auslo-
sen, wie die Ubertragung von Sauerstoff auf das Analyt-Ion. Ein solcher Vorgang

ist am Beispiel von Nitrat-lonen wie folgt nachzuvollziehen:

MO 2 MONOg)u ] (48
MO(NO) 1] —— 2 [MO,(NOy) o] (4.9)

Weitergehend kann eine Oy Eliminierung durch einen metastabilen Zwischen-
zustand iber [MO(O2)(NO2)]~™ zu [MO(NO;)]~ erfolgen. Dieser Mechanismus
wurde fiir Nickel identifiziert und erreicht so ein energetisches Minimum der
Bindungsenergien.®® Bei dem dreiwertigen Aluminium verhélt sich der Prozess

dhnlich, verlauft iiber einen Nitrat-Nitrit-Zwischenzustand und den Verlust von
NO3, NO3, NO; und Oy zu dem Al-Oxo-Komplex [AIO(NO3);]~.%6

Konzentrationseffekte

Der pH-Wert der Analyt-Losung hat bekanntlich einen Einfluss auf die Priasenz
verschiedener Spezies, aber auch pH-Verschiebungen wéihrend des ESI-Prozesses
wurden bereits festgestellt. Durch das Verdampfen von Wasser verédndert sich das
Volumen V' im Tropfen, wahrend die Stoffmenge n nach dem chemischen Gleich-
gewicht erhalten bleibt. Dadurch kommt es zu einer Konzentrationserhohung von

¢ im Tropfen nach:

VAnfang CAnfang .

NEnde = MAnfang < CEnde — ; mit n=cV (410)

VEnde

Im Falle der Protonen-Konzentration in Losung sinkt der pH-Wert per Definition:
pH = —log (cyy+) (4.11)

Erste Untersuchungen zeigen eine leichte pH-Verschiebung bei der Speziesanalyse
von Uranyl-Tonen UO3" und dessen Hydroxiden durch Messungen mit ESI-MS
und der Fluoreszenzspektroskopie.®” Des Weiteren kann dieser Effekt zur Aufkon-
zentration von Metall-ITonen und neutralen Spezies im Tropfen fithren. Steppert et
al. identifizierten diese Artefakte bei der Analyse der Polymerisation von Uranyl-

Ionen.®®
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4.2 Bildgebung mit Massenspektrometrie

4.2.1 ToF-SIMS

Die Analyse mit der Sekundérionen-Massenspektrometrie (SIMS) kann fiir die
bildgebende Analyse von Feststoffproben eingesetzt werden. Dabei dient in dieser
Arbeit ein Time-of-Flight Massenspektrometer (ToF) als Massenanalysator. Das
erste ToF wurde bereits 1946 von dem Forscher Stephens erfunden.® Ionenpakete
werden beschleunigt und in einer feldfreien Driftstrecke anhand ihrer unterschied-
lichen Masse-zu-Ladungsverhéltnisse m/z wihrend des Fluges aufgetrennt. Die
Zeit t, die die Ionen auf einer definierten Strecke s bendtigen ist proportional zu
m/z mit:

s m
U\ 2
in Abhéngigkeit von dem angelegten Potential U und der Elementarladung e.

t (4.12)

Leichte Ionen treffen demnach frither am Detektor ein als schwere Ionen. Um
die Flugstrecke zu verlangern, wurde das Reflektron entwickelt. Dieses reflektiert
alle Tonen in einem elektrischen Feld mit etwa der 1,05 bis 1,10-fachen Beschleu-
nigungsspannung, wobei sich die kinetische Energie der Ionen nicht andert. Mit
dieser Technik werden héhere Massenauflosungen erreicht, wodurch derzeit gén-
gige Modelle eine Auflésung von etwa m/Am = 10 000 aufweisen. Eine maximale

Auflésung von m/Am = 450 000 ist nach aktuellem Forschungsstand méglich.”9%

Um den Analyten zu ionisieren und aus der Feststoffprobe zu extrahieren, wird
bei der SIMS ein Primarionen-Strahl, bestehend aus atomaren oder molekularen
Ionen oder Ionenclustern verwendet. Der Primérionenstrahl wird unter Hochspan-
nung beschleunigt und auf die Probe fokussiert. Dort angekommen werden durch
elastische und inelastische Kollisionen aus den Anayten-Atomen und Molekiilen
Ionen erzeugt. Die dadurch entstehenden Sekundarionen werden aus der Probe
gesputtert und in den Massenanalysator tiberfiithrt. Die Entstehung eines solchen

Ionenstroms folgt dabei der Gleichung:
Isek,x = Iprim Cy S i F (413)

Der Sekundérionenstroms einer Spezies x (Isekx) ist demnach abhéngig von dem
Priméarionenstrom Iy,;im, der Konzentration der Spezies ¢, der Sputterausbeute .S,
der Ionisationseffizienz v und der Transmission im System F'. Fiir die lonenquelle

ist die Sekundéarionen-Effizienz F ebenfalls wichtig, welche von der Sputteraus-
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beute und dem Abtragungsquerschnitt der Probe o beeinflusst wird:

E = p (4.14)
Ein Beispiel fiir eine hohe Effizienz ist ein Priméarionenstrahl aus Bij -Clustern mit
einem £ = 17,1 - 10% cm~2.%* Der Oberbegriff der hiufig verwendeten Bismut-
Quelle ist liquid metal ion gun (LMIG), welche einen fein fokussierten Ionenstrahl
erzeugt. In der Theorie reicht der Primérionenstrahl zwei bis drei Atomlagen in die
Probe, wird aber in der Realitéit durch Mehrfachkollisionen wéhrend des Sputterns
um wenige Nanometer erhoht. Wegen der geringen Eindringtiefe gilt diese Ionisa-
tion als nicht-destruktive Methode. Dabei wird zwischen der Oberflachenanalyse
(statische SIMS) und der Tiefenprofilierung (dynamische SIMS) unterschieden.”!
Weitergehend beeinflusst die chemische Form des Analyten und dessen Umgebung
die Tonenausbeute. Die daraus resultierenden Inhomogenitaten werden auch als
Matrixeftfekte bezeichnet. Dieser Effekt erschwert eine Quantifizierung der Spezies
in inhomogenen Proben, wie beispielsweise organischen Systemen. Die Erstellung
und Anwendung von Standards in der verwendeten Probengeometrie und -matrix
kann die quantitative Analyse erst ermdglichen.”!
Der gesamte schematische Aufbau eines ToF-SIMS-Systems ist in Abb. 4.3 darge-
stellt. Nach der Ionisation werden die Sekundarionen mit Hilfe eines Extraktors
in das Massenspektrometer geleitet, anhand ihrer m/z-Verhaltnisse aufgetrennt
und zum Detektor fokussiert, welcher meist aus einer Mikrokanalplatte besteht.
Mit Hilfe eines Analog-Digital-Konverters wird das erhaltene Ionensignal in ein

digitales Signal umgewandelt.”"9!
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung einer ToF-SIMS mit gepulster Ionenquelle, Optiken
und Rastereinheit sowie Extraktor, Reflektron und Detektor nach Fearn.?!
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4.2.2 rL-SNMS

Das Messsystem der Sekundéarneutralteilchen-Massenspektrometrie mit resonan-
ter Laser-Anregung (rL-SNMS) entstand am Institut fiir Radio6kologie und Strah-

9294 Der Aufbau des Analysesystems

lenschutz aus vorangegangenen Arbeiten.
ist dem der SIMS sehr dhnlich, allerdings werden die direkt erzeugten Sekun-
darionen bei der rL-SNMS durch eine Gegenspannung im Extraktor unterdriickt.
Somit bildet sich nach einer Wartezeit im Bereich von einigen Hundert Nano-
sekunden (delay) iiber der Probe eine Wolke aus gesputterten Neutralteilchen,
welche mit fokussierten Laser-Pulsen in definierten Wellenléngen resonant ange-
regt werden. Durch diese gezielte Anregung einzelner Elemente kénnen isobare
Interferenzen bei Radionukliden, wie ?'Pu und ?*! Am, eliminiert werden. Dabei
gibt es zwei Moglichkeiten, die Anregung der Neutralteilchenwolke zu realisieren.
Zum einen konnen sie in einen RYDBERG-Zustand angeregt werden, welcher na-
he des Ionisationslimits (I,) liegt. Die Ionisation kann anschlieend tiber einen
geringen Energietibertrag, wie iiber Teilchensttfe, erfolgen. Zum anderen kann
ein Hiillenelektron durch den Energieiibertrag von mehreren, gezielt angeregten
Valenzelektronen iiber das lonisationslimit angehoben werden. Solche Autoioni-
sationszustande ermoglichen eine selektive Ionisation der Elemente und werden
bei der rL.-SNMS fiir den eindeutigen Nachweis verwendet. Die Wellenléngen der
Laser sind auf das jeweils zu untersuchende Element angepasst, welche schrittwei-
se entlang optischer Resonanzlinien in hohere Zustédnde angeregt werden (Abb.
4.4). Dabei sind mindestens zwei Laser-Pulse fiir die elementspezifische Ionisation
notwendig.”

Ein unerwiinschter Nebeneffekt kann durch nicht-resonanter Laserionisation an-
derer Elemente auftreten, wodurch ein Atom ins Ionisationskontinuum angeregt

und ein Elektron emittiert wird. Dies kann zu Uberlagerungen mit dem eigent-

Energy ¢

lonization
continuum

ID
Laser 3
Laser 2
Laser 1

0

Abbildung 4.4: Schematisches Beispiel fiir die resonante Ionisation von Atomen nach Walther
und Wendt®. Gezeigt sind ein zwei- und dreistufiges Anregungsschema.
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lichen Signal fithren, aber durch Messung von resonantem und nicht-resonantem
Signal identifiziert und gegebenenfalls korrigiert werden. Besonders bei der Mes-

sung von biologischen Proben kann dieser Effekt durch die Matrix auftreten.%%%

4.2.3 Untersuchungen an Pflanzenproben

Sowohl die SIMS als auch die r.-SNMS wurden bereits an organischen Materiali-
en getestet und Elementverteilungen mit verschiedensten Intentionen untersucht.
Ein grofler Vorteil ist die hohe laterale Auflosung des Ionenstrahls im Nanome-
terbereich und die Detektion mit einer hohen Massenauflosung m/Am von etwa
10 000 bei Nutzung eines ToF-Geréts. Eine vorangegangene Kalibrierung der Mas-
sen und der lateralen Auflosung ist dabei essenziell, um eine qualitative Analyse
zu ermoglichen. Iijima et al. konnten den Wassertransport in Soja-Pflanzen durch
Verwendung von deuteriertem Wasser mit einer SIMS nachvollziehen. Das Gewe-
be des Pflanzenstammes wies auf eine Wasserzufuhr durch das Phloem bei hohem
Verdampfungsbedarf hin, wahrend das Xylem das Wasser zum Wachstumsort in
der Nacht transportiert.”” Die Verteilung von den Lanthaniden Gadolinium und
Yttrium in Maiswurzeln (Zea mays) wurde ebenfalls mittels SIMS analysiert und
einzelne Hotspots in der Pflanzenhaut identifiziert. Saatz et al. zeigten dabei eine
reduzierte Aufnahme in die Zellen aufgrund einer gebildeten Gadoliniumoxid-
Phase in der Epidermis.”® Die Nuklide 271, *®*Re und ®"Re wurden in Pflan-
zenteilen und auf Zellebene von Karotten (Daucus carota) und Erbsen (Pisum
sativum) mit dhnlicher Vorgehensweise untersucht. Diese bilden beide vorwie-
gend anionische Spezies unter Normalbedingungen. Rhenium wurde als Homolog
fir das °Tc eingesetzt, welches im Anschluss mit rL-SNMS untersucht wurde.
Erstmals konnte durch diese Messtechnik die Verteilung der genannten Elemente
auf der Zellebene identifiziert werden. Die rL-SNMS Ergebnisse wiesen dabei eine
Atomanzahl im Bereich von 10'° des *Tc in der obersten Schicht auf.%

Diese Forschungsergebnisse zeigen das grofle Potential der Analysemethoden fiir
die qualitative Untersuchung von Pflanzenproben. Die Bestimmung einer Ele-
mentverteilung fiir Radionuklide mit isobaren Interferenzen ist mit den iiblichen
massenspektrometrischen Methoden nicht méglich und kann durch die resonante
Anregung realisiert werden. Auflerdem werden storende Verbindungen aus der
organischen Matrix eliminiert und so das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis erhoht.
Hinweise auf vorliegende chemische Spezies konnen ebenfalls aus diesen Ergeb-
nissen gewonnen und wichtige Indizien fiir die Risikoabschétzung bei Ingestion

kontaminierter Pflanzen erhalten werden.
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4.3 Lumineszenzspektroskopie

Die Analyse von vorliegenden Lanthanid- und Actinid-Spezies kann mit Hilfe der
Lumineszenzspektroskopie durchgefiithrt werden. Beide Elementgruppen besitzen
die Eigenschaft der schrittweisen Auffiillung der f-Orbitale mit Elektronen mit
steigender Ordnungszahl. Die Anregung dieser Elektronen mit definierten Wel-
lenlangen erzeugt eine Fluoreszenz im sichtbaren Bereich des Lichtes. Je nach
Element unterscheiden sich die Elektronenkonfigurationen und die damit einher-
gehenden elektronischen Zustdnde. Demnach sind die benotigten Anregungswel-
lenldngen und die erhaltenen charakteristischen Emissionsbanden verschieden. Im
weiteren Verlauf soll die Lumineszenzspektroskopie am Beispiel von Europium

néher erlautert werden.

4.3.1 Die Fluoreszenz des Europiums

Das Eu®*-Ion besitzt sechs 4f-Elektronen deren Entartung durch Elektronenab-
stofBung, Spin-Orbit-Kopplung, Kristallfeld-Stérungen und den ZEEMAN-Effekt
beeinflusst werden kann. Fiir Eu?" ergibt sich eine Anordnung der niedrigeren
Energielevel im 4f°-Orbital mit dem Grundzustand “Fy nach Abb. 4.5a. Eine op-
timale Anregung der Elektronen erfolgt mit 394 nm vom Grundzustand in das
Energieniveau °Lg, von wo sie strahlungslos in den Dy-Zustand relaxieren. Durch
diesen Mechanismus kommt es zu einem STOKES-Shift, welcher die Verschiebung
des Emissionsspektrums zu hoheren Wellenlédngen als das Absorptionsspektrum
beschreibt. Ublicherweise wird der Ubergang vom °Dy-Zustand in die “F ;-Niveaus
(J = 0-6) betrachtet, bei welchem Photonen im Bereich von 570-840 nm emittiert
werden. Die Energiedifferenzen der Niveaus folgen dabei der Landéschen Inter-
vallregel fur die Feinstruktur und steigen proportional zu dem Gesamtdrehimpuls
J an. Um die erhaltenen Spektren zu interpretieren werden die Eigenschaften der
Eu*T-Emissionsbanden kurz erliutert mit Fokus auf der Relaxation in die J = 0-4

Zustande (Abb. 4.5b).%

Dy — "F,. Die Relaxation vom *Dy-Niveau in den Grundzustand ist definiert
durch einen induzierten, elektrischen Dipoliibergang. Er wird als induziert oder
erzwungen beschrieben, da elektrische Ubergénge innerhalb der Orbitale nach der
Laporte-Regel verboten sind. Da bei einem Ion in einer Matrix die Elektronen-
struktur aufgrund von Kristallfeld-Wechselwirkungen ,aufgeweicht® wird, kann
ein elektrischer Dipoliibergang durch vibronische Kopplungen trotzdem stattfin-

den. Die Intensitat der resultierenden Emissionsbande ist vergleichsweise klein,



31 4.3. Lumineszenzspekiroskopie

015+ 7E — OuMEDTA
! —— 200 uM EDTA
3+ w ’ F,
5, Eu A o
T 0.10
N
5D, — —— s
5Dy — £
> 2
4 2 0051
< 2
w o
7F £
A7 7F5 6
77 Fs ) B S e P
F— —— F 2 580 600 620 640 660 680 700 720
F Wavelength / nm
(a) (b)

Abbildung 4.5: (a) Anregungsschema der niedrigen Energieniveaus des 4f%-Zustandes des
Eu®*t-Tons nach Binnemans.”® (b) Emissionsspektrum einer Eu-HOAGLAND-Losung mit 0 und
200 uM EDTA. Zu erkennen sind die Emissionsbanden "Fy, "F, "Fy, "F5 und “Fy.

welche mit der Judd-Ofeld-Theorie begriindet werden kann. Des Weiteren sind
Ubergiange mit AJ = 0 und AL = 0 laut der Auswahlregeln verboten und fin-
den nur mit einer sehr geringen Wahrscheinlichkeit statt. Diese gelten streng
genommen nur bei einem beteiligten Elektron und fiir zentrosymmetrische Ato-
me oder Molekiile. In einigen Eu?T-Spektren ist eine sichtbare Emission in den
"Fo-Zustand zu erkennen, wozu zwei naheliegende Theorien existieren. Die Erste
beschaftigt sich mit Storungen durch Kristallfelder: Haben die Wellenfunktionen
der Sub-Level verschiedener J-Niveaus die gleiche Symmetrie, konnen sie sich ver-
mischen (J-mizing) und neue J-Zusténde zulassen. Die zweite Theorie beinhaltet
die Vermischung von 4f°-Zustinden von Atom und Ion oder Ton und Ligand, wo-
durch Elektronen untereinander ausgetauscht werden kénnen (charge transfer).
Ein solcher Ubergang ist nach Laporte-Regel erlaubt und weist eine hohere In-
tensitat auf.

Die "Fy-Emissionsbande tritt auf, wenn der Ubergang durch die Symmetrie des
Liganden ermoglicht wird. Dabei wurde ein Intensitdtsgewinn bei asymmetri-
schen Komplexen festgestellt und somit als Maf fiir die Asymmetrie postuliert.
Des Weiteren existiert fiir jede Eut-Spezies eine einzige "Fo-Bande, mit welcher
eine Abschétzung der Speziesanzahl durchgefiihrt werden kann. Durch Direkt-
anregung der jeweiligen Wellenlangen konnen genauere Informationen tiber die
chemische Umgebung des Eu* erhalten werden. Typischerweise befindet sich die
Emissionswellenlénge in einem Bereich von 570-585 nm.%%:100

Dy — "F;. Der Ubergang in das “F;-Energieniveau hat einen magnetischen
Dipolcharakter und ist nach der Laporte-Regel erlaubt. Bei einem magnetischen

Dipoliibergang wechselwirkt die magnetische Feldkomponente der Strahlung mit
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dem Eu®*-Ton. Daher kann die Annahme getroffen werden, dass der Relaxati-
onsschritt in den “F;-Zustand von der Umgebung unbeeinflusst ist. Die daraus
resultierende Emissionsbande zwischen 585 und 600 nm wird in den Spektren
meist zur Normierung verwendet.

Dy — "F,. Eine Besonderheit ist die Relaxation in das "F,-Niveau dar: Sie
stellt einen hypersensitiven Ubergang dar und ist durch einen elektrischen Di-
poliibergang definiert. Die Hypersensitivitat folgt einer eigenen Auswahlregel mit
|AS| = 0, |JAL] < 2 und |AJ| < 2 und wird als pseudo-Quadrupol Ubergang
bezeichnet. Die Intensitat der resultierenden Emissionsbande steigt mit am Eu-
ropium gebundenen Liganden im Vergleich zum Eu®*-Aquo-Ton deutlich an (Abb.
4.5b). Dabei geht dieses Phanomen nicht nur auf einen Ursprung, wie eine Symme-
triednderung, zuriick, sondern wird stark von seiner Umgebung beeinflusst. Der
genaue Mechanismus hinter der Hypersensitivitat ist bis heute nicht eindeutig
geklart. Bisher ist bekannt, dass der Prozess mit einem erhéhten Ubergangsma-
trixelement, d.h. einer erhéhten Wahrscheinlichkeit des Ubergangs, einhergeht.
Die Emissionsbande ist in einem Bereich von 610 bis 630 nm zu erkennen und
definiert die charakteristische Fluoreszenz des dreiwertigen Europiums. Bei der
Interpretation von Emissionsspektren wird das Verhéltnis aus “Fs- zur "F;-Bande
hiufig als MaB fiir die Komplexierung eingesetzt.””

Dy — "F,. Ahnlich wie die Relaxation in das “Fo-Niveau ist auch dieser
Ubergang nach der Judd-Ofeld-Theorie verboten. Der induzierte, elektrische Di-
politbergang ist daher schwach ausgepragt und weitestgehend unabhéngig von
der chemischen Umgebung des Eu®*-Ions. Erhéht werden kann die Intensitit
der Emissionsbande durch die bereits erwihnte Kristallfeld-Storung und das J-
mizing. Sichtbar wird die Bande bei 640-660 nm.""

Dy — F,. Die "F,-Emissionsbande resultiert ebenfalls aus einem elektrischen
Dipolitbergang und wird von der Umgebung des Lanthanid-Ions beeinflusst. Da
dieser Ubergang keine Hypersensitivitat aufweist, wird er bei der Interpretation
seltener betrachtet, weil das "Fy /"Fo-Verhiltnis mehr Informationen tiber die che-
mische Umgebung des Eu*-Ions liefert. Dennoch kann diese Bande fiir manche
Spezies charakteristisch erscheinen und bei der Analyse hilfreich sein. Sie befindet

sich iiblicherweise zwischen 680 und 710 nm im Emissionsspektrum.”®

Die Uberginge in das “F5 und “Fg-Energieniveau werden meist nicht beriick-

sichtigt, da die Intensititen und der Informationsgewinn gering ausfallen.”
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4.3.2 Zeitaufgeldoste Emissionsspektroskopie

Neben den Emissionsspektren kann auch die Lebensdauer der Fluoreszenz 7 durch
Anlegen eines delays, d.h. eine zeitversetzte Messaufnahme, ermittelt werden. Die
Intensitatsabnahme der Fluoreszenz I(t) folgt dabei einer Exponentialfunktion

erster Ordnung;:

I(t) = I e (4.15)

Mit I, als Ausgangsintensitat und der Zeit ¢ fiir die Spezies . Anhand von An-
legen eines exponentiellen Fits kann die Lebensdauer der Eu’*-Spezies abge-
schatzt werden. Diese Messmethode wird als zeitaufgeloste Laser-Fluoreszenz-
Spektroskopie (TRLFS) bezeichnet. Generell erfolgt die Abnahme der Fluores-
zenz im Bereich von 10712-10~7 s und ist damit deutlich kurzlebiger als die Phos-
phoreszenz (1073-10 s). Bei Eu*"-Verbindungen liegen die Lebensdauern im Be-
reich von 107%-107% s, werden aber trotzdem der Fluoreszenz zugeordnet. Grund
dafiir ist der Ubergang aus einem angeregten Singulettzustand bei diesem Pro-
zess, wobei die Aussendung des Photons ohne Spin-Umkehr erfolgt und somit
Spin-erlaubt ist. Die Phosphoreszenz verlauft nach strahlungsloser Desaktivierung
und Spin-Umkehr (Intersystem Crossing) aus einem angeregten Triplettzustand,
welcher Spin-verboten ist. Daraus resultiert eine deutlich langere Lebensdauer.
Eine schematische Darstellung der Emission von Photonen ist in Abb. 4.6a an-

hand eines vereinfachten JABLONSKI-Diagramms aufgefiihrt.
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Abbildung 4.6: (a) JABLONKSI-Diagramm (vereinfacht) zur Darstellung der Wechselwirkun-
gen von elektromagnetischer Strahlung mit Materie nach Lakowicz''. Gezeigt sind elektrische
Ubergiinge vom Grundzustand (Sp) in einen angeregten Singulettzustand (S;) und Triplettzu-
stand (T7) und deren Relaxation durch Fluoreszenz und Phosphoreszenz. (b) Aufnahme einer
Lebensdauermessung des Eu3T-Aquo-Ions mit [Eu] = 1 mM nach Anregung bei 266 nm.
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Ein weiterer Prozess, der fiir eine schnellere Fluoreszenzabnahme sorgt, ist das
Quenching. Dabei wird Energie strahlungslos an umliegende Molekiile tiber Schwin-
gungen abgegeben. Horrocks et al. untersuchten die Auswirkungen von benach-
barten Wassermolekiilen des Eu?*-Ions auf die Lebensdauer der Fluoreszenz.'?
Die Molekiile besitzen eine vierte Oberschwingung im dhnlichen Energiebereich
wie der angeregte °Dg-Zustand, wodurch ein effizienter Ubertragungsweg entsteht
und die Fluoreszenzlebensdauer des Eu®*-Aquo-Ions auf 7 = 110 us verkiirzt wird
(Abb. 4.6b). Im Vergleich zum H,O-Molekiil liegt beim D,O die sechste Ober-
schwingung in diesem Bereich, woraus ein weniger effizienter Energieiibertrag ent-
steht und die Lebensdauer auf 7 = 2700 ps ansteigt. Aus diesen Erkenntnissen
wurde eine Gleichung zur Berechnung der Anzahl umliegender Wassermolekiile
in der ersten Koordinationssphire des Eu?*-Ions hergeleitet!?:

1,07

mit 7 in Millisekunden. Aus experimentellen Befunden ergab sich fiir das Eu3*-
Aquo-Ton eine Spezies [Eu(H20)o]*" mit neun Wassermolekiilen in der ersten
Koordinationssphére.® Anhand der Berechnung von n(H,0) nach der HORROCKS-
Gleichung 4.16 konnen Abschatzungen tiber Anzahl besetzter Koordinationsplét-
ze von Liganden in der ersten Koordinationssphire des Eu**t-Ions durchgefiihrt

und Hinweise auf den Bindungszustand gewonnen werden.

4.4 Modellierung von chemischen Spezies in LOsung

Die theoretische Berechnung von verschiedenen chemischen Spezies und deren
Verhalten spielt in der Hydrogeochemie eine wichtige Rolle. Dabei werden expe-
rimentelle Befunde auf theoretische Systeme angewandt, um die Verteilung im
definierten System zu bestimmen. In Hinblick auf die potentielle Verteilung von
Radionukliden im Gestein oder Boden nach der Endlagerung in einem geologi-
schen Tiefenlager ist dieses Thema auch fiir die Radiodkologie auflerst relevant.
In dieser Arbeit wird die Verteilung von chemischen Europium- und Americi-
umspezies im wéssrigen Nahrmedium einer Pflanze, dem HOAGLAND-Medium,
betrachtet.

Bei den theoretischen Berechnungen stehen vor allem die Wechselwirkungen ge-
loster Spezies untereinander im Vordergrund. Das Massenwirkungsgesetz dient

als Grundlage der thermodynamischen Bildungskonstanten fiir eine Reaktion mit
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den Beispiel-Molekiilen A, B, C und D:

aA + bB = ¢C + dD (4.17)
_ [CF D)
K = AF B (4.18)

K beschreibt die thermodynamische Gleichgewichtskonstante und kann auf ver-
schiedene Reaktionen, wie die Komplexbildung mit der Konstanten [, iibertragen
werden. Um die experimentell erhaltenen Konstanten auf Standardbedingungen
(T =25 °C, p = 1,013 bar) zu beziehen, wird die Van't Hoff sche Gleichung (Gl.
4.19) bzw. eine Umformung auf den Druck (Gl. 4.20) verwendet:

HY Ty — Tio
logK = logk. 419
o8t =loglo t 5 e T (4.19)
AV . p(p)
InK = InKspp — 1 42
! HseD TRk IlPSDD (4.20)

Dabei entspricht K der Gleichgewichtskonstante bei Standardtemperatur, H°
der Standardreaktionsenthalpie, R der allgemeinen Gaskonstante, T der experi-
mentellen Temperatur in Kelvin und Ty der Standardtemperatur in Kelvin. Bei
der Umformung zum Druck ist Kgpp definiert durch die Gleichgewichtskonstan-
te bei Sattigungsdampfdruck, AV durch die Volumenidnderung der Reaktion, s
durch die isotherme Kompressibilitét des Wassers, p(p) ist die Dichte des Wassers
beim Druck p und pspp diese bei Sattigungsdampfdruck.

Weitergehend konnen die Wechselwirkungen der Ionen anhand der Betrachtung
von Gleichgewichtskonstanten und Aktivitaten in Losung ermittelt werden. Dabei

wird zunéchst die Ionenstarke nach
=1 > m; 2] (4.21)
2 £ v '

mit den Molalitaten der Ionen m; und der Ladung z; berechnet. Diese wird be-
nétigt, um eine genaue Abschatzung der Aktivitatskoeffizienten f; in Losung zu
erhalten. In der Ionendissoziationstheorie wird die Debye-Hiickel-Gleichung als
Néherung verwendet und mit steigender Ionenstarke durch verschiedene Terme

erginzt. Fir lonenstarken kleiner als 0,005 mol/kg gilt:

log(f;) = —A 22 VI;  fir I <0,005mol/kg (4.22)

_ 1,82483 - 100 \/p
mit A = c TK)3/2

(4.23)
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Dabei ist A ein temperaturabhangiger Parameter, bestehend aus der Dichte p,
der Dielektrizitatskonstante € und der Temperatur in Kelvin Tk. Bei der Theo-
rie gelten die Annahmen, dass nur COULOMB-Wechselwirkungen vorliegen, die
Ionenstarke nicht die Ionengrofle dndert und Ionen gleichen Vorzeichens nicht
miteinander wechselwirken. Sie gilt nur fiir Losungen mit niedriger Ionenstéirke
bis maximal 1 mol/kg, da die vereinfachten Annahmen ab diesem Wert nicht
mehr erfiillt werden. Eine weitere Moglichkeit der Beschreibung von Wechselwir-
kungen der Ionen in Losung ist die loneninteraktionstheorie mit dem bekannten
Modell nach P1rrzeR und die spezifische Ioneninteraktionstheorie (SIT). Beide
beruhen auf der Debye-Hiickel-Gleichung und berticksichtigen Interaktionen der
Ionen durch Erganzung eines weiteren Berechnungsterms. Experimente zeigen ei-
ne genauere Ubereinstimmung der beiden Modelle bei héheren Ionenstarken. 103104
Ein Programm fiir die Berechnung von chemischen Speziesverteilungen in Losung
ist PHREEQC, welches auch in der Hydrogeochemie haufig Verwendung findet.
Es verwendet Ionenassoziation, PITZER- und SIT-Gleichungen, um die vorlie-
genden chemischen Spezies zu ermitteln. Dabei wird ein System-Gleichgewicht
angestrebt, um auch mogliche Gas- und Festphasen miteinbeziehen zu kénnen.
Eine zusétzliche Angabe des Redoxpotentials der vorliegenden Losung ermoglicht
eine Bestimmung der Verteilung von redox-sensitiven Elementen und die Mog-
lichkeit zur Darstellung von Pradominanzdiagrammen (pH-Eh-Diagramme). Fur
die Berechnungen wird eine thermodynamische Datenbank benotigt, welche der
Verantwortung des Nutzers obliegt. Diese Daten besitzen einen grofien Einfluss

auf die Ergebnisse und sollten aus referenzierten Quellen verwendet werden. 05106



5 Experimenteller Aufbau
5.1 Pflanzenaufzucht und Kontamination

Als zu betrachtende Nutzpflanze wurde Secale cereale L. (Winterroggen) vom
Bioland Hof Jeebel (Salzwedel, Deutschland) verwendet. Die Pflanze zéhlt zu den
Stfgrasern und ist eine Unterart der Samenpflanzen. Roggen wird hauptsach-
lich in Europa angebaut und stellt ein wichtiges Getreide fiir die menschliche
Erndhrung dar. Der Winterroggen ist winterresistent und keimt nur nach einer
Kélteperiode. Auflerdem ist er besonders robust gegeniiber Schwermetallen.

Die Pflanzen wurden im fliisssigen Nahrmedium, der HOAGLAND-Losung, aufgezo-
gen. Die Zusammensetzung dieser Losung ist in Tab. 5.1 dargestellt und beinhal-
tet alle wichtigen Nahrstoffe fiir das Pflanzenwachstum, darunter den Zusatz von
EDTA fiir eine erhohte Fe-Aufnahme. Fiir die Speziesanalyse in Pflanzen ist es
relevant die vorliegenden chemischen Spezies in der Wurzelumgebung zu kennen,
welche mit einer Néhrlosung deutlich vereinfacht wird.!07 110

Zur Anzucht wurden die Samen in feuchtem Zellulose-Papier eingelegt und fiir
fiinf Tage bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. Wenn die Keimlinge eine
GrofBle von mindestens 2-3 cm erreichten, wurden sie in mit HOAGLAND-LOsung
gefiillten 1,5-L Boxen iiberfithrt (Abb. 5.1a). Ein Schlauch mit Luftzufuhr ge-
wahrleistete einen konstanten Sauerstoffgehalt in der Nahrlosung. Anschlieend
wuchsen die Pflanzen zwei Wochen in einer Klimakammer mit einem Tag/Nacht-
Zyklus von 18/6 h bei 22 £ 1/18 + 1 °C unter einer Kalt-Fluoreszenz-Lampe bei

Tabelle 5.1: Ausgewéhlte Zusammensetzung der HOAGLAND-LGsung fir die Pflanzenaufzucht
mit pH = 5,1 &+ 0,01 und Eh = 570 £+ 60 mV.

Substanz c/ uM
KNO3 1000
Ca(NOg)y - 4H,0 300
MgSO, - TH,O 200
NH,H,PO, 100
H4BO, 5
FeSO, - THy0 2
Na,EDTA - 2H,0 1
MnCl, - 4 H,0 1
7nS0, - 7H,0 0,08
H,MoO, 0,06

CUSO4 : 5HQO 0,03




Kapitel 5. Experimenteller Aufbau 38

() (b) (c)

Abbildung 5.1: (a) Aufzucht von Secale cereale L. im HOAGLAND-Medium unter Luftzufuhr
iiber einen Schlauch in die Losung wenige Tage nach dem Umsetzen der Keimlinge. (b) Kon-

tamination von Secale cereale L. mit [Eu] = [Am] = 100 nM und (¢) [Am] = 1 mM in einem
Bleigefaf3.

einer Bestrahlungsstéirke von 120 puE/m?s.

Um die aufgenommene Menge von Europium in den Winterroggen zu analysie-
ren, wurde Eu(NO3)3 - 5 Hy,O zu der HOAGLAND-Losung zugegeben. Neben ei-
ner Kontroll-Losung ohne Eu-Zugabe wurden Eu-Konzentrationen von 1, 5 und
10 mM fiir diese Experimente verwendet. Es wurde eine Kontaktzeit von fiinf
Tagen gewahlt und drei Parallelproben untersucht. Dabei wurde eine niedrige-
re Phosphat-Konzentration ([NH,PO,] = 25 pM) verwendet, um das Ausféllen
von schwerloslichem EuPO, zu vermeiden. Fiir die bessere Vergleichbarkeit der
Ergebnisse mit der spater folgenden Zugabe von Komplexbildnern wurde eine

EDTA-Konzentration von 20 uM zugegeben.

Um die Auswirkung von Komplexbildnern auf die Eu-Aufnahme zu analysieren,
wurde eine Konzentration von [Eu] = 5 mM verwendet und kein Fe-EDTA in die
HoAcLAND-Losung zugegeben. Die Konzentrationen der Komplexbildner waren
wie folgt: EDTA mit 20, 200, 2000 uM, Citrat und Malonat mit jeweils 20, 200 uM
und Oxalat mit 20 uM. Bei 200 uM Oxalat bildete sich ein weifler Niederschlag,
weshalb die Losung nicht verwendet wurde. Die Pflanzen wurden fiinf Tage in den
Losungen inkubiert und jeweils drei Parallelproben untersucht. Die pH-Werte der
Losungen wurden vor und nach Pflanzenkontakt mit einer pH-Referenzsonde mit
einem Standardfehler von £ 0,01 bestimmt. Die Experimente wurden im Rahmen
einer Bachelorarbeit durchgefiihrt, welche im Zusammenhang mit dieser Arbeit

geplant und betreut wurde.!!!

Die Am-Kontamination erfolgte mit zwei Ansétzen: Zum einen wurden 50 mL
einer 100 nM ?$Am-Losung (A = 9 kBq) in Zentrifugenrohrchen hergestellt



39 5.2. Konzentrationsbestimmung und Lokalisierung der Elemente

(Abb. 5.1b) und zum anderen 1 mL einer 1 mM 2?*3Am-HOAGLAND-Lésung
(A = 1,8 MBq) vorbereitet. Letztere wurde in ein Eppendorf-Tube gefiillt und
mit einem Bleigefd umschlossen (Abb. 5.1¢). Fiir die Konzentrationsbestimmung
der 100 nM-Pflanzen wurden drei Parallelproben untersucht und die Standard-
abweichung bestimmt. Dagegen wurde fiir die 1 mM ?*3Am-Lésung aus Strah-
lenschutzgriinden nur eine Pflanze vorbereitet und analysiert. Das Experiment
fand dabei in einer verschlossenen Plastikbox mit Luftlochern und dariiber lie-
gendem Filterpapier unter kontrollierten Bedingungen in der Klimakammer statt.
Mit diesem Aufbau konnte eine potentielle Kontamination der Umgebung ausge-
schlossen werden. Die Pflanze wurde stehen gelassen bis die komplette Losung
aufgenommen wurde. Dies entsprach einer Inkubationszeit von drei Tagen. Ver-
gleichsexperimente mit stabilem FEuropium wurden nach dem selben Prozedere
durchgefiihrt.

Die Ernte der Pflanzen unterscheidet sich je nach verwendeter Analysetechnik
und wird daher in den nachfolgenden Kapiteln ndher erlautert. Eine Gemeinsam-
keit besteht im Waschen der Wurzeln nach der Ernte, um adsorbierte Elemente

und Verbindungen von der Oberflache moglichst zu entfernen.

5.2 Konzentrationsbestimmung und Lokalisierung der Ele-
mente

5.2.1 Quantitative Analyse mittels ICP-MS

Zum einen wurden die Pflanzen, kontaminiert mit den verschiedenen Eu-Konzen-
trationen, im Hinblick auf die aufgenommene Menge des Elements untersucht.
Zum anderen erfolgte eine Analyse der Kinetik der Aufnahme von Europium in
den Winterroggen tiber max. sieben Tage. Dabei wurden taglich Proben der mit
5 mM Europium inkubierten Pflanzen analysiert. Da fiir die jeweilige Messung
die Pflanze komplett aufgeschlossen werden musste, wurden fiir jede Bestimmung
drei Parallelproben angesetzt. Nach der Kontaminationszeit wurden die Pflanzen
geerntet und mit einem Schnitt iiber dem Wurzelhals in die Bestandteile Blatt
und Wurzel unterteilt. Die Pflanzenteile wurden bei 105 °C getrocknet, fir die
Bestimmung des Trockengewichts gewogen, verascht und durch einen Mikrowel-
lenaufschluss mit 10 mL einer 3 mM HNOj; aufgeschlossen. Nach dem anschlie-
Benden Verdampfen der restlichen Sdure wurden sie in 2 % HNQOj5 tiberfithrt und

fiir die nachfolgende Messung verdiinnt.
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Die Konzentrationsbestimmungen erfolgte mit einem Massenspektrometer mit
induktiv-gekoppeltem Plasma (ICP-MS), einer iCAPQ™ von Thermo Fisher Scien-
tific. Es wurden Standardreihen fiir das jeweilige Element hergestellt und die Mes-
sergebnisse anhand des Kalibrationsverfahrens nach DIN 38402 Teil 51
ausgewertet.!1? Des Weiteren wurden durch die Anwendung der DIN 32645 (2008)

die charakteristischen Grenzen bestimmt.'3

5.2.2 Verteilung in der Pflanzenzelle

Eine Methode zur Analyse der Verteilung von Europium innerhalb der Pflanzen-
zelle wurde in einer vorangegangenen Bachelorarbeit in Anlehnung an eine Metho-
de von Weigel et al. untersucht und im Rahmen dieser Arbeit betreut.!'*!5 Der
Winterroggen wurde in Wurzel und Blatt unterteilt und mit fliissigem Stickstoff
eingefroren. Die darauf folgenden Schritte wurden bei unter 4 °C in einer Eisbox
und mit fliissigem Stickstoff durchgefithrt. Mit einer Kugelmiihle (18 Hz) konnten
die eingefrorenen Pflanzenteile 30 s zerkleinert und eine 1 mL Pufferlosung aus
50 mM TRIS-HCI, 250 mM Saccharose und 1 mM Dithioerythritol zugegeben wer-
den. Der Puffer gewéhrleistete die Unversehrtheit der Zellen wéahrend der darauf
folgenden Zerkleinerung fiir 5 s. Durch das Ausspiilen des Kugelmiihlen-Geféafles
mit weiterer Pufferlosung konnte die gesamte Zelllosung in ein Eppendorf-Tube
iiberfithrt werden. Es folgten zwei Zentrifugationsschritte, um Zellwand, Zellor-
ganelle und eine losliche Fraktion anhand ihrer Dichte von einander zu trennen.
Die Zellwand blieb als Riickstand nach 15 min bei etwa 1300 rpm zurtiick, wah-
rend die Zellorganellen bei etwa 15 000 rpm fiir 30 min abgetrennt wurden. Ubrig
blieb die 16sliche und leichteste Fraktion der Pflanzenzelle. Es wurde jeweils eine
Kontrollprobe und eine Eu-Probe nach diesem Schema prépariert.

Die Eu-Konzentration in den Zellkompartimenten wurde wie in Kapitel 5.2.1 be-

schrieben mit der ICP-MS gemessen und ausgewertet.

5.2.3 Elementlokalisierung in der Pflanze durch REM-EDX

Fiir die Bestimmung des Transportweges von Europium wurden die Pflanzen nach
der Inkubation mit 10 mM verwendet und mit einem Skalpell in kleinere Segmente
aufgeteilt. Es wurden Querschnitte von etwa 1 mm Dicke angefertigt und auf
einem Aluminium-Trager mit einer Kohlenstoff-Klebefolie befestigt. Die Proben
konnten mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM) im back-scattered electron-
Modus (BSE) gemessen werden. Zur Identifikation von Europium und weiterer

Elemente wurde die Energie-dispersive Rontgenspektroskopie (EDX) verwendet.
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Die Analysen fanden an einem SEM Philips XL30 gekoppelt mit einem EDX
von RemX GmbH statt. Dabei wurden ein Niedrigvakuum von 1 mbar und eine
Beschleunigungsspannung von 30 kV fiir die Messungen der biologischen Proben

gewahlt.

5.2.4 Ortsaufgeldste Analyse mit SIMS und rL-SNMS

Der Winterroggen, inkubiert mit Americium (1 mM) und Europium (1 mM und
5 mM), wurden fir die ortsaufgeloste Analyse mittels SIMS und rL-SNMS aus-
gewahlt. Dafiir wurden die Pflanzenteile Wurzel und Blatt zunéachst separat in
einem Puffer aus 4,6 %,,, Glycerin und 13,7 %,,, Saccharose fiir 10 min plat-
ziert. Danach folgt das Einlegen in eine Losung aus 50 %, /v Glycerin und 50 Yow v
Saccharose fiir 30 min. Diese Schritte sind nétig, um das Pflanzengewebe wéihrend
der Praparation und Messung intakt zu halten. Nach dem Entfernen iiberschiis-
siger Losung wurden die Pflanzenteile in einem Probenhalter mit einem fliissigen
Kleber (Richard-Allan Scientific™ Neg-50™, Thermo Fisher Scientific) eingebet-
tet und eingefroren. Der Kleber bleibt nach dem Einfrieren fest und gewéhrleistet
die Stabilitdt der 10 um dicken Pflanzenschnitte. Diese wurden mit einem Kryo-
mikrotom (CryoStar NX50, Thermo Fisher Scientific) bei -15 °C angefertigt. Eine
Schnittkontrolle erfolgte mit einem Lichtmikroskop nach Uberfithrung der Probe
auf einen Glastriger. Fiir die SIMS und rL-SNMS Messungen wurde ein Alumi-

niumblock, aufgrund der benétigten Leitfahigkeit, als Probentriger verwendet.?

Die Analyse erfolgte mit dem Gerdt TOF.SIMS 5 von IONTOF GmbH mit einer
Bi; -Ionenquelle und 30 kV Beschleunigungsspannung im ,,fast imaging“-Modus
(Pulsbreite 100 ns). Ein delay von 360 ns wurde fiir die Messung der SIMS ein-
gestellt und eine Auflésung von m/Am = 5700 sowie eine laterale Auflosung von
300 nm erreicht.

Fiir die Analyse von Americium mit Hilfe der rL.-SNMS wurde ein zwei-Stufen-
Anregungs-schema mit 23 437,000 cm™! bei 6,1 mW und 25 033,570 cm™! bei
30,6 mW angewendet.” Am Extraktor wurde eine Gegenspannung von 500 V an-
gelegt. Nach einem delay von 600 ns wurden die Laser in das System geleitet und
die Americiumatome angeregt, ionisiert und analysiert. Im sogenannten spectro-

metry-Modus wird eine Massenauflosung m/Am von etwa 10 000 erhalten.
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5.3 Speziesbestimmung in Losung und Pflanze

5.3.1 Modellierung der Speziesverteilung

Fiir die Speziesanalyse in Pflanzen spielen die vorliegenden chemischen Verbin-
dungen in der HOAGLAND-L6sung und die gebildeten Komplexe mit Europium
und Americium eine wichtige Rolle. Um experimentelle Ergebnisse zu verifizie-
ren, wurden theoretische Berechnungen mit PHREEQC durchgefiihrt.!% Die gra-
phische Darstellung erfolge mit PhreePlot, welches PHREEQC als Berechnungs-
grundlage verwendet.!'® Eine Beispieldatei mit den entsprechenden Werten und
Befehlen ist dem Anhang zu entnehmen (Abb. A.2.1).

Die ThermoChimie-Datenbank von Andra (French National Radioactive Waste
Management Agency) wurde fiir die thermodynamischen Daten verwendet, wel-
che die Konstanten der Radionuklide aus der Thermodynamical Database der
Nuclear Energy Agency (NEA-TDB) beinhaltet.!'” Da diese keine Daten fiir Eu-
EDTA-Komplexe enthélt, wurden alle Eu-Spezies aus dem Joint Expert Speciation
System (JESS) herausgefiltert.!!®

5.3.2 Extraktionsexperimente

Die Extraktion erfolgte im Anschluss an die Pflanzenkontamination mit 5 mM
Europium und deren Ernte sowie der Aufteilung in Blatt und Wurzel des Win-
terroggens. Nach Einwaage der frischen Pflanzenteile (etwa 50-70 mg) wurden
diese mit fliissigem Stickstoff eingefroren und in einer Kugelmiihle bei 18 Hz fiir
30 s gemahlen. Anschlielend erfolgte die Zugabe von 200 uL eines Methanol-
Wasser-Gemisches (Volumenverhéltnis 3:1) und weiterem fliissigen Stickstoff, um
die Temperatur bei etwa 4 °C zu halten. Ein weiterer Mahlschritt fiir 60 s sorgte
fiir die Extraktion der Proben. Um eine homogene Losung ohne Pflanzenparti-
kel zu erhalten, wurde die Losung bei etwa 15 000 rpm fiir 30 min zentrifugiert,
100-200 pL in ein neues Gefafl pipettiert und bei Bedarf mit einem Spritzenvor-
satzfilter (0,45 pum) gefiltert. Die Speziation erfolgte anschlieBend mit der ESI-
MS, wobei die Proben bis zur Messung im Gefrierschrank gelagert wurden. Die

verwendeten Messparameter sind dem nachfolgenden Kapitel zu entnehmen.

5.3.3 Analyse mit ESI-MS

Mit der hochauflosenden ESI-MS wurden sowohl chemische Spezies in Extrakti-
onsproben aus den Pflanzen als auch in der Nahrlésung (Eu, Am) identifiziert.

Dabei wurden die Extraktionslosungen wie in Kapitel 5.3.2 vorbereitet. Die Pro-
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ben der Nahrlosungen enthielten Europium und Americium mit einer Konzen-
tration von jeweils 500 nM und die Komplexbildner EDTA, Citrat, Malonat und
Oxalat nach Kapitel 5.1. Die daraus erhaltenen Proben konnten ohne Probenau-
farbeitung gemessen werden.

Um Am-Spezies in der Massenspektrometrie eindeutig zu identifizieren ist die
Verwendung eines bekannten Isotopenverhéltnisses von 2!Am und ?**Am eine
Moglichkeit. Dieses Verhaltnis kann als Isotopenmuster leicht im Massenspek-
trum erkannt werden, wofiir Losungen in Verhéltnissen von 5:5, 4:6 und 3:7
(P Am:*3Am) untersucht wurden. Gleichzeitig musste fiir die Am-Messungen
aufgrund des offenen Messsystems die Methodik im Hinblick auf eine poten-
tielle Am-Inhalation getestet werden. Dabei wurden zunachst Umgebungsmes-
sungen wahrend der Analyse von gering-aktiven Proben mit A ~ 1,3 kBq/mL
([Am] = 100 nM) durchgefiihrt. Die Konzentration des Americium wurde konti-
nuierlich erhéht, bis entsprechende Signale in der Orbitrap™ messbar und keine
Aktivitdat im Luftfilter zu finden waren. Es ergab sich eine Konzentration von
500 nM mit dem Isotopenverhéltnis von 4:6 fiir 2! Am:?**3Am. Die grofite Am-
Aktivitat befand sich nach der Messung auf dem orifice und wurde nach jedem

Durchlauf gereinigt.

Fir die Speziesanalyse wurde eine OrbitrapElite™ von Thermo Fisher Scien-
tific mit einer nano-ESI-Quelle im positiven Ionenmodus eingesetzt. Das Pro-
benvolumen fiir jede Messung betrug 10 uLL und die angelegte Spannung an der
Sprithnadel und am orifice variierte zwischen 1 und 2 kV, je nach Hohe des Io-
nensignals der Probe. Fiir Vergleichsmessungen wurde die Spannung konstant
gehalten. Ein Stickstoffstrom konnte optional zur Unterstiitzung der Ionisati-
on eingeleitet werden. Weitere Parameter waren die Temperatur am orifice mit
250 °C, eine Massenauflosung von 120 000, ein Messfenster von 100-1000 m/z
und eine Aufnahmezeit des Spektrums iiber 2 min. Da die Orbitrap™ nur Ionen-
pakete messen kann, ist ihr eine C-Trap vorgeschaltet, welche die Ionen fiir eine
definierte Zeit sammelt und in den Analysator schickt. Diese lonen-Injektionszeit
der C-Trap betrug bei den Messungen 10 ms. Fir die Massengenauigkeit wur-
de das Gerét mit einer Kalibrierlosung (positiver und negativer Ionenmodus) im
semi-automatischen Modus kalibriert. Die Abweichung der Masse-zu-Ladungs-

Verhéltnisse war in keinem Fall hoher als 9,5 ppm.

Die Auswertung der Spezies erfolgte mit dem Programm MARI (Mass spectra

Analysis by Recognition of Isotopic pattern), welches am Institut fir Radiokolo-
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gie und Strahlenschutz in einer im Rahmen dieser Arbeit betreuten Masterarbeit
erstellt wurde.!'® Es beruht auf der Identifikation von definierten Isotopenver-
héltnissen, wie bei den stabilen Isotopen "!'Eu und !'*3Eu. Dabei werden dem
Programm gesuchte Elemente oder Isotope genannt, woraus die zu erwarten-
den Massen- sowie Intensititsverhiltnisse berechnet und Ubereinstimmungen in
den Massenspektren gesucht werden. Des Weiteren ist es moglich, eine Spezies-
Datenbank zu integrieren, um gezielt Verbindungen mit dem Element oder Isotop
zu identifizieren. Die Details der verwendeten Algorithmen sind der Masterarbeit
zu entnehmen. Um die gefundenen Spezies zu verifizieren, wurde zusatzlich das

Programm FreeStyle von Thermo Fisher Scientific verwendet.

5.3.4 Speziation mit TRLFS

Fiir die Eu3*-Speziesanalyse wurden sowohl Emissions- als auch Lebensdauermes-
sungen von Eu-HOAGLAND-LoOsungen und kontaminierten Pflanzenteilen durch-
gefithrt. Diese fanden am Institut fiir Ressourcenokologie des Helmholtz-Zentrum
Dresden-Rossendorf (HZDR) statt. Die Losungen wurden in eine Quarz-Kiivette
gefiillt und direkt analysiert. Die Messung der Pflanzenteile erfolgte nach Separa-
tion und Auswahl eines reprisentativen Querschnittes ebenfalls in einer
Quarz-Kiivette. Generell wurden die Elektronen der Eu®*-Ionen mit einem Laser
der Wellenldnge 394 nm angeregt. Die verwendeten Aufbauten und Parameter

der zwei Messsysteme A und B sind dem Anhang (Tab. A.2.1) zu entnehmen.

Fiir eine erste Speziesabschitzung erfolgte die Auswertung der Lebensdauermes-
sungen aus System A mit dem Programm physica. Sie wurde mit einer Unter-
grundkorrektur mit festgesetzten Grenzwerten und der Integration iiber die "F;-
und “Fy-Bande durchgefiihrt. Darauf folgte die Bestimmung der Lebensdauern

zweier Spezies (11 und 72) mit einem bi-exponentiellen Fit der Form
f@) =yo+ Ay e/™ 4 Ay 7/ (5.1)

mit den jeweiligen Fit-Anteilen A;. Das Ergebnis eines Beispiel-Fits einer Eu-
Oxalat-Losung ist in Abb. 5.2 dargestellt.

Auf Grundlage der Lebensdauerauswertungen wurde die Anzahl koordinierender
H,0O-Molekiile nach der Horrocks-Gleichung 4.16 bestimmt.

Bei Messsystem B wurde die Lebensdauer-Auswertung mit der parallelen Fak-
toranalyse (PARAFAC) am HZDR durchgefiihrt. Diese Analysemethode ist ein
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Abbildung 5.2: Beispiel der Lebensdauerauswertung einer Eu-Oxalat-Losung ([Eu] = 5 mM,
[Eu]:[Ox] = 1:3) bei pH = 7 durch das Anwenden eines bi-exponentiellen Fits nach Gleichung
(5.1) mit physica nach Kogiomtzidis.}?°.

mathematisches Verfahren zur Zerlegung der erhaltenen Zerfallskurven, um Le-
bensdauer und Anzahl der Spezies zu identifizieren. Der Vorteil dieses Verfahrens
ist, dass fiir jede Spezies ein Emissionsspektrum bestimmt wird. Dadurch wer-
den detailliertere Informationen iiber die chemische Umgebung des Eu®"-Ions
erhalten und einzelne Spezies konnen leichter identifiziert werden. Sie basiert auf
einer dreidimensionalen Datenmatrix, wobei ein Datensatz aus einer Linearkom-
bination der chemischen Spezies und dem Untergrundrauschen entsteht. Die drei
Dimensionen sind definiert durch die Zerfallskurve der Lebensdauer, die Emissi-
onsspektren der jeweiligen Spezies und einer dritte Variable, wie dem pH-Wert
oder der Ligand-Konzentration. Aus diesen Dimensionen (Matrizen) kann die Mi-
nimierung der Residuen bestimmt werden. Das detaillierte Verfahren ist in der

Literatur ausgefiihrt. 47121122

5.3.5 Lumineszenz-Mikroskopie

Die Speziesverteilung verschiedener Eu?*-Spezies im Winterroggen wurde bildge-
bend mit einem Raman-Mikroskop aufgenommen. Dabei wurden Probenschnitte
mit einem Skalpell frisch geschnitten und auf einen Glastrager mit einem Tropfen
NaCl (0,1 M) uberfithrt. Mit dem Raman-Mikroskop (LabRAM, HORIBA Jobin
Yvon) wurde anschlieflend die Speziesverteilung bestimmt. Dabei wurden keine
Raman-Spektren erhalten, sondern die Wellenldnge von 532 nm des enthalte-
nen Lasers genutzt, um die Eu®T-Fluoreszenz anzuregen und Emissionsspektren
aufzunehmen. Der in dem Gerédt vorhandene Laserstrahl besitzt eine lateralen

Auflésung von 2,6 wm (10-fache optische Vergrofierung) oder 0,9 um (50-fache
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optische VergroBerung) fiir das Abrastern der Probe. Die resultierende Fluores-
zenz, des dreiwertigen Europium gelangt iiber eine Lochblende (200 wm) zum
Spektrometer mit einer Input split-GroBle von 200 um und einem Grating von
300 1/mm. In Verbindung mit dem im Geréat enthaltenen Lichtmikroskop wird ei-
ne ortsaufgeloste Verteilung der chemischen Spezies erhalten. Das System wurde
am Institut fur Ressourcenokologie (HZDR) erstmals verwendet und wird derzeit
fiir weitere Anwendungen optimiert.!?3

Die Datenerfassung erfolgte mit dem Programm LabSpec 5 von HORIBA Jobin
Yvon und eine Untergrund-Korrektur wurde durchgefiithrt. Die Auswertung der

Lebensdauern erfolgte analog zum beschriebenen Messsystem B aus Kapitel 5.3.4.



6 Der Weg von Europium in Secale cereale L.
6.1 Elementare Akkumulation in den Pflanzenteilen

6.1.1 Verteilung innerhalb der Pflanze

Der Weg von Europium im Winterroggen beginnt bei der Analyse der Aufnah-
me des Elements in die Pflanze. Der Einfluss verschiedener Eu-Konzentrationen
im HoAGLAND-Medium wurde dafir mit ICP-MS-Messungen untersucht (Abb.
6.1a). Grundsatzlich steigt die Menge in den Pflanzenteilen mit der Konzentration
im HOAGLAND-Medium an. Den Ergebnissen zufolge entspricht der Zuwachs des
Eu-Gehaltes im Vergleich zur Kontrolle in den Wurzeln 82 % und in den Blattern
100 % bei Zugabe von 1 mM Europium zu der Losung. Bei einer Erhéhung von
1 mM auf 5 mM Europium in Losung bleibt die aufgenommene Menge in den
Wurzeln gleich und nimmt in den Blattern um 60 % zu. Mit der doppelten Eu-
Konzentration von 10 mM ist der Gehalt nochmals 60 % héher in den Wurzeln
und 30 % in den Blattern. Gleichzeitig steigen die Standardabweichungen der
Parallelproben und deuten auf groflere Schwankungen in der Aufnahme hin. Die
Ergebnisse zeigen einen schnelleren Anstieg in den Blattern als in den Wurzeln,
was auf eine Kompensation der Aufnahme durch einen erhéhten Transport hin-

weist. Da Metall-Ionen in den Zellvakuolen gespeichert werden konnen, erhoht
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Abbildung 6.1: (a) Eu-Gehalt in den Pflanzenteilen Wurzel und Blatt der Kontrollpflanzen
und mit 1 mM, 5 mM und 10 mM Europium kontaminierten Pflanzen. (b) Kinetikexperimente
des Eu-Gehalts in Wurzel und Blatt nach der Kontamination mit [Eu] = 5 mM. Die dargestellten
Fehler entsprechen der Standardabweichung von drei Parallelproben.!?4
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Abbildung 6.2: (a) REM-Aufnahme vom Wurzelhals im BSE-Modus. (b) EDX-Spektrum des
rot-markierten Areals in der REM-Aufnahme.!?*

ein Weitertransport in die Blitter die Kapazitit der Speicherung.!?

Kinetikexperimente iiber sieben Tage mit 5 mM Europium aus Abb. 6.1b zei-
gen einen schnellen Anstieg der Aufnahme bis Tag 4 in den Wurzeln und Tag
5 in den Blattern. Die Standardabweichungen steigen mit der aufgenommenen
Menge wie zuvor an und deutet auch hier auf groflere Schwankungen hin. Ab Tag

5 bleibt der Gehalt in den Pflanzenteilen im Rahmen der Unsicherheiten konstant.

Die ortliche Lokalisation von Europium zeigt anhand von REM-EDX-Messungen
eine erhohte Akkumulation in den Transportkanilen der Pflanze (Abb. 6.2). Die
hellen Bereiche in der REM-Aufnahme konnten anhand des erhaltenen EDX-
Spektrums eindeutig Europium zugeordnet werden und beweisen die Aufnahme
und Weiterleitung des Elements in die Blatter. Weitere identifizierte Elemente
sind Kalium, Phosphor und Schwefel in den Leitungsbahnen des Wurzelhalses.
Aluminium- und Kohlenstoff-Signale sind auf den Probentrager zuriickzufithren

sowie Sauerstoff auf die Verwendung des Niedrigvakuums.

6.1.2 Zellulare Verteilung

Die Betrachtung der Eu-Verteilung auf zellularer Ebene ist fiir die Interpretation
des Metabolismus sehr hilfreich. SIMS-Messungen einer Pflanzenzelle der Winter-
roggenwurzel (Abb. 6.3, A.3.1) zeigen eine deutliche Anlagerung des Europium
an den Zellwanden, sowie einen Hotspot im Inneren. Im Hinblick auf die Gro-
e im Zellinneren konnte es sich hierbei um die Vakuole handeln. Nitrat- und

Schwefel-Signale sind ebenfalls im Inneren zu erkennen, was ein Hinweis auf mog-
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liche Verbindungen liefert. Vereinzelte Hotspots in den Zellwanden weisen auf eine

Eu-Phosphat-Verbindung hin, da die Signale in diesen Bereichen tibereinstimmen.

Eine Bestétigung fiir die bevorzugte Akkumulation in den Zellwénden der Wurzel
liefern die ICP-MS-Ergebnisse der zellulédren Verteilung (Abb. 6.4). 69 + 1,1 %
des Europium befinden sich in den Zellwinden, 30 & 1,0 % in den Zellorganellen
und 0,20 £ 3,9 - 107* % in der 16slichen Fraktion. Im Blatt steigt der Konzen-
trationsanteil in den Organellen auf 82 + 31 % an, wahrend er in der Wurzel auf
17 + 9,2 % sinkt und sich in der léslichen Fraktion auf 0,36 + 0,010 % nahezu
verdoppelt. Dies bestétigt eine erhohte Speicherung des Europium in der Vakuole

aus den vorangegangenen [CP-MS-Messungen.
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Abbildung 6.3: Ergebnisse der ToF-SIMS Messungen an einer Pflanzenzelle der Wurzel nach
Zugabe von 5 mM Eu in die HOAGLAND-L&sung. Overlay von Total-Tonenbild mit (a) Europium,
(b) Nitrat, (c) Phosphat und (d) Schwefel.
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Abbildung 6.4: Eu-Anteile in den Pflanzenteilen Wurzel und Blatt sowie in den Zellkomparti-
menten Zellwand (w), Zellorganelle (o) und l6sliche Zellfraktion (s).!'4 Die angegebenen Fehler

ergeben sich aus den Messunsicherheiten der ICP-MS.
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6.2 Speziesbestimmung im Pflanzennahrmedium

Fir die Abschétzung aufgenommener Eu-Spezies in die Pflanze wird die Analy-
se der vorliegenden Verbindungen in der Eu-HOAGLAND-LoOsung herangezogen.
Theoretische Berechnungen geben einen ersten Hinweis und werden im Folgenden
mit den experimentellen Ergebnissen der ESI-MS verglichen.

Die Berechnungen mit PHREEQC zeigen bei einem pH-Wert der Losung von 4,16
das Eu®*-Ton als Hauptbestandteil mit etwa 96 % (Abb. 6.5, Tab. A.4.1). Darauf
folgt mit ca. 1,5 % der Komplex [Eu(SO,)]". Weitere, vorliegende Spezies sind
[Eu(NO3)**, [Eu(EDTA)] und [Eu(HCO3)]*" mit einem Anteil von unter 1 %.
Letztere ergibt sich aus dem gelosten CO, aus der Luft in Losung. Ab einem neu-
tralen pH-Wert steigen die Carbonat-Spezies an und auch der Hydroxid-Anteil
nimmt zu, welcher aus der Hydrolyse des Europium resultiert. Eine Verdnderung
des pH-Wertes wahrend der Pflanzeninkubation ist moglich, weshalb der Bereich
um 4,16 ebenfalls dargestellt ist.

Die experimentellen Ergebnisse der Eu-HOAGLAND-LOsung wurden nur im posi-
tiven Tonenmodus aufgrund der Signalstarke und Qualitiat des ESI-MS-Spektren
erhalten (Abb. A.4.1, Tab. A.4.2). Sie zeigen die Anlagerung von bis zu drei HyO-
Molekiilen, welche auf Losungsmittel-Riickstande wahrend des ESI-Prozesses hin-
weisen. In Tab. 6.1 sind die identifizierten Eu-Spezies mit den Ergebnissen der
theoretischen Berechnung verglichen. Dabei werden bei der Modellierungen nur

die positiv geladenen Komplexe beriicksichtigt.
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Abbildung 6.5: Theoretische Berechnung der Speziesverteilung einer Eu-HOAGLAND-L&sung
mit [Eu] = 5 mM in einem pH-Bereich von 2 bis 9. (a): Speziesverteilung bis 100 %, (b):
Speziesverteilung bis 5 %. Der experimentell bestimmte pH-Wert liegt bei 4,16 (rot gestrichelt).
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Tabelle 6.1: Vergleich von experimentell (exp.) identifizierten, relativen Speziesanteilen in
Losung (A) der Eu-HOAGLAND-Losung ([Eu] = 5 mM) und theoretischer Berechnung (theor.) im
positiven Ionenmodus. Intensitédten von experimentell bestimmten Spezies mit unterschiedlichen
Wasseraddukten wurden zu einer Hauptspezies addiert.

Exp. Theor.

Spezies . A/ % Spgiies A/ %

[Eu(OH), 45 \ Eu 96

[Eu(OH)|* 18 [EuOH]** 6,1-1073

[Eu(OH)(NO3)]* 16

[Bu(OH) 62 | e

- 24

{gﬁgggzgﬁ i,é [Eu(NOs),]vH [Eu(NO;)] 0,73

[EuO]* sg10-t | [Eu(OH)]™

[EuO,] ™ 1,2:1071

[Eu)** 1,4-1071

[Eul* 4,4107%

[Eu(SO4)]* 4,41071 [Eu(SO4)]* 2,8

[Eu(HPO,)]* 8,5:1072 [Eu(HPO,)]* 0,12
[EU(HQPO4)]2+ 0,11

[Eu(C2H302)(OH)]+ 6,2‘10_2

[Eu(CyH30,)]* 5,5-1072

[Eu(H,EDTA)|* 9,8:1074 [Eu(H;EDTA)?**]  1,2:1076

Hauptséchlich sind ein- und zweiwertige Eu-Spezies experimentell zu erkennen,
wobei die Hydroxid-Spezies dominieren. Weitergehend sind mehr Nitrat-Spezies
im ESI-MS-Spektrum vorhanden als die theoretischen Berechnungen aufweisen
(8,1 % und 5,5 %). Wird die Artefaktbildung der Eu-Spezies wahrend des ESI-
Prozesses betrachtet, konnen die Eu-Hydroxide als freie Eu*-Ionen interpretiert
werden. Der theoretische Anteil der Hydroxid-Spezies unterstiitzt diese Hypothe-
se. Der erhohte Nitrat-Anteil und das Auftreten der Oxide im ESI-Spektrum kon-
nen mit Ubertragungs-Reaktionen und Ladungskompensation verstanden wer-
den. Die praktisch gemessenen Eu-Nitrat-Spezies weichen von den theoretisch
berechneten Werten ab, weil sowohl Artefaktbildung als auch real vorliegende
Verbindungen vermischt werden. Dartiber hinaus sind in den ESI-MS-Spektren
Spezies mit zweiwertigem Europium zu erkennen, welche auf Ladungsiibertrage
und damit eine Reduktion des Eu®*-Ions hindeuten. Werden diese Reaktionen
herausgerechnet, ergibt sich ein Anteil des freien Eu*-Ions von 99 %, welcher
um 3 % von den theoretischen Daten abweicht.

Eu-Sulfat befindet sich mit 0,44 % im Mittelfeld der vorliegenden Verbindungen.
Eine Phosphat-Spezies liegt mit 0,085 % in Losung vor und weicht somit von
den theoretischen Daten ab. Der [CoH30,| -Ligand (Acetat-Anion) konnte auf ei-
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ne EDTA-Fragmentierung hindeuten. Der relative Anteil der Eu-EDTA-Spezies
liegt experimentell hoher als in den Modellierungen. Die verwendete thermody-
namische Datenbank enthielt nur eine positiv geladene Verbindung, welche mit
[Eu(H3EDTA)?*] ein H-Atom und eine positive Ladung mehr besitzt als die expe-
rimentell identifizierte Spezies [Eu(HoEDTA)]*. Dies deutet auf Protonentrans-
ferreaktionen in der ESI-MS hin.

6.3 Veranderungen der Europiumspezies im Nahrmedium

6.3.1 Ergebnisse der ESI-MS

Ein Veranderung der chemischen Eu-Spezies wihrend der Pflanzenkontamination
ist ein wahrscheinliches Szenario und kann Hinweise auf die aufgenommenen Ver-
bindungen liefern. Der Vergleich zwischen erhaltenen ESI-MS-Spektren vor und
nach der Inkubation weisen kaum Unterschiede in den relativen Intensitétsver-
héltnissen auf (Abb. 6.6a). Fiir den weiteren Vergleich wurden die identifizierten
133 Fu-Spezies auf das hochste Signal bei m/z 204,94 normiert und die relativen
Intensitaten nach der Kontamination durch das entsprechende Pendant vor der
Kontamination geteilt. Bei einem relativen Verhéltnis von Eins ist der Anteil vor
und nach Pflanzenkontakt gleich, iiber Eins ist der Anteil nach Kontakt erhoht
und entsprechend unter Eins vor dem Pflanzenkontakt hoher. Ein nachfolgender

GRruUBBS-Test zeigt potentielle Ausreifler auf, wodurch Verédnderungen im Medium
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Abbildung 6.6: (a) FErgebnisse der ESI-MS-Messungen einer Eu-HOAGLAND-Losung
([Eu] = 5 mM) vor und nach Pflanzenkontakt sowie (b) berechnete relative Intensititsver-

héltnisse der '"3Eu-Spezies in hellblau mit ihrem kalkulierten Mittelwert in orange und der
Standardabweichung vom Mittelwert (orange gepunktet). Gekennzeichnet sind die Ausreifler
nach Durchfiihrung eines GRUBBS-Tests.
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festgestellt werden kénnen (Abb. 6.6b, Tab. A.4.3). Diese Berechnungen wurden
fir die 30 hochsten Eu-Signale und den [Eu(HoEDTA)]"-Komplex (rel. Intensitét
9,8 - 1071) durchgefiihrt.

Es wurden finf Ausreifler identifiziert, dabei befinden sich zwei iiber einem Wert
von Eins und drei darunter. Der Anteil der identifizierten Eu-Nitrat-Spezies
[Eu(NOj3)]* ist nach Pflanzenkontakt erhoht, wohingegen dieser der Spezies
[Eu(NO3) + H2O]" vor dem Kontakt hoher liegt. Da sich beide nur um ein gebun-
denes H,O-Molekiil unterscheiden, ist eine Speziesumwandlung sehr wahrschein-
lich und stellt keinen realen Ausreifler in Losung dar. Das Signal des gefundenen
Eu-Acetat-Ions ([EuC,H30,]™) ist nach der Kontamination nahezu doppelt so
grof}. Dies ist ein erster Hinweis auf die Aussonderung von organischen Molekii-
len durch die Pflanzenwurzel (Exsudate). Die letzten Ausreier sind definiert als
das freie Eu®-Ion, welches durch den ESI-Prozess zum Hydroxid reagiert ist (Ar-
tefaktbildung) und der Komplex [Eu(H,EDTA)]". Beide Speziesanteile sind vor
dem Pflanzenkontakt erhoht und deuten auf eine Verdnderung in der Nahrlosung
hin.

6.3.2 Ergebnisse der TRLFS

Die Lumineszenzmessungen der Eu-HOAGLAND-Losungen vor und nach Pflanzen-
kontakt geben weitere Hinweise auf die vorhandenen Eu-Spezies. Sowohl Emis-
sionsspektren (Abb. 6.7) als auch Lebensdauermessungen (Tab. 6.2, Abb. A.4.2)
weisen auf Veranderungen durch den Einfluss der Pflanze hin. Eine leichte Ver-
schiebung der "Fy-Emissionsbande deutet auf eine Anderung der vorliegenden
Spezies hin, wahrend die Erhohung aus der Bildung einer asymmetrischen Eu-
Spezies resultiert. Zudem erhoht sich das "Fo/7F;-Verhéltnis von 0,76 (vorher)
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Abbildung 6.7: Emissionsspektren von Eu-HOAGLAND-Losungen ([Eu] = 5 mM) vor und nach
der Pflanzenkontakt aufgenommen mit Messsystem A.1!!
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Tabelle 6.2: Ermittelte Lebensdauern von Eu3T-Spezies in der Eu-HOAGLAND-Losungen mit
[Eu] = 5 mM und [EDTA] = 20 uM vor sowie nach der Pflanzeninkubation. Lebensdauern mit
einem Fehler von + 0 wurden fiir den Fit fixiert.

Probe ‘ T1 / s nl(HQO) ‘ T2 / s TLQ(HQO)
vorher 110 +£3 91 +£0,5 383 £29 2,2+0,5
nachher | 110 £ 0 9.1+ 05 | 127 £ 17 7.8 + 0,5

auf 0,94 (nachher). Demnach steigt das Mafi der Komplexierung des Eu®**-Tons
nach Pflanzenkontakt an.

Die Lebensdauermessungen der Eu-Fluoreszenz weisen auf zwei Spezies hin. Auf-
grund der vorangegangenen Ergebnisse der theoretischen Berechnungen und der
ESI-MS-Messungen wurde die erste Spezies als Eu*'-Aquo-lon bei
71 = 110 ps fixiert. Die Eu-HOAGLAND-L6sung vor der Pflanzeninkubation zeigt
eine deutlich langere, zweite Lebensdauer, welche auf einen Eu-EDTA-Komplex
hindeutet. Mit Hilfe der ESI-MS-Analyse der Losung wurde bereits die positiv ge-
ladene Spezies [Eu(HoEDTA)]" identifiziert. Literaturwerte zeigen Lebensdauern
von 160-320 ps je nach Eu-EDTA-Komplex, wobei bisher ungeladene und nega-
tiv geladene Verbindungen untersucht wurden.!'?6128 Nach Thakur et al. ergeben
sich Lebensdauern fir den Komplex [Eu(HEDTA)] von 284 £+ 5 us (pH = 3,6)
und fiir [Eu(HEDTA)(OH)]™ von 446 + 10 us.'?® Letzterer liegt bei pH = 9
vor und entsteht im neutralen bis alkalischen Bereich unter Anwesenheit von
Hydroxid-Ionen. Da der pH-Wert der HOAGLAND-LOsung bei 4,16 liegt, ist die
Anwesenheit des [Eu(HEDTA)(OH)]~ unwahrscheinlich. Generell steigen die Le-
bensdauer von Eu-EDTA-Komplexen tendenziell mit erh6hter Stochiometrie des
Liganden und dem pH-Wert, wie [Eu(HEDTA),]* mit 7 = 740 ps (pH = 6).'%7
Neben der identifizierten, positiv geladenen Eu-EDTA-Spezies aus der ESI-MS-
Analyse scheinen weitere Spezies in Losung vorzuliegen. Moglich ist eine Mi-
schung von [Eu(HEDTA)] und [Eu(HEDTA),)*. Die anorganischen Eu-Spezies
in der HOAGLAND-L6sung sind schwieriger zu differenzieren, da die Lebensdau-
ern alle im Bereich von 120 ps liegen. Dadurch ist eine Uberlagerung mit dem
EDTA-Komplex und Aquo-Ion nach Fixieren der ersten Lebensdauer auf 110 us
wahrscheinlich. 129130

Nach der Pflanzeninkubation sinkt die Lebensdauer der zweiten Eu-Spezies deut-
lich. Zusammen mit den ESI-MS-Ergebnissen, dem erhohten Anteil von
[Eu(H2EDTA)]™ vor der Inkubation, deutet dies auf eine Aufnahme der Eu-
EDTA-Spezies in die Pflanze hin. Zuriick bleiben die anorganischen Verbindun-

gen, welche zu dem erhaltenen Lebensdauern von 127 4 17 ps fiihren.
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Abbildung 6.8: (a) Emissionsspektren mit Messsystem B der Eu-HOAGLAND-LGsung nach
Pflanzenkontamination mit den zugewiesenen Spezies Eu?T-Aquo-Ion (blau) und Eu-Malat
(orange). (b) Verlauf der Fluoreszenz-Intensititen iiber die fiinf Tage.!?4

Die Auswertung der TRLFS-Ergebnisse der Losung nach Pflanzeninkubation mit
PARAFAC ermoglicht weitere Einblicke (Abb. 6.8). Neben dem Eu*"-Aquo-Ton,
mit einem “Fy/"F;-Verhéltnis von 0,42, konnte eine Spezies mit einer Lebensdauer
von 135 4+ 1 ps und einem "Fy/7F;-Verhéltnis von 1,39 bestimmt werden (Abb.
A.4.3). Vergleichsmessungen mit Eu-Malat weisen auf die Anwesenheit dieses
Komplexes hin. Der Verlauf der zwei Spezies iiber die Inkubationszeit von fiinf
Tagen zeigt dabei einen geringeren relativen Anteil des Malat-Komplexes. Dieses
Ergebnis konnte mit ESI-MS Messungen der gleichen Losung bestétigt werden
(Abb. A.4.4). Es wurden dabei die Komplexe [Eu(H-Mal)]* und [Eu(Mal)]" mit
verschiedener Anzahl H,O-Molekiilen identifiziert. Die Gesamtintensitat beider
Spezies steigt mit der Zeit an, was mit der steigenden Europiumkonzentration in
der Pflanze einher geht (Kap. 6.1.1).1%4
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6.4 Speziation in Secale cereale L.

6.4.1 Extraktion von Europiumspezies aus der Pflanze

Der néchste Schritt fiir ein besseres Verstidndnis der Eu-Aufnahme ist die Spe-
ziesanalyse. Um erste Hinweise zu erhalten, wurde die Extraktion der Wurzeln
mit einem H,O-CH30H-Gemisch (1:3) durchgefiihrt und das erhaltene Extrakt
mit der ESI-MS untersucht. Das Ergebnis ist in Abb. 6.9 dargestellt und zeigt
neben bereits im Eu-HOAGLAND-Medium vorhandenen Hydroxid- und Nitrat-
Verbindungen zehn weitere Eu-Spezies (Tab. A.5.1). Diese sind definiert als fiinf
Eu-Malat-Spezies [Eu(H-Mal)]*, [Eu(Mal) + HyO]*, [Eu(H-Mal) + H,O]",
[Eu(Mal) 4+ 2 HyO]" wund [Eu(H-Mal),]*, drei Eu-Citrat-Komplexe
[Eu(HyCit) + HoO]™, [Eu(HCit) + 2 HyO]t und [Eu(H3Cit)]*, eine Eu-Citrat-
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Abbildung 6.9: (a) ESI-MS Spektrum des Wurzelextrakts von Winterroggen nach der Inku-
bation mit Eu und (b,c,d) Zoom auf die markierten Bereiche. Die gefiarbten Signale entsprechen
verschiedenen Eu-Spezies: 1: [Eu(H-Mal)] ™, 2: [Eu(Mal) + HyO]*, 3: [Eu(H-Mal) + H,O] ™, 4:
[Eu(Mal) 4+ 2 HoO]*, 5: [Eu(H-Mal)s] ™, 6: [Eu(H3Cit) + HoO|*, 7: [Eu(H2Cit) + 2 HO] T, &:
[Eu(H3Cit)]*, 9: [Eu(H2Cit)(H-Mal) + HyO]* und 10: [Eu(Asp)]™. Im Anhang sind die Ver-
bindungen und Referenzmessungen aufgefiihrt (Tab. A.5.1, A.5.2).1%4
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Malat-Verbindung [Eu(H2Cit)(H-Mal) + H,O]" sowie eine Eu-Aspartat-Spezies
[Eu(Asp)]*. Dabei bilden sich fiir drei identifizierte Spezies des Eu-Malats, Eu-
Citrats, und des Eu-Aspartats jeweils ein stochiometrisches Verhéltnis von 1:1
aus. Weitere entdeckte Spezies sind eine 1:2-Verbindung des Eu-Malats und eine
1:1:1 Eu-Malat-Citrat-Verbindung. Die Ergebnisse wurden anhand von Messun-

gen mit Referenzsubstanzen verifiziert (Tab. A.5.2).12

6.4.2 TRLFS und Lumineszenz-Mikroskopie

Die Aufnahme von Emissionsspektren und Lebensdauermessungen des dreiwer-
tigen Europium wurde an zwolf separierten Pflanzenquerschnitten durchgefiihrt.
Mit Hilfe der PARAFAC-Auswertung konnten zwei Hauptspezies identifiziert und
deren Verteilung in den Segmenten ermittelt werden. Die in der Abb. 6.10 dar-
gestellte, graue Spezies weist eine erhohte "Fy-Emissionsbande und ein héheres
"Fy/F-Verhéltnis mit 2,8 im Vergleich zu 1,4 der in Braun dargestellten Spe-

zies auf. Die Spektren unterscheiden sich deutlich von dem des Eu3*t-Aquo-Ions
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Abbildung 6.10: (a) Geteilten Pflanzensegmente mit Probennummern, (b) Emissionsspektren
von zwei ermittelten Spezies in der gesamten Pflanze und (c¢) Intensitétsverteilung der Spezies
und Gesamtintensitit iiber die zwolf Pflanzensegmente. Die Analyse wurde mit Messsystem B
durchgefiihrt.!?4
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(Vergleich mit Abb. 6.8). Des Weiteren nimmt die Gesamtintensitat mit der Num-
mer der Pflanzensegmente ab, was auf eine Verringerung der Eu-Konzentration
hindeutet. Dieses Ergebnis bestétigt die bereits ermittelten Werte der Konzentra-
tionsbestimmung mittels ICP-MS. Der Anteil der braun markierten Spezies steigt
bis zum Segment 9 und dominiert den Bereich des unteren Blattes, wihrend die
grau dargestellte Spezies in dem Wurzel- und Wurzelhals-Areal dominiert. Die er-
mittelten Lebensdauern sind mit 184 4+ 6 ps (grau) und 240 £ 5 ps (braun) linger

als die reiner, anorganischer Nitrat-, Phosphat- oder Sulfat-Spezies.!24:129:130

Aufnahmen mit der bildgebenden Lumineszenz-Mikroskopie zeigen die detaillierte
Verteilung von drei verschiedenen Eu-Spezies im Winterroggen (Abb. 6.11). Da-
fir wurden Aufnahmen der Wurzelspitze (Abb. 6.11a), eines Wurzelhaares (Abb.
6.11b), eines Wurzel-Langsschnittes (Abb. 6.11¢), eines Querschnittes des Wur-
zelhalses (Abb. 6.11d) und des Blattes (Abb. 6.11e) ausgewertet. Die Spezies in
Violett dargestellt fillt dabei mit ihrem “Fy/7F;-Verhaltnis von 1,0 im Vergleich
zu der gelb (3,7) und griin markierten Spezies (3,4) auf (Abb. 6.11f).1

Die Verteilung der drei identifizierten Eu-Spezies unterscheidet sich je nach Pflan-
zensegment. In der Wurzelspitze befindet sich die violett dargestellte Spezies be-
sonders an den Wurzelhaaren, die gelb und griin markierten bevorzugt im Ge-
webe. Zudem lagert sich die Eu-Verbindung in Griin an den Wurzelhaaren an.
Wiéhrend diese in der Wurzel vermehrt in dem Meristem zu erkennen ist, sind
gelb und violett dargestellte Eu-Spezies in den Transportkandlen zu finden. Im
Wurzelhals und im Blatt dominiert die violett markierte Eu-Verbindung in den

Leitungsbahnen der Pflanze.
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Abbildung 6.11: Aufnahmen der Lumineszenz-Mikroskopie und Speziesverteilung von (a)
Wurzelspitze, (b) einem Wurzelhaar, (c¢) einem Wurzel-Langsschnitt, (d) vom Wurzelhals und
(e) vom Transportkanal im Blatt. (f) Emissionsspektren der jeweiligen Eu-Spezies in Secale
cereale 1124
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6.5 Die Auswirkungen von Komplexbildnern

Die Auswirkungen verschiedener Komplexbildner auf die Aufnahme von Europi-
um in den Winterroggen wurden durch Zugabe verschiedener Konzentrationen
EDTA, Citrat (Cit), Malonat (Malo) und Oxalat (Ox) zum Eu-HOAGLAND-
Medium untersucht. Zunachst werden die pH-Werte in Losung vor und nach
Pflanzenkontakt betrachtet, welche Aufschluss iiber mogliche Anderungen im
Néahrmedium sowie vorliegende Spezies geben kann. Generell sind die pH-Werte
nach Inkubation hoher als zuvor (Abb. 6.12), was auf die Aussonderung basischer
Verbindungen oder auf die Aufnahme saurer Spezies hindeutet. Mit steigender
Ligand-Konzentration sinkt tendenziell der pH-Wert der Nahrlosung, besonders
bei Zugabe von EDTA. Malonat weist einen geringeren pH-Wert mit erhohter
Konzentration im Néhrmedium vor dem Pflanzenkontakt auf. Nach der Inkuba-
tionszeit gleichen sich die Ergebnisse bei beiden Konzentrationen an. Die Citrat-
Konzentration dagegen scheint keinen Einfluss auf den pH-Wert auszutiben. Fiir
Oxalat konnte nur eine Konzentration von 20 uM analysiert werden, weshalb kein

Vergleich fiir die pH-Werte vorliegt.

Weitergehend wurde die Auswirkung auf den Eu-Gehalt in den Pflanzenteilen
Wurzel und Blatt untersucht (Abb. 6.13). Mit Erhohung der EDTA-Konzentration
im Nahrmedium steigt die Eu-Aufnahme in Wurzel und Blatt tendenziell an. Au-
Berdem wurde ein hoherer Anteil Europium bei der Zugabe von 20 uM EDTA
in die Blatter transportiert verglichen mit 200 uM EDTA. Insgesamt liegen die

| |EDTA before
I EDTA after
[ |Citbefore
I Cit after
[ Malo before
I Valo after

[ ]0Ox before

Il Ox after
[ Jwithout before

Hl vithout after

0 20 200 2000
[Ligand] / uM

Abbildung 6.12: Darstellung der pH-Werte der Eu-HOAGLAND-LOsungen nach Zugabe ver-
schiedener organischer Liganden vor und nach Pflanzenkontakt.!'! Markiert ist der pH-Wert
der reguldren Eu-HOAGLAND-Losung mit 4,16 (schwarz gepunktete Linie).
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Abbildung 6.13: Eu-Gehalte in Wurzel und Blatt von Secale cereale L. bei verschiede-
nen Komplexbildnern im Eu-HOAGLAND-Medium ([Eu] = 5 mM). (a)[EDTA] = 0-2 mM,
(b) [Malo] = 0-200 uM, (c) [Cit] = 0-200 uM und (d) [Ox] = 0 und 20 uM. Ergebnisse nach
Dambéck™! und erginzt durch eigene Messungen.

gemessenen Konzentrationen in den jeweiligen Pflanzenteilen innerhalb der Un-
sicherheiten. Fine Zugabe von Malonat zum Nahrmedium zeigt eine Erhéhung
der Eu-Konzentration in den Wurzeln mit steigender Ligand-Konzentration. Au-
Berdem ist ein verdnderter Transport von Europium in die Blédtter zu sehen. Da
die erhaltenen Werte mit groBeren Standardabweichungen einhergehen, liegen die
Ergebnisse im Rahmen der Unsicherheiten. Bei der Zugabe verschiedener Citrat-
Konzentrationen éndert sich die aufgenommene Menge von Europium nicht si-
gnifikant. Verglichen mit den Kontrollpflanzen ohne Zugabe organischer Liganden
weisen die Ergebnisse auf eine geringere Eu-Akkumulation in den Wurzeln und
einen erhohten Transport in die Blatter unter Anwesenheit von Oxalat hin.

In den nachfolgenden Kapiteln werden aufgrund der erhaltenen Ergebnisse der
Eu-Aufnahme in den Winterroggen die Auswirkungen von EDTA auf die Pflanzen

naher untersucht und Speziesanalysen in Losung und Pflanze durchgefiihrt.
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6.6 Veranderungen der Europiumspezies durch die EDTA-
Zugabe

6.6.1 Modellierung der Spezies in Losung

Fiir eine erste Abschiatzung der vorliegenden Eu-Verbindungen vor und nach
EDTA-Zugabe wurden theoretische Berechnungen der Eu-HOAGLAND-LOsungen
durchgefiihrt. Bei der Zugabe verschiedener EDTA-Konzentrationen dndern sich
zwei grundlegende Parameter: Die Ligand-Konzentration (20, 200 und 2000 uM)
und der pH-Wert der Ausgangslosungen (Abb. 6.12b). Beide besitzen einen ent-
scheidenden Einfluss auf die vorliegenden Eu-Spezies in der HOAGLAND-LOsung,
welcher durch die theoretische Berechnungen bestétigt wird. In Abb. 6.14 sind die
Ergebnisse der Modellierungen der Fu-HOAGLAND-Lo6sungen mit den verschie-

denen EDTA-Konzentrationen dargestellt. Die experimentell bestimmten pH-
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Abbildung 6.14: Speziesverteilung in Eu-EDTA-HOAGLAND-L6sungen mit 5 mM Eu und (a)
0 uM, (b) 20 uM, (c) 200 uM und (d) 2000 uM EDTA theoretisch berechnet mit PhreePlot
und PHREEQC (Tab. A.6.1-A.6.4). In Rot markiert sind die jeweiligen pH-Werte der realen
Losungen.
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Werte dienten als Berechnungsgrundlage fiir die theoretische Speziesverteilung.
Der Hauptanteil der Eu-Spezies ist in allen Losungen durch das freie Eu®*-Ion
definiert. Generell nimmt der Eu-EDTA-Anteil im Vergleich zu den iibrigen Eu-
Spezies mit der EDTA-Konzentration zu. Unter Berticksichtigung der hoheren
Komplexbildungskonstanten von Eu-EDTA-Komplexen (Tab. A.8.2) entspricht
dieses Ergebnis den Erwartungen. Der Speziesanteil steigt von 0,4 % (20 uM)
tiber 4,00 % (200 uM) auf 39,50 % (2000 puM).

6.6.2 Ergebnisse der ESI-MS

Die Eu-HOAGLAND-LGsungen mit verschiedenen EDTA-Konzentrationen wurden
weitergehend experimentell mit ESI-MS vor und nach Pflanzenkontakt unter-
sucht. Dabei wurden verschiedene, positiv geladene Eu-EDTA-Spezies erhalten
(Tab. A.6.5-A.6.8). Mit der Zugabe von 20 pM EDTA wurden die Komplexe
[Eu(H,EDTA)|*, [Eu(H;EDTA) + Hy0]" und [Eu(OH)(H3sEDTA) + 3 H,O]"
mit einem Gesamtanteil von 8,0 - 107* % im HOAGLAND-Medium identifiziert. In
der Losung mit 200 uM EDTA ergaben sich dhnliche Spezies mit [Eu(H,EDTA)|*
sowie [Eu(HEDTA) + Hy0]t und einem summierten Speziesanteil von
4,8 - 1072 %. Die Losung mit der hochsten EDTA-Konzentration von 2000 puM
weist die gleichen Spezies auf: [Eu(HoEDTA)|T und [Eu(H,EDTA) + HyO]t mit
einem Gesamtanteil von 0,43 %. Demzufolge ist ein deutlicher Anstieg der entste-
henden Eu-EDTA-Komplexe bzw. deren Speziesanteile um drei Gréflenordnungen
mit Erh6hung der EDTA-Konzentration in Losung zu erkennen. Ein direkter Ver-
gleich mit den theoretischen Berechnungen ist an dieser Stelle schwierig, da es sich
hier um ausschliefSlich positiv geladene Verbindungen handelt, welche nicht in den

thermodynamischen Daten enthalten sind.

Die Zugabe verschiedener EDTA-Konzentrationen verdndert auch die experi-
mentell bestimmten, chemischen Spezies in der HOAGLAND-Lo6sung nach dem
Pflanzenkontakt. Dies wird durch ESI-MS-Messungen bestétigt. Dazu wurde die
bereits in Kapitel 6.3.1 verwendete Berechnung der relativen Intensitétsverhélt-
nisse vor und nach Pflanzenkontakt auf die verschiedenen Losungen angewandt.
Die ermittelten Ausreiffler nach Anwendung des GRUBBS-Tests weisen auf eine
Verdnderung der Eu-Spezies in Losung hin (Abb. 6.15 und Tab. A.6.9). Die Aus-
reifler mit 20 uM EDTA wurden bereits in Kapitel 6.3.1 erlautert und sind fir
den Vergleich erneut aufgefiithrt. Eine EDTA-Konzentration von 200 uM zeigt
im Vergleich zur 20 pM Losung neben [Eu(HoEDTA)]* eine weitere Eu-EDTA-
Spezies mit [Eu(H,EDTA) + HyO] ", welche sich in der Wasseranzahl zur bereits
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Abbildung 6.15: Relative Intensitdtsverhéltnisse von '°3Eu-Spezies vor und nach der Pflan-
zenkontamination mit Eu-HOAGLAND-Losungen ([Eu] = 5 mM) verschiedenen EDTA Konzen-

trationen von 0-2000 uM. Verwendet wurden die 30 Eu-Spezies hochster Intensitdt und die
Eu-EDTA-Komplexe. Die gestrichelte Linie markiert das Verhéltnis von Eins.

identifizierten Spezies unterscheidet. Die Bestimmung der relativen Intensitéts-
verhéltnisse ergibt bei 200 uM EDTA-Zugabe Eu-EDTA-Spezies als Ausreifler
mit Werten iiber Eins, demnach sind deren Anteile nach Pflanzenkontakt héher
als zuvor. Ein ahnliches Verhalten der Eu-EDTA-Komplexe ist mit der Zugabe
von 2000 uM EDTA zu erkennen, allerdings konnten aufgrund der grofien Streu-
ung der Verhéltnisse keine Ausreifler festgestellt werden. Erst ab einem relativen

Intensitétsverhéltnis von 8,5 wére ein Ausreifler zu erkennen gewesen.

6.6.3 TRLFS-Ergebnisse

Weitere Informationen iiber das Verhalten von Eu-Spezies unter Zugabe von
EDTA wurden mit TRLFS-Messungen der HOAGLAND-Lo6sungen erhalten. Die
Emissionsspektren der Eu-EDTA-HOAGLAND-Losungen vor Pflanzenkontakt zei-
gen eine steigende Intensitéit der "Fy-Bande mit der EDTA-Konzentration (Abb.
6.16a). Diese deutet auf die Bildung weiterer Eu-Komplexe hin. Aulerdem ist eine
leichte Verschiebung der Bande von 580,34 nm (0 uM) iiber 580,85 nm (20 uM) zu
581,10 nm (200 uM und 2000 uM) zu erkennen, welche nach Thakur et al. auf die
Bildung von Eu-EDTA-Komplexen hinweist.!?7128 Auch die "F,/7F;-Verhéltnisse
werden mit 0,73 (0 uM und 20 uM), 0,89 (200 uM) und 1,84 (2000 uM) grofer
und bedeuten ein erhohtes Mafl der Komplexierung des Eu®T-Ions in Losung.

Der Vergleich mit den Spektren nach Pflanzenkontakt zeigt die groSten Ande-
rungen der Losungen ohne und mit 20 uM EDTA (Abb. 6.16b). Die Inten-
sititen der “Fp-Banden steigen leicht an. Zudem erhoht sich bei 20 uM das
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Abbildung 6.16: Emissionsspektren von (a) vor und (b) nach Pflanzenkontakt mit verschiede-
nen EDTA-Konzentrationen von 0-2000 uM in einer Eu-HOAGLAND-Losung ([Eu] = 5 mM).11!
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"Fy/"F1-Verhiltnis auf 0,92. Die Emissionsspektren der Losungen mit den hochs-
ten EDTA-Konzentrationen weisen kaum Anderungen auf. Die "Fo-Emissions-
banden verschieben sich wie zuvor leicht zu hoheren Wellenldngen mit: 580,09 nm
(0 M), 580,34 nm (20 pM), 580,85 nm (200 uM) und 581,10 nm (2000 pM). Ver-
glichen mit den Emissionswellenldngen vor Pflanzenkontakt verlagern sich diese
von 0 uM bis 200 uM EDTA nach der Inkubation zu niedrigeren Werten. Es wer-
den Differenzen von -0,25 nm (0 pM), -0,50 nm (20 uM) und -0,25 nm (200 uM)

erhalten, welche auf Veranderungen der Eu-Verbindungen in Losung hindeuten.

Lebensdauermessungen der Eu-Floreszenz geben weitere Einblicke in die Spe-
ziesinderungen in Losung. Bei der Auswertung wurde die erste Eu?T-Spezies auf
das Aquo-lon (73 = 110 ps) fixiert und die zweite iiber den bi-exponentiellen
Fit berechnet. Vor dem Pflanzenkontakt sinkt die Lebensdauer der HOAGLAND-
Losungen mit steigender EDTA-Konzentration. Die Erhohung der Ligand-Konzen-
tration hat laut dem Prinzip von Le Chatelier eine vermehrte Bildung von Eu-
EDTA-Komplexen zur Folge, wobei die Stochiometrie des Liganden ebenfalls
zunehmen kann. Nach Thakur et al. sollte eine solche Erhohung der EDTA-
Stochiometrie zu einem Anstieg der Lebensdauer fithren und wiirde gleichzeitig
eine Erhohung des pH-Wertes bedeuten.?6:12" Da der pH-Wert der vorliegenden
Losungen aber mit der EDTA-Konzentration sinkt (Abb. 6.12b), reduziert sich
die Lebensdauer in Losung. Somit verdandert sich die Stochiometrie von Ew:EDTA
in den gebildeten Komplexen vermutlich nicht. Dieses Ergebnis spiegelt sich in

den vorangegangenen ESI-MS-Messungen der positiven Eu-EDTA-Komplexe wi-
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Tabelle 6.3: Lebensdauern der zweiten Eu-Spezies (12) in den Eu-HOAGLAND-LGsungen mit
verschiedenen EDTA-Konzentrationen (c) gemessen mit TRLFS (Messsystem A).t1!

¢/ mM sample | 79/ ps ns(HyO)

0 vorher | 423 +37 1,9+ 0,5
nachher | 143 + 17 6,8 £ 0,5
20 vorher | 383 +£29 22405
nachher | 127 £ 17 7.8 £ 0,5
200 vorher |[4204+6 1,9+ 0,5

nachher | 144 +5 6,8 £ 0,5
2000 vorher |2314+2 4,0+£0,5
nachher | 219 + 2 43 4+ 0,5

der (Kapitel 6.6.2). Mogliche negativ geladene Spezies sind [Eu(EDTA)]” mit ei-
ner Lebensdauer von 264 4+ 6 us (pH = 3,6-8,0) und gelostes Eu(HEDTA) sowie
[Eu(HEDTA),)*", welche bereits bei den Ergebnissen der Eu-HOAGLAND-LGsung
in Kapitel 6.3.2 erwihnt wurden.!26:127

Nach Pflanzenkontakt verringert sich die Lebensdauer der zweiten Eu-Spezies,
wobei die Differenz (vorher-nachher) mit der EDTA-Konzentration sinkt. Da der
pH-Wert nach Pflanzenkontamination steigt, spricht diese Verdnderung fiir eine
Verringerung des Eu-EDTA-Anteils in Losung und dessen mogliche Aufnahme in

die Pflanze.

6.7 Europiumspezies in der Pflanze nach EDTA-Zugabe

6.7.1 Ergebnisse der TRLFS

Nach der Analyse der Nahrmedien wird der Einfluss von EDTA auf die Eu-Spezies
im Winterroggen mittels TRLFS untersucht. Emissionsspektren der Wurzeln und
Blitter wurden aufgenommen und verglichen (Abb. 6.17). In dem Wurzelbe-
reich ist keine "Fy-Emissionbande sichtbar, was auf die Ausbildung symmetri-
scher Spezies hindeutet. Die Grofie der "Fy/"F-Verhéltnisse folgen dem Trend:
3,8 (20 uM) > 3,0 (200 uM) > 2,4 (2000 uM) > 2.1 (0 uM).

In den Blittern sind die Uberginge in das "Fo-Energielevel sichtbar und deren
Intensitét folgt den “Fy/"F;-Verhéltnissen mit 4,8 (20 uM) > 4,2 (0 uM) > 3,9
(200 uM) > 1,9 (2000 uM). Bei einem Vergleich der Emissionsspektren der ver-
schiedenen EDTA-Konzentrationen innerhalb einer Pflanze zeigt sich eine erhohte
Komplexierung im Wurzelhals (Abb. A.6.1). Somit ist eine chemische Umwand-

lung der Eu-Spezies innerhalb der Pflanze sehr wahrscheinlich.
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Abbildung 6.17: Emissionsspektren von (a) Wurzel und (b) Blatt kontaminiert mit verschie-
denen EDTA-Konzentrationen, gemessen mit Messsystem A.!1!

Die ermittelten Lebensdauern in den Pflanzenteilen sind im Allgemeinen deutlich
hoher als in den Néhrlosungen (Tab. 6.4). Dies weist auf eine Komplexierung an
Pflanzenteilen, wie den Zellwanden, hin. Dabei zeigen die Blatter kiirzere Lebens-
dauern der zweiten Eu-Spezies als die Wurzeln. Neben den Lebensdauern steigen
auch die Unsicherheiten der Werte. Ein Grund ist, dass der betrachtete, spek-
trale Bereich mit dem der Chlorophyll-Lumineszenz iiberlappt und somit einen

Einfluss auf die Lebensdauer ausiiben kann.!3!

6.7.2 Ergebnisse der Lumineszenz-Mikroskopie

Ortsaufgeloste Lumineszenz-Mikroskopie-Aufnahmen geben weitere Hinweise auf
die vorliegenden Eu-Spezies und deren Verteilung innerhalb der Pflanze (Abb.
6.18). An der Oberfliche der Wurzelspitze ist eine in Blau markierte Spezies zu

erkennen mit einer geringen “Fo-Emissionsbande und einem "Fy/7F;-Verhiltnis

Tabelle 6.4: Lebensdauern der zweiten Eu-Spezies (72) in Secale cereale L. mit verschiedenen
EDTA-Konzentrationen (c) gemessen mit TRLFS (Messsystem A).!11

¢ /mM sample | 7o / us n,(H20)

0 Wurzel | 596 64 1,2 + 0,5
Blatt 511 +15 1,5+05
20 Wurzel | 611 £ 90 1,1 £0,6
Blatt 538 222 14+ 19
200 Wurzel | 917 + 346 0,6 £ 1,0

Blatt 814 £62 0,7£0,5
2000 Wurzel | 715 £ 43 0,9 £ 0,5
Blatt 699 £ 9 0,9£0,5
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von 2,0. Die orange dargestellte Spezies im Inneren der Wurzelspitze ist deut-
lich prisenter, besitzt eine ebenso grofie "Fy-Bande und ein hoheres "Fo/"F-
Bandenverhéltnis von 3,0. Aufnahmen der Wurzel zeigen &hnliche Spezies mit
Fy/"F; = 2,0 (blau) und 3,8 (orange). Eine weitere Eu-Verbindung ist im Wurzel-
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Abbildung 6.18: Emissionsspektren von (a) der Wurzel und Wurzelspitze sowie (b) des Wur-
zelhalses und des Blattes (Messsystem B). Lumineszenz-Mikroskopie-Aufnahmen (c) der Wur-
zelspitze, (d) des Wurzelhalses, (e) der Wurzel und (f) des Blattes von Secale cereale L. inkbiert
mit 2000 uM EDTA und 5 mM Europium.
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hals und den Leitungsbahnen des Blattes zu finden. Diese ist definiert durch einen
gering intensiven Ubergang in das "Fy-Energieniveau und ein "Fy/7F;-Verhéltnis

von 1,4 fiir beide Emissionsspektren (griin).



7 Die Verteilung von Americium in Secale ce-
reale L.

7.1 Analyse der Nahrlésung

Fir die Identifikation von Americiumspezies im fliissigen Nahrmedium wurden
zunachst theoretische Berechnungen durchgefiihrt. Fir die Pflanzeninkubation
mit dem Actinid wurde wie zuvor bei Europium eine EDTA-Konzentration von
20 uM verwendet. Bei einer Am-Konzentration von 500 nM wird Am[EDTA] ™ als
héufigste, zu erwartende chemische Spezies erhalten (Abb. 7.1 und Tab. A.7.1).
Bei einem pH < 4 sind Am3" und Am[HEDTA] als geloste Verbindung zu er-
kennen. Im Bereich des gemessenen pH-Wertes der realen Losung von 4,2 ist mit
99 % die negativ geladene Am-EDTA-Spezies hauptsiachlich vorhanden.

Neben den theoretischen Berechnungen wurde die Am-HOAGLAND-LOsung mit
ESI-MS analysiert und die Am-Spezies identifiziert (Tab. 7.1). Diese befinden sich
in einem niedrigen Intensitatsbereich, was eine erhohte Unsicherheit der Messwer-
te zur Folge hat. Im Rahmen der Auswertung werden die detektierten Peaks daher
auf ihre Richtigkeit iiberpriift. Unter einer absoluten Intensitédt von 100 counts
im MS-Spektrum wurden die Verbindungen daher zu den ,restlichen Spezies“

zusammengefasst und nicht einzeln ausgewertet. Mit 34 % stellen die Am-EDTA-

100 e e amm——— PRRBENN S S S
' Am(Edta) ‘ |— Am®
1 Am(Edta)”
80 - 1 . _
| —— Am(HEdta)
» | A Am(SOy4)*
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2] : [0
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Abbildung 7.1: Theoretische Berechnung der Speziesverteilung einer Am-HOAGLAND-Losung
mit [Am] = 500 nM in einem pH-Bereich von 3 bis 8. (a): Speziesverteilung bis 100 %, (b):
Speziesverteilung bis 5 %. In Rot markiert ist der pH-Wert der Losung mit 4,2.
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Tabelle 7.1: Speziesanteile in der Am-HOAGLAND-Losung mit 20 puM EDTA und 500 nM
Americium gemessen mit ESI-MS und ausgewertet mit dem Programm MARI. Die Grenze fiir
die minimale, absolute Intensitat I zur eindeutigen Identifizierung wurde auf 100 counts gesetzt
und alle darunter liegenden Spezies als ,restlichen Spezies“ zusammengefasst.

Spezies m/z(**3Am) Abs. I Anteil / %
[Am(ILEDTA) + H,O]%F 276,08 130 19
[Am(H;EDTA)(NO,)|* 596,13 100 15
[Am(NOg), + 2 H,O]* 403,06 100 15
restliche Spezies <100 51

Komplexe die hiufigst detektierte Spezies in Losung dar. Am-Nitrat ist zudem
mit 15 % enthalten. 51 % der erwarteten Am-Signale liegen unter einer absoluten
Intensitat von 100 counts im MS-Spektrum. Da das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis
in diesem Bereich zu hoch ist, um eine eindeutige Identifikation durchzufiihren,
kann das Auftreten der Spezies [Am(HSO4) + 2 HyO] und [Am(SO4) + 3 H,O] ™,
mit jeweiligen Anteilen von 9 % und 8 % nicht gesichert bestétigt werden (Tab.
A.7.2).

Wie bereits bei Europium ist der direkte Vergleich von theoretischen Berechnun-
gen und experimentellen Ergebnissen in der Am-HOAGLAND-L6sung schwierig,
da keine positiv geladenen Am-EDTA-Spezies in den thermodynamischen Daten

vorhanden sind. Bisher gibt es zu diesen keine referenzierten Vergleichswerte.

7.2 Akkumulation in der Pflanze

7.2.1 Konzentration in den Pflanzenteilen

Der Winterroggen wurde fiir Vergleichszwecke sowohl mit Americium als auch
Europium mit Konzentrationen von jeweils 100 nM (A) und 1 mM (B) tiber den
gleichen Zeitraum inkubiert. Um die aufgenommene Menge beider Elemente in
den Winterroggen zu vergleichen, wurden die Konzentrationen in den Pflanzen-
teilen Wurzel und Blatt bestimmt. Americium und Europium zeigen innerhalb
ihrer Fehler dhnliche Ergebnisse in den Pflanzenteilen (Abb. 7.2). Dabei wurden
bei 100 nM etwa 94,2 % Eu und 98,6 % Am in den Wurzeln sowie 5,8 % Eu und
1,4 % Am in den Blattern bestimmt. Bei der hoheren Konzentration von 1 mM
gleichen sich die Anteile an: 99,5 % Eu und 99,7 % Am (Wurzeln) bzw. 0,5 %
Eu und 0,3 % Am (Bléatter). Entsprechend der prozentualen Anteile, deuten die
Ergebnisse auf eine dhnliche oder sogar gleiche Verteilung der beiden untersuch-
ten Elemente innerhalb der Pflanze hin. Ein Grofteil verbleibt in den Wurzeln,

wahrend nur ein geringer Teil in die Blatter transportiert und eingebaut wird.
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Abbildung 7.2: Element-Konzentration in Secale cereale L. kontaminiert mit jeweils 100 nM
(A) sowie 1 mM (B) Americium und Europium gemessen mit ICP-MS. Die angegebenen Fehler
sind die Standardabweichungen (A). Fiir (B) wurde nur eine Pflanze untersucht.

7.2.2 Lokalisation innerhalb der Pflanze

Die Verteilung von Europium und Americium in einer Winterroggenwurzel, in-
kubiert mit gleichzeitig 1 mM beider Elemente, wurde mit Hilfe von SIMS- und
rL-SNMS-Messungen untersucht. Die Ergebnisse zeigen die Akkumulation von
Europium (SIMS) und Americium (rL-SNMS) in der Wurzel (Abb. 7.3a, b) und
ein erhohtes Signal im dufleren Cortex. Dabei befindet sich Europium bevorzugt
im Inneren der Wurzel, wihrend Americium homogener im duflerem Cortex ver-
teilt ist. Bei der SIMS werden zu den Signalen der Metall-Spezies auch diese von
organischen Bestandteilen der Pflanze erhalten, weshalb das Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis geringer ist im Vergleich zur rL-SNMS. Abb. 7.3c, d zeigt rL-SNMS-
Ergebnisse im spectrometry-Modus, weshalb die laterale Auflésung reduziert ist.
Dabei wird die Anwesenheit von Americium im Bereich des Wurzel-Cortex, be-
vorzugt in den Zellwanden (w) im unteren Teil der Aufnahme, deutlich. Die Eu-
Signale in der rL-SNMS-Messung wurden im nicht-resonanten Spektrum bei der
Am-Anregung erhalten. Sie weisen eine homogenere Verteilung auf mit einer Ak-
kumulation im selben Bereich wie das Actinid. Da die Analyse nicht auf die
Identifikation dieses Elements abgestimmt ist, fallt die Signalintensitat deutlich
geringer aus im Vergleich zu der von Americium. Die jeweiligen Massenspektren
sind dem Anhang zu entnehmen (Abb. A.7.1).
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Abbildung 7.3: (a) Ergebnisse der SIMS-Messungen einer Winterroggenwurzel mit Eu und
(b) rL-SNMS-Ergebnisse im fast imaging-Modus von Am ([Eu] = [Am] = 1 mM). Korrespon-
dierende rL-SNMS-Ergebnisse der Probe aus (b) im spectrometry-Modus mit Signalen von (c)
[Eu(OH)]" und (d) Am. Dabei entspricht ,t* dem Transportkanal, ,,c* einem Bereich des Cor-

tex und ,w*“ einem Areal von Zellwinden.
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7.3 Die Auswirkung von organischen Liganden auf die Spe-
ziation

In Anlehnung an die Eu-HOAGLAND-LOsungen mit EDTA, Malonat, Citrat und
Oxalat wurden Am-Loésungen mit einer Konzentration von 500 nM Americi-
um und einem Isotopenverhéltnis von 4:6 (**'Am:?*3Am) hergestellt. Theoreti-
sche Modellierungen der Am-EDTA-Losung vor dem Pflanzenkontakt aus Kapitel
7.1 zeigten bereits die Schwierigkeit des Vergleichs mit den erhaltenen ESI-MS-
Ergebnissen. In den thermodynamischen Daten sind wenig bis keine positiven
organischen Am-Spezies enthalten, welche mit der ESI-MS identifiziert werden
konnen. Daher werden an dieser Stelle die Ergebnisse der experimentell bestimm-
ten Am-Spezies im HOAGLAND-Medium mit den verschiedenen organischen Kom-
plexbildnern dargestellt, welche im Anhang in Tab. A.8.1 aufgefithrt sind. Die
Identifikation der Summenformeln wurde mit dem Auswerteprogramm MARI
durchgefithrt. Da die Auswertung der m/2-Signalintensitdten unter einer absolu-
ten Intensitat von 100 counts zu Fehlinterpretationen fithren kann, werden diese
Verbindungen als ,restliche Spezies® zusammenfasst.

Bei den EDTA-Losungen mit zugegebenen Konzentrationen von 20 und 200 uM,
wurden als Hauptspezies Am-EDTA-Verbindungen identifiziert. Diese sind repra-
sentiert durch die Komplexe [Am(H;EDTA) + H,0]*" und [Am(H;EDTA)(NO3)]*
bei 20 uM und [Am(H,EDTA)]™ bei 200 uM EDTA. Der Gesamtanteil dieser
Spezies steigt dabei mit der EDTA-Konzentration von 34 % auf 41 %. Weite-
re Am-Verbindungen sind eine Am-Nitrat- (20 uM) und eine Am-Nitrit-Spezies
(200 uM).

Bei der Zugabe von Citrat zu den Am-HOAGLAND-Lo6sungen ergeben sich die
Verbindungen [Am(NO,)(HsCit) + 3 H,O]" mit 4,2 % bei 20 uM Citrat und
[Am(H,Cit) + 2H,0]*" mit 9,0 % bei 200 uM Citrat. Diese entsprechen nicht
den Hauptspezies in Losung, welche als Am-Nitrate bzw. Am-Hydroxide vorlie-
gen.

Nach der Zugabe von 20 uM Malonat wurde keine Am-Spezies iiber einer absolu-
ten Signalintensitat von 100 counts identifiziert. In Anwesenheit von 200 uM Ma-
lonat sind zwei Komplexe [Am(H-Malo) + 2 H,O]*" und [Am(H-Malo) + H,0]**
mit 0,63 % und 0,45 % Speziesanteil vorhanden. Wie beim Citrat sind in dieser
Losung die Hauptspezies durch Am-Hydroxide und Nitrate reprasentiert.

Eine Am-Oxalat-Verbindung konnte nicht im ESI-MS-Spektrum nach in der 20 uM
Oxalat-HOAGLAND-LOsung detektiert werden. Auch hier dominieren Am-

Hydroxid-, Nitrat-, und eine Phosphat-Spezies.
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7.3.1 Europiumspezies im Vergleich

Um die Speziesverteilung in der HOAGLAND-N&ahrlosung von Europium und Ame-
ricium vergleichen zu kénnen, wurden analog zu den im vorangegangenem Kapitel
Losungen mit 500 nM Europium und den verschiedenen Komplexbildnern herge-
stellt und die Eu-Spezies mittels ESI-MS analysiert. Die erhaltenen organischen
Verbindungen sind zusammen mit denen von Americium in Tab. 7.2 dargestellt.
Der Speziesanteil von dem Komplex [Eu(H,EDTA)]" in Losung nach Zugabe von
20 uM EDTA ist mit 92 % deutlich grofer als bei den Am-Spezies. Mit einer hohe-
ren EDTA-Konzentration in Lésung konnte dagegen keine Eu-EDTA-Verbindung
identifiziert werden. Der gleiche Sachverhalt ergibt sich bei der Zugabe von 20 uM
Citrat. Mit 200 uM Citrat-Zugabe wurden drei organische Eu-Komplexe iden-
tifiziert: [Eu(H,Cit) + H,0]", [Eu(H;Cit) + H,O]*" und [Eu(H;Cit)y]" mit ei-
nem Anteil von insgesamt 1,6 %. Nach Addition von Malonat wurden, wie bei
Americium, nur bei der erhohten Konzentration zwei Verbindungen detektiert als
[Eu(NO3)(H-Malo) + 2 H20]* und [Eu(NO)(H-Malo) + H20]" mit zusammen-
gerechnet 1,2 % Speziesanteil. Ebenso wie bei der Analyse von Americium wurde
keine Eu-Oxalat-Spezies identifiziert.

Tabelle 7.2: Speziesanteile (A) der Am- und Eu-HOAGLAND-Losung mit jeweils 20 und 200 pM

EDTA, Citrat und Malonat und 500 nM Am bzw. Eu gemessen mit ESI-MS und ausgewertet
mit dem Programm MARI

EDTA-Spezies

20 uM A/% 200 pM A/%
Am | [Am(H3;EDTA)+H,0]** 19 [Am(H,EDTA)]* 41
[Am(H;EDTA)(NO3)|* 15
Eu | [Eu(H,EDTA)]* 92 |-
Citrat-Spezies
20 uM A/% 200 uM A/%
Am | [Am(NO,)(H;Cit)+3H,0]" 4,2 | [Am(H3Cit)+2H,0)*" 9,0
Eu - [EH(H2C1t>+HQO]+ 0759
[EU(H3Cit)+HQO]2+ 0,59
[EU(H3C1t)2]+ 0,43
Malonat-Spezies
20 uM A/% 200 pM A/%
Am | - [Am(H-Malo)+2H,O)*" 0,63
[Am(H-Malo)+H,0]** 0,45
Eu | - [Eu(NO3)(H-Malo)+2H,O]* 0,80
[Eu(NO3)(H-Malo)+H,O]* 0,39




8 Diskussion der Ergebnisse
8.1 Die Eu- und Am-Aufnahme in die Pflanze

Europium wird nachweislich tiber die Winterroggenwurzel aus dem N&ahrmedi-
um aufgenommen und tber die Transportkanéle in die Blatter transportiert, wie
die ICP-MS- und REM-EDX-Messungen aus Kapitel 6.1.1 belegen. Dabei nimmt
mit steigender Eu-Konzentration im Nahrmedium der Gehalt des Elements in der
Pflanze zu. Die Kinetikexperimente weisen nach fiinf Tage ein Plateau auf, welches
fiir eine Regulation der Eu-Aufnahme durch die Pflanze spricht, um ein chemi-
sches Gleichgewicht aufrechtzuerhalten. Unter Einbezug des Wassertransports in
die Pflanze ist eine solche Regulierung schliissig, da dieser durch Diffusion, Vo-
lumenstrom und Osmose gesteuert wird. Die Forscherin Irina Shtangeeva unter-
suchte die Geschwindigkeit der Eu-Aufnahme aus dem Boden in Roggen-Pflanzen
und stellte einen zunéchst langsameren gefolgt von einem schnelleren Anstieg der
Konzentration in den Wurzeln innerhalb von zehn Tagen fest.'? Die Bléitter nah-
men etwa eine Grofenordnung weniger Europium auf als die Wurzeln, welches
den hier erhaltenen Ergebnissen entspricht. Die Eu-Konzentration erreichte nach
Shtangeeva kein Plateau in der Wurzel, vermutlich aufgrund der verwendeten,
geringeren Eu-Konzentration von 10-50 mg/kg im Boden im Vergleich zu etwa
760 mg/kg in Losung aus dieser Arbeit. Aulerdem erfolgt die Aufnahme von
Metall-Ionen in Hydrokulturen meist schneller als aus dem Boden, da sie dort
an Bodensubstanzen oder Komplexbildner binden kénnen und somit weniger bio-
verfiighar vorliegen.?%7 In einer fritheren Arbeit veroffentlichten Shtangeeva und
Ayrault eine Theorie zur Wasserverdampfung aus Weizenblattern zusammen mit
gelostem Europium.®® Sie untersuchten dazu den Eu-Gehalt in der Rhizosphére
sowie in der Pflanze und stellten eine Eu-Abnahme in beiden Kompartimenten
fest. Demnach wiirde sich ein Gleichgewicht zwischen der Verdampfung des Was-
sers mit darin enthaltenem Europium durch die Spaltéffnungen im Blatt und
den aufgenommenem Metall-Ionen aus dem Boden einstellen. Das Erreichen ei-
nes Plateaus in der Eu-Aufnahme kann folglich mit dem Wassertransport in die

Pflanze begriindet werden.?4

Der Vergleich der aufgenommenen Menge von Europium und Americium in den
Winterroggen mit ICP-MS wurde in Kapitel 7.2.1 aufgefithrt. Dabei wurden Kon-

zentrationen beider Elemente von 100 nM und 1 mM dem Nahrmedium zugegeben
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und die aufgenommenen Mengen der Pflanzenteile Wurzel und Blatt untersucht.
Die Ergebnisse zeigen keine signifikanten Unterschiede in der Aufnahme der bei-
den Elemente. Tendenzen zeigen eine leicht erhohte Weiterleitung von Europium
in die Blatter bei 100 nM im Vergleich zu Americium, allerdings liegen die Werte
innerhalb der Unsicherheiten. In Pflanzenproben kénnen Standardabweichungen
generell grofler ausfallen, da jedes biologische System individuell ist. Trotz gleicher
Zeit der Aussaat und Wachstumsbedingungen unterscheiden sich die Pflanzen oft
in der Grofle und Anzahl der Blatter oder Wurzeln, welches Auswirkungen auf die
Aufnahme von Substanzen hat. Dabei miissen Nahrstoffe sowie nicht essenzielle
Elemente, wie Europium und Americium, unter erhohtem Energieaufwand der
Pflanze iiber eine langere Wegstrecke transportiert oder weiter verteilt werden.
Daraus resultieren grofiere Schwankungen in den aufgenommenen Mengen.?! Um
die Aufnahmemechanismen nicht nur tiber die variablen Konzentrationsbestim-
mungen zu ermitteln, wurden weitere Untersuchungen durchgefithrt. Die Ergeb-
nisse der rL-SNMS-Messungen aus Kapitel 7.2.2 deuten auf die erhohte Akkumu-
lation von Americium und Europium in den Zellwinden und im dufleren Cortex
der Wurzel hin. Dies wird durch die Analyse der Zellverteilung von Europium
im Winterroggen (Kap. 6.1.2) bestatigt, in welcher 69 + 11 % der aufgenomme-
nen Menge in der Zellwand der Wurzel detektiert wurde. Zotina et al. zeigten
die Aufnahme von ' Am in verschiedene aquatische Pflanzenarten und fanden
ebenfalls die hochste Konzentration in den Zellwinden.? Der Eu-Anteil entsprach
etwa 76-92 % der gesamten aufgenommenen Menge, wohingegen in der Protein-
und Kohlenhydrat-Fraktion ca. 2-24 % identifiziert und der Anteil in den Lipiden
<1 % ausmachte. Verglichen mit den hier dargestellten Eu-Experimenten der zel-
luldren Verteilung stimmt dies mit den Ergebnissen der Zellwand (69 + 11 %),
Organellen (30 + 1,0 %) und 18slichen Fraktion (0,20 4 3,9 - 10~* %) {iberein.
Zusammen mit der rL-SNMS-Analyse von Americium und Europium wird ein

ahnliches Aufnahmeverhalten beider Elemente in den Winterroggen vermutet.

8.2 Die Speziation

8.2.1 Médglichkeiten und Grenzen der verwendeten Analysetechniken

Die Herausforderung der Speziation in biologischen Proben besteht in der Insta-
bilitat der Spezies, der geringen Konzentration des Analyten und der komplexen
Einbindung dessen in die Matrix.? Die Probenvorbereitung und Art der Analy-
se spielt demnach eine wichtige Rolle fiir die genaue Untersuchung vorliegender

Verbindungen. Die Problematik hierbei ist, dass wiahrend des Analyseprozesses
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die chemische Spezies beeinflusst oder verandert werden kénnen. Fiir die Spezie-
sanalyse wurden in dieser Arbeit die Lumineszenz-Spektroskopie (TRLFS) und
die hochauflosende Massenspektrometrie (ESI-MS) verwendet, um Informatio-
nen iiber vorliegenden Verbindungen erhalten. Die Speziesidentifikation wurde
mit stabilem Europium durchgefiihrt, da fiir die Pflanzenanalyse eine hohe Aus-
gangskonzentration des Elements notig war. Unterhalb einer Konzentration von
5 mM im Nahrmedium konnte die Nachweisgrenze der ESI-MS nicht erreicht und
die Spezies nicht eindeutig identifiziert werden. Die verwendeten analytischen
Methoden besitzen jeweils Vor- und Nachteile fiir die Speziation, welche im Fol-
genden diskutiert werden.

Ein grofler Vorteil der Lumineszenz-Spektroskopie ist die Moglichkeit zur direkten
Analyse der Probe ohne eine Probenvorbereitung und somit ohne Beeinflussung
der chemischen Umgebung. Gleichzeitig kann mit Hilfe des Lasers gezielt Eu3t
in einem definierten Bereich angeregt und somit Informationen iiber die erste
Koordinationssphére des Elements erhalten werden. Besonders relevant fiir die
Analyse von Umweltproben ist zudem die geringe Nachweisgrenze dieser Technik
im Bereich von 107 M.!3* So untersuchten Fellows et al. zum ersten Mal Eu-
Spezies in Hafer und fanden eine erhohtes Fluoreszenzsignal in der Wurzelspit-
ze der Pflanze.® Anhand der Emissionsspektren und Fluoreszenz-Lebensdauern
konnten erste Abschiatzungen der vorliegenden chemischen Spezies durchgefiihrt
werden.

Eine genaue Einordnung dieser Verbindungen scheint dahingehend komplizierter,
weil in der spektroskopischen Analyse ein gemitteltes Signal der Eu-Fluoreszenz
in dem zu untersuchenden Bereichs der Probe erhalten wird. Die resultierenden
Emissionsspektren ergeben eine Mittlung aller vorliegenden Eu-Komplexe, was
die Auswertung bei Anwesenheit von mehren Spezies erschwert. Uber das abneh-
mende Signal der Fluoreszenz-Lebensdauer und einen exponentiellen Fit mit der
vermuteten Speziesanzahl konnen Hinweise auf die vorliegenden Fu-Verbindungen
erhalten werden. Allerdings geschieht dies ebenfalls tiber das gemittelte Signal,
wodurch die Differenzierung zwischen verschiedenen Spezies mit naheliegenden
Lebensdauern nicht eindeutig erfolgen kann. Bei einem System mit einer Vielzahl
an Eu-Komplexen wird die Auswertung iiber diese Methode ungenau und liefert
nur Ergebnisse fiir die Spezies mit den grofiten Fluoreszenz-Intensitdten und aus-
reichend verschiedenen Lebensdauern, je nach Qualitat der erhaltenen Spektren.
Mit der Auswertemethode der Parallelen Faktoranalyse (PARAFAC) ist es mog-
lich anhand der Emissions- und Lebensdauerspektren detailliertere Informationen

iiber die vorhandenen Spezies zu generieren. Sie ist eine mathematische Entfal-
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tungsmethode tiber multiway data arrays (,,Multiweg-Datenfeldern“). Dabei wer-
den drei variable Parameter benétigt, um eine mathematisch eindeutige Losung
zu erhalten.'?! Zusammen mit TRLFS wurde die Methode bereits fiir verschiedene
Systeme, wie die Uran-Hydrolyse, die Speziation von Eu-Acetat und die Anbin-
dung von Europium und Curium an dem Enzym Calmodulin, verwendet. 47135136
Insgesamt kann die Auswertung mit PARAFAC fiir jede einzelne Spezies ein Emis-
sionsspektrum liefern, wodurch eine Identifikation vereinfacht wird. Trotzdem
wird hierfiir das gemittelte Fluoreszenz-Spektrum ausgewertet und die grund-
satzliche Herausforderung der Lumineszenz-Spektroskopie in komplexen Syste-

men bleibt bestehen.

Die zweite verwendete Analysetechnik ist die ESI-MS mit einem hochauflésen-
den Orbitrap™-Massenanalysator. Anhand der hohen Massenauflésung kénnen
aus fliissigen Proben geladene Spezies voneinander unterschieden und durch ihr
charakteristisches Masse-zu-Ladungsverhéltnis (m/z) identifiziert werden. Unge-
ladene Verbindungen werden bei der Massenspektrometrie nicht detektiert. Durch
Auswertung der gemessenen m/z-Signale ergeben sich Vorschlage fir mogliche
Summenformeln, welche Informationen auf die vorhandenen Spezies liefern. Vor
allem mit Hilfe der Messung einer Referenzlosung kann der eindeutige Nachweis
einer Spezies erbracht werden. Befinden sich die Analyten nicht in einer fliissigen
Phase, miissen sie zuvor aufbereitet werden. Dadurch wird die chemische Umge-
bung der Probe und der Analyten verdndert und verfalschen moglicherweise die
Ergebnisse der Speziesanalyse.

Des Weiteren kann es zu den bereits in Kapitel 4.1.3 beschriebenen Artefaktbil-
dungen kommen, welche die Realitat der vorhanden Spezies in Losung beeintrach-
tigen. Bei der Analyse von Verbindungen mit Metall-Ionen in komplexen Matri-
zes, wie biologischen Proben, ist die Auswertung eine grofie Herausforderung. Ein
Beispiel-Spektrum ist in Abb. 8.1 dargestellt, welches in anderer Form in Kapitel
6.4.1 erlautert wurde. Es zeigt das Ergebnis der Extraktion von Eu-Spezies aus der
Winterroggenwurzel mit einem Methanol-Wasser-Gemisch (3:1). In Grau ist das
Hintergrundspektrum, bestehend aus Metaboliten der Pflanze und Verbindun-
gen aus der Umgebungsluft, zu erkennen. Diese m/2-Signale fiillen den Grofiteil
des MS-Spektrums, wiahrend die farbig markierten Analyt-Spezies des Europiums
in geringerer, relativer Intensitit detektiert werden. Die Identifikation von Eu-
Verbindungen wird demnach deutlich durch die Hintergrundsignale erschwert. Um
die Identifikation zu vereinfachen, wurde das Auswerteprogramms MARI in einer

Masterarbeit und im Zusammenhang mit dieser Arbeit entwickelt.!!® Dabei wird
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Abbildung 8.1: Hochauflésendes ESI-MS-Spektrum eines Extraktes aus der Winterroggen-
wurzel mit einem Methanol-Wasser-Gemisch (3:1). Markiert sind die identifizierten Eu-Spezies
im m/z-Bereich von 250-450: Eu-Malat (rot) und Eu-Citrat (blau) nach Abb. 6.9.

das charakteristische Isotopenverhiltnis der stabilen Isotope 'Eu (47,8 %) und
138Eu (52,2 %) fiir die Suche genutzt. Neben der Identifikation der Eu-Signale
kann zusatzlich eine Datenbank von moéglichen Liganden erstellt und die m/z-
Signale der potentiellen Eu-Verbindungen berechnet werden. Der Abgleich mit
dem MS-Spektrum erméglicht somit eine eindeutige Auswertung der Spezies.

Beide Analysetechniken, die Lumineszenz-Spektroskopie und die ESI-MS, besit-
zen Vor- und Nachteile in der Speziation. Diese sollten bei der Auswertung der
Ergebnisse nicht auler Acht gelassen werden. Eine Kombination beider Methoden
kann detailliertere Informationen tiber die Aufnahmemechanismen in Pflanzen ge-

ben. Daher wurden sie in dieser Arbeit fiir die Speziesanalyse erstmals eingesetzt.

Die Ubertragung der Europiumexperimente auf Americium war aufgrund der
Nachweisgrenze der verwendeten Analysetechniken eine grofle Herausforderung.
Eine Konzentration von 5 mM Europium war nétig, um bei Extraktions- und
TRLFS-Versuchen die nétige Signalstérke bei der Analyse zu erhalten. Die Ak-
tivitdt von Americium, mit einem Isotopenverhéltnis von 4:6 (**'!Am:?*3Am), la-
ge bei dieser Konzentration bei 67 MBq/mL. Sowohl fir die Pflanze als auch
fir die nachfolgende Probenaufarbeitung und Analyse ist diese Aktivitdt sehr
hoch. Schon Aktivitdten im Bq/mL-Bereich zeigen negative Folgen fiir die Pflan-
ze, wie DNA-Schaden oder Auswirkungen auf die Photosynthese. Begriindet ist
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die Schadenswirkung nicht nur durch radiotoxische Effekte, sondern auch durch
die chemotoxische Wirkung des Americium, welches ein Schwermetall ist. Auch
die biologische Antwort der Pflanze kann sich unterscheiden und Auswirkungen
auf die chemischen Spezies besitzen, da beispielsweise reaktive Sauerstoffspezies
gebildet werden.'3” Mit steigender Aktivitdt nehmen auch die Schiden zu und
konnen nach kurzer Zeit zum Zelltod fithren. Wéahrend die Probenaufarbeitung
bei hoheren Aktivitdten in Handschuhboxen weniger problematisch ist, ist die
Analyse in einem offenen Messsystem, wie der ESI-MS, mit erhéhtem Risiko
verbunden. Bei den ESI-MS-Messungen wiirde eine potentielle Inhalation, kon-
servativ gerechnet, zu Folgedosen von 180 uSv pro ESI-Probe (V = 10 uL) fithren.
Bei der verwendeten TRLFS-Analyse ist die geringere Quantenausbeute des
Am?*-Tons, verglichen mit der des Eu®-Ions, ein groBer Nachteil. Aufgrund der
verringerten Abschirmung der 5f- im Vergleich zu den 4f-Elektronen des Europi-
um sind die Energieniveau-Absténde fiir die Emission von Photonen geringer. Die
Quantenausbeute des Actinid-Ions wird somit deutlich starker von den Schwin-
gungsmoden des umgebenden Mediums beeinflusst.!*® Aufgrund dessen wurden
die bereits diskutierten ICP-MS-, SIMS- und rL.-SNMS-Ergebnisse fiir einen ers-
ten Vergleich herangezogen. Im weiteren Verlauf der Arbeit werden die erhaltenen
ESI-MS-Ergebnisse und die Speziation von Americium und Europium im HOAG-
LAND-Nahrmedium mit Konzentrationen von 500 nM nach Zugabe organischer
Komplexbildner diskutiert. Daraus konnen Abschatzungen fiir das Aufnahmever-

halten des Actinids in Pflanzen erhalten werden.

8.2.2 Spezies in der Nahrlosung

Erste Informationen iiber die Aufnahme von Europium in den Winterroggen wer-
den aus Untersuchungen des Nahrmediums vor und nach Pflanzenkontakt mit
ESI-MS und TRLFS erhalten (Kapitel 6.2 und 6.3). Trotz der sanften Ionisati-
onsmethode (ESI-MS) ist eine Verdnderung der real vorliegenden Spezies in der
Probe durch Artefaktbildung moéglich. Unter Berticksichtigung dieser Effekte do-
miniert das Eu®-Ion in Losung. Eine Verinderung der relativen Intensititen von
Eu-Spezies im Massenspektrum ist nach der Pflanzeninkubation sichtbar und deu-
tet auf eine mogliche Aufnahme des Eu*-Ions und der Spezies [Eu(H,EDTA)]™
hin. Auch die Verringerung der Fluoreszenz-Lebensdauer der Eu-Spezies (75) von
383 £ 29 us auf 127 £ 17 us zeigt die Aufnahme eines langlebigeren Komple-
xes. Da eine solch lange Lebensdauer im HOAGLAND-Medium aufgrund ihrer Zu-
sammensetzung nur durch einen Eu-EDTA-Komplex hervorgerufen werden kann,
weist dies auf die Aufnahme der Spezies [Eu(H,EDTA)]" hin.
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Nach Pflanzenkontakt wurde anhand der TRLFS-Ergebnisse Eu-Malat im Nahr-
medium identifiziert. Taube et al. ermittelte fir den 1:1-Komplex des Eu-Malat
eine Lebensdauer von 157 4+ 28 us bei pH = 4 im Chlorid-System, welche im
Rahmen der Unsicherheiten mit der hier erhaltenen Lebensdauer von 127 4 17 us
iibereinstimmt.!3® TRLFS-Referenzmessungen von Eu-Malat im NaCl- und
HOAGLAND-System ergaben ein dhnliches Ergebnis und deuten auf eine leich-
te Verringerung der Lebensdauer im Nahrmedium hin. Diese Verringerung kann
durch weitere Elemente bzw. Spezies oder Metabolite erzeugt werden (Quen-
ching).'** Dieser Mechanismus wurde von Kuke et al. anhand von Eu-Verbin-
dungen mit Salicylsdure und Glycolsidure untersucht.!4’ Die Forscher analysier-
ten die Komplexierung der beiden Liganden mit dem dreiwertigen Europium mit
Hilfe von TRLFS-Messungen. Bei der Entstehung des Eu-Salicylsaure-Komplexes
wurde festgestellt, dass die Lebensdauer nicht mit der Stochiometrie des Ligan-
den bzw. die Anzahl umliegender Wassermolekiile ansteigt. Dieser Effekt wére bei
einem Quenching-Mechanismus iiber die OH-Schwingungen nach HORROCKS zu
erwarten gewesen, weshalb ein Ligand-spezifisches Quenching vermutet wird.!0?
Potentielle Auswirkungen von weiteren Liganden, wie organische Sauren, werden
dabei nicht betrachtet. Dementsprechend ist die Verringerung der Fluoreszenz-
Lebensdauer im HOAGLAND-Medium nicht ungewohnlich, erschwert jedoch die
Interpretation der spektroskopischen Messungen.

Das Emissionsspektrum von Eu-Malat zeigt nach Taube et al. eine erhohte "Fo-
Bande im Vergleich zur normierten “F;-Bande. Dieses Bild wird in dieser Arbeit
nach Pflanzenkontakt anhand des gesamten Emissionsspektrums nicht bestétigt
und zeigt ein geringeres "Fy/"F;-Verhéltnis von 0,76 (Abb. 6.7). Durch die Auf-
nahme eines gemittelten Spektrums iiber alle enthaltenen Eu-Spezies kann das
Fluoreszenzsignal der Eu-Malat-Verbindung von anderen Eu-Komplexen iiberla-
gert werden, wie beispielsweise Eu-Phosphat, -Nitrat, oder-Sulfat, welche "Fq /7 F; -
Verhéltnisse unter Eins aufweisen.!?%!30 Mit Hilfe der Auswertung iiber
PARAFAC koénnen zwei Emissionsspektren von Eu-Spezies herausgerechnet wer-
den. Dabei stimmt ein Spektrum (Abb. 6.8, in Orange dargestellt) mit dem des
Eu-Malat nach Taube et al. iiberein.

Bei einer Uberlagerung von Emissionsspektren verschiedener Eu-Spezies kann au-
Berdem die Analyse der HOAGLAND-L6sung mit der ESI-MS Aufschluss iiber die
Zusammensetzung nach Pflanzenkontakt geben. Die Ergebnisse zeigen die Anwe-
senheit von Eu-Malat-Komplexen mit einer Stochiometrie von 1:1 mit den Kom-
plexen [Eu(H-Mal)]*, [Eu(Mal) + HyO]*, [Eu(H-Mal) + HyO]t und
[Eu(H-Mal) + 2 HyO]*, wodurch die Anwesenheit dieser Spezies erstmals nach-
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gewiesen wurde.?4

Eine potentielle Aussonderung von Pflanzenexsudaten, wie dem Malat, und die
Komplexbildung mit Europium wurde bereits von Jessat et al. in Untersuchun-
gen an Raps-Zellen (Brassica napus) festgestellt.!4! Anhand der Ergebnisse wird
die Komplexierung von Eu?-Ionen mit Pflanzenmetaboliten im Zelliiberstand
vermutet. TRLFS-Messungen weisen eine Erhohung des "Fy/7F;-Verhéltnis und
eine lingere Lebensdauer im Uberstand nach und deuten auf eine Verinderung
der Spezies innerhalb weniger Stunden hin. Die Anderung des Bandenverhélt-
nisses wird in dieser Arbeit in der Eu-HOAGLAND-L6sung nach Pflanzenkontakt
bestatigt. Im Gegensatz dazu ergeben die TRLFS-Messungen eine Verringerung
der zweiten Lebensdauer. Ein moglicher Grund dafiir ist die unterschiedliche Auf-
nahme von Europium aus dem Zellmedium, bestehend aus einer Zelllinie, und aus

dem komplexeren System der Pflanze.

8.2.3 Untersuchungen an der Pflanze

Weitergehend sind durch die Speziesanalyse im Winterroggen aus Kapitel 6.4
Eu-Verbindungen mit Malat, Citrat und Aspartat im Extrakt der Winterrog-
genwurzel nachgewiesen worden. Zum einen wird die Beteiligung von Malat und
Citrat am Langstreckentransport (,,long distance transport“) von Metall-Tonen
in der Pflanze vermutet.!*?> Zum anderen bedienen die identifizierten Liganden
auch bestimmte Funktionen im Pflanzenmetabolismus. Malat ist in vielen Berei-
chen des Pflanzenmetabolismus beteiligt, unter anderem im TCA-Zyklus in den
Mitochondrien. Auflerdem spielt es eine wichtige Rolle als Pflanzenexsudat, um
potentiell toxische Schwermetalle im Boden zu binden. Die Ergebnisse deuten auf
eine Akkumulation der Eu-Malat-Komplexe [Eu(H-Mal)]*, [Eu(Mal) + H,O]",
[Eu(H-Mal) + H,O]*, [Eu(Mal) + 2 HoO]" und [Eu(H-Mal)s]™ an der Wurzelo-
berfldche hin, da diese ebenfalls im Nahrmedium identifiziert wurden. Eine Aus-
nahme stellt der 1:2-Komplex dar, welcher nicht in der HOAGLAND-L6sung nach
Pflanzenkontakt detektiert wurde. Es ist nicht zu unterscheiden, ob die Eu-Malat-
Komplexe als solches von der Pflanze ausgeschieden werden oder ob Malat ausge-
sondert und erst an der Wurzeloberfliche Verbindungen mit Europium ausbildet.
Die nachfolgende Aufnahme des Komplexes kann ebenfalls ein mogliches Szena-
rio darstellen, welches mit TRLFS Messungen an der Pflanze iiberprift wurde
(Kapitel 6.4.2). Die Analyse ergab eine Eu-Spezies mit einem “Fy/"F;-Verhéltnis
von 1,4 und eine Lebensdauer von 240 £+ 5 ps (braun markierte Spezies). Eu-
Malat stellt eine potentielle Verbindung dar, wobei das Bandenverhaltnis mit
1,49 und die Lebensdauer mit 197 £+ 18 us (pH = 1,2-6,4) im Vergleich zur Lite-
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ratur leicht verschieden sind.'® Eine lingere Fluoreszenz-Lebensdauer deutet auf
eine zusitzliche Komplexierung des Eu®t-Ions mit dem umliegenden Pflanzenge-
webe und dessen funktionelle Gruppen, wie Carboxyl- oder Phosphat-Gruppen,
hin. Aulerdem wurde bereits ein Quenching im HOAGLAND-Medium festgestellt,
welches durch Pflanzenbestandteile, wie Metabolite oder Minerale, ebenfalls her-
vorgerufen werden kann. Diese Umstidnde erschweren den Vergleich mit in der
Literatur vorhandenen Ergebnissen und damit die genaue Identifikation der Eu-
Spezies in der Pflanze mit TRLFS-Messungen.'?*

Als eine weitere, extrahierte Verbindung wurde Eu-Citrat mit den Spezies
Eu(HyCit) + HyO] ", [Eu(HCit) + 2 HoO]™ und [Eu(HsCit)]* in der Pflanzen-
wurzel identifiziert. Citrat besitzt d&hnliche Funktionen wie Malat im Pflanzen-
metabolismus. Alvarez-Ferndndez et al. zeigten die Zusammensetzung des Xylem-
Safts einiger Pflanzenarten nach Kontakt mit verschiedenen Metall-Ionen.'*? Dar-
unter befinden sich in hoheren Konzentrationen einige Komplexe mit Malat und
Citrat, welche im Winterroggen ebenfalls mit Europium als Komplexverbindun-
gen vorliegen konnen. Je nach Art der Pflanze und Schwermetall werden un-
terschiedliche Konzentrationen der Carboxylsiure ausgesondert.®® Obwohl Ci-
trat ein Pflanzenexsudat darstellt, wurde keine Eu-Citrat-Spezies in der HOAG-
LAND-Losung nach Pflanzeninkubation detektiert. Erklart wird diese Beobach-
tung durch die stattfindende Aufkonzentration des Analyten bei die Extraktion.
Waiéhrend hierbei spezifische Verbindungen gelost und aus der Matrix entfernt
werden, findet dieser Prozess bei einer direkten Messung des Nahrmediums nicht
statt. Demnach ist auch das Auftreten eines Eu-Citrat-Komplexes im Nahrmedi-
um nicht auszuschlieen.!?*

In geringerem relativen Anteil konnte Eu-Aspartat als [Eu(Asp)]™-Komplex im
Wurzel-Extrakt mit Hilfe der ESI-MS identifiziert werden. Aspartat ist eine Ami-
nosaure, aus welcher in der Pflanze weitere, essenzielle Aminosduren syntheti-
siert werden. Es spielt zudem eine wichtige Rolle im sogenannten Aspartat-Malat-
Shuttle der Pflanze, welcher als indirekter Energietransfer von NADH in die Mit-
ochondrien fungiert (Abb. 8.2). Dabei wird Malat in die Matrix der Mitochondri-
en iiber sogenannte Membrancarrier transportiert. Eine Reaktion zu Oxalacetat
bildet aus NAD* den Elektronen-Lieferanten NADH. Uber die Riickreaktion von
Oxalacetat und Glutamat entstehen a-Ketoglutarat und Aspartat, welche iiber
die Carrier zuriick in das Cytoplasma transportiert werden. Auferhalb findet die
gleiche Reaktion in umgekehrte Richtung statt und aus NADH wird wieder NAD™
gebildet. Die jeweiligen Membrancarrier sind spezifisch fiir die aufgefithrten Ver-

bindungen und koénnen somit NADH fiir die Zellatmung in den Mitochondrien



Kapitel 8. Diskussion der Ergebnisse 86

Oxaloacetate I Glutamate  wm

Malate
~» a-Ketoglutarate

|

= g-Ketoglutarate Aspartate==> || Matrix
Malate I

'i—b Oxaloacetate
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Die erwahnten Mechanismen des TCA-Zyklus (Zellatmung) und der Aspartat-
Malat-Shuttle finden beide in den Mitochondrien statt. Da Furopium Komplex-
verbindungen mit chemischen Substanzen innerhalb dieser Prozesse eingeht, wird
der Eingriff durch die Eu-Aufnahme auf die Energie-produzierenden Mechanis-
men der Zellen verdeutlicht. Die Ergebnisse der zelluldren FEu-Verteilung anhand
von SIMS- und ICP-MS-Messungen aus Kapitel 6.1.2 sprechen ebenfalls fiir den
Eintritt in das Zellinnere bzw. die Zellorganellen und weisen auf einen moglichen
Beteiligung des Lanthanid-Ions im Pflanzenmetabolismus hin.

Diese Beobachtungen sollten im Hinblick auf die Extraktion und chemische Auf-
arbeitung kritisch betrachtet werden. Je nach Moglichkeiten zur Komplexierung
durch die vorliegenden Substanzen, kénnen sich wahrend der chemischen Extrak-
tion bevorzugt Verbindungen mit hoherer Stabilitdt bilden. Eine Abschéitzung
der vorliegenden Eu-Verbindungen ist anhand der Komplexbildungskonstanten
moglich. Fiur Eu-Malat entspricht diese etwa 3,70, fiir Eu-Citrat ist sie deut-
lich héher mit ca. 7,90 und fiir Eu-Aspartat wird eine Konstante um etwa 4,81
geschitzt. 139144145 Bei Anwesenheit von Citrat konnte sich das Gleichgewicht
nach dem Prinzip von Le Chatelier zu Seiten des Eu-Citrats verlagern und so-
mit die Stabilitat anderer vorliegenden Eu-Komplexe beeinflussen. Zudem ist die
Bildung der organischen Komplexe durch das Herauslosen wahrend der Proben-
praparation moglich. Die genannten Einflussfaktoren werden allerdings weitestge-
hend durch die verwendete Priaparationsmethode bei 4 °C und das Einfrieren des

Probenmaterials ausgeschlossen. Da das thermodynamische Gleichgewicht von
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der Temperatur abhéngt, finden chemische Reaktionen bzw. Umwandlungen sel-
tener statt. Auch das Verwenden eines Zell-Puffers verhindert das Zerplatzen der

Pflanzenzelle und mogliche Reaktionen mit den Zellbestandteilen.!?*

Weitere Hinweise auf die vorliegenden Eu-Spezies in der Pflanze werden mit den
Ergebnissen der bildgebenden Lumineszenz-Mikroskopie aus Abb. 6.11 erhalten.
Die Aufnahmen zeigen drei Spezies mit unterschiedlicher Verteilung innerhalb der
Pflanze. Aufgrund der Emissionsbandenverhaltnisse der violett gefdarbten Spezi-
es, des schmalen "Fy-Signals und der Form der “F,-Bande, ist das Vorliegen einer
Eu-Verbindung mit anorganischem Phosphat wahrscheinlich. Die gelb dargestell-
te Spezies weist die grofite "Fop-Bande und das hochste "Fy/7F-Verhéltnis auf
und zeigt Ahnlichkeiten mit Eu-Protein-Komplexen. Die charakteristische Form
der "Fy- und "F,;-Emissionsbande der Spezies in Griin deuten auf eine organi-
sche Phosphat-Verbindung hin, welche unter anderem in der DNA und RNA
enthalten sind. Weitere Beispiele sind die Phytinsaure, welche Metall-Kationen
stark bindet und Phosphoenolpyruvat, ein wichtiger Bestandteil der Glykolyse in
Pflanzen 6123146

Moll et al. haben Eu-Spezies in Raps-Zellen (Brassica napus) untersucht und
Ahnlichkeiten des erhaltenen Spektrums mit einer Verbindung aus Europium und
Phytinsiure (Eu-Phytat) festgestellt.® In einer wihrend dieser Arbeit betreuten
Bachelorarbeit wurde die Aufnahme von dem Lanthanid in die Pflanzenarten
Erbse (Pisum sativum L.) und Buschbohne (Phaseolus vulgaris L.) analysiert
und TRLFS-Messungen an den Pflanzenteile Wurzel, Sprossachse und Blatt so-
wie der Erbsenfrucht durchgefiihrt.'?® Dabei wurde Eu-Phytat in verschiedenen
Konzentrationsverhéltnissen und pH-Werten als Referenzsubstanz in Perchlorsau-
re verwendet. Sowohl Tieftemperaturmessungen an den Pflanzenteilen als auch
Direkt- und UV-Anregung des Eu®T-Ions wiesen keine Ubereinstimmungen mit
den Referenzspektren auf. Diese Erkenntnisse kénnen zum einen auf Unterschiede
zwischen den Pflanzenarten (Raps, Erbse und Bohne) hindeuten und zum anderen
auf verschiedene Mechanismen der Eu-Aufnahme im Zellmedium verglichen mit
der Pflanze zuriickzufiihren sein. Wéahrend Europium im Zellmedium direkt von
den Zellen aufgenommen werden kann, besitzt die Pflanze komplexere Aufnah-
memechanismen. Dazu zédhlen z.B. der passive oder der apoplastische Transport
von Metall-Ionen. Zudem liegen in der Pflanze verschiedene Gewebearten, wie
das Meristem oder das Dauergewebe, vor. Diese weisen unterschiedliche Zellbe-
standteile und Zellfunktionalitdten auf. Bei den erwédhnten Zellexperimenten nach

Moll et al. wurde eine Zelllinie der Keimzellen von Rapspflanzen verwendet.®
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Weitergehend wurde bereits das Quenching-Verhalten von Pflanzenbestandteilen
diskutiert, welche einen Vergleich mit Referenzen in Loésung erschweren. In den
hier dargestellen PARAFAC-Ergebnissen zeigt sich allerdings deutlich ein Emis-
sionsspektrum in Griin mit einer charakteristischen “Fay- und “F4-Bande, welche
auf eine organische Phosphat-Verbindung hindeutet. Dementsprechend werden
durch die Auswertung mit der mathematischen Rechenmethode durchaus weite-
re Hinweise auf die vorliegenden Spezies erhalten. Trotzdem wird das gemittelte
Emissionsspektrum iiber alle Eu?T-Verbindungen in der Pflanze betrachtet und
nur die Spezies mit ausreichender Intensitit identifiziert, weshalb weitere Eu-
Spezies vorliegen konnen.!?*

Die Eu-Phosphat-Spezies (violett) liegt bevorzugt in den Leitungsbahnen vor
und wurde ebenfalls an den Wurzelhaaren identifiziert (Abb. 6.11). Bereits zu-
vor wurden Eu-Phosphat-Verbindungen im Xylem verschiedener Pflanzenarten
bestimmt und auch die hier erhaltenen REM-EDX-Ergebnisse deuten auf die
Anwesenheit von Phosphor in den Leitungsbahnen hin.'4" % Bezogen auf den
Xylem-Transport zeigte sich eine schnellere Weiterleitung von negativ geladenen
Verbindungen aufgrund der CouL.oMB-Wechselwirkung mit der ebenfalls negativ
geladenen Oberfliche der Zellwinde.?® Im Umkehrschluss erfolgt der Transport
von Metall-Kationen langsamer. Die Pflanze kann bei Néahrstoffmangel dagegen
vorgehen, indem sie beispielsweise durch das Offnen der Stomata die Wasser-
transpiration erhoht und so ein groflerer Nahrstofffluss entsteht. Eine weitere
Moéglichkeit ist die Komplexierung der Metall-Kationen, um die Transportzeit zu
verkiirzen. Aufgrund dessen sind auch stark komplexierte Eu-Verbindungen in den
Leitungsbahnen vorhanden.'®®!! Im Phloem werden bevorzugt organische Ver-
bindungen transportiert, weshalb auch in diesen die Eu-Komplexverbindungen
vorhanden sind.124152

Die bereits diskutierte organische Eu-Phosphatverbindung (grin), wie z.B. DNA
oder RNA, befindet sich bevorzugt im umliegenden Gewebe und an den Wurzel-
haaren. Die Protein-gebundene Eu-Spezies (gelb) ist ebenfalls im Gewebe, aber
auch in den Leitungsbahnen der Pflanze zu erkennen (Abb. 6.11). Das Auftreten
dieser beiden Verbindungen scheint zundchst an den Wurzelregionen fragwiirdig,
da sie durch keine typischen Pflanzenexsudate entstehen konnen. In diesem Zu-
sammenhang fanden Wen et al. extrazellulire DNA (exDNA) als Bestandteil eines
Schleimes an der Wurzelspitze.'®® Dieser Schleim dient der Resistenz gegen In-
fektionen der Pflanze und enthalt neben DNA auch Proteine und Polysaccharide.
Bezogen auf die identifizierten Eu-Spezies erklart dieser Sachverhalt die Akku-

mulation in den genannten Bereichen der Pflanze. Des Weiteren zeigten Fellows
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et al. eine erhohte Eu-Lumineszenz an der Wurzelspitze von Hafer.’ Die Forscher
begriinden dies mit einer erhdhten Zellteilung im apikalen Meristem, woraus ein
groflerer Anteil DNA und Proteine in diesem Bereich resultiert und was wiederum
zu einer stéarkeren Komplexierung des Fu fithren kann. Sie stellten auflerdem die
Hypothese eines favorisierten Transports von Europium durch Diffusion in das
Xylem bei einem nicht vollstandig entwickelten Casparischen Streifen auf. Die-
ser kann beim Pflanzenwachstum Briiche aufweisen und so den symplastischen
Transport in die Pflanze bevorzugen. Die Untersuchungsergebnisse unterstiitzen
die in dieser Arbeit identifizierten Eu-Spezies.

Bereits vorangegangene Untersuchungen beschaftigten sich mit der Bindung des
Eu’*-Ions an Proteinen. Im Winterroggen machen Proteine etwa 6,5 % der ge-
samten Biomasse der Pflanze aus.!® Dabei wurde die Verbindungen der Enzyme
Calmodulin und a-Amylase mit Europium bisher anhand von TRLFS untersucht.
Drobot et al. analysierten die Struktur und Bindungsplédtze von Calmodulin mit
Eu*t und Cm?**.4" Das Enzyms kommt mit einem Anteil von etwa 0,1 % der
Proteinfraktion in Pflanzen vor und fungiert als Bindungspartner fiir Ca?", des-
sen Komplex zur Aktivierung weiterer Enzyme notwendig ist.!®® Die Bindung
erfolgt tiber einen spezifischen Bereich im Protein (EF-Hand) und verschiedene
Bindungsstellen, woran unterschiedliche Aminoséduren, z.B. auch Aspartat, betei-
ligt sind. Da Eu®" und Ca?* einen dhnlichen Ionenradius besitzen, kann auch das
Lanthanid-Ton mit Calmodulin wechselwirken. Die Forscher fanden dabei Unter-
schiede in der Bindung zwischen Europium und Curium im Vergleich zu Calcium:
Eine hohere Affinitat des Lanthanid- und Actinid-Ions zu den vier Bindungsstellen
des Proteins und damit einhergehend eine verinderte Struktur des Komplexes.*”
Dabei identifizierten sie zwei Fluoreszenz-Lebensdauern mit 310 4 2,3 us fiir die
erste Bindungsstelle und 405 4+ 2,0 us fiir die Bindungsstellen Nummer Zwei
und Vier. Das dabei identifizierte “Fy /"F;-Verhéltnis von Vier der Koordination
mit der 2. und 4. Bindungsstelle passt zu der hier detektierten Protein-Spezies
in der Lumineszenz-Mikroskopie. Die Komplexierung von Eu?™ mit a-Amylase
(Amy) wurde von Barkleit et al. untersucht.'>® Dieses spielt eine wichtige Rolle bei
der Verdauung von Polysacchariden und kann nachweislich Metall-Ionen binden
kann. Das Enzym ist nicht nur im menschlichen Verdauungstrakt, sondern auch
in Getreidepflanzen vorhanden und dort fiir die Zersetzung von Polysacchariden,
wie Stirke, besonders wiahrend des Pflanzenwachstums verantwortlich.'®” Dabei
fungieren verschiedene Aminosauren, wie Aspartat und Glutamat, als Hauptbin-
dungsstellen zu den Kationen. Es wurden Fluoreszenz-Lebensdauern mit TRLFS
von 380 £ 40 ps und 630 &+ 50 us fiir die Proteinkomplexe Eu(Amy-COO)**
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und Eu(Amy-COO); bestimmt.'%® Dabei wird die Bindung von Europium zu den
funktionelle Carboxyl-Gruppen, wie z.B. die des Aspartats (Abb. 8.3), vermutet.
Die Lebensdauern beider Protein-Komplexe liegen etwas hoher als die im Win-
terroggen gemessenen.

Die Strukturaufklarung zeigt an dieser Stelle die Komplexitat der Bindung des
Lanthanid-Tons in der Pflanze. Hierzu zeigten Moll et al. verschiedene Eu-Komplex-
bildungsreaktionen in unterschiedlichen Zellkompartimenten von Raps (Brassica
napus).®® Sie identifizierten die groBte Eu-Fraktion gebunden an den Zellwéin-
den, was mit den Ergebnissen dieser Arbeit tibereinstimmt. Auflerdem wurden
mit TRLFS nach Moll et al. fiir die unterschiedlichen Zellkompartimente leicht
verschiedene Lebensdauern und Emissionsbandenverhéltnisse gemessen.'®® Dies
ist ein Hinweis auf eine chemische Veranderung des Furopiums innerhalb der
Pflanzenzelle und auf das Vorliegen von einigen, verschiedenen Eu-Spezies. Sehr
wahrscheinlich liegen im Winterroggen mehr Verbindungen des Lanthanid-Ions

vor als anhand der gezeigten Ergebnisse bestimmt wurden.

Mit den Extraktions- und Lumineszenz-Ergebnissen in der Pflanze wurden unter-
schiedliche Eu-Spezies identifiziert. Ein Grund dafiir liegt in den verschiedenen
Messmethoden. Bei der Extraktion befinden sich bevorzugt Verbindungen im Ex-
traktionsmittel in Abhéangigkeit ihrer Loslichkeit. Im hier verwendeten Methanol-
Wasser-Gemisch sind dies hauptséchlich polare und ionische Substanzen. Dabei
entscheiden auch die Parameter der Probenpraparation, wie Extraktionszeit und
die Starke der nachfolgenden Zentrifugation, iiber die enthaltenen Spezies. Schwe-
rere Substanzen, wie Eu-Verbindungen zu Zellwanden oder Proteinen, befinden
sich bei der verwendeten, hohen Umdrehungszahl der Zentrifuge bevorzugt im
Riickstand der Probe und nicht im gemessenen Extrakt. Bei einem Vergleich
der verwendeten Zentrifugationsstirke in der Analyse der zellularen Verteilung
(Kap. 6.1.2) und der Extraktion befindet sich im Extrakt bevorzugt die lésliche
Fraktion. Sorbiertes bzw. gebundenes Europium an Zellwéinden wird zum einen
durch die Komplexbildungskonstante der vorliegenden Verbindung und zum ande-

ren durch das Loslichkeitsprodukt im Extraktionsmittel bestimmt. Wenn entspre-

o)
0
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Abbildung 8.3: Darstellung der Struktur von Asparaginsidure, der Sdure des Aspartats.
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chende Komplexverbindungen keine oder nur eine geringe Loslichkeit im Extrak-
tionsmittel aufweisen, besteht die Moglichkeit, dass diese nicht im Extrakt detek-
tiert werden konnen. Die Lumineszenz-Messungen dagegen nehmen das gesamte
Fluoreszenzspektrum des dreiwertigen Europiums auf und weisen auf Anderungen
in der ersten Koordinationssphare hin. Entsprechend der erhaltenen Ergebnisse
wird davon ausgegangen, dass mehr als eine Spezies in den Aufnahmemechanis-
mus involviert ist. Daraus resultieren mogliche Uberlagerungen der Fluoreszenz
verschiedener, chemischer Eu-Umgebungen und eine Unterschatzung oder Vermi-
schung der vorliegenden Spezies. Gering konzentrierte Eu-Verbindungen oder Spe-
zies, welche die chemische Umgebung des Lanthanid-Tons nicht stark verandern,
werden dadurch moglicherweise nicht detektiert. Daher fithrt erst die kombinier-
te Verwendung beider Analysetechniken und ihrer Vorteile zu einem Gesamtbild
der vorhandenen Spezies. Ein Uberblick iiber die enthaltenen Eu-Verbindungen
im Winterroggen zeigt mindestens sechs beteiligte Spezies. Diese werden sowohl
durch anorganische als auch organische Verbindungen repréasentiert und legen die
Komplexitdt der Aufnahme von Lanthaniden beruhend auf den vielfachen Mog-

lichkeiten des Transports und der Akkumulation innerhalb der Pflanze dar.'?*

8.3 Auswirkungen von organischen Komplexbildnern

8.3.1 Die Aufnahme von Europium

Aus der Analyse von Europium im Néhrmedium und im Winterroggen, versetzt
mit verschiedenen EDTA-Konzentrationen, kénnen wichtige Erkenntnisse iiber
den Pflanzenmetabolismus bzw. die Aufnahme des Elements erhalten werden.
Als Erstes werden die Verdnderungen im Eu-HOAGLAND-Medium, gemessen mit
der TRLFS und ESI-MS, aus Kapitel 6.6 betrachtet. Die ESI-MS-Ergebnisse zei-
gen bei der Nahrlosung ohne Komplexbildner einen verringerten relativen An-
teil der Spezies [Eu]™ sowie der Eu-Hydroxid- und Eu-Nitrat-Verbindungen nach
Pflanzenkontakt. Somit weisen sie auf eine mogliche Aufnahme in die Pflanze oder
eine Umwandlung im Nahrmedium hin. Die Anteile von Eu-Phosphat und -Sulfat
sind nach Pflanzenkontakt etwa doppelt so hoch. Eine mogliche Erklarung dafiir
konnte die Nicht-Aufnahme der Spezies in die Pflanze sein, wodurch die relativen
Intensitdten im Massenspektrum erhoht werden. Eine Aussonderung von Sulfat
und Phosphat ist unwahrscheinlich, da beide Anionen essenzielle Nahrstoffe dar-
stellen. Aulerdem wurden bisher hauptsichlich Metabolite als Pflanzenexsuda-
te identifiziert.'® Mit der massenspektrometrischen Technik wurden zudem nur

positiv geladene Ionen detektiert. Das Entstehen von ungeladenen oder negativ
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geladenen Molekiilen wird bei der Analyse nicht beriicksichtigt.

Die Ergebnisse der Massenspektrometrie und Spektroskopie der 20 uM EDTA-
Losung deuten auf die bevorzugte Aufnahme des Eu?T-Ions und des Komple-
xes [Eu(HoEDTA)]* hin. Mit steigender EDTA-Konzentration nimmt der Eu-
EDTA-Anteil in Losung und gleichzeitig die Eu-Aufnahme in den Winterrog-
gen zu. Demnach kann eine erhohte Elementaufnahme aufgrund des steigen-
den Eu-EDTA-Anteils vermutet werden. Zudem sinken nach Pflanzenkontakt
die Fluoreszenz-Lebensdauern von 383 £+ 29 us auf 127 + 17 ps. Eine erhoh-
te Lebensdauer im Nahrmedium kann nur durch Eu-EDTA-Komplexe entstehen,
weshalb durch diese Messmethode ebenfalls die Aufnahme von Eu-EDTA vermu-
tet wird. Mit ESI-MS wurden die positiv geladenen Komplexe [Eu(HoEDTA)|™,
[Eu(HsEDTA) 4+ HyO]" und [Eu(OH)(H;EDTA) + 3 HoO]" identifiziert. Wei-
tergehend konnen neutrale oder negativ geladene Verbindungen vorliegen, wie
[Eu(HEDTA)] und [Eu(HEDTA),]*", da diese mit Lebensdauern von 284 & 5 us
(pH = 3,6) und 740 ps (pH = 6) nahe am ermittelten Ergebnis liegen.'?%127 Dabei
liegt der pH-Wert der Eu-HOAGLAND-LOsung bei 4,16 und entscheidet iiber die
vorliegende Eu-EDTA-Spezies. Diese Komplexe konnten nicht mit der verwende-
ten ESI-MS analysiert werden, da Messungen im negativen Ionenmodus deutlich
weniger Signalintensitat lieferten als im positiven Messmodus. Aufgrund der Er-
gebnisse beider Messmethoden werden tiberwiegend Verbindungen mit einer 1:1
Stochiometrie (Ew:EDTA) vermutet. Dies wird durch die theoretischen Berech-
nungen aus Kapitel 6.2 bestatigt. Eine Zusammenfassung der berechneten Anteile
der Eu-EDTA-Komplexe in der Eu-HOAGLAND-L6sung ist in Tab. 8.1 dargestellt.
Der groite Anteil ist gegeben durch die 1:1-Komplexe mit 0,37 % und nur wenige
Verbindungen héherer EDTA-St6chiometrie sind vorhanden.

Es wird deutlich, dass iiberwiegend negativ-geladene Komplexe in der thermody-
namischen Datenbank vorhanden sind und das Verhalten von nur einer positiv-
geladenen Verbindung [Eu(H;EDTA)]*™ untersucht wurde. Die massenspektro-
metrischen Ergebnisse der Eu-HOAGLAND-LOsung zeigen die Anwesenheit von
[Eu(H:EDTA)|*, [Eu(H3EDTA) 4+ H2O]* und [Eu(OH)(H3EDTA) + 3 H,O]"
fiir welche bisher keine thermodynamische Charakterisierung durchgefiihrt wurde.
Fiir eine genaue theoretische Vorhersage der vorliegenden Spezies ist die Vollstan-
digkeit der Datenbank notwendig und hebt die Relevanz der Grundlagenforschung

zur thermodynamischen Charakterisierung hervor.

Als Zweites soll der Vergleich der Eu-HOAGLAND-L6sungen mit 200-2000 pM
EDTA vor und nach Pflanzenkontakt betrachtet werden (Kap. 6.6). Die ESI-MS-
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Tabelle 8.1: Theoretische Speziesanteile von Eu-EDTA-Verbindungen in der Eu-HOAGLAND-
Loésung mit [Eu] = 5 mM, [EDTA] = 20 M und pH = 4,16 berechnet mit PHREEQC aus Tab.
A4.1.

Spezies Anteil / %
[Eu(HEDTA)] 0,205

[Euw(EDTA)] 0,161

[Eu(H;EDTA))** 1,10 - 107
[Eu(HEDTA)(EDTA)]* 2,21 - 10710
[Euy(EDTA)5* 3,95 - 10715
[Eu(EDTA),)> 5,38 - 10716

Ergebnisse zeigen bei 200 uM EDTA einen hoheren relativen Speziesanteil von
9,7 fiir [Eu(H,EDTA)]™ und 11 fiir [Eu(H,EDTA) + H,0]™ nach der Inkubation.
In diesem Zusammenhang bedeutet ein Wert iiber Eins einen erhéhten Anteil
nach Pflanzenkontakt. Dies steht zundchst im Widerspruch mit den gemessenen,
sinkenden Fluoreszenz-Lebensdauern in Losung. Eine Eu-EDTA-Anteilserhohung
nach Pflanzenkontakt wiirde einen Anstieg der Lebensdauer bedeuten. Eine Er-
klarung hierfiir ergibt sich durch eine vereinfachte Aufnahme des freien Eu3*t-
lons, durch z.B. passiven Transport in die Pflanze. Die identifizierten Spezies
der ESI-MS-Messungen wurden auf das m/z-Signal der intensivsten Eu-Spezies,
dem Komplex [Eu(OH)y 4+ H,0]", normiert und beschreiben die relative Inten-
sitdt zu dieser Spezies. Nach Berticksichtigung der Artefaktbildung wéhrend des
ESI-Prozesses ist dieser Komplex auf das Eu®*-Ton zuriickzufithren. Durch eine
schnellere Aufnahme des freien Ions in die Pflanze im Vergleich zu den Eu-EDTA-
Spezies erhoht sich das Verhéltnis der zuletzt genannten im Nédhrmedium. Der
Anteil der Eu-EDTA-Komplexe nimmt somit nach der Inkubation rechnerisch
zu, beschreibt jedoch keine absolut héhere Konzentration der Eu-EDTA-Spezies.
Die entscheidende Verédnderung liegt an der verringerten Konzentration des freien
Eu*-Ions.

Die spektroskopischen Ergebnisse bestétigen diese Beobachtung, da die Emissi-
onsspektren der Losungen mit 200 uM und 2000 uM EDTA vor und nach Pflan-
zenkontakt keine Verinderung aufweisen. Die erhéhten “F, / "F;-Emissionsbanden-
verhéltnisse konnen in Losung nur durch enthaltene Eu-EDTA-Spezies hervorge-
rufen werden, da EDTA als Chelatbildner mit dem Eu?*-Ion stabile Komplexver-
bindungen bildet. Die Verhaltnisse liegen sowohl vor als auch nach Pflanzenkon-
takt bei 0,89 (200 uM) und 1,84 (2000 uM), weshalb ein dhnlicher, relativer Spe-
ziesanteil von Eu-EDTA vorher und nachher vermutet werden kann. Dass es sich
um Eu-EDTA-Komplexe handelt, zeigt dabei die Verschiebung der “Fy-Banden
im Emissionsspektrum. Choppin et al. zeigten fir die Bildung von Eu-EDTA-
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Komplexen eine Verschiebung der "Fy-Emissionsbande zu héheren Wellenléingen
um AX = 0,84 nm.'® Dieser ist auch hier bei der Zugabe von EDTA zu erken-
nen und betrigt A\ = 1,01 nm von 0-2000 uM EDTA. Nach Pflanzenkontakt
wird eine Verschiebung der "Fy-Emissionsbande zu niedrigeren Wellenldngen der
0-200 uM EDTA-Lo6sungen beobachtet und weist auf eine Verdnderung der vor-
liegenden Eu-EDTA-Spezies hin. Dieser Effekt kann bei der Aufnahme von Eu-
EDTA-Komplexen in die Pflanze auftreten. Nicht ganz auszuschliefen ist der Ein-
fluss von Pflanzenexsudaten auf die Speziesverteilung von Eu-Verbindungen. Al-
lerdings ist in den erhaltenen Emissionsspektren keine Verinderung der "Fy/7F;-
Bandenverhéaltnisse nach Inkubation zu beobachten.

Zusammenfassend werden sowohl das freie Eu*-Ion als auch Europium gebun-
den an EDTA vom Winterroggen aufgenommen. Dabei ist eine vereinfachte oder
schnellere Aufnahme von Eu’*-Ionen im Vergleich zu den Eu-EDTA-Spezies,
wie [Eu(H,EDTA)|", eine mogliche Erklarung fir die erhohte Signalintensitét
letzterer in den ESI-MS-Spektren bei 200 uM und 2000 uM EDTA in der Eu-
HoAGLAND-Losung.

Die dritte Erkenntnis resultiert aus den Ergebnissen der Speziesaufnahme in die
Pflanze, welche in Kapitel 6.7 beschrieben sind. Im Winterroggen veréndert sich
die chemische Umgebung des Eu?*-Tons durch die EDTA-Zugabe. Das "Fy/7F;-
Verhéltnis in den Emissionsspektren sinkt mit erhéhter EDTA-Konzentration so-
wohl in der Wurzel als auch im Blatt. Die Fluoreszenz-Lebensdauern der zweiten
Eu-Spezies deuten auf die Ausbildung von Verbindungen mit gleicher Anzahl ko-
ordinierter Wassermolekiile hin, da alle Spezies im Mittel ny(H,O) = 1,0 £ 1,9
besitzen. Weitergehend zeigen die ortsaufgelosten Lumineszenz-Mikroskopie-Auf-
nahmen der Pflanze inkubiert mit 2000 uM EDTA aus Kapitel 6.7.2 vergleichbare
Ergebnisse zu der Pflanze, inkubiert mit 20 uM EDTA. Letztere wurde bereits
im vorangegangenen Kapitel diskutiert. Bei Pflanzenkontakt mit 2000 uM EDTA
wurden sechs verschiedene Emissionsspektren im Winterroggen bestimmt, wel-
che auf drei Eu-Spezies zuriickzufithren sind (Abb. 6.18). Die beiden in Orange
dargestellten Emissionsspektren weisen im Cortex groSie Ahnlichkeiten in Wur-
zelspitze sowie in der Wurzel auf und sind mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die
gleiche Eu-Verbindung zuriickzufiihren. Aufgrund der Form der “Fa- und "Fy-
Bande ist eine Bindung mit organischem Phosphat méglich.%123:146 Diese wurde
in der Pflanze mit geringerer EDTA-Konzentration ebenfalls detektiert. Die griin
markierten Spezies werden bis in das Blatt transportiert und weisen Analogien

zu der anorganische Phosphat-Verbindung im Winterrogen mit geringerer EDTA-
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Konzentration auf. Da das “Fy/"F;-Verhéltnis hier um 0,4 grofer ist, kénnte ein
weiterer Ligand am Eu®*-Ion gebunden vorliegen. Anhand dieser Spezies wird
eine chemische Veranderung der Verbindungen auf dem Weg von der Wurzel
bis ins Blatt dargestellt. Die beiden Spezies in Blau, enthalten in Wurzelspit-
ze und Leitungsbahn, sind aufgrund ihrer &hnlichen Erscheinung auf die gleiche
Eu-Verbindung zuriickzufiihren. Diese wurde nicht in der Pflanze mit niedrige-
rer EDTA-Konzentration identifiziert und stellt somit eine neue Eu-Verbindung
dar. Dabei deutet die Signalaufspaltung in der Wurzelspitze auf eine hohe Sym-
metrie oder die Bildung eines Feststoffes hin.” Das "Fy/ "F,-Bandenverhaltnis
ist mit 2,0 geringer als die in der 20 uM EDTA-Pflanze identifizierte Protein-
gebundene Eu-Spezies mit 3,7. Moll et al. untersuchten Eu-Spezies in Raps-Zellen
(Brassica napus) und identifizierten mit TRLFS-Messungen im Cytosol der Zelle
ein geringeres "Fy/"F;-Verhiltnis von 2,3 4 0,02 verglichen mit den restlichen
Zellbestandteilen.'®® Referenzmessungen zeigten Ubereinstimmungen dieses Ver-
hiltnisses mit dem einer Eu-EDTA-Verbindung ("Fo/"F; ~ 2,3). Dabei wurden
zwei Eu-Spezies mit Fluoreszenz-Lebensdauern von 144 + 4 ps und 424 + 26 us
identifiziert. Werden diese Ergebnisse mit denen des hier untersuchten Winterrog-
gens verglichen, ist das Vorliegen eines Eu-EDTA-Komplexes in der Winterrog-
genwurzel eine Moglichkeit. Dies spiegelt sich auch in den Emissionsspektren der
Pflanze wieder und erklart die sinkende Komplexierung mit steigender EDTA-
Konzentration. Das "Fy/"F;-Bandenverhéltnis bei Eu-EDTA liegt mit etwa 2,0
deutlich unter denen der Komplexierung mit organischem Phosphat (3,4) oder
Proteinen (3,7). Eine Verbindung mit Zellbestandteilen erhoht demnach das Ver-
héaltnis und deutet auf einen frei vorliegenden Eu-EDTA-Komplex in der Pflanze
hin. Mogliche Areale sind dabei das bereits erwahnte Cytosol im Zellinneren oder
das Xylem, dessen negativ geladene Oberflache keine Bindung mit einem womog-
lich gleich geladenen Eu-EDTA-Komplex eingeht. In diesem Zusammenhang wi-
ren der bereits zuvor identifizierte [Eu(H,EDTA)]"-Komplex oder Verbindungen,
wie [Eu(HEDTA)] und [Eu(HEDTA),]* aus den TRLFS-Ergebnissen, potentielle

Bindungspartner.

Die beschriebenen Untersuchungsergebnisse und Interpretationen machen die Not-
wendigkeit der Speziesanalyse von Lanthaniden und Actiniden deutlich. Die Zuga-
be von Komplexbildnern kann sowohl die Spezies in der Nahrlosung, die Aufnah-
memechanismen, und nachfolgend die Spezies innerhalb der Pflanze verandern.
Damit einher geht auch ein potentiell erhohtes Gefahrdungspotential fiir den Men-

schen nach Inkorporation. Das Auftreten von hohen EDTA-Konzentrationen im
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Néahrmedium fiihrt zu einer erhéhten Eu-Aufnahme in den Winterroggen. In den
Umweltkompartimenten Boden und Wasser ist das anthropogene EDTA mittler-
weile ubiquitar vorhanden. Wird dieses Ergebnis auf Americium oder das radio-
aktive Europium tbertragen, wiirde nach Ingestion kontaminierter Pflanzen die
Inkorporationsdosis ansteigen. Allerdings wird Untersuchungen zufolge bei einem
Lanthanid- oder Actinid-Komplex mit EDTA im menschlichen Korper die Auf-
enthaltszeit minimiert, weshalb Zn-EDTA auch zur Entgiftung nach potentieller
Am-Inkorporation verwendet wird.!®! Der gebildete Chelatkomplex ist so stabil,
dass Americium und Europium kaum mit Bestandteilen des Organismus reagie-
ren und schneller ausgeschieden werden. Weitere Analysen iiber den Anteil von
Am- oder Eu-EDTA-Spezies in der Pflanze konnten Aufschluss tiber das sich erge-
bende Gefdhrdungspotential ergeben. Interessant wére auflerdem die Betrachtung
weiterer Liganden, die die Aufenthaltszeit im menschlichen Korper erhéhen, wie
z.B. Nitrate oder Oxide.'®? Bei diesen wire eine erhohte Gefihrdung durch die

Bildung toxischer Verbindungen moglich.

8.3.2 Die score-Qualitat der Speziesbestimmung mit MARI

Die ESI-MS ist mit einer Orbitrap™ als Massenanalysator ausgestattet, wodurch
eine hohe Massenauflosung erreicht wird. Die Messungen fiir diese Arbeit wur-
den mit einer Auflésung von m/Am = 120.000 durchgefithrt, wodurch einzelne
Spezies genau identifiziert werden konnten. Vor der Diskussion der erhaltenen
Ergebnisse der Speziesanalyse von Europium und Amweicium in HOAGLAND-
Losungen mit verschiedenen Komplexbildnern, sollten die Grenzen der verwende-
ten Auswertesoftware MARI kurz erlautert werden. Die Untersuchungen erfolgten
aus Strahlenschutzgriinden an HOAGLAND-L6sungen mit Konzentrationen von je-
weils 500 nM Americium und Europium. Die geringen Element-Gehalte kénnen zu
Fehlinterpretationen der Spezies fithren. Um dies auszuschlieBen, wurde ein score
fiir die Ubereinstimmung der Spezies erstellt. Dabei entspricht ein Wert von 1,0
einer 100 %igen Zustimmung von der theoretisch bestimmten Strukturformel mit
dem definierten m/z-Signal im MS-Spektrum.!? Das untere Limit wurde fiir die
Identifikation in dieser Arbeit auf 0,75 gesetzt. Abb. 8.4 (a) zeigt ein Beispiel von
[Am(H3EDTA) + HoO]?" mit einem score von 0,75 un (b) von [Eu(H,EDTA)]**
mit einem score von 0,85 der jeweiligen HOAGLAND-LOsungen. Dabei ist eine
leichte Verschiebung zu hoheren m/z-Signalen bei einem geringeren score zu er-
kennen, welche jedoch nicht systematisch in den Ergebnissen auftaucht. Generell
entspricht der Mittelwert der scores von identifizierten Am-Verbindungen in allen
ESI-MS-Spektren 0,86 4+ 0,013, wahrend dieser fiir Eu-Spezies bei 0,89 4+ 0,019
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Abbildung 8.4: Beispiel der Auswertung zur Identifikation der Spezies in der Eu-HOAGLAND-
Losung (a) und Am-HOAGLAND-Losung (b) mit der Software MARI. Der score beschreibt die
Ubereinstimmung des gemessenen und theoretisch berechneten ESI-MS-Spektrums von Eu- und
Am-Spezies in Losung.

liegt. Die ermittelten Werte weisen auf eine hohe Qualitidt der Auswertung und
eine gute Ubereinstimmungen der theoretischen Strukturformeln hin. Gleichzeitig
ist die Qualitat der Am-Auswertung etwas geringer als die der Eu-Verbindungen.
Ein potentieller Grund sind die gewahlten Massen der Am-Isotope, entnommen
aus dem Modul pyteomics der verwendeten Programmiersprache Python.!19:163
Diese sind definiert als 241,0568291 u sowie 243,0613811 u und liegen im Bereich
der Unsicherheiten, gegeben von der International Atomic Energ Agency (IAEA)
mit 241,0568273(12) u und 243,0613799(15) u.'** Wegen der verwendeten Mas-
sen kann es zu geringen Abweichungen der realen Massen bei der Berechnung
von Am-Spezies kommen. Eine weitere Moglichkeit fiir die geringeren Am-scores
sind kleinere Abweichungen der in das Programm eingetragenen Isotopenverhélt-
nisse von **'Am zu ?**Am. Fiir diese Arbeit wurde ein Isotopenverhéltnis von
4:6 (> Am:?*3Am) gewihlt, um die Am-Spezies fiir die Identifikation ausreichend
vom Untergrund im MS-Spektrum abzuheben. Gleichzeitig wird die Aktivitat in
Losung minimiert, da die spezifische Aktivitat von 2! Am grofler ist als die von
243 Am. Das in Losung vorliegende Verhiltnis wurden mit ICP-MS-Messungen be-

stimmt und die Ergebnisse fiir die Auswertesoftware verwendet. Unsicherheiten
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der massenspektrometrischen Messsysteme konnen folglich auch zu Abweichun-

gen der scores fithren.

8.3.3 Americiumspezies im Nahrmedium

Die Ergebnisse der ESI-MS-Analyse von Am- und Eu-Spezies im HOAGLAND-
Néhrmedium nach Zugabe der organischen Komplexbildner EDTA, Malonat,
Citrat und Oxalat wurden in Kapitel 7.3 dargestellt. Die Messungen wurden
aufgrund der spezifischen Geréteeigenschaften und der positiv geladenen Metall-
Ionen im positiven Ionenmodus durchgefiihrt. In Tab. 8.2 ist eine Ubersicht der in
den thermodynamischen Datenbanken Thermochimie und JESS enthaltenen, po-
sitiv geladenen und organischen Am- sowie Eu-Spezies und der Vergleich mit den
experimentell identifizierten Komplexen dargestellt. Die vollstandige Tabelle der
verwendeten Komplexbildungskonstanten ist dem Anhang zu entnehmen (Tab.
A.8.2). Die Am- und Eu-Oxalat-Verbindungen wurden im ESI-MS-Spektrum
nicht detektiert und sind somit nicht aufgelistet.

Der Vergleich der identifizierten Verbindungen weist einige Unterschiede in Hin-
sicht auf die Summenformel und Anzahl der Spezies auf. Die in dem ESI-Prozess
auftretende Artefaktbildung und der Entstehungsprozess des ESI-Sprays kann zu
Ligandenmischungen fithren, welche in Komplexen wie
[Am(NO,)(H;Cit) + 3 HyO]" oder [Eu(NO3)(H-Malo) + 2 HoO]" zu erkennen

Tabelle 8.2: Vergleich von thermodynamisch charakterisierten (TDB) und experimentell be-
stimmten, positiv geladenen Eu- und Am-Spezies in Losung mit den organischen Komplexbild-
nern EDTA, Malonat und Citrat gemessen mit ESI-MS und ausgewertet mit dem Programm
MARIL

Positiv geladene  Komplexbildungs- | Exp. bestimmte Spezies
Spezies der TDB  konstante (log /)

Am(H3;EDTA) + H,0]**
Am(H3EDTA)(NO3)]*
Am(H,EDTA)]*
Eu(H,EDTA)|*
(NOQ)(HgCIt) + 3 HQO]+
(H3Cit) + 2 HyO**
Eu(H,Cit) + H,0]"
Eu(HsCit) 4+ Hy0]**
Eu(

Eu(H;EDTA)*  3,20016°
Am(H,Cit) " 6,500760

= =
B B

m(H-Malo) + 2 HyO**
m(H-Malo) + HyO)**
NO3)(H-Malo) + 2 H20]*

Eu(Malo)* 5,430167 (
Eu(NOy)(H-Malo) + H20]*
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sind. Dabei handelt es sich sehr wahrscheinlich nicht um ternédre Spezies, son-
dern um eine Ladungskompensation durch Anlagerung von Nitrat oder Nitrit.
Zusétzlich ist die Anlagerung von Wassermolekiilen bei der Speziesanalyse mit
der ESI-Orbitrap™ moglich, welche unter realen Bedingungen in Loésung in ver-
schiedenen Koordinationssphéren des Metall-Ions vorliegen kénnen. Durch die
Ergebnisse der ESI-MS ergeben sich konkrete Verbindungen von Europium und
Americium in den HOAGLAND-L6sungen mit organischen Liganden.

Weitergehend wird deutlich, dass die Verbindungen aus den thermodynamischen
Datenbanken wenig positive Spezies aufweisen. Trotz des meist geringen relati-
ven Anteils der organischen Spezies in Losung ist die Betrachtung relevant, da
diese das chemische Verhalten des Metall-Ions beeinflussen. Der in dieser Arbeit
bestimmte relative Anteil bezieht sich dabei auf die Analyse mittels ESI-MS und
kann Hinweise auf die Realitédt liefern, sie aber nicht exakt widerspiegeln (Tab.
7.2). Fiir Malonat wurden bisher keine Am-Verbindungen untersucht und cha-
rakterisiert, weshalb der Vergleich mit bereits bestétigten experimentellen Daten
fehlt. Die Speziesanalyse zeigt die Notwendigkeit der Grundlagenforschung zur
thermodynamischen Charakterisierung, um reale vorliegende Umgebungen, wie

Boden oder Gewésser detailliert zu charakterisieren.

8.3.4 Schlussfolgerung fir die Aufnahme von Americium und die Ge-
fahrdungsbeurteilung des Menschen

Der Vergleich der Aufnahme beider Elemente aus dem fliissigen Nédhrmedium
in den Winterroggen weist im Rahmen der Unsicherheiten keine signifikanten
Unterscheide auf. Die dargestellten Ergebnisse nach Zugabe unterschiedlicher or-
ganischer Liganden zur HOAGLAND-LOsung zeigt die Komplexitit der Pflanzen-
aufnahme. Dabei dienen die Erkenntnisse zur ersten Abschiatzung des Element-
verhaltens und sind im realen System Boden weitaus komplexer. Die Aufnahme
und das Vorliegen von organischen Verbindungen in der Pflanze kann nach Inges-
tion in den menschlichen Kérper Auswirkungen auf die Toxizitat besitzen, welche
nachfolgend hypothetisch diskutiert werden.

Das anthropogene EDTA ist mittlerweile ubiquitar in der Umwelt vorhanden, da
es in vielen Bereichen der Industrie verwendet wird. Besonders die Verwendung
der Saure als Detergens in Reinigungs- und Waschmitteln tragt zur Umweltbelas-
tung bei.’® Somit kann EDTA im Boden potentiell mit vorkommenden Lanthanid-
und Acitinid-Ionen stabile Komplexe bilden. Es wurden EDTA-Konzentrationen
von 1120 pg/L in englischen Fliissen und 29,2 pg/L in Oberflachengewéssern der
Niederlande detektiert.’® Uber das Umweltverhalten von EDTA im Boden ist
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bisher wenig bekannt. Da der Komplexbildner auch in der Agrarindustrie weit
verbreitet ist, sollten mogliche Auswirkungen nicht aufler Acht gelassen werden.
Bloem et al. analysierten die Mobilitat der Sédure im Feldversuch unter Verwen-
dung des Bodentyps Cambisol.'®® Die Forscher bestétigten die hohe Mobilitét von
EDTA, da dieses bereits nach drei Monaten in den 30 cm tiefen Bodenschichten
detektiert wurde. Nach etwa einem Jahr befanden sich 0,6 % des aufgetrage-
nen Komplexbildners (1050 kg/ha) in der Bodenschicht in 90 cm Tiefe. Weitere
Untersuchungen ergaben eine héhere Akkumulation von Schwermetallen und Ra-
dionukliden in Pflanzen in Verbindung mit EDTA.4%5%57 In dieser Arbeit wurde
fiir Europium eine erhohte Akkumulation in den Winterroggen durch EDTA-
Zugabe bestétigt und der Komplex [Eu(H;EDTA)]*" als mogliche Verbindung in
der Pflanze identifiziert. Die Auswirkungen von EDTA koénnte in Anbetracht der
Speziesverteilung in Losung fiir Americium noch starker ausfallen, da aufgrund
der groBeren Komplexbildungskonstanten héhere Am-EDTA-Anteile zu erwarten
sind. Vyas und Mistry untersuchten die Aufnahme von *Pu und ?*! Am in roten
Kidney-Bohnen unter Anwesenheit der Chelatbildner EDTA und DTPA (Diethy-
lentriaminpentaessigsaure) und zeigten eine Erhohung der Konzentration beider
Elemente in der Pflanze.'®® Fiir den Winterroggen als Nahrungsmittel wére ein
solcher Effekt von groflem Nachteil, da es eine hohere Akkumulation der Radio-
nuklide in der Pflanze und nach Ingestion im Menschen zur Folge hétte. Hingegen
wiirde ein vergleichbarer Effekt fiir die Phytoremediation, genauer der Phytoex-
traktion, von Vorteil sein. Diese beschreibt die Entfernung von unerwiinschten
Metallen aus dem Boden durch Pflanzenakkumulation. Die Pflanzen der soge-
nannten Hyperakkumulatoren werden haufig fiir diesen Zweck eingesetzt.'™ Eine
erhohte Aufnahme hat den Vorteil einer schnellere Reinigung des Bodens und
einem geringeren Aufwand der Aussaat. Die Zugabe von EDTA wahrend des
Pflanzenwachstums bietet demnach ein sehr effektives Mittel fiir die Phytoex-

traktion von Europium und Americium.

Verglichen mit Europium weist Americiumcitrat, ahnlich wie bei EDTA eine er-
hohte Bildung im Nahrmedium auf. Dies wurde anhand der hoheren Komplexbil-
dungskonstanten vermutet und mit ESI-MS-Messungen bestatigt. Dabei ergaben
sich Speziesanteile von [Am(H3Cit) + 2 HyOJ*" mit 9,0 % und drei Eu-Citrat-
Komplexe mit insgesamt 1,6 %. Fiir die Aufnahme in die Pflanze werden keine
negativen Auswirkungen vermutet. Zum einen wurde bei Europium keine stei-
gende Element-Akkumulation mit erhéhter Citrat-Konzentration festgestellt und

zum anderen wirkt Citrat als Exsudat komplexierend, wodurch das Metall-Ionen
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maskiert in Losung oder im Boden vorliegt. So reagiert es kaum mit Pflanzenbe-
standteilen oder essenziellen Metaboliten.%1:2

In dieser Arbeit wird Eu-Citrat anhand von Extraktionsexperimenten in der
Wurzel vermutet. Eine Komplexierung von Americium mit Citrat wére dem-
nach ebenfalls moglich. In Bezug auf die Inkorporation von Am-Citrat in den
menschlichen Organismus ist durch die Bildung dieser Spezies keine Anderung
zu erwarten, da nach der International Comission on Radiological Protection
(ICRP) alle Am-Verbindungen den gleichen Absorptionsfaktor f4 von 5 - 1074

171 Dijeser beschreibt die Aufnahme des Elements von dem Verdau-

aufweisen.
ungstrakt in den Blutkreislauf. Weitergehend wurde die Bildung von Eu-Citrat in
menschlichen Flissigkeiten von Heller et al. untersucht. Dabei wurde im Urin eine
pH-Abhéngigkeit festgestellt und Eu-Citrat als dominierende Spezies im saurem
Bereich identifiziert.!>173 Demnach kann auch die Bildung von Citrat-Komplexen

im menschlichen Organismus stattfinden und die toxische Wirkung beeinflussen.

Am-Malonat bildet sich, wie Eu-Malonat, bei den vorgestellten ESI-MS-Ergeb-
nisse im HOAGLAND-Medium ab einer hoheren Konzentration des organischen
Komplexbildners (200 uM). Die gebildeten Komplexe ergaben einen vergleichba-
ren Speziesanteil von insgesamt 1,1 % fiir Americium und 1,2 % fiir Europium. Da
bisher keine Komplexbildungskonstanten von Americium mit Malonat existieren,
kann an dieser Stelle kein Vergleich mit Europium erfolgen. Die experimentellen
Daten weisen auf eine dhnliche Komplexbildung hin. Die Pflanzenexperimente
zeigten keine Auswirkung von Malonat auf die Eu-Aufnahme im Winterroggen.
Aufgrund der &hnlichen chemischen Eigenschaften der Am- und Eu-lonen wird
ein ahnliches Ergebnis fiir Americium vermutet. Die hier gezeigten Forschungser-
gebnisse geben daher erstmals Hinweise auf das Verhalten des Am-Malonats.

Parker et al. konnten anhand von identifiziertem Cu-Malonat eine verringerte
Toxizitat des Metall-Ions in Weizen ( Triticum aestivum L.) nachweisen, welche
nicht den Berechnungen des free ion activity model (FIAM) entspricht.!™ Dem-
zufolge konnte Malonat generell die toxische Wirkung von Metall-Ionen herab-
setzen. Dies wurde allerdings nicht fiir dreiwertige Kationen untersucht. Fiir die
Anwesenheit von Aluminium als Stressfaktor wurde in Hortensien (Hydrangea
macrophylla) eine erhohte Malonat-Konzentration in der Pflanze und die Bil-
dung eines Al-Malonat-Komplexes festgestellt.!™ Ein Einfluss von Malonat auf
den Al-Transport innerhalb der Pflanze wird vermutet, jedoch konnte der genaue
Mechanismus bisher nicht geklart werden. Da in dieser Arbeit keine Auswirkun-

gen durch Malonat auf die Eu-Aufnahme festgestellt wurde, wird kein Einfluss
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auf die Toxizitdt aufgrund der Bildung von Malonat-Komplexen erwartet.

Die Komplexbildungskonstanten fiir Am- und Eu-Oxalat weisen nahezu die glei-
chen Wert auf, konnten allerdings nicht experimentell in der HOAGLAND-L6sung
detektiert werden. Die Eu-Akkumulation nach Zugabe von Oxalat verbessert den
Transport in die Blatter, was auf die Bildung einer mobileren Spezies hindeu-
tet. Die vorangegangenen Liganden zeigen ein vergleichbares Verhalten fiir die
Mobilitdt in Pflanzen und in menschlichen Fliissigkeiten. Demzufolge wiirde eine
mobilere Spezies zu einer verbesserten Ausscheidung toxischer Metalle fithren.
Im Gegensatz zu den bereits genannten Liganden ist Oxalat dafiir bekannt auch
schwer 16sliche Verbindungen mit Metall-Ionen zu bilden. Dies gilt auch fiir Ame-
ricium und hingt von dem pH-Wert in Losung ab.!”® Nach Inkorporation wire
die Bildung schwerlosliche Salze im Korper bei hoheren Ligand-Konzentrationen
moglich. Ca-Oxalat ist Hauptbestandteil von Nierensteinen, weshalb das Ausfal-
len mit Radionukliden eine Deposition in den Nieren und somit eine erhohte Ra-
diotoxizitit zur Folge hétte.!”” Die Bildung von Nierensteinen hingt allerdings
von weiteren Faktoren, wie der Ubersittigung im Urin und dem Urinvolumen
ab.178

Vergleichsexperimente der Am-Aufnahme in Pflanzen mit anwesendem Oxalat
in der Literatur sind sehr rar. Price zeigte 1973 eine Verringerung der *'Am-
Aufnahme um eine Gréfenordnung in Dach-Trespe (Bromus tectorum), eine Art
der StiBgraser wie dem Winterroggen. Dabei wurde die gesamte Pflanze nach zwei
Monaten Inkubationszeit im Boden geerntet.!™ Wird die hier ermittelte, aufge-
nommene Menge des verwendeten Europium verglichen, zeigt sich ohne Oxalat
ein Eu-Gehalt von 35,7 + 12,2 mg/g (Trockengewicht) in der gesamten Pflan-
ze und nach Zugabe des organischen Liganden von 26,4 + 11,4 mg/g. Demnach
sinkt der Eu-Gehalt tendenziell in der Pflanze. Da die biologischen Proben eine
hohere Standardabweichung aufweisen, liegen jedoch beide Ergebnisse im Bereich

der Unsicherheiten und sind nicht signifikant verschieden.

Erstmals konnte Eu-Malat im Ndhrmedium nach Pflanzenkontakt identifiziert
werden. Fiir diese Verbindung wurden Bildungskonstanten von Taube et al. mit
3,7+ 0,2 bzw. 5,7 £ 0,6 fir den 1:1 bzw. 1:2-Komplex mit TRLFS und PARAFAC
bestimmt. '3 Fiir Am-Malat ergeben sich laut der Forscher aus UV /Vis-Messungen
Konstanten von 4,7 £ 0,7 (1:1) und 7 £+ 2 (1:2). Diese liegen etwas hoher als fur
das Lanthanid-Ion und weisen auf eine vergleichsweise haufigere Bildung von Am-

Malat-Komplexen hin. Als Pflanzenexsudat konnte es das Am3*-Ion effektiv in
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Losung oder im Boden binden und die Bioverfiigbarkeit beeinflussen. Dabei sind
der pH-Wert und die Redoxbedingungen entscheidend, da bei niedrigem pH und

unter Sauerstoffzufuhr bevorzugt die freien, mobileren Ionen vorliegen.

Die im Winterroggen identifizierten Verbindungen kénnen die Toxizitéit fiir den
menschlichen Organismus nach Inkorporation beeinflussen. Potentielle organische
oder anorganische Eu-Phosphat-Spezies weisen auf die Komplexierung von unter
anderem DNA/RNA oder auch den Energielieferanten ATP/ADP hin und sind
wichtige Bestandteile des Pflanzenmetabolismus. In der Natur kommt es tiberwie-
gend als Orthophosphat durch die Zersetzung von Gestein und Mineralen vor und
kann die Lanthanide und Actinide stark binden.'®® Die Aufnahme von schwerlés-
lichem Eu- oder Am-Phosphat zeigt nach Sachs et al. eine erhohte Zellaufnahme
und Toxizitat in Saugetierzellen untersucht in-vitro in einem fliissigen, Serum-
Protein-freien Medium.'®® Mit einer 10-fach héheren Citrat-Konzentration wird
neben anorganischen und schwerléslichen EuPO, der Komplex [Eu(HCit)s]*~ ge-
bildet und kann so die Zellaufnahme von Furopium etwas verringern. Unter Be-
riicksichtigung der Resorptionsfaktoren von Americium im menschlichen Korper
ist keine Auswirkung der Speziesumwandlung zu erwarten.

Die vermutete Eu-Protein-Spezies im Winterroggen kénnte zu einer verminder-
ten Toxizitat fithren, da eine starke Komplexierung im Blut mit Serum-Proteinen
zu einer schnelleren Ausscheidung des Elements fiihrt.'®® Somit gelangt nur ei-
ne geringere Menge in die empfindlichen Organe und die toxische Wirkung wird

minimiert.**

Auf eine Abschiatzung der Inkorporationsdosis wurde an dieser Stelle verzich-
tet. Die Aufnahme von Radionukliden aus dem System Boden féllt im Vergleich
zu dieser aus einem fliissigen Nahrmedium deutlich geringer aus und hangt von
der Menge der bioverfiigharen Fraktion ab.1%!®¥! Eine mogliche Folgedosis wiirde
somit tiberschatzt werden.

Des Weiteren wurden hohe Konzentrationen fiir die Analysetechniken benétigt,
welche die Ubertragbarkeit auf reale Umweltszenarien erschwert. Da die aufge-
nommenen Eu- und Am-Mengen in der Pflanze bei 100 nM vergleichbar skalieren,
wird ein ahnliches Verhalten bei geringeren Konzentrationen angenommen. Die
Entstehung von Eu- und Am-Komplexen héngt mafigeblich von der Konzentra-
tion der vorliegenden Liganden, dem pH-Wert und den Redox-Bedingungen im
Boden ab.
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Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte die Komplexitét der Aufnahme dreiwer-
tiger Lanthanide und Actinide deutlich gemacht werden. Die vorliegenden Verbin-
dungen in Losung bzw. im System Boden beeinflussen die Aufnahme in Pflanzen
und die Spezies im biologischen System. Es wurden mindestens drei verschiede-
ne Eu-Verbindungen mit moglichen anorganischen und organischen Phosphat-
Liganden sowie Proteinen im Winterroggen identifiziert. Dabei wird von einer
verdnderten Bioverfligbarkeit dieser Verbindungen nach einer potentiellen Inkor-
poration der Pflanzen ausgegangen. Die Vergleiche von Europium und Americium
zeigen grofie Ahnlichkeiten in der Akkumulation im Winterroggen und in der Spe-
ziation im fliissigen Ndhrmedium der Pflanze, wodurch erste Hinweise auf die Ra-
dionuklidaufnahme gewonnen wurden. Es ist deutlich geworden, dass die Spezie-
sanalyse grofle Relevanz fiir die Risikobewertung von Radionuklid-Inkorporation
besitzt und der Einfluss von organischen Liganden auf die Bioverfiigbarkeit nicht

unterschétzt werden sollte.



9 Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein Uberblick iiber die Bildung, die Bioverfiigbarkeit und
die Transporteigenschaften von Eu und Am mit organischen Liganden gegeben.
Diese erstmalige Betrachtung der Speziesverteilung im Winterroggen soll als Aus-
gangspunkt fiir weitere Untersuchungen dienen. Aufgrund der hohen benétigten
Konzentrationen konnten nicht alle verwendeten analytischen Techniken vom Eu
auf Am iibertragen werden. Ein weiteres Homolog, das Cm, wére eine Moglich-
keit fiir die Uberpriifung der Ergebnisse mit TRLFS. Es weist gute Nachweis-
grenzen auf und wurde bereits mehrfach als Am-Homolog eingesetzt.**'7 Auch
die Lumineszenz-Mikroskopie kann fiir die Analyse dieses Elements und dessen
Speziesverteilung in der Pflanze angewendet werden. Durch das Verwenden ei-
nes Raman-Mikroskops sind bisher nur eingeschrankte Moglichkeiten der Analyse
vorhanden, wie die Anregungswellenlange oder die Aufnahme der Emissionsspek-
tren. Eine Weiterentwicklung dieser Technik wiirde die gleichzeitige Messung von
Lebensdauern oder sogar Direktanregung ermoglichen. Hierzu wére ein durch-
stimmbarer, gepulster Laser fiir die Anregung verschiedener Elemente und die
Detektion der Fluoreszenzspektren, wie bei der TRLFS, notwendig.

Die zellulére Verteilung von Eu im Winterroggen kann durch weitere Extraktions-
methoden, wie eine sequentielle Extraktion von Proteinen oder anderen Zellbe-
standteilen verfeinert werden. Mit einer nachfolgenden Analyse der Verbindungen
konnte die Protein-gebundene Spezies nédher bestimmt werden. Ein Verfahren
nach Zotina et al. oder Li et al. wiren denkbar.%18? Letztere untersuchten die
chemische Form von Cd?" durch eine sequentielle Extraktion in Myriophyllum
aquaticum. Ein solches Vorgehen miisste fiir dreiwertige Metall-Ionen angepasst
und eine Speziesverinderung durch die Extraktion ausgeschlossen werden. Ei-
ne spezifische Extraktion potentiell vorliegender Verbindungen stellt eine weitere
Option dar.

SIMS und rL-SNMS-Messungen konnen durch die Erstellung und Anwendung
von Standard-Referenzmaterialien Aufschluss iiber die vorliegende Konzentrati-
on in den Pflanzenschnitten liefern. In dieser Arbeit wurden erste Abschatzung
anhand von relativen Signalstarken durchgefiihrt. Fiir biologische Matrizes sind
solche Materialien bisher nicht erhéltlich und aufgrund ihrer Komplexitat schwer
homogen herzustellen®!.

Weitere Methoden sind EXAFS (extended X-ray absorption fine structure) und

XANES (near-edge xz-ray absorption fine structure) mit welchen die direkten ato-



Kapitel 9. Ausblick 106

maren Nachbarn in Verbindungen untersucht werden konnen. Dabei ergeben sich
das benachbarte Element, dessen Anzahl, der Bindungsabstand und die Elek-
tronenstruktur des Zentralatoms. Die Analysetechniken werden vermehrt fiir die
Strukturaufklarung von Komplexen verwendet und kénnen detaillierte Informa-
tionen iiber den Bindungszustand ermoglichen. Ein Nachteil ist dabei, dass die
spektroskopische Methode Ergebnisse, gemittelt iiber alle vorhanden Spezies, er-
gibt und eine direkte Bestimmung der Verbindung erschwert.!83:184

Fir die Analyse von Am-Verbindungen wird haufig die UV /Vis-Spektroskopie
angewandt, da die Absorption verschiedener Spezies Verschiebungen im Spek-
trum erzeugen. Durch Messungen von definierten Referenzlosungen konnen somit
Verbindungen identifiziert werden.'3%1% Da fiir diese Analysetechniken ebenfalls
vergleichsweise hohe Konzentrationen und somit Aktivitdten benétigt werden,
missen entsprechende Untersuchungen in einem Kontrollbereich stattfinden.
Speziesanalysen in Bezug auf die Radionuklid-Aufnahme in Pflanzen sind sehr rar.
Die hier gezeigten Untersuchungen der Auswirkung von Komplexbildnern weist
auf Unterschiede in den aufgenommenen Spezies hin und sollte fiir eine geeignete
Risikoabschétzung weiter untersucht werden. Dabei beziehen sich die Analysen
ausschlieBlich auf die Biosphdre. Im Hinblick auf eine zukiinftige Endlagerung
von radioaktivem Abfall in einem geologischen Tiefenlager kénnen weitere Infor-
mationen tiber die Bildung von Komplexverbindungen im Kompartiment Boden
hilfreich sein. Besonders Untersuchungen zu thermodynamischen Konstanten sind
dabei hervorzuheben. Es muss ausgeschlossen werden, dass bei einem potentiellen
Austreten von Radionukliden in die Umwelt Verbindungen einstehen, welche im
Boden mobiler und fiir Nutzpflanzen bioverfiigbar vorliegen. Oxalat wird in der
Wiederaufarbeitung von Brennstidben verwendet und kann in hohen Konzentra-
tionen im hochradioaktiven Abfall vorliegen. Das Verhalten von Oxalat-Spezies
im Boden kann nach dem hypothetischen Szeniario eines Radionuklid-Austritts
durchaus relevant sein.!®¢ Des Weiteren sind Informationen iiber den Einfluss von
Komplexbildnern auf die Aufnahme in Pflanzen fir die bereits genannte Phyto-

remediation von grofler Bedeutung.
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A Anhang

A.1 Chemikalienliste

Eu(NOj3); - 5Hy,0O:  Sigma Aldrich,
trace metal basis, 99,9 %

24 Am: Eckert & Ziegler Nuclitec GmbH,
AmN03 in 1M HN03

243 Am:; Eckert & Ziegler Nuclitec GmbH,
AmCl; in 1M HCI, > 99 %

(NH,),C504 - HyO:  Merck KGaA, for analysis

Na,EDTA: VWR Chemicals, AnalaR NORMAPUR
C3H,Oy: Alfa Aesar, Reagent Grade, 99,5+ %
NazCgH504: Merck KGaA, EMPROVE®exp

HNOs;: Merck KGaA, p.a.

CH;0H: VWR Chemicals, HPLC Grade
TRIS-HCL: amresco, proteomics grade

Saccharose: Sigma Aldrich, puriss.

Dithioerytrhitol: Sigma Aldrich/, > 99,0 %

Glycerin: VWR, AnalaR Normapur, bidest. 99,5 %

Hoagland-Medium

KNOs: Merck KGaA, p.a.
Ca(NO3)y - 4H,0:  Merck KGaA, p.a.
MgSO, - 7H,0: Merck KGaA, p.a.

NH,H,PO,: Sigma Aldrich, ACS reagent > 98 %
H;BO;: Fluka, p.a., > 99,0 %

FeSO, - 7H,0: Fluka, p.a., > 99,0 %

Na,EDTA: VWR Chemicals, AnalaR NORMAPUR
MnCl, - 4 H,0: Fluka, p.a., > 99,0 %

/nS0O, - 7H,0: Sigma Aldrich, Bioreagenz

HyMoO,: Alfa Aesar, min. 85 %

CuSO, - 5H,0: Sigma Aldrick, > 98 %
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A.2 Experimentelle Daten und Parameter

SPECIATION
jobTitle "Speciation ws pH using 'species' plot type"
calculationType species
calculationMathod 1
database ThermoChimie_PhreeqC_SIT_electron_wl8a_JESS.dat
mainSpecies "Eu™ # species vs pH for Eu
xmin 3.8 # pH min
Hmax 3.8 # pH max
resolution 168 # number of points per curve
numericTags <pC02> = "-3.5" & ¥ used below
«p02> = "-8.7"
PLOT
plotTitle "Eu speciation vs pH <br>(PHREEQC_Thermochimie_EUEDTA_JESS.dat)"
pxmin 3.8 # plot limits
pxmajor 1.8 # major ticks and numbering
pxminor 8.2 # minor ticks
pymax 188

uselineColorDictionary 1 # force to take colours from dictionary
labelSize 1.5 # curve labels inside plot
minimumyWalueForPlotting e.2 # omit any curve with max(concn)<1%

CHEMISTRY
include 'speciesvsph.inc’ # PHREEQC code to generate species-conc pairs
PHASES
Fix_H+
H+ = H+
log_k @.8
SELECTED_QUTPUT
-high_precision true
-reset false
SOLUTION 1 # first simulation - initial solution
pH 2.5
pe 7.56
temp 28
units mol/kgw
Eu SE-3
K 1.8839E-83
N(+5)  1.1588E-83
Ca 8.2998E-83
Mg 8.1938E-83
S 8.2E-83
M(-3) 8.8571E-83
C1 8.4572E-86
P 8.822E-83
Edta 28E-86
B 4.626E-86
MR 8.915E-88
Zn 8.8765E-86
Cu 8.832E-86
Na 8.483E-86
Mo 8.856E-86

-water 1 # kg
coz(g) -3.5
END

USE SOLUTICN 1
EQUILIEBRIUM_PHASES
02(g) <«p02>
Fix_H+ -«x_axis> MNaOH
-force_equality true
C02(g) «<pCO2>
END

Abbildung A.2.1: Beispieldatei fiir die Berechnung der theoretischen Speziesverteilung in
einer Eu-HOAGLAND-Lésung ([EDTA = 20pM, [Eu] = 5 mM) mit PhreePlot unter Verwendung
der Datenbankten Thermochimie und JESS.
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Tabelle A.2.1: Verwendete Komponenten und Messparameter der zwei Messsysteme A und

B fiir die Aufnahme von Emissions- und Lebensdauerspektren.

Messsystem A B
Laser Powerlite Precision 1T 9020 Ekspla NT230
Spektrograph Kymera 328i-C Andor SR-303i-A
Kamera Andor iStar DH320T- Andor iStar DH-320T-
18U-63 18U-63
Auswertung physica PARAFAC
Probe Losung  Wurzel Blatt Losung Pflanze
Grating / 1/mm 300 600 300 (600)* 300 300
Input slit / pm 10 (30)* 150 100 (200)* 50 300
Gate Width / ms 10 10 10 0,2 0,2
Gain level 3000 4000 4000 1000 2000

*Parametereinstellung fiir die Lebensdauermessung
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A.3 Verteilung von Europium in der Pflanze

443 47.3

E22.1 E23.7
=S, =,
0.0 0.0
0.0 ’ 0.0 23.7 47.3
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47.3 353.8
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0.0 23.7 47.3 0.0 176.9 353.8
pum um
(c) (d)

Abbildung A.3.1: Ergebnisse der SIMS Messungen an einer Winterroggen-Pflanzenzelle mit
5 mM Europium. Overlay mit (a) Eu (!> Eu und *3*Eu), (b) NO und (c¢) PH und (d) Eu in
einem Wurzelquerschnitt.
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A.4 Europiumspezies in der Nahrl6sung
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Abbildung A.4.1: Massenspektrum einer Eu-HOAGLAND-Lo6sung ([Eu] = 5 mM) gemessen mit
ESI-MS im positiven Ionenmodus. Die zugeordneten Eu-Spezies sind in Tab. A.4.2 aufgefiihrt.
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Tabelle A.4.1: Ergebnisse der theoretischen Berechnung von Eu(I1I)-Spezies in Eu-HOAGLAND
([Eu] = 5 mM) mit PHREEQC und den berechneten Speziesverhéltnissen bei pH = 4,16.

Mol. = Molalitéat, A. = Aktivitéat.

Log Log Spezies-
Spezies Mol. A. Mol. A. anteil / %
Eu’t 4,79E-03 1,27E-03  -2,32 -2,896 | 95,8
Eu(SO4) 1,42E-04  1,22E-04 -3,848 -3,912 | 2,83

Eu(NOy)** 3.61E-05 2,00E-05 -4443 -4,699 | 0,721

Eu(HEDTA) 1,03E-05  1,03E-05 -4,989 -4,989 | 0,205
Eu(EDTA) 8,04E-06  6,94E-06 -5,095 -5,159 | 0,161
Eu(HPO4) 6,44E-06  5,56E-06 -5,191  -5,255 | 0,129
Eu(H,PO,)** 5,64E-06  3,13E-06 -5,249 -5,505 | 0,113
Eu(OH)>* 3,03E-07 1,68E-07 -6518 -6,775 | 6,06E-3
Eu(S0y4)s 2,29E-07  1,97E-07 -6,641 -6,705 | 4,58E-3
Eu(PO,) 1,14E-07  1,14E-07 -6,945 -6,945 | 2,27E-3
EuCl** 492E-09  2,73E-09 -8,308 -8,564 | 9,85E-5
Eu(HPO,), 447E-10  3,85E-10  -9,35 -9,414 | 8,93E-6
Eu(HgEDTA) 551E-11  3,05E-11  -10,259 -10,515 | 1,10E-06
Eu(OH) 2,27TE-11  1,96E-11  -10,644 -10,708 | 4,54E-07
Eu(HEDTA)(EDTA)* | 1,10E-14  1,04E-15 -13,958 -14,982 | 2,21E-10
Eu(PO,)s 6,96E-15 1,85E-15 -14,158 -14,734 | 1,39E-10
EuCl;" 1,04E-16  1,67E-16 -15,712 -15,776 | 3,88E-12
Eu(OH), 508E-18  5,08E-18 -17,294 -17,294 | 1,02E-13
Euy(EDTA)S 1,98E-19  9,77E-22 -18,704 -21,01 | 3,95E-15
Eu(EDTA)S 92.69E-20 6,74E-22 -19,57 -21,171 | 5,38E-16
Ca(Eu(OH)y)*" 569E-21  3,16E-21 -20,245 -20,501 | 1,14E-16
Eu(OH), 1,66E-28  1,44FE-28  -27.779 -27,843 | 3,33E-24
Cay(Eu(OH),)* 356E-31 943E-32 -30,449 -31,025 | 7,11E-27
Cag(Eu(OH)g)*" 0,00E4+00 0,00E4+00 -49,414 -49,99 |0
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Tabelle A.4.2: Charakteristische m/z-Signale des Massenspektrums gemessen mit der EST-MS
von Europium im HOAGLAND-Medium ([Eu] = 5 mM).

m/z-Signal  Rel. Intensitat / % Ionen-Summenformel
151Eu 153Eu 151Eu 153Eu
101,97 102,97 | 0,123 0,153 | [Eu(OH) + 2 HZO]
102,48 10348 | 0350 0457 | [Eu + 3 HyO)2
110,98 111,98 | 5,16 6,12 | [Eu(OH) + 3 H,O)*+
119,98 120,98 | 10,88 9,43 [Eu(OH) + 4 HyO*"
128,00 120,99 | 3,32 395 | [Eu(OH) + 5 HyO*+
150,02 152,92 | 0,138 0,149 | [Eul*
166,91 168,92 | 1,50 1,61 | [EuO]*
167,02 169,92 | 35,6 37,3 | [Ew(OH)*
182,91 184,91 | 0408 0210 | [EuO,)*
184,02 186,93 | 274 28,7 | [Eu(OH)s|*
185,93 187,93 | 20,1 21,5 | [Eu(OH) + HyO]*
202,04 204,94 | 94,3 100 | [Eu(OH), + H,0]*
203,94 20594 | 0,686 0837 | [Eu(OH) + 2 HyO]*
209,93 211,93 | 0,0872 0,0883 | [Eu(CyH309)]™
212,92 21492 | 184 3,74 | [Eu(NOy)*
220,95 222,95 | 19,2 214 | [Eu(OH), + 2 HO*
227,94 229,94 | 0,0944  0,0962 | [Eu(CyH305) + H,O]*
22001 231,91 | 0643 0684 | [Eu(OH)(NOs)*
230,02 232,92 | 14,1 156 | [Eu(NOs) + H,O]*
938,06 240,96 | 0,127 0,147 | [Eu(OH), + 3 H,0]*
244,05 246,95 | 0,184 0208 | [Eu(CoH;0,)(OH) + H,0*
247,02 249,92 | 234 254 | [Ew(OH)(NO;) + H,O]*
248,93 250,93 | 2,40 2,65 | [Eu(NO3) + 2 H,O*
265,93 267,93 | 24,3 27,2 | [Eu(OH)(NO;) + 2 H,0]*
282,89 284,89 | 0,271 0,285 [Eu(HPO,) + 2 HO]"
983,04 28594 | 058 0,648 | [Eu(SO4) + 2 H,Ol*
202,91 204,91 | 1,74 1,95 | [Eu(NOjs)s + HyOJ*
300,00 302,90 | 0,730 0,809 | [Eu(SO4) + 3 H,0]*
310,02 312,92 | 19,2 21,2 | [Eu(NOj)s + 2 HyOl*
328,92 330,92 3,27 3,90 [Eu(NO3)2 + 3 HyO]"
441,00 443,00 | 1,33E-3  1,54E-3 | [Eu(H,EDTA)*]
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Tabelle A.4.3: Ausreiier der relative Intensititsverhéltnisse von **Eu im HOAGLAND-Medium
vor und nach der Pflanzenkontamination ([Eu] = 5 mM). Die Berechnung erfolgte mit dem

GRuUBBS-Test.

m/z-Signal Rel. Intensitits- Spezies
153Ey verhaltnis
211,93 1,9 [EU(CQHgoz)]
214,92 1,3 [Eu(NO3)]*
222,95 4,7 - 1074 [Eu(OH), + 2 Hy0]*"
232,92 4.2 - 1072 [Eu(NO3) + H,O]*
443,00 6,9 - 1072 [Eu(H,EDTA)]*
. lea e before
10 _@.%% o after
5 “t0ea Fit before
© “Pege. Fir after
}105— ‘Sgsgei
E \esZ;;::-‘s“h.
£ 1044 \‘\'ee;““n
S (LN
‘_,E .03.
D
2 10
102 4 T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700
Delay / s

Abbildung A.4.2: Lebensdauerplots fiir die Eu-HOAGLAND-LGsung vor und nach der Pflan-
zenkontamination gemessen mit Messsystem A.
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Abbildung A.4.3: Lebensdauerplots fiir die Eu-HOAGLAND-Losung (Eu-Malat) nach der

Pflanzenkontamination gemessen mit Messsystem
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Abbildung A.4.4: Identifikation von Eu-Malat (orange) in der HOAGLAND-Losung mit ESI-

MS. Spezies 1: [Eu(C4H505)], 2: [Eu(C4H405) + H20]T, 3: [Eu(C4H505) + HoO]™ und 4:
[EU(C4H5O5) + 2 H20]+.124
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A.5 Speziesanalyse von Europium im Winterroggen

Tabelle A.5.1: Ergebnisse der Eu-Speziesanalyse mit MARI (dm < 5 ppm und I < 0,1)
nach Extraktion aus der Winterroggenwurzel. Kursiv gezeigte Spezies wurden von FreeStyle

identifiziert.!24

m/z Intensitét m/z Intensitét Eu-Spezies

(51Eu) (151Eu) (153Eu) (153Eu)

167,9224 574835,8307 169,9237 624935,4989 | [Eu(OH)|™

202,9354 143512,4936  204,9367 160431,1853 | [Eu(OH), 4+ H,0]"
185,9327 81593,26818 187,9340 89586,07782 | [Eu(OH) + H,O]*
184,9248 50948,1947  186,9261 54461,29592 | [Eu(OH),)"
182,9092 48735,30069 184,9106 50991,13841 | [EuO,]"

300,9355 37148,95085 302,9368 39478,28622 | [EuC,H,05 + H,0]"
200,9197 32207,47596 202,9211 35233,90547 | [EuO, + H,0O]"
318,9459 31143,02863 320,9472 34553,68038 | [Eu(C4H,0;5) + 2H,0]"
283,9327 28973,28968 2859342 32327,35948 | [EuC,H;05]"
220,9458  23870,66666 222,9471 26546,50884 | [Eu(OH), + 2H,0]"
230,9176 2247355817 232,9190 24610,49197 | [Eu(NO;) + H,0]"
209,9326 2222547222 211,9339 26367,82488 | [Eu(CyoH;0,)]*
166,9144 17491,44548 168,9158 18248,69668 | [EuO]"

221,9326 12971,84721 223,9340 14751,83133 | [Eu(OH) + 2H,0]"
416,9462 12711,20825 418,9475 13934,73292 | [EuCgH,(O0]
462,9879 12177,84102 464,9891 13461,69609 | [EuCsH;,0;,Ns/
463,9958  9310,811697 465,9973 10572,64996 | [EuCyH,,0,,]
301,9434  9062,926951 303,9448 9408,182384 | [Eu(C4H;0,) + H,0O]"
218,9304 8556,479619 220,9316 9796,577112 | [EuO + ,H,0]"
376,9516 7199,180867 378,9530 8369,255876 | [Eu(CgHgO;) + 2H,0]"
239,9432  4463,096987 241,9446 5308,285855 | [EuCsH;05)"
150,9195 4316,46971  152,9208 4341,775435 | [Eu]"

212,9071 3542,963162 214,9087 3557,866064 | [Eu(NO3) 4+ H,0]"
248,9284 2964,963129 250,9297 3252,497423 | [Eu(NO3) 4+ 2H,0]"
195,9170 2944,794163 197,9184 3433,209261 | [EuCHO,|"
150,9167 2800,619074 152,9179 3097,096992 | [Eu]™
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Tabelle A.5.2: 1%3Eu-Spezies identifiziert in dem Extrakt der Winterroggenwurzel (E) mit ESI-
MS verglichen mit den Messungen der Eu-HOAGLAND-Losung (HL) nach Pflanzenkontakt und
den Referenzlosungen (Ref.) mit Eu-Malat, -Citrat und -Aspartat ([Eu]:[Ligand] 1:1, 1 mM).
Abweichungen in den m/z-Werten resultieren aus der Orbitrap™.-Kalibrierung.!

Spezies m/z  Rel. m/z  Rel. m/z  Rel.
Ex I1/% HL 1/% Ref. 1/%
[Eu(H-Mal)]* 285,93 1,3-1071 285,94 20-1072 28593 2,1-107*
[Eu(Mal)+H,0]* 302,94 2,1-107' 302,94 981072 302,94 34
[Eu(H-Mal) + H,O]* 303,95 50102 303,95 3,4107% 303,95 12107
[Eu(H-Mal)+2H,0]* 320,95 1,810~ 320,95 581073 320,95 89
[Eu(H-Mal),]* 418,95 6,9107% - ; 418,95 5,0
[Eu(LCit+HL,0]F 360,04 22102 - - 360,94 1,2
[Eu(HCit+2H,0]* 378,95 45102 - ; 378,95 8,3-107!
[Eu(H;Cit)]* 34394 851073 - ] 343,94 831072
[Eu(H;Cit) (H-Mal)[* 476,05 4,610° - - 176,95 12
[Eu(Asp)]* 284,95 2,610 ° - - 984,95 2,510

A.6 Auswirkungen von EDTA auf die Europium-Aufnahme

Tabelle A.6.1: Speziesverteilung der Eu-Verbindungen (>0,01 %) in der HOAGLAND-Losung

ohne EDTA-Zugabe ([Eu] = 5 mM) berechnet mit PHREEQC bei pH 4,27.

Log Log Spezies-

Spezies Molalitat Aktivitat Molalitdat Aktivitdt | anteil / %
EuT A81E-03 120E-03 -2318  -2891 | 96,24
Eu(SO4) 1,39E-04 1,20E-04 -3,858 -3,921 2,78

(1\103)2+ 3,64E-05 2,02E-05 -4,439  -4,694 | 0,73
Eu(HPO4) 7,16E-06 6,19E-06 -5,145 -5,209 0,14
Eu(H2P04)2+ 4,85E-06 2,70E-06 -5314  -5569 | 0,10
Eu(OH)*" | 3,94E-07 2,19E-07 -6404  -6,659 | 0,01

Tabelle A.6.2: Speziesverteilung der Eu-Verbindungen (>0,01 %) in der HOAGLAND-Lésung
mit 20 pM EDTA ([Eu] = 5 mM) berechnet mit PHREEQC bei pH 4,16.

Log Log Spezies-

Spezies Molalitat Aktivitat Molalitat Aktivitat | anteil / %
Eu’" 4,79E-03  1,28E-03 -2,319 -2,892 95,86
Eu(SO4) 1,39E-04 1,20E-04 -3,858 -3,922 2,77

Eu(NO;)** 3,63E-05 2,02E-05 -4,441 -4,695 0,73
Eu(HEDTA) | 1,12E-05 1,12E-05 -4,95 -4,95 0,22
Eu(EDTA) 8,78E-06 7,59E-06 -5,056 -5,12 0,18
Eu(HPO,)" | 6,01E-06 5,19E-06 -5,221 -5,285 0,12
Eu(HQPO4)2+ 5,24E-06 292E-06 -5,281 -5,535 0,10
Eu(OH)*" 3,06E-07 1,70E-07 -6,516 -6,77 0,01
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Tabelle A.6.3: Speziesverteilung der Eu-Verbindungen (>0,01 %) in der HOAGLAND-Losung
mit 200 uM EDTA ([Eu] = 5 mM) berechnet mit PHREEQC bei pH 3,31.

Log Log Spezies-
Spezies Molalitat  Aktivitat Molalitat  Aktivitat | anteil / %
Eu’" 4,62E-03 1,25E-03 -2,335 -2,902 92,40
Eu(HEDTA) | 1,80E-04 1,80E-04 -3,745 -3,745 3,60
Eu(SO,)" 1,37E-04 1,18E-04 -3,864 -3,927 2,74

(

u(NOy)** | 353E-05 1,97E-05 -4,453  -4,705 0,71
wEDTA) | 1,99E-05 1,72E-05 -4,702  -4,765 0,40
w(H,PO,)*" | 6,57E-06 3,68E-06 -5,183  -5435 0,13
w(HPO,)" | 1,07E-06 9,23E-07 -5972  -6,035 0,02

Tabelle A.6.4: Speziesverteilung der Eu-Verbindungen (>0,01 %) in der HOAGLAND-L&sung
mit 2000 uM EDTA ([Eu] = 5 mM) berechnet mit PHREEQC bei pH 2,43.

Log Log Spezies-

Spezies Molalitat Aktivitdit Molalitat Aktivitat | anteil / %
Eu’" 2,88E-03  9,05E-04 -2,541 -3,044 57,58
Eu(HEDTA) 1,92E-03 1,92E-03 -2,717 -2,717 38,40
Eu(SO,)" 1,17E-04 1,03E-04 -3,933 -3,989 2,33
Eu(H;EDTA)*" | 2,76E-05 1,65E-05 -4,56 -4,783 0,55
Eu(EDTA) 2,75E-05 242E-05 -4,561 -4,617 0,55
Eu(NO;3)** 2,45E-05 1,46E-05 -4,611 -4,834 0,49
Eu(H,PO,)*" 4,14E-06  2,48E-06 -5,383 -5,606 0,08
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Tabelle A.6.5: Ergebnisse der Speziesidentifikation der ESI-MS-Messung von der Eu-
HOAGLAND-L6sung ohne EDTA-Zugabe ausgewertet mit dem Programm MARI (dm < 5 ppm
und ¢I < 0,1).

Spezies Score  m/z i Anteil / %
[Eu(OH), + H,0]7 0,995 204,9366 142098132,6 32.8
[Eu(OH)]* 0,988 160,9233 53004714,73 12,2
[Eu(OH),]* 0,088 186,0261 4134131278 9,53
[Eu(OH)(NO3) "2 H,0]" 0,986 267,9323 3510821551 8,10
[Eu(OH)(NOs) + H,O]t 0,995 2499218 33473038,31 7,72
[Eu(OH) + H,0]* 0,997 187,9339 29889998,47 6,89
[Eu(OH), + 2 H,0]" 0,085 2229472 29720963,33 6,85
[Eu(NO3), + 2H,0]" 0,981 312,9173 26154867,5 6,03
[Eu(NOy) + H,0]* 0,096 232.9190 20778261,38 4,79
[Eu(OH) + 3H,0]>" 0,963 111,9773 7958303,144 1,84
[Eu(NOj), + 3H,0]* 0,059 330,0280 4327656,172 0,998
[Eu(NOs) + 2H,0]" 0,087 250,9205 3448539,843 0,795
[Eu(NO3), + H,0]* 0,980 294,9060 2307609,288 0,532
[Eu(OH) + 2 H,0]" 0,932 2059444 1096619,446 0,253
[Eu(OH)(NO,)]* 0,072 2319112 905348,6772 0,209
[Eu(OH)(NOy) + 3H,0]" 0,977 285,9430 833172,4613 0,192
[Eu + 3 H,0*" 0,012 1034759 614036,9741 0,142
[Eu(OH) + 2 H,0]** 0,967 102,9720 204372,7276 0,0471
[Eu(OH), + 3H,0]" 0,949 240,9578 191376,9659 0,0441
[Eu(NOy)]* 0,970 276,8962 55749,93007 0,0129
[Eu(NO3) + 3H,0]" 0,865 268,9401 26892,65862 0,00620
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Tabelle A.6.6: Ergebnisse der Speziesidentifikation der ESI-MS-Messung von der Eu-
HOAGLAND-Losung mit 20 pM EDTA ausgewertet mit dem Programm MARI (ém < 5 ppm

und ¢I < 0,1).

Spezies Score  m/z I Anteil / %
[Eu(OH), + H,0]" 0,992 204,9365871 79130197.54 31,9
[Eu(OH)]* 0,088 169,9233330 29485596,17 11,9
[Eu(OH),|* 0,985 186,9260648 22629890,94 9,13
[Eu(OH)(NO3) "2 H,0] " 0,983 2679323111 21283722,02 8,59
[Eu(OH)(NOs) + H,0]" 0,995 249,9217578 20053161,47 8,09
[Eu(OH) + H,0]" 1,000 187,9338807 16786214,17 6,77
[Eu(OH), + 2 H,0]" 0,081 2220472208 16598460,31 6,70
[Eu(NO3), + 2H,0]" 0,989 312,9173405 16480136,97 6,65
[Eu(NOy) + H,0]* 0,092 2329189898 12064136,97 4,87
[Eu(OH) + 3H,0]*" 0,961 1110772583 4522073512 1,83
[Eu(NO3), + 3H,0]* 0,948 330,9279795 2930026,763 1,18
[Eu(NOs) + 2H,0]" 0,085 250,9295619 2055083,118 0,829
[Eu(NO3), + H,0]* 0,983 294,9060025 1497741,059 0,604
[Eu(OH) + 2 H,0]* 0,038 205,0443887 617500,3130 0,249
[Eu(OH)(NOy)|* 0,980 2319111651 537022,3196 0,217
[Eu(OH)(NOy) + 3H,0]" 0,991 285,9430251 502199,9818 0,203
[Eu—|—3H20]2Jr 0,904 103,4758766 326870,3923 0,132
[Eu(OH) + 2 H,0]>* 0,924 102,9719645 110272,4841 0,0445
[Eu(OH), + 3 H,0]" 0,976 2409577765 110264,448  0,0445
[Eu(NO,),]* 0,087 276,8062180 34943,66036 0,0141
[Eu(NOs) + 3H,0]" 0,097 268,0401173 14437,48034 0,00583
[Eu(HL,EDTA)]* 0,878 442,0957741 1185,795336  0,000479
[Eu(H;EDTA) + H,0]" 0,881 462,0138436 76,39506556 3,08 - 10~
[Eu(OH)(H;EDTA)+3H,O]" 0,780 515,0376693 72,20595088 2,91 - 10~°
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Tabelle A.6.7: Ergebnisse der Speziesidentifikation der ESI-MS-Messung von der Eu-
HOAGLAND-Losung mit 200 pM EDTA ausgewertet mit dem Programm MARI (ém < 5 ppm
und ¢I < 0,1).

Spezies Score  m/z oI Anteil / %
[Eu(OH), + H,0]" 0,989 63599539,14 124087198,8 36,0
[Eu(OH)]* 0,080 22455252,15 43878011,95 12,7
[Eu(OH),y|* 0,987 19062986,16 37314018,58 10,8
[Eu(OH)(NO3) "2 H,O]" 0,990 13303691,41 25372413,65 7,37
[Eu(OH), + 2 H,0]" 0,083 13345311,1  25276104,46 7,34
[Eu(OH)(NOy) + H,0]" 0,988 1288043571 2452979176 7,12
[Eu(OH) + H,0]" 1,000 12367136,26 23898112,36 6,94
[Eu(NO3), + 2H,0]" 0,976 6992421,59  13201013,3 3,83
[Eu(NOy) + H,0]" 0,094 6005492,313 11501158,03 3,34
[Eu(OH) + 3H,0]** 0,958 3892667,554 7207783,762 2,09
[Eu(NO,), + 3H,0]* 0,970 1268565835 2381038,667 0,691
[Eu(NO,) + 2H,0]" 0,000 841304,4767 1604490,668 0,466
[Eu(NO3), + H,0]* 0,087 7196019243 1370530,611 0,398
[Eu(OH) + 2H,0]" 0,910 4540727635 806339,8777 0,234
[Eu(OH)(NOy)]* 0,086 324628,0074 636088,14 0,185
[Eu(OH)(NOy) + 3H,0]" 0,078 205825,9905 557742,0982 0,162
[Eu + 3H,0]*" 0,883 267025,676  462816,8739 0,134
[Eu(OH) + 2H,0]** 0,064 98791,79208 184313,2366 0,0535
[Eu(OH), + 3H,0]" 0,982 7796042879 147405136  0,0428
[Eu(NOy),|" 0,961 13311,9361  26563,44015 0,00771
[Eu(H,EDTA)]* 0,928 5468,58529  10377,3797  0,00301
[Eu(NOs) + 3H,0]" 0,957 5551555501 10267,30143 0,00208
[Eu(ILEDTA) + H,0]" 0,819 3302,120142 6048,608069 0,00176
[Eu(OH) + 31,0]" 0,001 150,4247382 262,9363276 7,63 - 10
[Eu(NOj) + 2H,0* 0,024 49,51956368 95,09501498 2,76 - 105
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Tabelle A.6.8: Ergebnisse der Speziesidentifikation der ESI-MS-Messung von der Eu-
HoAGLAND-Losung mit 2000 uM EDTA ausgewertet mit dem Programm MARI (ém < 5 ppm

und ¢I < 0,1).

Spezies Score  m/z oI Anteil / %
[Eu(OH), + H,0]" 0,998 2049366166 33753518,06 31.8
[Eu(OH)]* 0,088 169,9233345 2117200954 17,4
[Eu(OH) + H,0]" 0,098 187,9338908 11138011,45 9,15
[Eu(OH),)* 0,992 186,9260663 10588313,01 8,69
[Eu(OH), + 2 H,0]" 0,983 2220472196 8040605,671 6,60
[Eu(OH)(NOy)"2H,0]" 0,987 267,9322726 7540757,987 6,19
[Eu(OH)(NO3) + HyO]" 0,993  249,9217203  6846630,455 5,62
[Eu(NO3) + H,0]" 0,996 232,9189893 6390111,744 5,25
[Eu(NOj), + 2H,0]* 0,972 3120173349 4571675455 3,75
[Eu(OH) + 3 H,0]*" 0,958 1110772584 1697828,822 1,39
[Eu(NOs) + 2H,0]" 0,077 250,9205446 971994,1007 0,798
[Eu(NOs)]* 0,806 214,908433  930463,8287 0,764
[Eu(NO3), + 3H,0]" 0,983 330,0278846 736711,4946 0,605
[Eu + 3H,0]*" 0,888 103,4758769 5830155113 0,479
[Eu(OH) + 2 H,0]" 1,000 205,9444432 430984,3925 0,354
[Eu(NO3), + H,0]* 0,987 2949067802 360658,6207 0,296
[Eu(H,EDTA)]* 0,976  442,9954898 289340,8884 0,238
[Eu(ILEDTA) + H,O]* 0,962 461,0063273 231827,2918 0,190
[Eu(OH)(NOy) + 3H,0]" 0,986 285,942979  219802,0437 0,180
[Eu(OH)(NOy)|* 0,987 2319111647 168834,9854 0,139
[Eu(OH), + 3 H,0]" 0,956 2409577752 5133345722  0,0422
[Eu(OH) + 2H,0]** 0,947 102,9719647 41825,03538 0,0343
[Eu(NO,) + 3H,0]" 0,965 268,9400968 10238,8698  0,00841
[Eu(NO,),|* 0,801 276,8062173 8061,77627  0,00662
[Eu(OH) + 3H,0]" 0,960 223,9550439 261,1607524 0,000215
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Tabelle A.6.9: Ausreifler der relativen Intensitatsverhéltnisse nach und vor der Kontaminati-
on mit verschiedenen EDTA-Konzentrationen in einer Eu-HOAGLAND-L6sung ([Eu] = 5 mM)
berechnet nach dem GRUBBS-Test.

[EDTA] /| m/z Rel. Intensitits- | Spezies
uM 153Fy verhéltnis
0 152,92 3,3 - 1071 [Eu]*

204,93 1,1-107! [Eu(OH), + HyO)*
284,89 2,2 [EU(HPO4)+ 2 HQO]+
302,90 2,2 [Eu(SO4) + 3 HyO]"
330,93 4,0 - 1071 [Eu(NO;3), + 3 Hy0]*

20 211,93 1,9 [Eu(CoH30,)*
214,92 1,3 [Eu(NO;)|*
222,95 471071 [Eu(OH),; + 2 H,0]*
232,92 4,2 1072 [Eu(NO3) + HyO)*
443,00 6,9 - 1072 [Eu(H,EDTA)|*

200 232,92 14 [Eu(NOs) + HyOJ*
250,93 1,3 [Eu(NO;) + 2 H,O]*
294,91 1,5 [EU(NO3)2 + HQ ]
312,92 1,7 [EU(N03)2 + 2 H,O ]
330,93 1,5 [Eu(NO;3), + 3 HyO]"
443,00 9,7 [Eu(H,EDTA)|*
461,10 11 [Eu(H,EDTA) + H,0]*

2000 - - -
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Abbildung A.6.1: Emissionsspektren von Wurzel, Wurzelhals und unterem Teil des Blattes
der Pflanzen kontaminiert mit Eu-HOAGLAND-Losung ([Eu] = 5 mM) unter Zugabe von (a)
0 uM EDTA, (b) 20 uM EDTA (c) 200 uM EDTA und (d) 2000 uM EDTA gemessen mit
Messsystem A.
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A.7. Americium im Nahrmedium und in der Pflanze

A.7 Americium im Nahrmedium und in der Pflanze

Tabelle A.7.1: Speziesverteilung der Am-Verbindungen ([Am] = 500 nM) berechnet mit

PHREEQC bei pH 4,2.

Log Log Spezies-
Spezies Molalitdt — Aktivitdt Molalitdt Aktivitat | anteil / %
Am(EDTA) 4,96E-07  4,68E-07 -6,305 -6,33 99,2
Am(HEDTA) 4,06E-09 4,06E-09 -8,392 -8,392 0,811
Am?** 8,42E-12  4,95E-12 -11,075  -11,305 | 1,68E-03
Am(SO,)" 2,04E-12  1,92E-12 -11,691  -11,717 | 4,07E-04
Am(NO,)** 145E-13  1,14E-13  -12,839  -12,942 | 2,90E-05
Am(H,PO,)*" 3,97E-14  3,14E-14 -13,401  -13,504 | 7,94E-06
Am(HPO,)* 3,33E-14  3,14E-14 -13478  -13,504 | 6,65E-06
Am(SOy)s 3,95E-15  3,73B-15  -14,403  -14,429 | 7,91E-07
Am(OH)** 3,66E-15 289E-15 -14,437  -14,54 7,31E-07
AmPO, 4,75E-16  4,75E-16 -15324  -15,324 | 9,49E-08
Am(NO;)5" 443E-17  4,17E-17  -16,354  -16,38 8,85E-09
AmCI** 4,38E-18  346E-18 -17,359  -17,461 | 876E-10
Am(HPO,), 3,12E-18  2,94E-18 -17,506  -17,532 | 6,23E-10
Am(OH)," 3,90E-19 3,68E-19 -18409  -18,435 | 7,80E-11
Am(PO,)s 9,52E-24  5,60B-24 -23,021  -23,252 | 1,90E-15
AmCl," 1,656E-25 1,56E-25 -24,783  -24,808 | 3,30E-17
Am(OH), 2,55E-26  2,55B-26  -25,593  -25,593 | 5,11E-18
Ca(Am(OH)3)*" | 2,83E-29 224E-29 -28548  -28.65 5,67E-21
Am(OH), 6,61E-36  6,23E-36  -35,18 -35,205 | 1,32E-27
Cay(Am(OH),)*" | 1,72E-39  1,01E-39 -38,765  -38,995 | 3,44E-31
Cas(Am(OH)g)*" | 0,00E4+00 0,00E+00 -57,51 -57,74 0,00E+00

Tabelle A.7.2: Ergebnisse der ESI-MS-Messung der Am-HOAGLAND-LGsung ([Am] = 500 nM)
ausgewertet mit MARI und berechneten Speziesanteilen (Spez.) in Losung.

rel. I Spez. /
Spezies Score  m/z > I (Summe) | %
[Am(H;EDTA) + H,O*" 0,753 276,0767 128 0,189 19
[Am(NOs)(H;EDTA)]* 0,795 596,1311 103 0,152 15
[Am(NO3), + 2H,0]" 0,787 403,0574 103 0,151 15
restliche Spezies mit ) I < 100
[Am(OH) + 3H,0]*" 0,827 1570473 555 00817 |8
[Am(OH)(NO3) + 2H,0]* 0,880 3580723 48,3 00711 |7
[Am(HOx) + 2H,0]" 0,094 368,0602 744 0,110 11
[Am(NO,)(H-Malo) + 2H,0]" | 0,843 428,0777 54,5 00803 |8
[Am(HSO,) + 2H,0]" 0,891 376,0413 60,5 0,0890 9
[Am(SO,) + 3H,0]" 0,853 393,0441 514 00758 |8
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Abbildung A.7.1: (a) Resonantes Am-Signal in der rL-SNMS Messung im Vergleich zum
nicht-resonanten Signal. (b) Identifizierte [Eu(OH)]™-Spezies im Am-Signal.



A.8. Verteilung von Americium-Komplexen mit organischen Liganden und der
153 Vergleich mit Europium

A.8 Verteilung von Americium-Komplexen mit organischen
Liganden und der Vergleich mit Europium

Tabelle A.8.1: Speziesanteile (A.) der Am-HOAGLAND-LGsung mit verschiedenen organischen
Liganden und 500 nM Am gemessen mit ESI-MS und ausgewertet mit dem Programm MARI.
Die Grenze fiir die minimale, absolute Intensitdt (Abs. I) fiir die eindeutige Identifizierung
wurde auf 100 gesetzt und alle darunter liegenden Spezies zusammengefasst.

Ligand | ¢ / | Spezies m/z Abs. A./
uM (?3Am) I %
EDTA |20 | [Am(H;EDTA) + H,O]*" 276,08 130 19
[Am(H;EDTA)(NOs)]* 596,13 100 15
[Am(NO3), + 2 HyO]F 403,06 100 15
restliche Spezies <100 51
EDTA | 200 | [Am(H,EDTA)]* 533,14 460 41
[Am(NO,)|* 289,05 110 10
restliche Spezies <100 49
Cit 20 | [Am(NO3)2 + 2 H O] 403,06 1700 62
[Am(OH)(NOs3), + HyO]" 340,06 340 13
[Am(NO?,)Q + HQO]+ 385,05 140 5,2
[Am(OH) + 2 H,O]*" 148,04 130 4,7
[Am(NO,)(HyPOy4)]* 386,02 110 43
[Am(NO,)(H;3Cit) + 3 H,O]t 534,10 100 4,2
restliche Spezies <100 74
Cit 200 | [Am(OH), + H,O]" 295,08 6000 54
[Am(OH) + HyO** 139,04 1700 15
[Am(H;Cit) + 2 H,0)*" 235,05 1000 9.0
[Am(NO3), + 2 H,O* 403,06 850 7,6
[Am(NO,)(H2PO,4) + HyO]" 404,03 170 16
[Am(HPO,) + 2 H,O]* 375,04 160 1,5
Am(NO3) + 2 HyO]*+ 170,53 150 1,3
restliche Spezies <100 8,0
Malo | 200 | [Am(OH), + HyOJ" 295,08 20000 83
[Am(OH) + 3 H,O]*" 157,05 2500 10
[Am(NO3), + 2 HyOJF 403,06 460 1,9
[Am(OH)(NO3) + H,O]* 340,06 200 0,83
[Am(H-Malo) + 2 H,0]*" 191,04 150 0,63
[Am(SO,) + 2 HyO]* 375,03 130 0,56
[Am(H-Malo) + H,0]** 182,04 110 045
restliche Spezies <100 1,7
Ox 20 | [Am(OH)y + HyOJ" 295,08 1200 66
[Am(NO3), + 2 HyOJF 403,06 300 17
[Am(HPO,) + Hy0O]" 357,03 160 9,2
[Am(OH)(NO3) + H,O]" 340,06 160 8,7
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Tabelle A.8.2: Verwendete Komplexbildungskonstanten von Am- und Eu-Spezies mit EDTA,
Citrat, Malonat und Oxalat aus Thermochimie- und JESS-Datenbanken.

Am-Spezies log K | Eu-Spezies log K
Am(EDTA)~ 19,67'% | Eu(EDTA)~ 17,3517
Am(HEDTA) 2,170'% | Eu(HEDTA) 1,700'88
Eu(EDTA)S~ 19,6014
Eu(H3EDTA)?*+ 3,200
Eu(HEDTA)(EDTA)*~ 20,008
Euy(EDTA)S™ 43,6214
Am(HCit) 8,5501% | Eu(HCit) 7,9001%°
Am(HCit);~ 13,901 | Eu(HCit)5~ 10,9519
Am(H,Cit)* 6,500
Am(H,Cit),  10,80'¢ | Eu(H,Cit), 9,50018
Eu(H,Cit) (HCit)?~ 2,500
Eu(OH)y(HyCit)~ 20,9018
Eu(Malo)* 5,430167
Eu(Malo)y 7,780167
Am(Ox)* 6,510 | Eu(Ox)* 6,550167
Am(Ox)y 10,7119 | Eu(Ox), 10,93167
Am(Ox)3~ 13,0066 | Eu(Ox)3~ 12,48167
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Tabelle A.8.3: Speziesanteile (A.) der Eu-HOAGLAND ohne organische Liganden, mit EDTA,
Citrat, Malonat und Oxalat und 500 nM Eu gemessen mit ESI-MS und ausgewertet mit MARI.
Die Grenze fiir die minimale, absolute Intensitéat fiir die eindeutige Identifizierung wurde auf 100
gesetzt und alle darunter liegenden Spezies zusammengefasst. Die Losung mit 200 uM EDTA
ergab keine Eu-Spezies iiber einer absoluten Intensitéit von 100.

Ligand | ¢ / | Spezies m/z Abs. A./
uM (153Eu) I %

ohne [Eu(OH)y + HyO)F 204,94 20 000 42
[Eu(NO3)2 + 2 HyO]* 312,92 7500 16

[Eu(OH)]* 169,92 6800 15

[Eu(OH)* 186,93 4600 10

[Eu(OH) + 3 Hy0)?* 111,98 2400 9,2

[Eu(NO3) + H,O)* 232,92 1100 4,4

[EuO]* 168,92 340 1,3
[Eu(OH) + H,O]" 187,93 100 0,44

[Eu(NOg)]* 214,92 100 0,41

restliche Spezies <100 0,81

EDTA | 20 | [Eu(H,EDTA)]* 443,00 7400 92
[Eu(OH)(HyPO4 + 3 HyO)]F 320,92 170 2,2
[Eu(NO3)(HSO, + 3 HyO)]* 365,90 170 2,1

restliche Spezies 3,7

Cit 20 | [Eu(OH), + HyOJt 204,94 19000 47
[Eu(OH)]* 169,92 6500 17

[Eu(OH)q]* 186,93 4800 12

[Eu(NO3)2 + 2 H,O] " 312,92 4800 12

[Eu(OH) + 3 Hy0]** 111,98 1800 4,6
[Eu(NO;) + H,O]* 232,92 170 0,44
[Eu(NO3)(HSO4) + 3 H.O]F 365,90 130 0,38
[Eu(NO3)(NO2) + 3 HyO]*" 314,93 110 0,32

restliche Spezies <100 6,3

Cit 200 | [Eu(OH), + HyOJF 204,94 14 000 45
[Eu(OH)]* 169,92 8200 26

[Eu(OH)q]* 186,93 2900 9,0

[Eu(NOs), + 2 HyO]* 312,02 1400 45

[Eu(OH) + 3 Hy0]?* 111,98 1200 3,7
[Eu(OH)(NO3) + HyO] " 249,92 720 2,3
[Eu(NO3)(H3Cit) + HO]" 314,93 710 2,2
[Eu(NO3)(NOg) + 3 H,O]*" 314,93 340 1,1
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Tabelle A.8.3: Fortsetzung Speziesanteile Eu-HOAGLAND mit EDTA, Citrat, Malonat und
Oxalat.

Ligand | ¢ / | Spezies m/z Abs. A./
uM (153Eu) I %
[Eu(H,Cit) + H,O]*" 360,94 190 0,59
[Eu(H;Cit) + H,0)*" 180,97 190 0,59
[Eu(H;3Cit),] " 534,96 140 0,43
[Eu(NO2)(HoPOy) + HyOJF 313,89 130 0,41
[Eu(NO3) + 2H,0]* 250,93 100 0,32
restliche Spezies <100 3,9
Malo |20 | [Eu(OH)s + HyO]" 204,94 20 000 42
[Eu(OH)]* 169,92 8200 17
[Eu(NO3)2 + 2 HyO]* 312,92 6300 13
[Eu(OH),)* 186,93 5000 11
[Eu(OH) + 3 H,OJ** 111,98 2700 5.8
[Eu(OH)(NO3) + HyOJ* 249,92 1800 3,9
[Eu(OH)(NOj3) + 2 HO]*" 267,93 1500 3,2
[Eu(OH)y + 2 H,O]" 22295 450 0,95
[Eu(H2PO4)(HSO4) + HO]F 400,88 340 0,72
[Eu(NO3)(HSO,4) + HO]*" 329,88 220 0,46
[Eu(OH) + 2 H,0]* 205,94 190 0,39
[Eu(NO3)|* 21492 180 0,39
[Eu(NO2)(HoPOy) + HyOJF 313,89 120 0,25
restliche Spezies <100 1
Malo | 200 | [Eu(OH)s + H,O]" 204,94 14 000 43
[Eu(OH)]* 169,92 12 000 38
[Eu(OH) + 3 H,0]** 111,98 1800 5.8
[Eu(OH)(HyPO4 + 3 HyO)]F 320,92 1100 3,5
[Eu(HyPOy), + 2 HO)]F 382,88 530 1,7
[Eu(HyPO4)(HSO,) + HyO)]F 364,86 450 1.4
[Eu(NO3)(HSO4) + 3 HyO)* 365,90 290 0,90
[Eu(NO2)(H2PO4)]* 295,88 280 0,87
[Eu(OH)(NO3) + 3 H30]* 285,94 260 0,82
[Eu(NO;3)(H-Malo) + 2 H,O)]" | 353,93 250 0,80
[Eu(NO,)(H-Malo) + H,0)]* 337,94 120 0,39
[Eu(NO3)|* 214,92 120 0,39
[Eu(HyPOy)o] ™ 346,86 120 0,38
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Tabelle A.8.3: Fortsetzung Speziesanteile Eu-HOAGLAND mit EDTA, Citrat, Malonat und
Oxalat.

Ligand | ¢ / | Spezies m/z Abs. A./
uM (153Eu) I %
restliche Spezies <100 1,6
Ox 20 | [Eu(OH)]* 169,02 4400 14
[Eu(OH), + HyO]* 204,94 3800 12
[Eu(OH) + 3 HyO*F 111,98 220 0,71
[Eu(NO2)(HyPOy)]*™ 295,88 210 0,67
[Eu(OH) + 2 H,O]" 205,94 140 0,44
[Eu(OH) + H,O]* 187,93 130 0,31
restliche Spezies <100 72

Tabelle A.8.4: pH-Werte der HOAGLAND-Losungen mit 500 nmol - L= Am bzw. Eu und
verschiedenen organischen Liganden.

Ligand ¢ / uM pH pH
Am-Losung Eu-Losung
ohne 0 4.2 4,2
EDTA 20 4.5 4,2
200 4,2 3,6
Cit 20 4,2 4,2
200 3,9 3,9
Malo 20 4,2 3,9
200 3,9 3,6

Ox 20 45 4,2
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