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Einleitung und Aufgabenstellung 1

1 Einleitung und Aufgabenstellung

Das im Laufe des letzten Jahrzehnts gesteigerte Umweltbewusstsein der
europaischen Bevolkerung spiegelt sich auch in der zunehmend scharferen
Gesetzgebung zur Begrenzung der Schadstoffmengen in der Umwelt wider.
Trotzdem sehen laut einer im Auftrag des Umweltbundesamtes im Jahr 2000
durchgefuhrten Studie 75% der Befragten in den kommenden 25 Jahren eine
steigende Belastung der eigenen Gesundheit durch Umweltprobleme ™. Eine
wesentliche Aufgabe der Analytik ist die Sammlung der tatsachlichen
Konzentrationen schadlicher Stoffe in der Umwelt, um damit eine objektive
Bewertung der auftretenden Belastungen und die Relativierung der subjektiven

Meinungen zu erhalten.

Ein Teil der mdglichen Risiken geht von Schwermetallen aus, die seit Beginn
der Industrialisierung hauptséchlich aus anthropogenen Quellen in den komplexen
Nahrungskreislauf gelangt sind . Nicht alle in Trinkwasser, Luft oder Nahrung
vorkommende Metallionen durfen dabei als geféhrlich betrachtet werden, einige
lonen sind in geringen Mengen absolut lebensnotwendig. Die tagliche Aufnahme
aller anderen Schwermetalle darf jedoch bestimmte Mengen nicht Uberschreiten, da
diese auch in geringen Mengen hochtoxisch wirken . Als MaRstab gelten die
gesetzlichen Grenzwerte, auf deren Einhaltung es beispielsweise auch bei
Industrieabwassern ankommt. Die umfangreiche Aufgabe, flachendeckende und
kontinuierliche Untersuchungen durchzufiihren, Uberfordert die klassischen
Verfahren der Elementanalytik vor allem wegen des hohen Zeitaufwands fir die
Probenvorbereitung und verursacht hohe Kosten. Die Analyse zahlreicher
Negativproben beispielsweise bei einer Abwasserliberwachung kann durch in-situ
einsetzbare Sensoren vermieden werden und so die Ausgaben im Vergleich zu den
teureren Analysentechniken gesenkt werden. Die exakte quantitative Analyse kann

dann erganzend bei Positivproben durchgefihrt werden.

Optimale Voraussetzungen fir eine kontinuierliche Bestimmung bieten
optische Chemosensoren, die beispielsweise als FlieRinjektionssysteme denkbar
sind. Als physikalisches Prinzip bietet sich vor allem die hochempfindliche und

selektive Fluorimetrie an. Eine erfolgreiche Detektion der Metallionen erfordert
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jedoch detektierbare Verbindungen, da Metallionen selbst keine native Lumineszenz
aufweisen. Dazu konnen nicht-lumineszierende Reagenzien eingesetzt werden, die
selektiv. mit einem bestimmten Metallion reagieren und ein charakteristisch
lumineszierendes Produkt ergeben. Eine andere Variante sind Komplexbildner mit
Eigenlumineszenz, die ihre Lumineszenzeigenschaften bei entsprechender Reaktion
charakteristisch &ndern missen. Besonders wichtig ist dabei eine hohe Selektivitat
der Liganden gegentber den zu untersuchenden Schwermetallionen, da ein
Ansprechen der Chemosensoren auf ubiquitdre und umweltvertragliche Schadstoffe

vermieden werden sollte.

In der vorliegenden Arbeit werden zunachst bereits grundlegend
charakterisierte  Ligandsysteme auf ihre Eignung zur fluorimetrischen
Schwermetalldetektion in realen Proben getestet. Dazu wird je ein Vertreter der
N-Sulfonylthioharnstoffe, Azathiokronenether und N-Acylthioharnstoffe herange-
zogen. Nicht alle Liganden sind aufgrund des angeknipften aromatischen
Chromophors in Wasser l6slich und missen deshalb in methanolischer Lésung
eingesetzt werden. Hier wird zunéchst ein besonderes Augenmerk auf die
Steigerung des Wasseranteils der Proben gelegt. Eine Verwendung der Liganden in
wassrigen Systemen mit niedrigen Metallkonzentrationen erfordert fir eine
empfindliche Detektion einen moglichst hohen Probenanteil. Die weitere
Charakterisierung umfasst die Bestimmung der Fluoreszenzeigenschaften in
Abhéangigkeit von Umgebungseinflissen. Dazu gehoren der pH-Wert der LOsung
oder andere Matrixbestandteile, wie beispielsweise anwesende Alkali- und
Erdalkalimetallionen. Die weitere Eignung zur fluorimetrischen Schwermetall-
detektion wird zuletzt in unterschiedlichen Modelllbsungen und Realproben

untersucht.

Gerade bei den Chelatbildnern mit aromatischen Chromophoren wére eine
Verwendung in rein aquatischen Systemen wiinschenswert. Durch Synthese
wasserloslicher Polymere, versehen mit  selektiven, fluoreszierenden
Komplexbildnern, wird der Nachteil des zusatzlichen Lésungsmittelgehalts in den
Proben beseitigt. Die erhaltenen Polymere werden charakterisiert und auf ihre
grundséatzliche Eignung zur fluorimetrischen Detektion von Schwermetallionen

getestet.
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2 Schwermetalle

2.1 Schwermetalle in der Biosphare

Metalle des Periodensystems konnen als Leicht- oder Schwermetalle
klassifiziert werden. Letztere sind Uber ihre hohe Dichte von mindestens 5 glém™
definiert . Zu den bekannteste Vertreter zahlen hauptséchlich Eisen, Kobalt, Nickel,
Kupfer, Zink, Chrom, Cadmium, Quecksilber, Thallium und Blei ®. In den Gesteinen
der Erdkruste liegen sie als Oxide, Sulfide oder Carbonate in gebundener Form vor,
wobei allgemein ihr Gehalt mit Ausnahme von Eisen &ul3erst gering ist. Hohe
Schwermetallgehalte treten deshalb nur in Erzlagerstatten oder in der Umgebung

naturlicher Staubquellen, wie beispielsweise Vulkanen, auf.

Insbesondere seit Beginn der Industrialisierung im 19. Jahrhundert sind
zusatzliche Mengen an Schwermetallen durch menschliche Aktivitaten in den
Stoffkreislauf eingebracht worden. Die Schwermetallmenge aus anthropogenen
Quellen Ubersteigt oft deutlich die natirlichen Grundkonzentrationen sowie

Emissionen aus natirlichen Quellen in der Biosphére, wie Tabelle 1 zeigt.

Tabelle 1: Natirliche und anthropogene Emissionen ausgewahlter Metalle in die
Atmosphare ©

Metall Natdrliche Emissionen [IilO3 t@'l] Anthropogene Emissionen [IilO3 t@'l]
Fe 27 800 10 700
Cr 58,4 94
Co 7 4.4
Cu 19,3 263
Zn 35,8 840
Cd 0,29 55
Hg 0,04 11

Pb 5,87 2030
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Der Anteil der von Menschen in die Umwelt eingebrachten Metalle stammt
zum Einen aus der Produktion und zum Anderen aus unerwinschten Emissionen.
Verbrennungsprozesse, wie sie bei der Energiegewinnung aus Kohle oder Mull
durchgefuhrt werden, bringen die im Verbrennungsgut enthaltenen Schwermetalle
Uber die Abgase und Ruckstande in die Umwelt. Ebenso werden bei der Produktion
von Diingemitteln oder Stahl diese Schadstoffe ungewollt freigesetzt. Eine zusatz-
liche Quelle ist der stetig wachsende Kfz-Verkehr. Allerdings konnte durch den
Einsatz von bleifreiem Benzin in vielen Industrielandern dieser Anteil erheblich
reduziert werden. Uber die verschiedenen Transportwege Boden, Wasser und Luft
gelangen die Schwermetalle schlie3lich in die Nahrungskette des Menschen. Eine

Zusammenfassung der Stoffkreislaufe zeigt Abbildung 1.

Im Kreislauf befindliche Schwermetalle reichern sich zunachst in
verschiedenen Senken an. Dazu gehdren die nattrlichen Gegebenheiten Boden und
Sedimente, aber auch angelegte Deponien in die Abfélle, Klarschlamm und
Ruckstande gelangen. Aus diesen Senken kénnen die Metalle durch Oberflachen-
oder Grundwasser bzw. Pflanzen wieder remobilisiert und so von hoheren

Organismen aufgenommen werden.
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Bei diesem Durchlauf der Nahrungskette reichern sich die Metalle an und ihre
Konzentration erreicht in den hoheren Gliedern nicht selten Werte, die um mehrere
Zehnerpotenzen Uber der Menge in Wasser oder Luft liegen. Der menschliche
Organismus ist zwar in der Lage, aufgenommene Schwermetalle teilweise wieder
auszuscheiden, jedoch héangt dies stark vom jeweiligen Metallion ab. Die
Akkumulation in verschiedenen Organen und die biologischen Halbwertszeiten

differieren teilweise stark, wie Tabelle 2 zeigt.

Tabelle 2: Durchschnittliche tagliche Aufnahme einiger Schwermetalle durch
den Menschen, sowie die biologischen Halbwertszeiten

Metall Aufnahme [mg pro Tag] biologische Halbwertszeit

Cr 0,25 1,7 Jahre

Mn 4.4 17 Tage

Fe 15 000 2,3 Jahre

Co 0,4 9,5 Tage

Cu 1,3 80 Tage

Zn 14 500 2,6 Jahre

Cd 0,03 > 10 Jahre (in Leber und Niere)
Hg 0,003 1 Jahr (im Gehirn)

30 bis 60 Tage (im ubrigen Korper)

Pb 0,35 15 bis 30 Tage (im Blut)
2 Jahre (im Skelett)
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2.2 Physiologische Wirkung von Schwermetallen

Schwermetalle kdnnen bezuglich ihrer physiologischen Wirkung nach dem
Grad ihrer biologischen Verfligbarkeit und ihrer Toxizitat zwei unterschiedlichen
Gruppen zugeordnet werden. Bestimmte Metalle sind fir den menschlichen
Organismus in einem schmalen Konzentrationsbereich lebensnotwendig und missen
daher mit der Nahrung aufgenommen werden. Sie werden als essentielle Elemente
bezeichnet. Im Gegensatz dazu gehéren Schwermetalle, wie beispielsweise
Quecksilber, Thallium, Blei oder Cadium zu den nicht-essentiellen Elementen, da sie
nach bisherigem Kenntnisstand keine physiologische Funktion besitzen und schon in
geringsten Mengen negative Auswirkungen auf den Organismus haben konnen !,
Diese Dosis-Wirkungs-Beziehung ist fur die beiden Kategorien in Abbildung 2
grafisch dargestellt.

positiv

optimal

essentielles

Element
/

Dosis

physiologische Wirkung

nicht-essentielles/

Element

v

negativ

Abbildung 2: Dosis-Wirkungs-Beziehung von essentiellen und nicht-essentiellen
Schwermetallen
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Essentielle Elemente sind in verschiedene biologische Prozesse eingebaut
und fir einen normalen Gesundheitszustand unabdingbar. Die Unterschreitung einer
je nach Metall und Organismus verschiedenen Grenzkonzentration fuhrt zu
Mangelerscheinungen mit meist komplexen Krankheitsbildern und eventuell auch
zum Tod. Ahnlich schwerwiegende Auswirkungen kann aber auch das Uberschreiten
einer Maximalkonzentration im Korper haben. Diese toxische Wirkung kann sowohl
bei den essentiellen als auch bei nicht-essentiellen Metallen auftreten. Beide
Gruppen konnen, wie in Abbildung 2 gezeigt, bei erhdohter Exposition zu
Schadigungen des Organismus fuihren und im Extremfall auch zum Tod. Die
biologische Wirkung und Toxizitdt eines Schwermetalls wird dabei durch eine
Kombination verschiedener Eigenschaften bestimmt. Dazu z&hlen die
Aufnahmeféahigkeit durch Biomasse, das Redoxverhalten, die Komplexbildungs-

tendenz und die Loslichkeit der entsprechenden Metallverbindungen.

Die toxische Wirkung kann bei verschiedenen Metallen sowohl durch die
Aufnahme einer einmaligen hohen Dosis des Stoffes erfolgen, aber auch infolge
einer standig wiederkehrenden Zufuhr geringerer Mengen. Im ersten Fall spricht man
von einer akuten Vergiftung, der zweite Fall wird als chronische
Schwermetallvergiftung klassifiziert. Erste Symptome treten hier erst nach
Akkumulation der Giftstoffe und Uberschreiten einer individuellen Belastungsgrenze
auf. Man beobachtet dann beispielsweise Schadigungen von Blut und blutbildender
Organe, Bildung von Tumoren, Wachstumsstorungen oder auch verringerte
Denkfahigkeit.

Die toxische Wirkung der Schwermetalle zielt auf nahezu alle biologischen
Aktivitdten und erfolgt fir jedes Metall und jede Metallspezies nach unterschiedlichen
Mechanismen. Beispiele fur eine Einflussnahme sind Enzymsysteme, die durch
Chelatbildung mit dem Schwermetall ihrer normalen biologischen Funktion nicht
mehr gerecht werden, oder aber Wechselwirkungen mit der DNS und dadurch

hervorgerufene Mutationen.
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3 Grundlagen der Photolumineszenz

3.1 Anregung von Molekulen

Die Zufiihrung von thermischer, optischer oder elektrischer Energie kann die
Elektronen eines Molekills von energiearmeren, inneren Orbitalen auf
energiereichere, aul3ere Orbitale anregen. Bei Anregung mit Licht findet durch
Wechselwirkung zwischen dem elektrischen Feld des Anregungslichts und den
Elektronen des Molekiils ein Ubergang vom elektronischen Grundzustand Sy in einen
elektronisch angeregten Zustand gleicher Multiplizitdt und dessen Uberlagerte
Schwingungs- und Rotationsniveaus statt. Die Kernkonfiguration wird gemafR dem
Franck-Condon-Prinzip bei diesem sehr schnellen Elektronentibergang nicht
geandert, der entsprechende Ubergang ist vertikal . Die aufgenommene Energie
kann nach Planck nur bestimmte diskrete Werte annehmen, die ganzzahlige

Vielfache von hQ sind.

Beschreibt man den Elektronentibergang mit Hilfe quantenmechanischer
Operatoren, ergeben sich zusétzlich zur ,Planck’schen Frequenzbedingung“ zwei
weitere Voraussetzungen fur die erfolgreiche Anregung eines Molekils mit
elektromagnetischer Strahlung. Diese Wechselwirkung erfolgt nur, wenn sie sowohl
zu einer Anderung der Ladungsverteilung im Molekil fihrt, als auch das
Uberlappungsintegral einen endlichen Wert hat . Die Ubergangswahrscheinlichkeit
P wird in Gleichung 1 beschrieben, wobei nach der Born-Oppenheimer-Naherung die
Terme der Elektronen und der rotatorischen sowie vibronischen Wellenfunktionen

der Kerne getrennt werden kdnnen.
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Gleichung 1: Ubergangswahrscheinlichkeit P
2
P=al|(6}(aQ)> e 6:(a.Q)) ()5 (@)
I
a Polarisierbarkeit
[’i): Dipolmomentoperator
0:(9,Q): elektronische Zustandfunktion der Niveaus a und b
P,(Q): Schwingungsfunktion der Niveaus a und b
q: Koordinaten der Elektronen
e: Elektronenladung
Q: Kernkoordinaten

Wird Licht durch eine Probe absorbiert, verringert sich die Strahlungsleistung
des Lichtstrahles. Diese Abnahme der Intensitat des eingestrahlten Lichts hangt von
der Weglange, auf der eine Absorption stattfindet, und der Konzentration des
absorbierenden Stoffes ab. Diesen Zusammenhang beschreibt fiur verdinnte
Losungen das Lambert-Beersche Gesetz, wobei hier substanzspezifische
Eigenschaften durch den Extinktionskoeffizienten ¢ bei einer bestimmten

Wellenlange beriicksichtigt werden (Gleichung 2).

Gleichung 2: Lambert-Beersches Gesetz

E:IogHQH:sE:m
Ol O

E: Extinktion

lo: Intensitat des eingestrahlten Lichts

I: Intensitat des transmittierten Lichts

€ molarer dekadischer Extinktionskoeffizient [Lol*¢m™]
C: Konzentration der Substanz in der Probenlosung [moll™]
d optische Weglange [cm]
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3.2 Desaktivierungsprozesse

Fur elektronisch angeregte Molekulle gibt es verschiedene Mdglichkeiten in
den Grundzustand zurickzukehren. Die notwendige Energieabgabe kann dabei

durch Lichtemission oder strahlungslose Prozesse erfolgen.

Inelastische StoRe mit anderen Molekilen in der Umgebung, meist
Losungmittelmolekilen, sind die haufigste Mdglichkeit ohne Emission von Licht
Energie abzugeben. Dieser Vorgang wird auch als Schwingungsrelaxation
bezeichnet und lauft innerhalb von 102 bis 10 Sekunden ab. In &hnlicher
Geschwindigkeit finden hauptsachlich Ubergange von einem energetisch
hohergelegenen Singulettzustand in niederenergetische Singulettzustande bis zum
niedrigsten angeregten Niveau (S;) statt. Diese strahlungslosen Ubergange zwischen
zwei verschiedenen elektronischen Zustanden derselben Multiplizitat (Singulett-
Singulett- oder Triplett-Triplett-Ubergange) werden allgemein Internal Conversion
(IC) genannt. Prozesse, die zwischen Termen verschiedener Multiplizitdten
stattfinden, nennt man Intersystem Crossing (ISC). Die Ubergangshaufigkeit von
z. B. S; in den Triplettzustand T; ist allerdings um 5 bis 6 Gréssenordnungen kleiner

als bei IC-Prozessen.

Auch bei Prozessen, die unter Emission elektromagnetischer Strahlung
stattfinden, wird zwischen Ubergangen mit und ohne Anderung der Spinmultiplizitat
unterschieden. Als Fluoreszenz bezeichnet man hauptsachlich die Singulett-
Singulett-Ubergange, wobei auch sehr selten beobachtete Triplett-Triplett-Ubergénge
in diese Kategorie fallen. Der mit einer Anderung des Spindrehimpulses verbundene
Triplett-Singulett-Prozess wird als Phosphoreszenz bezeichnet und weist wegen den
im Vergleich zur Fluoreszenz wesentlich kleineren Ubergangsmomentintegralen
erheblich langere Strahlungslebensdauern auf. Wahrend Fluoreszenziibergange im
Bereich zwischen 107 und 10° Sekunden stattfinden, kénnen Phosphoreszenz-

prozesse bis zu mehrere Sekunden dauern.

Alle genannten Mdglichkeiten der Energieabgabe eines angeregten Molekiils
kénnen in einem Jablonski-Diagramm (vgl. Abbildung 3) zusammengefasst werden.
Dabei werden die elektronischen Zustande zusammen mit ihren jeweiligen

Schwingungsniveaus schematisch dargestellt.
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O P N W

e
S, i IC, 2
T VR ISC , 1
= T, o_1C |
; = .
2 ISC - 5
1 0 i 3
S, o IC , 2
VR 1
T, ;[ 0
A F VR VR
3 P
2
1 A
S, 0
Abbildung 3: Jablonski-Diagramm (A: Absorption; VR: Schwingungsrelaxation; IC: Internal

Conversion; ISC: Intersystem Crossing; F: Fluoreszenzemission; P:
Phosphoreszenzemission

Die Desaktivierung von angeregten Molekilen erfolgt demnach Uber
zahlreiche, in direkte Konkurrenz tretende Prozesse. Bei einer Anregung in hdhere
Singulett-Zustande beobachtet man jedoch nur in Ausnahmefallen eine direkte
Fluoreszenz ausgehend von diesen Niveaus. Hier sind strahlungslose Prozesse
meist bevorzugt. Nach Kasha findet der wahrscheinlichste Fluoreszenziibergang aus
dem niedrigsten Niveau einer gegebenen Multiplizitat statt *%. Die vorangeschalteten
strahlungslosen Relaxationsvorgdnge bedeuten bereits eine Verringerung der
Energie des Molekiils, weshalb die beobachteten Fluoreszenzbanden gegenuber
den entsprechenden Absorptionsbanden bathochrom verschoben sind. Diese
Energieabgabe ohne Emission kann aus den Wellenlangen der Maxima im
Anregungs- und Emissionsspektrum berechnet werden. Der sog. Stokes-Shift wird

nach Gleichung 3 berechnet.
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Gleichung 3: Stokes Shift
. 1 1
Stokes Shift =10’ - —E
ex )\em
Aex: Maximum des Anregungsspektrums [nm]
Aem: Maximum des Emissionsspektrums [nm]

Daneben ergibt sich aus diesen vor dem emittierenden Ubergang
stattfindenden  Relaxationsprozessen die Unabhéngigkeit der Form des

Emissionsspektrums von der Anregungswellenlange.

Die Abstande der einzelnen Vibrationsniveaus von Sy und S; sind energetisch
annahernd gleich. Der Vergleich zwischen einem Absorptionsspektrum und einem
Fluoreszenz-Emissionsspektrum derselben Verbindung zeigt daher eine spiegel-

symmetrische Anordnung der Banden. Diese sog. Spiegel-Regel zeigt Abbildung 4.

A F'y
2 <)
> =
@ o
= (=
L L
Kernabstand Wellenlange
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Spiegelsymmetrie von Absorptionsspektrum und

Emissionsspektrum einer Verbindung und zugehdriges Potentialschema



Grundlagen der Photolumineszenz 14

3.3 Fluoreszenzquantenausbeute und Lebensdauer des
angeregten Zustands

Die verschiedenen konkurrierenden photophysikalischen Relaxationsprozesse
konnen &hnlich der kinetischen Beschreibung chemischer Reaktionen mit Hilfe von
Geschwindigkeitskonstanten charakterisiert werden. Wie wahrscheinlich der Vorgang
der Fluoreszenzemission im Vergleich zu den anderen Desaktivierungsmoglichkeiten
ist, kann einfach durch die Fluoreszenzquantenausbeute berechnet werden. Dabei
wird sie entweder mit Hilfe der Geschwindigkeitskonstanten beschrieben oder aus
dem experimentell ermittelten Verhaltnis zwischen Anzahl der emittierten und den

vorher aufgenommenen Photonen bestimmt (vgl. Gleichung 4).

Gleichung 4: Definition der Fluoreszenzquantenausbeute

k. |

Or: Fluoreszenzquantenausbeute

Ke: Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz [s™]

ki: Geschwindigkeitskostanten der anderen Desaktivierungsprozesse [s'l]
Ie: Intensitat der Fluoreszenzemission

Al Intensitat des absorbierten Lichts

Die so definierte Fluoreszenzquantenausbeute kann durch zahlreiche

Faktoren beeinflusst werden. Dazu gehdren hauptsachlich:
e das Losungsmittel

e die Temperatur

 die Anregungswellenlange **

e der pH-Wert der Lésung

e die Anwesenheit von Schweratomen oder anderen

fluoreszenzloschenden Substanzen 24 191,
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Ebenso lassen sich &hnlich der chemischen Reaktionstechnik Zeitgesetze
aufstellen und fur den angeregten Zustand eine mittlere Lebensdauer t definieren.
Nach dem in Gleichung 5 beschriebenen Zusammenhang ist T als die Zeit definiert,
in der die Zahl der Molekile, die sich zu Beginn des Desaktivierungsprozesses im

S:-Niveau befunden haben, auf den Anteil 1/e abgenommen hat ¢/,

Gleichung 5: Intensitéat der Fluoreszenzemission als Funktion der Zeit

It) =1, Eéxp@—%E

I(t): Fluoreszenzintensitat zum Zeitpunkt t

lo: Fluoreszenzintensitat zum Zeitpunkt t=0

T mittlere Lebensdauer des angeregten Zustands [s]
t: Zeit [s]

Die experimentell erfassbare mittlere Lebensdauer 1 ist jedoch stets geringer
als die nattrliche Lebensdauer 1. Die  verschiedenen beteiligten

Desaktivierungsprozesse vermindern diesen Wert, wie Gleichung 6 zeigt.

Gleichung 6: Mittlere  Lebensdauer des angeregten Zustands als Funktion der
Geschwindigkeitskonstanten
1
TSk
F [
I
T mittlere Lebensdauer des angeregten Zustands [s]
Ke: Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz [s'l]

ki: Geschwindigkeitskostanten der anderen Desaktivierungsprozesse [s'l]
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3.4 Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von der
Analytkonzentration

Das Lambert-Beersche Gesetz (Gleichung 2) liefert fir die von einer Lésung
absorbierte Lichtmenge den direkten Zusammenhang zur Konzentration des Stoffes
in der L6ésung. Mit Hilfe der Fluoreszenzquantenausbeute ergibt sich ein ahnlicher

Ausdruck fur die Intensitat des emittierten Fluoreszenzlichts (Gleichung 7).

Gleichung 7: Zusammenhang zwischen Fluoreszenzintensitat und Analytkonzentration
Il = o, O, f1-109)
Ie: Intensitat der Fluoreszenzemission
Dr: Fluoreszenzquantenausbeute
lo: Intensitat des eingestrahlten Lichts
& molarer dekadischer Extinktionskoeffizient [LEhol ' em™]

Konzentration der Substanz in der Probenlésung [moI[[L'l]
optische Weglange [cm]

Die Voraussetzungen sind entsprechend dem Lambert-Beerschen Gesetz
kollimiertes, monochromatisches Licht, kein Auftreten von Streuung oder Reflexion
an der Probenoberflache und eine homogene, molekulardisperse Loésung ©. Die
letzte Bedingung wird nur in stark verdiunnten Losungen erfullt (eldld < 0,02) und
bietet die Mdoglichkeit Gleichung 7 durch Potenzreihenentwicklung und
Vernachlassigung der hoheren Terme in einen linearen Zusammenhang zwischen

Analytkonzentration und Fluoreszenzintensitat umzuwandeln &7,

Gleichung 8: linearer Zusammenhang zwischen Fluoreszenzintensitat und Analytkonzentration

| =230, [0, &<

Ie: Intensitat der Fluoreszenzemission

P Fluoreszenzquantenausbeute

lo: Intensitat des eingestrahlten Lichts

& molarer dekadischer Extinktionskoeffizient [LEhol em™]

Konzentration der Substanz in der Probenlésung [moI[Il'l]
optische Weglange [cm]
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Die in Gleichung 8 gezeigte direkte Proportionalitdit der gemessenen
Emissionsintensitat zur Konzentration der Substanz in der Probenlésung ist einer der
entscheidenden  Vorteile der  Fluoreszenzspektroskopie  gegeniuber  der
Absorptionsspektroskopie. Durch Einsatz intensiver Lichtquellen, wie beispielweise

Laser, kann die Nachweisstarke entscheidend verbessert werden.

Bei hoheren Konzentrationen kann diese idealisierte lineare Beziehung die
experimentellen Befunde jedoch nicht mehr beschreiben. Abbildung 5 zeigt das
Abflachen des Funktionsverlaufs ab einer gewissen Grenzkonzentration und
schlieBlich bei genigend hohen Analytmengen sogar eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat. Die Ursachen dafir sind vor allem die Reabsorption des

emittierten Lichts sowie andererseits die Aggregation der Chromophore.

log(c,,.,)
Abbildung 5: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von der Analytkonzentration
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3.5 Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von d er Matrix

351 Einfluss des L6sungsmittels und d es pH-Wertes

Die Fluoreszenzquantenausbeute sowie Lage und Intensitat der jeweiligen
Maxima in Anregungs- und Emissionsspektrum einer Verbindung koénnen direkt
durch die Umgebung eines Molekils beeinflusst werden. Bei Messungen in Lésung
konnen die Energieunterschiede zwischen elektronisch angeregtem Zustand und
Grundzustand durch verschiedene Effekte variieren. Die Anregung einer Verbindung
aus dem elektronischen Grundzustand bewirkt eine Anderung des Dipolmoments der
Molekule. Dieser Dipol kann mit dem Dipolmoment der L&sungsmittelmolektle in
Wechselwirkung treten. Nach der Anregung in den sog. ,Frank-Condon®
Anregungszustand liegt das Molekial noch in der Geometrie und
Lésungsmittelumgebung des Grundzustands vor 8. Erst durch geometrische
Anderungen im Molekiil selbst und Reorientierung des umgebenden Solventkéfigs
wird ein energetisch niedriger liegender Anregungszustand erreicht, der sich mit

seiner Umgebung im Gleichgewicht befindet (vgl. Abbildung 6) ™ 2%,

Frank-Condon
Angregungszustand

\ Angeregter Zustand
im Gleichgewicht

Absorption Fluoreszenzemission

Grundzustand — Y  Frank-Condon

im Gleich- / Grundzustand
gewicht

Abbildung 6: Schematische Darstellung der beteiligten Niveaus bei Fluoreszenzemission eines
Molekdls in einem Losungsmittelkafig



Grundlagen der Photolumineszenz 19

Mit der sich anschlieRenden Fluoreszenzemission kehrt das Molekll zunachst
ebenfalls in einen Grundzustand zuriick, der nicht mit der Losungsmittelumgebung
im Gleichgewicht steht. Die Anpassung der Umgebung an die geédnderte Polaritat
des Molekils ergibt schliel3lich wieder der Chromophor zusammen mit seinem

Solventkafig im Gleichgewichts-Grundzustand ™.

Bei unpolaren Chromophoren in unpolaren Ldsungsmitteln sind die
Wechselwirkungen zwischen Lésungsmittelkéafig und Molekil nur sehr schwacher
Natur, weshalb dort nur geringe Anderungen im Emissionsspektrum beobachtet
werden konnen. Molekiilen, bei denen groRe Anderungen des Dipolmoments durch
die Anregung auftreten, weisen sehr hohe Energieunterschiede zwischen Frank-
Condon- und Gleichgewichtszustand auf®Y. Dieser Effekt tritt vor allem bei
Chromophoren auf, die starke Wasserstoffbriickenbindungen mit einem protischen

Losungsmittel ausbilden kénnen.

Bei Verbindungen mit sauren oder basischen Gruppen haben die Séure und
ihre korrespondierende Base unterschiedliche spektroskopische Eigenschaften.
Somit hat der pH-Wert der Losung erhebliche Auswirkungen auf das Absorptions-
und Fluoreszenzspektrum der Verbindung. Die durch unterschiedliche Dissoziations-
und Protonierungsprozesse auftretenden Veranderungen kénnen sowohl auf die
Wellenlange als auch auf die Intensitat der Fluoreszenzemission einen grof3en

Einfluss haben.

3.5.2 Fluoreszenzldschung

An der Desaktivierung der angeregten Molekile kann auch eine zweite
Spezies Q, ein sog. Quencher bzw. Léscher beteiligt sein. Diese Wechselwirkung mit
dem Anregungszustand, die mit einer Verringerung der Fluoreszenz-
quantenausbeute und der mittleren Lebensdauer des angeregten Zustands
einhergeht, nennt man dynamische L&schung. Ebenso kann diese Verbindung Q
aber auch mit dem Molekil im Grundzustand interagieren und die

Fluoreszenzemission durch Bildung einer neuen Spezies verringern. Bei dieser
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statischen Loschung wird keine Anderung der mittleren Lebensdauer des angeregten
Zustands beobachtet. Der dynamische Prozess ergibt nach der Anregung zunéchst
einen Stollkomplex mit dem Ldscher, welcher grundsatzlich drei verschiedene

Moglichkeiten der Desaktivierung hat. Man unterscheidet dabei #%;

e Transfer der Energie vom Chromophor auf den Léscher
e chemische Reaktion zwischen Chromophor und Léscher

e strahlungslose Desaktivierung des Chromophors durch katalytische

Aktivitat des Loschers.

Die zusatzlichen Konkurrenzprozesse zur Fluoreszenz konnen in die
kinetischen Betrachtungen aufgenommen werden und so durch den Quotienten
zwischen den Fluoreszenzquantenausbeuten bzw. mittleren Lebensdauern mit und
ohne Anwesenheit des Loschers die Abhangigkeit der Intensitatsabnahme von der
Konzentration des Quenchers Q zeigen. Dieser Zusammenhang zwischen [Q] und
dem Verhaltnis der Fluoreszenzintensitidten ergibt die lineare Stern-Volmer-

Gleichung, die nur die dynamischen Prozesse bertcksichtigt. (siehe Gleichung 9).

Gleichung 9: Lineare Stern-Volmer-Gleichung
0 0 kF+zki+kQE[Q]

lo, _ P _ T , Ko

d=_"F="Fr= :1+—|:[Q]:1+|_|:[Q]

[ S kF+2ki kF+2ki
| I

lo/1: Fluoreszenzintensitat (bei Anwesenheit eines Ldschers)

q)ﬁ /CIDF . Fluoreszenzquantenausbeute (bei Anwesenheit eines Léschers)

T,? /TF : mittlere Lebensdauer des angeregten Zustands (bei Anwesenheit eines

Ldschers) [s]

Ke: Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz [s™]

ko: Geschwindigkeitskonstante der Léschvorgéange [s'l]

ki: Geschwindigkeitskostanten der anderen Desaktivierungsprozesse [s'l]

Stern-Vollmer-Konstante [mel'l]
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3.6 Fluoreszenz von Koordinationsverbindungen

3.6.1 Allgemeines

Fluoreszenzeigenschaften von Komplexverbindungen werden nicht nur durch
die elektronischen Zustande des organischen Ligandsystems sondern auch durch
die beteiligten Orbitale des Metallions gepragt. Bei vielen organischen Verbindungen,
die auf Grund ihrer Struktur eine starke Lumineszenz vermuten lassen, beobachtet
man im Komplex nur geringe Lumineszenz, da die Ubergangsmetalle die
Wahrscheinlichkeit der strahlungslosen Relaxation deutlich erhéhen kénnen (23],
Betrachtet man den Grundzustand des freien Liganden, sind sowohl die bindenden
1-Orbitale als auch die nichtbindenden n-Orbitale besetzt. Bei einer Anregung des
Molekils kdnnen Elektronen sowohl von den n-Niveaus als auch den teNiveaus in
die antibindenden tt-Orbitale iibergehen. Tritt der Ligand mit einem Metallion in
Wechselwirkung, nimmt die Energie der n - 1t-Ubergénge wegen der Absenkung der
Energie der n-Orbitale zu. Die Ti— Tt-Ubergange werden durch die Komplexbildung

praktisch nicht beeinflusst %/,

Die Ubergange zwischen den Orbitalen des Komplexes konnen je nach
Charakter der beteiligten Zustande eingeteilt werden. Man unterscheidet Ubergénge
mit Uberwiegend Metallcharakter (metall-lokalisiert), Uberwiegend Ligandcharakter
(ligand-lokalisiert) und Elektronentubergange zwischen Orbitalen mit tUberwiegend
Metall-d-Charakter und Ligandorbitalen. Letztere bezeichnet man als Charge-
Transfer-Ubergange (CT), wobei hier noch zwischen MLCT (metal-to-ligand charge-
transfer) und LMCT (ligand-to-metal charge-transfer) differenziert wird . Die
verschiedenen Elektronentubergange sind in Abbildung 7 am Beispiel eines

oktaedrischen Komplexes schematisch zusammengefasst.
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Abbildung 7: Vereinfachtes Molekulorbitalschema eines oktaedrischen Komplexes

Bei Komplexen mit Metallionen hoherer Ordnungszahl wird im Vergleich zur
Fluoreszenzintensitat des freien Ligandsystems eine Abnahme der Fluoreszenz
beobachtet. Die oft angewandten Spin—Auswahlregeln verlieren hier ihre Gultigkeit.
Die stattfindenden Ubergange konnen nicht mehr als spin—verboten klassifiziert
werden und lassen eine Unterscheidung von Fluoreszenz und Phosphoreszenz auf
Grund der experimentellen Befunde nicht mehr zu. Diese Art von Loéschung fuhrt
man auf paramagnetische Einflisse sowie Schweratomeffekte zurtick. Durch die hier
auftretenden Spin—Bahn—Kopplungseffekte finden vermehrt S;-T; — Ubergénge

statt, wodurch der S;—Ausgangszustand fir die Fluoreszenz weniger populiert ist,
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und damit die Lichtemission auf diesem Weg deutlich abnimmt ©*2¢ Dies

beobachtet man vor allem bei Komplexen mit Metallionen der zweiten und dritten

Ubergangsperiode ¢,

Die verschiedenen Desaktivierungsprozesse in Metallkomplexen kann man,

wie in Abbildung 8 dargestellt, je nach relativer energetischer Lage der Ligand- und

Metallorbitale in vier verschiedene Falle einteilen #71:

(1)

(2)

3)

Liegt das erste elektronische Niveau des Metallions M; Giber dem ersten
angeregten Singulettzustand des Ligandsystems (S;) beobachtet man
Uberwiegend Fluoreszenz, in seltenen Fallen Phosphoreszenz. Die
Fluoreszenzspektren unterscheiden sich kaum von denen des freien
Komplexbildners. Diese Eigenschaften zeigen typischerweise
Hauptgruppenmetalle, wobei das Metallion haufig nur fir die Bildung
eines Metallazyklus mit dem Liganden verantwortlich ist.

Eine zusatzliche Wechselwirkung zwischen M; und dem angeregten
Singulett- und Triplettzustand des Liganden wird bei einer
energetischen Lage des Metallzustands zwischen S; und T; ermdglicht.
Die Wabhrscheinlichkeiten fur Intersystem Crossing und Internal
Conversion nehmen zu. Die meisten Komplexe dieser Kategorie zeigen
keine Fluoreszenz, oft kann jedoch bei tiefen Temperaturen

Phosphoreszenz beobachtet werden.

Eine sog. ,sensibilisierte* Lumineszenz tritt auf, wenn das Niveau des
Metallions energetisch unter dem T;-Niveau liegt. Es kdnnen dann
zunachst strahlungslose Relaxationsprozesse von S; zu M; stattfinden,
wobei dies sowohl direkt als auch Uber T; geschehen kann.
AnschlieBend kann z. B. bei seltenen Erden und einigen
Platingruppenmetallen eine sog. ,ionische” Lumineszenz innerhalb der
Metallniveaus M; und My beobachtet werden. Die entsprechenden
Fluoreszenzbanden sind sehr schmal, da hier die

Schwingungszustande des Liganden nur wenig beteiligt sind.
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(4)  Die Beteiligung von Mg an einem lumineszierenden Ubergang aus T ist
die vierte Mdglichkeit. Dieser ,Ligand-to-Metal-Charge-Transfer” ist ein
Phosphoreszenzprozess, was auch durch die lange Lebensdauer des
angeregten Zustands ersichtlich ist. Diese Art von Ubergang wird
beispielsweise bei Komplexen von Ru(lll), Os(lll) oder Ir(lll)

beobachtet 2°1,

-
v
= HZ
ﬁﬂﬁ”
v
= HZ

(1) (2) (3) (4)

— strahlungsloser Ubergang
~  Jumineszierender Ubergang
Abbildung 8: Mogliche Ubergange zwischen den Niveaus der niedrigsten angeregten Singulett-

und Triplettzustande eines Ligandsystems (S;, T1) und beteiligten Metallzustanden
(MOl Ml)

Ohne genaue Kenntnisse Uber die elektronischen Eigenschaften einer
Komplexverbindung lassen sich die experimentell erfassten Lumineszenzbanden
keinem  konkreten elektronischen Ubergang zuordnen. Unterschiedliche
Eigenschaften konnen jedoch schon aus der elektronischen Besetzung der auf3eren
Schale eines Metallions vermutet werden. Man unterscheidet hier zwischen ,closed-

shell“- und ,open-shell“-Metallionen.
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3.6.2 Komplexe mit ,closed-shell“-Metallionen

Liegt der niedrigste spin—erlaubte Ubergang des Liganden (11— Tt) energetisch
niedriger als die metall-lokalisierten Ubergéange, so ist das Fluoreszenzspektrum des
Komplexes nahezu identisch mit dem des freien Liganden. Bei Komplexen mit
diamagnetischen closed—shell-Metallionen trifft dies meist zu, hier ist die Energie der
spin—erlaubten Ubergange im Metallion bedeutend héher als die Sp— S;—Absorption
des Liganden . So erhalt man beispielsweise bei Komplexen von 8—Hydroxychinolin
mit Mg(ll), Zn(ll), Cd(ll), Al(lll) und Ga(lll) anndhernd gleiche Spektren wie beim
freien Liganden %81 Eine Detektion der entsprechenden Einzelkomponenten kann
entweder nur nach  Separationsschritten,  wie  beispielsweise  eine
chromatographische Trennung, oder bei genigend grol3en Unterschieden in den

mittleren Lebensdauern durch zeitaufgeloste Messungen erfolgen.

3.6.3 Komplexe mit ,,open-shell“-Metallionen

Bei open-shell-Metallionen wird im Komplex haufig eine
Fluoreszenzschwéchung beobachtet. Bei diesen Metallionen sind die d-Orbitale
nicht vollstandig geflllt. Sie zeigen meist Paramagnetismus. Allein bei Anwesenheit
paramagnetischer Verbindungen (z.B. Sauerstoff) wird eine starke Léschung der
Fluoreszenz beobachtet, wobei die strahlungslose Relaxationsrate und die
Phosphoreszenz zunimmt %, Im Ubergangsmetall sind die d —d — Ubergange formal
verboten, und die molaren Extinktionskoeffizienten haben sehr geringe Werte. Liegt
dieser Ubergang jedoch niedriger als der - — Ubergang des Ligandsystems, so

verringert sich die Quantenausbeute der Fluoreszenz auf Minimalwerte %,
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3.6.4 Der photoinduzierte Elektronentransfer

Ein Sensor, der nach dem Prinzip des photoinduzierten Elektronen-
Transfers (PET) arbeitet, kann in zwei funktionelle Einheiten eingeteilt werden. Der
eine Teil fungiert als Rezeptor fur Metallionen und tritt mit diesen in Wechselwirkung;
der andere Teil des Sensormolekdls ist der Fluorophor. Eine Méglichkeit des Designs
eines solchen Systems ist in Abbildung 9 dargestellt. Wesentlich fir das Verhalten
des Sensors ist nun die Wechselwirkung zwischen dem Rezeptor-Teil und dem
Fluorophor, welche durch die Wahl des Spacers entscheidend beeinflusst werden
kann. Bei einer Wechselwirkung des Rezeptors mit einem Metallion muss eine
Ubertragung dieser Information zum Fluorophor mdglich sein, um die
Fluoreszenzeigenschaften des Molekils zu verandern. In der Literatur finden sich

auch Beispiele, bei denen eine direkte Ankntpfung der beiden Teile ohne Spacer

erfolgt &%,
Fluorophor | Spacer | Rezeptor Fluorophor | Spacer | Rezeptor
-’I{IF!/ p O JJJJJBH/H\ | | @
hVAbs e hVAbs hVEm
(1) (2)
Abbildung 9: Schematische Darstellung des photoinduzierten Elektronentransfers in einem

FIuorophor-Reze[ptor—System (1) ungebunden und (2) nach der Komplexierung
eines Metallions "

Der PET ermdglicht diese Interaktion zwischen Fluorophor und Rezeptor und
fuhrt damit zum gewlnschten Sensor-Verhalten. Liegt der Sensor in ungebundener
Form vor so kann nach der Anregung des Fluorophors eine Elektronentbertragung
vom HOMO' des Rezeptor-Teils erfolgen. Diese Ubertragung nennt man
photoinduzierten Elektronen-Transfer (PET). Dazu muss das HOMO' des Rezeptors
energetisch hoher als das HOMO des nicht-angeregten Fluorophors liegen (siehe
Abbildung 10). Die Rate der Fluoreszenz ist deutlich niedriger als die des

strahlungslosen Elektroneniibergangs vom Rezeptor zum Fluorophor #2.
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E
Lumo —} Lumo —
hv,,
+Homo
HOMO+— HoMO =
+-Homor
unterster angeregter Rezeptor unterster angeregter Rezeptor
Singulettzustand (ohne Kation) Singulettzustand (mit Kation)
des Fluorophors des Fluorophors
Abbildung 10: Grenzorbitale fur ein Fluorophor-Rezeptor-System mit moglichem

photoinduziertem Elektronentransfer

Bei der Kation-gebundenen Form verandert sich die Lage des HOMO'. Es liegt
nun energetisch tiefer als das HOMO des nicht-angeregten Fluorophors. Damit ist

der PET nicht mehr mdglich, der fluoreszierende Ubergang findet wieder statt.

Dieses "An"- und "Aus"-Verhalten des Rezeptors ist allerdings nur zu
beobachten, wenn sich die Raten des Fluoreszenziibergangs und des PET sowohl

im ungebundenen als auch im gebundenen Zustand deutlich unterscheiden.

Der sog. ,Reversed“-PET stellt die inverse Variante dar. Das Ligandsystem
fluoresziert im ungebundenen Zustand und durch Komplexierung vermindert sich die
Fluoreszenzintensitat *3. In diesen Prozess ist das LUMO’ des Rezeptor-Teils
involviert, das zunachst energetisch Uber dem LUMO des nicht-angeregten
Fluorophors liegen muss (vgl. Abbildung 11). Das angeregte Elektron wird nach einer
Komplexierung vom angeregten Zustand des Fluorophors auf das LUMO’ des
Rezeptor-Teils Ubertragen, das nun energetisch unter das LUMO des Fluorophors

abgesenkt wurde.
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E
'-U'V'O—f e LUMO—}/\

hv,,,

HOMO HOMO{—
HHomo: T Homor

unterster angeregter Rezeptor unterster angeregter Rezeptor
Singulettzustand (ohne Kation) Singulettzustand (mit Kation)
des Fluorophors des Fluorophors

Abbildung 11: Grenzorbitale fur ein Fluorophor-Rezeptor-System mit moglichem ,Reversed“-PET
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3.7 Neue Methoden und Anwendungen der
Fluoreszenzspektroskopie

3.7.1 Zeit- und ph asenaufgel6ste Emissionsspektroskopie

In komplex zusammengesetzten LOsungen ist die Unterscheidung der
einzelnen Komponenten oft schwierig. Bei der Detektion eines lumineszierenden
Metallkomplexes in Umweltproben kénnen die teilweise ebenfalls Licht emittierenden
Matrixbestandteile die Emissionsbanden teilweise oder vollstandig Gberlagern. Der
Ubergang zu mehrdimensionalen Techniken, wie beispielsweise die simultane
Bestimmung der Emissions- und Anregungsspektren liefert mit der sog. Anregungs-
Emissions-Matrix (engl. excitation-emission-matrix, EEM) eine Art ,Fingerabdruck®
der Losung und der einzelnen Komponenten. Genigen diese Informationen noch
nicht fir eine eindeutige Identifizierung der Bestandteile konnen zuséatzliche
spezifische Eigenschaften der Komponenten herangezogen werden. Dazu gehdren
unter anderem zeit- und phasenaufgeldste Messungen ¥, Diese ermdglichen auch
bei Metallkomplexen, deren Spektren nur Intensitatsdifferenzen aufweisen, eine

eindeutige, analytisch nutzbare Unterscheidung.

Generell kann man zeitaufgelbste Messungen mit einer gepulsten oder einer
phasenmodulierten Lichtquelle betreiben ®°. Gepulste Blitzlampen bieten eine
Pulsbreite zwischen ein und 10 ps, Laser als Anregungsquelle erreichen den unteren
Nanosekundenbereich. Die Lebensdauer des angeregten Zustands darf bei der
Messung nicht erheblich kirzer als der Anregungspuls sein, da sonst der zeitliche
Verlauf der Emission deckungsgleich mit dem Anregungspuls erfolgt. Ebenso
entscheidend fur die zeitabhangige Messung ist die Steuerung des Detektorsystems.
Ein typischer Verlauf der Fluoreszenzemission nach einem kurzen Anregungsimpuls

ist in Abbildung 12 schematisch dargestellit.
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Intensitat

Fluoreszenzemission

Anregungsimpuls

Abbildung 12: Zeitlicher Verlauf des Anregungsimpulses und der Fluoreszenzemission bei
zeitaufgeldster Messung

Die erhaltenen Daten kdnnen bei einfacher Zusammensetzung der Probe und
unter der Voraussetzung eines im Vergleich zur kleinsten mittleren Lebensdauer

kurzen Anregungspulses mit Hilfe von Gleichung 10 beschrieben werden.

Gleichung 10: Abhangigkeit der beobachteten Abklingfunktion von der mittleren Lebensdauer der
in der Probe enthaltenen Verbindungen

(11)=3 Ii()\)EEXp% TLE

D(t,A): Gemessene Fluoreszenzintensitat (anhangig von Zeit t und Wellenlange A)
li(A): Fluoreszenzintensitat des Bestandteils i der Losung zum Zeitpunkt t=0
T mittlere Lebensdauer des angeregten Zustands des Bestandteils i der Losung

Die Berechnung der mittleren Lebensdauer 1 der verschiedenen
Verbindungen erfolgt nach numerischen lIterationsverfahren (nicht-linearen Methode
der kleinsten Fehlerqguadrate). Komplexe Auswertungsmethoden sind nétig, wenn die
tatsachliche Abklingfunktion nicht direkt aus den experimentellen Daten zugénglich

ist, sondern Pulsdauer und Antwortzeiten des Detektors und der Elektronik die
Messdaten beeinflussen.
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Die oben bereits erwadhnte phasenmodulierte Lichtquelle erméglicht ebenfalls
eine Bestimmung der mittleren Lebensdauer. Diese Technik baut auf
Forschungsergebnissen im Bereich Hochfrequenztechnik auf und wurde schon vor
den gepulsten Methoden entwickelt. Sie ist vor allem fur Kkurzlebige
Anregungszustande interessant. Die Anregung eines Molekils mit einer Lichtquelle,
deren Intensitat sinusférmig moduliert wird, ergibt einen ebenso sinusformigen

Intensitatsverlauf der Fluoreszenzemission (vgl. Abbildung 13).

Phasenverschiebung Anregungsstrahlung

/ / Fluoreszenzemission

T
‘0
(20 OV . R A S, S
Q
E
o BA
b/a
v v
Zeit
Abbildung 13: Phasenverschiebung zwischen moduliertem Anregungslicht und emittierten Licht l

Die zeitliche Verschiebung der Phase von Anregungs- und
Emissionsstrahlung ergibt sich aus der Verzégerung der Lumineszenz nach der
Anregung und korreliert so mit der mittleren Lebensdauer 1. Einen weiteren Weg zur
mittleren Lebensdauer bietet der sog. Demodulationsgrad m, der sich aus den
Amplituden-zu-Offset-Verhaltnissen von Fluoreszenz und Anregungslicht berechnen
lasst. Daraus ergeben sich durch Messung der Phasenverschiebung oder des
Demodulationsgrads unabhangig voneinander nach Gleichung 11 bzw. Gleichung 12

die entsprechenden mittleren Lebensdauern.
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Gleichung 11: Berechnung der mittleren Lebensdauer des angeregten Zustands aus der
Phasenverschiebung

1(9)= % dan((p)

T mittlere Lebensdauer des angeregten Zustands

f: Modulationsfrequenz der Anregungsstrahlung

0} Phasenverschiebung zwischen moduliertem Anregungslicht und Emission
Gleichung 12: Berechnung der mittleren Lebensdauer des angeregten Zustands aus dem

Demodulationsgrad

_ 1 q/ 1 : _B/A
T(m)—ﬁ Q?Q_l mit m_b/_a

mittlere Lebensdauer des angeregten Zustands

Modulationsfrequenz der Anregungsstrahlung

Phasenverschiebung zwischen moduliertem Anregungslicht und Emission
Demodulationsgrad

Amplitude des emittierten Lichts

Offset des emittierten Lichts

Amplitude des Anregungslichts

T > w3 € T

Offset des Anregungslichts

Welcher der beiden Parameter zur Auswertung verwendet wird hangt von der
mittleren Lebensdauer der Verbindung ab. Optimal fur beide Methoden ist ein im
Bereich von 1/(21f) liegender Wert von 1. Abbildung 14 zeigt die theoretische
prozentuale Modulation und die Phasenverschiebung in Abhéangigkeit von der
mittleren Lebensdauer einer Verbindung exemplarisch fir den Fall einer
Anregungsquelle die einen Modulationsgrad von 100% bei einer Frequenz von
100 MHz einsetzt.
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Abbildung 14: Theoretische prozentuale Modulation bzw. Phasenverschiebung im Vergleich zur

mittleren Lebensdauer einer Probe bei 100% Modulation einer 10 MHz

Anregungsquelle B

Fur komplexere Gemische ergeben sich aus den beiden Methoden

unterschiedliche Werte fur 1. Die Variation der Modulationsfrequenz kann aber auch

hier eine Bestimmung der einzelnen Komponenten ermoglichen.

3.7.2 Fluoreszenz in der Molekularbiologie

3.7.2.1  Fluoreszenz Immunoassays

Diese Technik nutzt die hochspezifische Antigen-Antikdrper-Reaktion

zusammen mit der Empfindlichkeit der Fluoreszenztechnik fiir selektive Erfassung

geringer Analytmengen. Man unterscheidet hier heterogene Techniken sowie

homogene Assays.
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Das bekannteste heterogene Verfahren ist wohl der enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), bei dem zun&chst ein spezifischer Antikérper auf
einer Oberflache gebunden wird. Es erfolgt ein Waschschritt und anschlieRend die
Zugabe von Analyt und einem Enzymtracer. Dieses markierte Antigen konkurriert mit
dem eigentlichen Antigen um die Bindungsstellen des Antikdrpers, wodurch sich ein
Gleichgewicht einstellt. Die Gberschissigen Antigene werden wieder durch Waschen
entfernt. Die Enzymtracer enthalten eine Gruppe, die eine entsprechende Reaktion
katalysiert und so entweder eine Farbkomponente ergibt oder eine nicht-

fluoreszierende Verbindung in eine fluoreszierende umwandelt €.

Die aufwendigen Waschschritte entfallen bei einem homogenen
Immunoassay. Der Analyt und ein markierter Tracer konkurrieren hier ebenfalls um
die vorhandenen Bindungsstellen eines spezifischen Antikoérpers, die Immunreaktion
zwischen Tracer und Antikdrper verursacht jedoch eine detektierbare Veranderung in
den Eigenschaften des Tracers. Auch hier gibt es Beispiele fir photometrische
Detektion "3 aber auch Techniken, die auf Fluoreszenzemission basieren. Dazu
gehort beispielsweise auch der fluorescence polarisation immunoassay (FPIA) B9
bei dem eingestrahltes polarisiertes Licht depolarisiert wird, sobald der Tracer durch
den Analyt von der Antikdrper-Bindungsstelle verdrangt wird. Die Empfindlichkeit der
homogenen Techniken ist jedoch im Vergleich zu heterogenen Immunoassays
generell niedriger, da im Gegensatz zu Festphasen-gebundenen Antikdrpern keine
Uberschiisse an entsprechenden immunreaktiven Reaktanden eingesetzt werden

konnen.

3.7.2.2 Fluoreszierende Indikatoren

Die Entwicklungen im Bereich der Echtzeit-Sensorsysteme haben auch fur
Molekularbiologen enorme Fortschritte erméglicht. Dazu gehoren intrazellulare
Konzentrationsmessungen bestimmter lonen oder die Beobachtung von
Aktionspotentialen an Nerven durch den Einsatz spezieller fluoreszierender
Molekiile ¥?. Messungen an Nervenzellen waren zundchst nur mit Hilfe von

Mikroelektroden mdoglich. Erst die Entdeckung von bestimmten Farbstoffen, die auf
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Spannungsanderungen an der Zellmembran durch Emission von Licht reagieren
fuhrte zu einer Reihe von Entwicklungen in diesem Bereich. Fir mikrobiologische
Untersuchungen war dabei entweder die gleichzeitige Beobachtung mehrerer

Nervenzellen oder die hohe Aufldsung einzelner Bereiche in einer Zelle wichtig.

Eine mittlerweile zum Standard in der Zellbiologie gehdrende Methode ist die
Anwendung fluoreszierender Indikatoren zur Konzentrationsiiberwachung wichtiger
lonen, wie zum Beispiel Ca®*, H*, Na*, Mg?* oder CI" innerhalb lebender Zellen oder

o [41,42]

Geweb Die Konzentrationsschwankungen dieser lonen sind meist sehr

schnell, treten nur lokal auf und haben fir die biologische Signalibermittiung eine

[43, 44]

erhebliche Bedeutung . Die hohe Sensitivitat und die Geschwindigkeit der

Fluoreszenz kdnnen nur mit geeigneten Indikatorstoffen genutzt werden. Wichtige

Voraussetzungen fir solche Stoffe sind dabei °

e die Reaktionsgeschwindigkeit zwischen Indikator und Analyt muss

ausreichend hoch im Vergleich zu den untersuchten Prozessen sein

e die Komplexbildung muss im untersuchten Konzentrationsbereich des

Analyten stattfinden

e der Indikator muss zwischen der gewiinschten Spezies und eventuellen

Konkurrenzstoffen unterscheiden kdnnen
e die Fluoreszenzintensitat muss mdglichst hoch sein

e Emissionswellenlangen sollten grél3er 500 nm sein, um nicht mit

Autofluoreszenz der Pyridinnukleotide bei 460 nm zu Uberlappen

e die Bindung des Analyten muss eine charakteristische Anderung in den

Fluoreszenzeigenschaften des Indikatorstoffes hervorrufen

e die Bindung zu Zellbestandteilen oder Membranen sollte durch hohe
Wasserloslichkeit (evtl. durch enzymatisch abspaltbare polare

Schutzgruppen) minimiert werden

e die Indikatorstoffe dirfen zumindest wahrend des Messintervalls keine

toxischen Wirkungen auf die Zelle haben.
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Neben den zur Detektion eingesetzten Fluoreszenzmikroskopen werden heute
konfokale Laser-Scanning Mikroskope verwendet, die ein dreidimensionales

Rasterbild der Vorlage erzeugen kénnen [“°!,

3.7.3 Chemosensoren

Fur jeden Analyt, dessen Konzentration in Echtzeit bestimmt werden soll,
benttigt man einen spezifischen Sensor. Dieser chemische ,Messwertaufnehmer”
muss die Stoffkonzentration in elektrische oder optische Signale umwandeln, die
dem Nutzer uber die Auswertung der gelieferten Daten eine direkte Uberwachung
der Analytmenge in der Probe ohne Zeitverzogerung ermoglicht. Die beiden
Aufgaben eines Chemosensors, die molekulare Erkennung des Zielmoleklls sowie
die Signalibermittlung, lassen eine funktionale Einteilung des Chemosensors in

Rezeptor und aktive Einheit zu B,

Fluoreszierende Chemosensoren bieten gegeniuber anderen Varianten vor
allem die hohe Selektivitat als erheblichen Vorteil. Die photophysikalischen
Eigenschaften einer lumineszierenden Verbindung koénnen durch zahlreiche
Prozesse beeinflusst werden, was die Mdglichkeit einer gezielten Anpassung des
Chemosensors an sein Zielmolekil bietet. Auf die Abtrennung der Begleitstoffe kann
so gegebenenfalls verzichtet werden. Einzelne Chemosensoren missen dabei nicht
unbedingt auf nur einen Stoff reagieren, sondern kbnnen zusammengefasst in einem
Sensorarray verschiedene Analyten registrieren, deren Einzelkonzentrationen dann

Uber chemometrische Methoden ermittelt werden konnen.

Echtzeitmessungen vor Ort sind fur die analytische Chemie und
Umweltchemie von besonderem Interesse. Optische Sensoren, die Uber Glasfasern
an eine mobile Messeinrichtung gekoppelt sind, erlauben Messungen an nahezu
jedem beliebigen Ort. In den frihen 80er Jahren wurden faseroptische Sensoren zur
Bewertung belasteter Béden und Grundwasser entwickelt "%, Ein entsprechendes
System fur Metallionen benétigt einen Chemosensor als Signalvermittler. Dabei kann

das entsprechende Sensormolekul an einer Oberflache immobilisiert vorliegen, wie
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es bei dem von Saari und Seitz 1983 entwickelten faseroptischen Sensor zur
Bestimmung von AP der Fall war®%. Sie verwendeten dieses System des auf
Cellulose immobilisierten Morins auch spater fir Be?* als Analyten Y. Eine
Moglichkeit eines mobilen Sensors stellt das von Niel3ner et. al. entwickelte System
zur Bestimmung von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen dar 2%,
das fur die Analyse von Schwermetallkonzentrationen entsprechend adaptiert

wurde 5758l

. Der modular aufgebaute Sensorkopf besteht dabei aus bisher finf
einzelnen Einheiten. Jedes Modul enthalt einen durch eine Polycarbonat-Membran
vom umgebenden Medium getrennten Reaktionsraum. Hier wird ein selektiver
Chelatbildner mit den durch die Membran diffundierten Metallionen zur Reaktion
gebracht. Die dabei auftretenden Anderungen der Fluoreszenzeigenschaften des
Liganden werden Uber eine Glasfaserleitung an die mobile Messstation
weitergeleitet. Ebenso bringt das bis zu 30 m lange Faserbindel das Anregungslicht
zum Reaktionsraum. Die Reagenzien erreichen das in Abbildung 15 in einer
Schnittzeichnung dargestellte Modul Uber ein Schlauchsystem, Uber das
anschlieBend auch der entstandene Schwermetallkomplex in einen Abfallbehalter
zurlicktransportiert wird. Diese raumliche Trennung zwischen Probenkopf sowie
Messstation mit optischer Einheit und Chemikalientransport erlaubt die weitgehende

Miniaturisierung des Sensormoduls bei gleichzeitiger Kostenminimierung.

Faserhalter

PaRstift  Dichtung /
Palstift \:I Reaktions- und
Detektionsraum

——————

AuslaB

______

Schraubkappe

/mitBohrung

——————

Einlal !

1cm

Abbildung 15: Schnittzeichnung eines Sensormoduls
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Als Anregungsquelle dient ein Stickstofflaser mit einer Anregungswellenlange
von 337,1 nm und 250 pJ pro Puls, dessen emittiertes Licht auf das Faserbindel
fokussiert und so auf die einzelnen Messzellen verteilt wird. Die Detektion erfolgt
Uber eine CCD-Kamera. Die erhaltenen Fluoreszenzspektren der verschiedenen
Module werden Uber die gesamte Flache des CCD-Chips aufgezeichnet, wobei die
horizontalen Linien mit der Emissionswellenldange korrespondieren und vertikal die
Anordnung der einzelnen Lichtfasern an der Detektionseinheit darstellt. Die Analyse

der Daten und die Berechnung der einzelnen Analytkonzentrationen erfolgt tber

chemometrische Auswertung 5%,
0,01 M HCI n Reservoire
mit Reagenz-
N,-Laser l6sung
A=337,1 nm Q)
Spektrometer / |
e
Abfall
: H Sensorkopf —

mit
@ n Modulen

Abbildung 16: Instrumenteller Aufbau des Sensorsystems

Fir den Einsatz in realen Systemen sind jedoch selektive Ligandsysteme
notig, deren Fluoreszenzeigenschaften sich bei Komplexierung mit umweltrelevanten
Schwermetallionen signifikant &ndern. Diese Chelatbildner dirfen dabei nicht auf
ebenfalls anwesende ubiquitéare Begleitstoffe reagieren oder bei der Detektion der

Metallionen starken Matrixeinflissen unterliegen.
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4 Spektroskopische Eigenschaften fluoreszierender,
niedermolekularer Ligandsysteme

4.1 N-Sulfonylthioharnstoff-Liganden

4.1.1 Allgemeine Eigenschaften der N-Sulfonylthioharnstoffe

41.1.1 Synthese

Bereits vor 1950 wurden zahlreiche Vertreter der Stoffklasse der N’-mono-
substituierten N-Sulfonylthioharnstoffe synthetisiert und teilweise patentiert ®*. Erst
Ende der 80er Jahre wurden verschiedene Sulfonylthioharnstoffe intensiv z. B. als

Extraktionsmittel fir Metallionen dargestellt und untersucht 257,

Prinzipiell kénnen N’-monosubstituierte N’-Sulfonylthioharnstoffe auf zwei
verschiedenen Wegen erhalten werden. Die erste Variante geht von Sulfonyl-
isothiocyanat und einem Amin aus, wobei die reaktiven Isothiocyanate nur begrenzt
lagerfahig sind und ihrerseits synthetische Vorarbeit erfordern. Trotzdem gibt es
Beispiele, bei denen diese Synthesevariante genutzt wurde ®®. Fir die Praxis bietet
sich jedoch der alternative Weg Uber Alkyl- bzw. Arylisothiocyanate und Sulfonamide

als Edukte an. Das entsprechende Syntheseschema zeigt Abbildung 17.

1. KzCOg
o SCN—R O n
N N v
Ry NH, » HO Ry Il\l r|\1
H H
Abbildung 17: Syntheseschema fir N-monosubstituierte N-Sulfonylthioharnstoffe *

Die Nukleophilie des Sulfonamids reicht fir die Addition an die SCN-Bindung
des Isothiocyanats nicht aus. Das entsprechende Edukt wird daher zun&chst durch
den Einsatz einer Hilfsbase (K,COj3) in sein Anion Uberfiihrt. Die Umsetzung mit dem
Isothiocyanat ergibt zunachst des Thioharnstoffderivat in Form seines Alkalisalzes.

Dieses wird dann in Wasser gelost und durch Anséduren mit Salzsaure in den ent-
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sprechenden Sulfonylthioharnstoff umgewandelt. Durch Variation der Substituenten

R; und R, koénnen Sulfonylthioharnstoffe gezielt an unterschiedliche Problem-

stellungen angepasst werden.

41.1.2

Mit

Komplexchemische Eigenschaften

N’-monosubstituierten

N-Sulfonylthioharnstoffen

kdnnen

zahlreiche

Metallionen komplexiert werden. Darunter fallen séamtliche lonen der class (b)

(Klassifizierung nach Ahrland, Chatt und Davies '), sowie zahlreiche Vertreter der

border region und das zur class (a) gehérende Metallion Cr(llI/VI). Alle von

beispielsweise N-Phenyl-N’-phenylsulfonylthioharnstoff komplexierten Metallionen

sind in Abbildung 18 hervorgehoben.
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Von N’-monosubstituierten N-Sulfonylthioharnstoffen komplexierte Metallionen am

Beispiel von N-Phenyl-N"-phenylsulfonylthioharnstoff
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Das Ligandsystem bildet dabei mit den in umweltrelevanten LOsungen
vorkommenden Alkali- und Erdalkalimetallionen keine Komplexe. Die Komplex-
bildungseigenschaften von N’-monosubstituierten N-Sulfonylthioharnstoffen werden
durch die in den beiden Struktureinheiten (Sulfonamid- und Thioharnstoffgruppe)

enthaltenen Heteroatomen bestimmt (vgl. Abbildung 19).

@] S

ol
R g

1

Sulfonamid-

Gruppe Thioharnstoff-

Gruppe

Abbildung 19: Strukturelemente der N’-monosubstituierten N-Sulfonylthioharnstoffe

Die Sulfonamidgruppe besitzt mit den beiden Sauerstoffatomen und dem
Stickstoffatom mehrere mdgliche Ligatoratome. Das bestimmende Donoratom der
gesamten Struktur ist jedoch das Schwefelatom der Thioharnstoffgruppe, da hier
eine hohe Elektronendichte lokalisiert ist. Dies verdeutlichen die in Abbildung 20

dargestellten mesomeren Grenzstrukturen der Verbindungsklasse.

o s° o s o %s
OQQ OQQ OQQ
NP R <«—> R «—— ® R
Y Y Y
H H H H H H
Abbildung 20: Mdgliche mesomere Grenzstrukturen der N’-monosubstituierten

N-Sulfonylthioharnstoffe

Bei der Chelatisierung eines Metallions wird zunachst der Sulfonamidstickstoff
deprotoniert und es bildet sich je nach komplexiertem Metall ein vier- oder
sechsgliedriger Ring. Cu(ll) koordiniert, wie in Abbildung 21 gezeigt, Uber den
Schwefel des Thioharnstoffs und das Stickstoffatom des Sulfonamids. Ni(ll) bildet

dagegen durch Koordination an ein Sauerstoffatom des Sulfonylrests neben dem
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eben genannten Schwefelatom einen Sechsring mit dem Ligandgerist aus. Bei
Umsetzung von Co(ll) mit N-Phenyl-N’-phenylsulfonylthioharnstoff konnten sowohl
ein viergliedriger High-Spin-Komplex als auch ein sechgliedriger Low-Spin-Komplex

isoliert werden 4,

2®
20 %M
M AN
\ @ |
/
_/ C /R2 (0] S
L >S5 2l n
_ 7 2
R—S._ _H Ry N N~
II>0° |
(0] H
M = Cu(ll), Co(Il) [High-Spin] M = Ni(ll), Co(ll) [Low-Spin]
Abbildung 21: Koordinationsmoglichkeiten fir N’-monosubstituierten N-Sulfonylthioharnstoffen

am Beispiel von N-Phenyl-N'-phenylsulfonylthioharnstoff 4

Die Bildung eines entsprechenden Metallkomplexes ist Uber die Abspaltung
des Sulfonamid-Protons stark vom pH-Wert der Lésung abhangig. Untersuchungen
von Sandor an ausgewéhlten Beispielen verschiedener Sulfonylthioharnstoffe zeigen
trotz breitbandigem Komplexbildungsverhalten eine pH-Selektivitat der Liganden

gegeniiber bestimmten Gruppen von Metallionen (vgl. Abbildung 22) .
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Abbildung 22: Mittlere Komplexbildungsbereiche von N-Methyl-N'-phenylsulfonylthioharnstoff,

N-Cyclohexyl-N’-phenylsulfonylthioharnstoff und N-Dansyl-N’-ethylthioharnstoff
nach [71]
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Die Selektivitat kann aber auch durch Unterschiede bei der Kinetik der
Komplexbildung erzielt werden. So liegen Platinmetalle mit Ausnahme von Pd(ll) in
chloridhaltigen wassrigen Losungen als kinetisch stabilisierte Chloroaguokomplexe
vor, die erst bei hoheren Temperaturen mit geeigneten Sulfonylthioharnstoffen
umkomplexiert werden kdnnen. Auch wassrige Cr(lll)-Losungen, die kinetisch stabile
Cr(ll-aquo-Komplexe enthalten, reagieren nicht mit Sulfonylthioharnstoffliganden.
Das entsprechende Chelat bildet sich allerdings bei Verwendung von Cr(IV)-
Ldsungen, in denen bereits bei Raumtemperatur eine Reduktion zu Cr(lll) durch
Uberschissigen Ligand stattfindet. Das in situ gebildete Cr(Ill) ergibt dann einen

stabilen CrLs-Komplex ¢,

41.1.3 Lumineszierende Cluster

Eine bisher wenig beachtete aber sehr vielversprechende Mdglichkeit zur
fluorimetrischen  Detektion von Schwermetallionen ist die Bildung von
lumineszierenden Clustern aus einfachen, nicht emittierenden Liganden. Besonders
fur Kupfer existieren in der Literatur zahlreiche Beispiele fir lumineszierende Cu(l)-
Cluster *""1. Die beschriebenen substituierten Thioharnstoffe, aromatische Amine
oder Monithiocarbamate zeigen selbst keine Lumineszenz, was flr eine selektive
und empfindliche Bestimmung von erheblichem Vorteil ist. Flr eine Analytik in
wassrigen Systemen ist jedoch nur Kupfer in der Oxidationsstufe +II relevant.
Bestimmte N’-monosubstituierte N-Sulfonylthioharnstoffe sind jedoch in der Lage
Cu(ll)-Salze zu reduzieren. Nach einer Komplexbildung analog anderen Metallionen
unter Abspaltung der Sulfonylamidprotonen wird Cu(ll) von Uberschissigen
Ligandmolekilen zu Cu(l) reduziert. Die anschlieRende Aggregation der Cu(l)-
Sulfonylthioharnstoff-Einheiten ergibt Clusterverbindungen der Zusammensetzung
[CuL]s und [CuL]s "®. Das entsprechende Schema der ablaufenden Redoxreaktion

und Clusterbildung fur den hexanuklearen Fall ist in Abbildung 23 dargestellt.
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6

Cu® + 2LH T» CulL, T» cuL —=2° » [Cul]e
2 H Lox.

Abbildung 23: Schematische Darstellung der Reaktion von Cu(ll)-lonen mit bestimmten
Sulfonylthioharnstoffen (L) unter Bildung hexanuklearer Clusterverbindungen

Speziell substituierte, selbst nicht lumineszierende N-Sulfonylthioharnstoffe
konnen mit Cu(l) intensiv lumineszierende hexanukleare Cluster bilden. Diese photo-
physikalische Eigenschaft zeigen die bisher bekannten tetranuklearen Verbindungen
nicht ["?. Welche der beiden Formen entsteht, hangt entscheidend vom gewéhlten
Lésungsmittel ab, wobei meist ein Gemisch vorliegt [”®. Der verzerrt angeordnete
Cue-Oktaeder der lumineszierenden Verbindung sowie die koordinierenden Elemente
des Sulfonylthioharnstoffgeriists sind aus den Ergebnissen der Rontgenstruktur-
analyse des N-Methyl-N'-phenylsulfonylthioharnstoff-Clusters ' in Abbildung 24

dargestellt.

7

o

Abbildung 24 Schematische Darstellung des  verzerrten  Cu(l)-Oktaeders und  der
Koordinationssphare der Kupferatome der hexanuklearen Clusterverbindung
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Der Thioharnstoff-Schwefel fungiert in der Verbindung als p*-Briicke uber
einer Cu-Cu-Kante. Das Stickstoffatom desselben Ligandmolekuls koordiniert an die
gegeniberliegende Eckposition des Cu(l)-Oktaeders. Der sich so ergebende
Funfring mit zwei Kupferatomen ist energetisch gunstiger als der viergliedrige Ring
im Cu(ll)-Chelat. Dies ist wohl die entscheidende Triebkraft fur die Redoxreaktion

und Aggregation zur Clusterverbindung ausgehend von Cu(ll)-Salzen.

Die Lumineszenzfahigkeit der entstandenen Verbindungen beruhen dabei
nicht alleine auf dem zentralen Strukturelement der Kupferatome. Untersuchungen
mit verschiedenen Thionoliganden im Vergleich zu Phosphinliganden zeigen die
Abhangigkeit der Lumineszenz vom Vorhandensein des Thiocarbonylschwefels 2,

Die Fahigkeit selektiv mit Cu®** lumineszierende Clusterverbindungen zu
bilden, stellt prinzipiell eine gute Voraussetzung fir die Entwicklung eines Ligand-
systems zur fluorimetrischen Detektion dieses Metallions dar. Im folgenden Abschnitt
wird ein Vertreter dieser Substanzklasse vorgestellt, bei dem auch weitere
grundsatzliche Anforderungen besonders bezlglich der spektroskopischen

Eigenschaften erfullt sind.
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4.1.2 Selektive Kupferbestimmung in biologischer Matrix mit N-Ethyl-
N’-methylsulfonylthioharnstoff

4.1.2.1 Allgemeine Eigenschaften des Ligandsystems

Der vergleichsweise kleine Ligand N-Ethyl-N’-methylsulfonylthioharnstoff
(EMT, wvgl. Abbildung 25) bietet gegenliber anderen clusterbildenden
Sulfonylthioharnstoffen zahlreiche Vorteile, die eine analytische Anwendung zur

selektiven Detektion von Cu(ll) erlauben.
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Abbildung 25: Strukturformel von N-Ethyl-N’-methylsulfonylthioharnstoff

Der Ligand selbst luminesziert nicht und bildet mit Kupferionen eine
lumineszierende Verbindung. Andere umweltrelevante Metallionen, wie Co(ll), Ni(ll),
Zn(ll), Cd(I1), Hg(ll) oder Pb(ll) bilden zwar Chelate, jedoch zeigen diese weder
Lumineszenz noch absorbieren sie das zur Messung verwendete Anregungslicht mit
einer Wellenlange von 300 nm Y. Die Clusterverbindung kann also selektiv angeregt
werden. Es findet kein Intensitatsverlust der Anregungsstrahlung durch noch frei in
Ldsung vorliegende Liganden oder andere Metallchelate der Verbindung statt. Auch
das bei der Reaktion entstehende oxidierte Ligandmolekul stort nicht. Zur selektiven
Kupferdetektion in wassrigen Losungen wird das bei der Darstellung zunachst
anfallende Kaliumsalz des Sulfonylthioharnstoffs (KEMT) eingesetzt. Dies ermdglicht
aufgrund der ausgezeichneten Wasserloslichkeit der Verbindung einerseits
Messungen in rein wassrigen Systemen ohne zuséatzlichen Einsatz organischer
Lésungsmittel. Auf der anderen Seite bildet sich nur so ohne Zugabe weiterer
Reagenzien, wie Dbeispielsweise einer schwachen Base, die gewlnschte

Clusterverbindung.
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4.1.2.2 Lumineszenzspektren des Liganden

Die selektive Anregung des Cu(l)-Clusters resultiert aus einer gegentiber dem
freien Liganden und anderen Schwermetallchelaten zuséatzlichen Absorptionsbande
der Verbindung bei 336 nm. Die anderen potentiellen Stérsubstanzen absorbieren
nur bei Wellenlangen kleiner 260 nm. Bei Anregung der [Cu(EMT)]s-Verbindung
durch UV-Strahlung mit 300 nm Wellenldnge zeigt diese eine intensive, rote
Lumineszenz. Die entsprechenden Anregungs- und Emissionsspektren der Substanz
in wassrigem Medium sind in Abbildung 26 dargestellt, wobei kein Unterschied zu

Beobachtungen bei Festkérper-Lumineszenzmessungen besteht.
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Abbildung 26: Lumineszenzspektren von [CU(EMT)]s (H20, Aexe. = 300 NM, Agp,. = 663 NM)

Sowohl das Anregungsspektrum als auch das Emissionsspektrum zeigen je
eine unstrukturierte breite Bande. Das Maximum der Anregung liegt bei 300 nm und
die Verbindung zeigt maximale Lumineszenzintensitat bei einer
Emissionswellenlange von 663 nm. Mehrere experimentelle Befunde deuten dabei

auf Phosphoreszenz hin. Der grof3e Stokes-Shift von 363 nm, berechnet aus der
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optimalen Anregungswellenlange und der sehr breiten Emissionsbande zwischen
520 nm und 850 nm, ist ein Indiz dafiir. Daneben zeigen zeitaufgeloste Messungen
eine mittlere Lebensdauer des angeregten Zustands von (10 + 0,1)[10° s 'Y, Dieser

[72]

fur Cluster-Thionoligandverbindungen charakteristische Wert ist typisch fur

kurzlebige Phosphoreszenzzustande.

4.1.2.3 Zeitabhangigkeit der Clusterbildung

Die Anwendung der selektiven Reaktion des Liganden zur quantitativen
Bestimmung von Cu(ll) erfordert genaue Kenntnis Uber die Geschwindigkeit
ablaufender Reaktionen. Der zeitliche Verlauf der Clusterbildung wurde deshalb
zunachst exemplarisch fur zwei verschiedene Konzentrationen, die im unteren und
oberen flr quantitative Messungen sinnvollen Bereich verfolgt. Diese und alle
weiteren Untersuchungen wurden nach der in Abbildung 27 dargestellten
Pipettierreihenfolge  durchgefiuihrt. Dazu wurde die entsprechende Menge
Kupferstandard (c = 10 mol/L) mit 100 pL Pufferlésung vorgelegt und anschlieRend
weitestgehend mit bidest. Wasser verdinnt. Dieser Schritt passt die Konzentration
der Metallionen bereits vor der Ligandzugabe an die Endkonzentration an und stellt
den Vergleich zu realen Losungen sicher. Ansonsten wére ein Ruckschluss auf die
Reaktionsgeschwindigkeit, aber auch anderer Einflussparameter in den bereits in
geringen Konzentrationen vorliegenden Realproben unzuldssig. Im letzten Schritt
wurden schlieBlich 100 pL Ligandlésung (c = 102 mol/L) zugegeben und vollstandig
auf 50 mL aufgefullt.
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Abbildung 27: Allgemeine Pipettierreihenfolge fir Messungen mit Metallstandard

Startzeitpunkt fur die Zeitmessung war die Zugabe von KEMT. In
entsprechenden Zeitabstanden wurden Proben der Losung entnommen und die
Lumineszenzintensitat bei 663 nm bestimmt. Den zeitlichen Verlauf der
Clusterbildung fur 5 umol/L und 40 pmol/L Cu(ll) zeigt Abbildung 28, wobei die

Lumineszenzintensitat der beiden Kurven auf den Maximalwert normiert wurde.
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Abbildung 28: Abhéngigkeit der Lumineszenzintensitat von der Reaktionszeit von KEMT mit

Cu(ll)-lonen (Ciig. = 100 pmol/L, Aexe. = 300 NM, Aem = 663 nm, Spaltbreiten der
Monochromatoren je 15 nm, Emissionsfilter bei 550 nm, pH = 5, Normierung der
Intensitat auf den jeweiligen Maximalwert)
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Der anfangliche Anstieg der Lumineszenzintensitdt hangt wie gezeigt stark
von der vorhandenen Kupfermenge ab. Bei der hoéheren Cu(ll)-Konzentration
verringert sich die Bildungsgeschwindigkeit der Clusterverbindung nach etwa 30 min
deutlich. Im Gegensatz dazu ist die Reaktionsgeschwindigkeit zwischen Cu(ll) und
Ligand bei der geringeren Metallkonzentration bis 60 Minuten nahezu konstant. Erst
danach stellt sich langsam ein Gleichgewichtszustand ein, der nach etwa zwei

Stunden eine konzentrations- und zeitunabhéangige Detektion ermdglicht.

Eine Anwendung des Sulfonylthioharnstoffs in einem Sensorsystem fir
semiquantitative Kupferbestimmung in Echtzeit scheidet daher aus. Denkbar sind
jedoch Tests, bei denen dieser Zeitraum vergleichsweise gering gegenuber
Bestimmungen mit herkébmmlichen instrumentellen Verfahren ist, da dort eine
entsprechende Probenvorbereitung teilweise einen erheblichen Zeitaufwand mit sich

bringt.

4.1.2.4 Konzentrationsabhangigkeit der Clusterbildung

Die Abhangigkeit der Lumineszenzintensitat und damit der Anzahl der
gebildeten Clustermolekile von der eingesetzten Kupferkonzentration ist die zentrale
Fragestellung fir einen Einsatz des Liganden zur quantitativen Bestimmung. Dazu
werden unterschiedliche Kupferkonzentrationen bei pH 5 in 10 mL Koben mit 100 pL
KEMT-Lésung (c = 10?2 mol/L) versetzt und die Lumineszenzintensitat nach zwei
Stunden Reaktionszeit bestimmt. Fur jede Konzentrationsstufe wurden jeweils vier
unabhangigen Proben angesetzt und gemessen, um statistische Schwankungen der
Messungen beurteilen zu kdénnen. Die erhaltene Konzentrationsabhéangigkeit der
Lumineszenzintensitat ist fur Kupferkonzentrationen zwischen 1 pumol/L und
50 pmol/L in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Abhangigkeit der Lumineszenzintensitat von [CUu(EMT)]s von der Cu(ll)-
Konzentration (Crig. = 100 pmol/L, Aexe. = 300 NM, Aem, = 663 nm, Spaltbreiten der
Monochromatoren je 15 nm, Emissionsfilter bei 550 nm, pH =5)

Die Messdaten lassen sich durch eine sigmoidale Funktion beschreiben,
deren Verlauf vor allem im mittleren Konzentrationsbereich nur geringe Anderung der
Tangentensteigung zeigt. Oberhalb 30 umol/L flacht der Kurvenverlauf langsam ab.
Hier ist in der L6ésung auch eine auffallende Tribung zu erkennen, die eine geringere
Phosphoreszenzintensitat zur Folge hat. Die Aggregation der Clustermolekile zu

groRReren Kristallen setzt sich bei weiterer Erhohung der Kupferkonzentration fort.

Quantitative Auswertungen unbekannter Proben und die Berechnung der
statistischen Unsicherheit vereinfacht sich durch Verwendung linearer Kalibrierfunk-
tionen. Eine lineare Annaherung der sigmoidalen Funktion im Konzentrationsbereich
zwischen 5 pmol/L und 30 umol/L Cu(ll) scheint aufgrund der nahezu konstanten
Tangentensteigung denkbar. Daher wurden Kalibrierexperimente in diesem Bereich
durchgefuhrt und der lineare Arbeitsbereich der Methode statistisch abgesichert. Fur
eine Anwendung reicht eine Kalibrierfunktion mit finf Konzentrationsstufen und
jeweils drei Wiederholungsmessungen einer Konzentration aus. Typische
Kalibrierdaten fur die Kupferbestimmung mit KEMT ist in Abbildung 30 zusammen
mit der linearen Regression und dem nach Funk, Damman und Donnevert

bestimmten Vertrauensbereich sowie dem Prognoseintervall dargestellt.
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Abbildung 30:
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Cu(ll)-Konzentration [umol/L]
Lineare Regression zur Abhangigkeit der Lumineszenzintensitat von [Cu(EMT)]e

von der Cu(ll)-Konzentration (Crig. = 100 pmol/L, Aexc. = 300 NM, Aem = 663 nm,
Spaltbreiten der Monochromatoren je 15 nm, Emissionsfilter bei 550 nm, pH = 5)

Die aus der Kalibrierfunktion berechneten statistischen Kenndaten der Cu(ll)-

Bestimmung mit KEMT und der maximal mogliche lineare Kalibrierbereich sind in

Tabelle 3 aufgefihrt.

Tabelle 3: Statistische Kenndaten der Cu(ll)-Bestimmung mit KEMT in Wasser
Steigung (35,9 + 1,4) L/umol
Achsenabschnitt -222 + 23
Verfahrensstandardabweichung sy, 0,53 umol/L
maximaler linearer Kalibrierbereich 6,0 — 27,5 umol/L

381 — 1748 ug/L (ppb)
Nachweisgrenze 1,78 pmol/L

113 pg/L (ppb)
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Der resultierende maximal maogliche Kalibrierbereich, in dem Probenaus-
wertungen mit Hilfe einer linearen Kalibrierfunktion erfolgen kdnnen, ist im Vergleich

zu anderen Methoden eher gering &

. Die Nachweisgrenze (berechnet nach [79])
liegt weit unter dem fur Trinkwasser vorgeschriebenen Maximalwert fur Kupfer von
derzeit 3 mg/L ®-®3. Ebenso liegt sie noch deutlich unter den von neuen EU-
Richtlinien aus dem Jahr 1998 vorgeschriebenen Grenzwert von 2 mg/L, der ab 2003

in die deutsche Trinkwasserverordnung einfliet &,

4.1.2.5 Konzentrationsabhéngigkeit der Clusterbildung b ei verschiedenen
Ligandkonzentrationen

Die Variation der zugegebenen Ligandmenge kann die Empfindlichkeit der
Kupferbestimmung eventuell weiter steigern. In wie weit andere Ligandkonzen-
trationen dazu beitragen ohne die Nachweisstdrke des Verfahrens nennenswert
herabzusetzen, wurde mit verschiedenen KEMT-Konzentrationen bei gleichzeitiger
Variation der Kupferkonzentration untersucht. Fiur das Experiment wurde aus
Grinden eines verringerten Probenbedarfs und Chemikalienverbrauchs ein
geringeres Probenvolumen von 1 mL gewé&hlt. Die in einer Kilvette mit einem
Fullvolumen von maximal 1,5 mL bestimmten Phosphoreszenzintensitaten liegen
erwartungsgeman unter den bisher durchgefiihrten Messungen mit 3 mL Kivetten.
Der Zusammenhang zwischen Lumineszenzintensitat und den variierten Parametern
ist jedoch im gesamten untersuchten Bereich messbar. Eine grafische Darstellung

der erhaltenen Ergebnisse zeigt Abbildung 31.
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Abbildung 31: Abhangigkeit der Lumineszenzintensitat von [CUu(EMT)]s von der Cu(ll)-

Konzentration und der eingesetzten Ligandkonzentration (Aexe. = 300 nm, Aem, =
663 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 15 nm, Emissionsfilter bei 550 nm,
pH =5)

Offensichtlich kann durch grol3ere Mengen KEMT die Empfindlichkeit des
Verfahrens weiter gesteigert werden. Ligandkonzentrationen von mehr als
500 umol/L ergeben jedoch wieder eine geringere Lumineszenzintensitat bei
gleichbleibender  Kupferkonzentration. Entweder wird das ablaufende
Reaktionsschema durch Uberschissigen Ligand behindert oder bevorzugt der
tetranukleare, nicht lumineszierende Cluster gebildet. In wie weit diese Steigerung
der Empfindlichkeit durch eine hohere KEMT-Konzentration eine signifikante
Verschlechterung der Nachweisstarke des Verfahrens mit sich bringt, konnte in
diesem Screening-Test aufgrund der grél3eren Konzentrationsschritte nicht
statistisch abgesichert gezeigt werden. Dazu wurden Kalibrierexperimente mit mehr
Konzentrationsschritten und vier Wiederholungsmessungen pro Konzentration fur die
bisher verwendete Sulfonylthioharnstoffkonzentration von 100 pmol/L im Vergleich zu
500 pumol/L KEMT durchgeftihrt. Die erhaltenen Kalibrierdaten und die sigmoidalen
Anpassungen sind in Abbildung 32 gezeigt.
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Abbildung 32: Abhangigkeit der Lumineszenzintensitat von [CUu(EMT)]s von der Cu(ll)-

Konzentration bei verschiedenen Ligandkonzentrationen (cug = 100 pumol/L bzw
500 pmol/L, Agye. = 300 NM, Aem. = 663 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je
15 nm bzw. Messdaten bei je 5 nm entsprechend umgerechnet, Emissionsfilter bei
550 nm, pH = 5)

Man erkennt deutlich den zu hdheren Cu(ll)-Konzentrationen erweiterten
Arbeitsbereich. Ebenso zeigen aber die Messdaten im  unteren
Konzentrationsbereich einen erheblichen Verlust an Nachweisstarke. Unterhalb
10 pmol/L Cu(ll) ist mit 500 pmol/L KEMT keine nennenswerte Lumineszenzintensitat
festzustellen. Eine lineare Regression der Daten kann erst ab dieser Konzentration
durchgefuhrt werden. Die erhaltenen statistischen Kenndaten sind in Tabelle 4 den

Werten der linearen Kalibrierfunktion mit 100 pmol/L Ligand gegenibergestellt.
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Tabelle 4: Statistische Kenndaten der Cu(ll)-Bestimmung mit KEMT in Wasser
unter Verwendung verschiedener Ligandkonzentrationen

100 pmol/L KEMT 500 pmol/L KEMT
Steigung (35,9 £ 1,4) L/umol (52,7 £ 2,5) L/umol
Achsenabschnitt -222 + 23 -456 + 75
Verfahrensstandardabweichung sy, 0,53 umol/L 1,35 pmol/L
maximaler linearer Kalibrierbereich 6,0 — 27,5 umol/L 10 — 50 umol/L

381 — 1748 ug/L (ppb) 635 — 3177 pg/L (ppb)

Nachweisgrenze 1,78 pumol/L 3,91 pumol/L
113 pg/L (ppb) 248 pg/L (ppb)

Der Gewinn an Empfindlichkeit, reprasentiert durch die héhere Steigung, geht
also bei Verwendung einer hoheren Ligandmenge mit dem Verlust an
Nachweisstarke einher. Aus den Kalibrierfunktionen wurde jeweils das
Nachweisvermdgen der verschiedenen Methoden bestimmt. Fir weitere
Untersuchungen wurde grundsatzlich die niedrigere Konzentration des
Sulfonylthioharnstoffs gewahlt, da hier die Nachweisgrenze des Verfahrens nur etwa
die Halfte betragt und der maximale lineare Kalibrierbereich niedrigere

Kupferkonzentrationen der Proben zul&asst.

4.1.2.6  Wiederfindung in verschiedenen Modell-L6sung en

Reale Proben enthalten neben dem Analyten zahlreiche weitere Metallionen
oder Substanzen, die eine exakte quantitative Bestimmung erschweren oder gar
verhindern kénnen. Der auftretende Fehler wird als systematischer Fehler bezeichnet
und kann in konstant- oder proportional-systematische Fehler unterteilt werden.
Aufschluss Uber eine  vorliegende systematische  Abweichung der
Analysenergebnisse durch beteiligte Matrix gibt ein sog. Wiederfindungsexperiment.
Dazu wird das verwendete Verfahren zunachst mit wassrigen Analytstandards

kalibriert. AnschlieBend werden Proben derselben Metallkonzentrationsstufen
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zusammen mit einer definierten Menge analytfreier Matrix dargestellt und &hnlich
unbekannten Proben dem gesamten Analysenablauf unterzogen. Die erhaltenen
Messwerte wertet man mit Hilfe der aufgestellten Kalibrierfunktion aus und tragt die
so berechneten Konzentrationen gegen die bekannten eingesetzten
Metallkonzentrationen auf. Aus der Steigung und dem Achsenabschnitt der
resultierenden Wiederfindungsfunktion kénnen Aussagen uber Art und GrofRe des

systematischen Fehlers getroffen werden.

Die ablaufende Redoxreaktion und die Clusterbildung kann durch in
Realldsungen vorhandene andere Metallionen gestdrt werden. Interessant ist dabei
die maximale Menge dieser Metallionen, die gerade noch eine zuverlassige
guantitative Bestimmung der Kupferkonzentration zulassen. Fur diese Untersuchung
wurden als Modellldsungen jeweils Mischungen verschiedener Metallgruppen
verwendet. Losung A enthielt die ubiquitaren Alkali- und Erdalkalimetallionen Na(l),
K(), Mg(ll) und Ca(ll) als Chloride. Diese nehmen hauptsachlich Gber die
Gesamtionenstarke der Losung Einfluss auf die Gleichgewichtslage der ablaufenden
Reaktion. In der Modelllbsung B wurden die leichteren umweltrelevanten
Ubergangsmetalle, die alle komplexchemisch der border region zuzuordnen sind,
zusammengefasst. Co(ll), Ni(ll), Zn(Il) und Cd(ll) bilden bei dem eingestellten pH-
Wert von 5 ebenfalls mit Sulfonylthioharnstoffen Komplexe und kdénnen so die
Clusterbildung erheblich stéren. Als Anionen wurde hier mit Ausnahme von Acetat
als Gegenion fur Cadmium Sulfate eingesetzt. Die dritte Gruppe der untersuchten
Metallionen besteht aus den Acetaten der thiophilen Elemente Hg und Pb. Auch hier
ist ein Einfluss der Kupferbestimmung durch Komplexbildung denkbar, welcher mit
Hilfe von Wiederfindungsfunktionen quantifiziert wurde. Die Konzentration der
Matrixbestandteile wurde zunachst mit 2,510 mol/L sehr hoch angesetzt und bei
weiteren Untersuchungen schrittweise herabgesetzt, bis die bestimmten
Wiederfindungsfunktionen keinen signifikanten systematischen Fehler mehr
anzeigten. In Tabelle 5 sind die maximal moglichen Konzentrationen der
zugegebenen Metallionen, bei denen noch kein Einfluss auf die quantitative

Kupferbestimmung feststellbar war, aufgelistet.
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Tabelle 5: Wiederfindung von Cu(ll) in verschiedenen Modell-Losungen
(Cu-Konzentrationsbereich der Wiederfindungsfunktionen 7,5 umol/L - 25 pumol/L,
CLig. = 100 pmol/L, Aexe. = 300 NM, Aen = 663 nm, Spaltbreiten der Monochroma-
toren je 15 nm, Emissionsfilter bei 550 nm, pH = 5)

Modell- enthaltene Kationen Konzentration der Wiederfindung srate
L6sung einzelnen lonen [%]

A Na(l), K(1), Mg(l), Ca(ll) 100 pmol/L 101,7 + 8,1

B Co(Il), Ni(l1), Zn(l1), Cd(l1) 500 umol/L 1019 + 6,1

C Hg(l), Pb(Il) 10 pmol/L 91,5 + 10,4

Die tolerierbaren Mengen der verschiedenen Stérionen in den Modellldsungen
A und B liegen im gleichen Konzentrationsbereich. Dies deutet auf einen allgemeinen
Einfluss, wie z. B. auf die Gleichgewichtslage der an der Clusterbildung beteiligten
Reaktion tber die lonenstarke hin. Ansonsten mussten die von Sulfonylthioharntoffen
ebenfalls komplexierten Metallionen schon bei deutlich geringeren Mengen stdren.
Insgesamt liegen die Uberschiisse im Fall von Hg(ll) bzw. Pb(ll) im Bereich der
Konzentration héchsten Kalibrierstandards und gehen bis hinauf zum 80-fachen
molaren Uberschuss bei den Metallionen der Modellésungen B. Dieses Verhaltnis gilt
fur die Anwesenheit eines einzelnen lons dieser Gruppe und veringert sich naturlich

bei gleichzeitiger Anwesenheit weiterer Storsubstanzen.

4.1.2.7 Quantitative Untersuchung en in biologischer Matrix

Die hohe Selektivitdit von KEMT fur Cu(ll) ist beim Einsatz des Liganden vor
allem in Anwesenheit biologischer Matrix von erheblichem Vorteil. Mikroorganismen
besitzen verschiedene Mechanismen, die ihnen ein Uberleben auch in
schwermetallbelasteter  Umgebung  erlauben B+%! Dazu  zahlen sowohl
Bindungsmechanismen an der Zelloberflaiche als auch Komplexbildung,
Umwandlungsprozesse und Ausscheidung aus dem Zellinneren. Nun ist Kupfer zwar
fur viele Organismen ein wichtiges Spurenelement, aber ab einer gewissen

Konzentration inhibiert es bereits das Zellwachstum von z. B. Bakterien. Die gezielte
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Beobachtung der Prozesse zur Erhéhung dieser Kupfertoleranz stitzt sich
hauptsachlich auf indirekte Methoden einer genetischen Veranderung der Zellen und
Beobachtung ihrer resultierenden Schwermetalltoleranz. Fur detailierte Studien der
ablaufenden Mechanismen und Lokalisierung der Metallionen an bzw. in der Zelle
sind Komplexbildner notig, die in dieser komplex zusammengesetzten Matrix eine
selektive Umsetzung der Kupferionen in eine lumineszierende Verbindung erlauben.
Die Beobachtung der Kupferionen ware dann mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops
maoglich. Mit klassischen Methoden der Elementanalytik ist dagegen keine Orts-

auflosung moglich.

Der vorgestellte Ligand KEMT besitzt prinzipiell alle Voraussetzungen fur
diese Aufgaben und wird deshalb im folgenden auf seine Eignung zur quantitativen
Bestimmung und qualitativen Detektion in biologischer Matrix getestet. Die als Modell
eingesetzten Zellen sind einfach zu zlchtende Bakterien vom Typ Ralstonia
metallidurans bzw. Escherichia Coli. Diese werden jedoch nach der Zucht
beispielsweise in MgSO,-L6sungen der Konzentration 0,01 mol/L aufbewahrt, die
eine quantitative Bestimmung beeintrachtigen kénnen. Deshalb wurde zunachst eine
MgSO,-Losung (c = 0,01 mol/L) hergestellt und deren Einfluss auf die Cu(ll)-
Bestimmung in einem Wiederfindungsexperiment untersucht. Die erhaltenen Daten

der Wiederfindungsfunktion sind in Tabelle 6 aufgefihrt.

Tabelle 6: Wiederfindung von Cu(ll) in MgSO4 (¢ = 0,01 mol/L)
(Cu-Konzentrationsbereich der Wiederfindungsfunktionen 7,5 pmol/L - 25 pmol/L,
Clig. = 100 pmol/L, Aexe. = 300 NM, Aem, = 663 nm, Spaltbreiten der Monochroma-
toren je 15 nm, Emissionsfilter bei 550 nm, pH = 5)

Bestandteil Konzentration Achsenabschnitt der Wieder-  Wiederfindung srate
findung sfunktion [umol/L] [%]
MgSO, 0,01 mol/L 3,1+£0,9 61,6 +5,2

Die Ergebnisse zeigen, dass eine direkte Verwendung der MgSO,-LAsung
ohne weitere Verdinnung ausgeschlossen ist. Das Magnesiumsalz verursacht in
dieser Konzentration bei der Cu(ll)-Bestimmung sowohl einen konstant-
systematischen als auch einen proportional-systematischen Fehler, wie der

Achsenabschnitt und die aus der Steigung berechnete Wiederfindungsrate zeigen.
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Die eingesetzte Zellsuspension in entsprechend konzentrierter MgSO,4-LOsung
enthielt 3,310 Zellen des Stammes Ralstonia metallidurans AE104 (geziichtet in
Tris Gluc. Medium) pro mL und wurde dementsprechend fir die folgenden
Wiederfindungsexperimente verdiinnt eingesetzt. Die erhaltenen statistischen Daten
fur eine 1:100-Verdinnung sind in Tabelle 7 aufgefiihrt. Dabei wurden sowohl
Untersuchungen durchgefuhrt, bei denen eine Kontamination der Zellen mit den
Kupferstandards erst unmittelbar vor der Zugabe der Ligandlésung erfolgte, als auch
ein Experiment, bei dem die Bakterien zunachst 24 Stunden der CuSO4-Lésung

ausgesetzt waren.

Tabelle 7: Wiederfindung von Cu(ll) in Gegenwart von R. metallidurans in 0,01 M MgSO,
(Cu-Konzentrationsbereich der Wiederfindungsfunktionen 7,5 pmol/L —
25 pmol/L, cug = 100 pmol/L, Aex. = 300 nm, Aem = 663 nm, Spaltbreiten der
Monochromatoren je 15nm, Emissionsfilter bei 550nm, pH= 5,
3,310 Zellen/mL in der Ausgangslosung)

Bestandteil Verdinnung  Achsenabschnitt der Wieder-  Wiederfindung s-
(VIV) findung sfunktion [umol/L] rate [%)]
R. metallidurans ohne 1:100 -0,66 + 1,17 90,3+8,4

Reaktionszeit mit Cu

R. metallidurans nach 24 h 1:100 2,68+ 1,66 45,7 +9,7
Reaktionszeit mit Cu

Zellen, die nahezu keine Reaktionszeit mit der Kupferldsung hatten bevor die
Clusterbildung durch Zugabe des Liganden gestartet wurde, beeinflussen die Bildung
der lumineszierenden Verbindung kaum. Die geringe Abnahme der
Wiederfindungsrate kann auch durch die in den Probenlésungen vorhandene Menge
an MgSO, verursacht werden. Eine langere Kontamination der Zellsuspension mit
CuSO, verhindert jedoch die exakte quantitative Bestimmung der
Kupferkonzentrationen. In dieser Zeit koénnen die Bakterien einen Teil der
Kupferionen aufnehmen und im Inneren der Zelle oder an der Zellmembran binden.
Eine Remobilisierung dieser lonen und Umsetzung zur lumineszierenden
Clusterverbindung ist dann im Rahmen der Reaktionszeit mit dem Liganden nicht

mehr maoglich.
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Eine weiteres Ubliches Medium fir die Aufbewahrung lebender
Bakterienzellen wie beispielsweise E. coli ist phosphatgepufferte Kochsalzlésung
(PBS). Der Einfluss dieses Mediums wurde ebenfalls in Wiederfindungsexperimenten
guantifiziert, wobei hier der Matrixanteil sukzessive verringert wurde. Die
verschiedenen untersuchten PBS-Verdinnungen, die darin enthaltenen
Matrixbestandteile und deren Konzentration bezogen auf die letztendliche
Probenlosung sowie die Daten der erhaltenen Wiederfindungsfunktionen sind in

Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Wiederfindung von Cu(ll) in Gegenwart verschiedener Konzentrationen PBS
(Cu-Konzentrationsbereich der Wiederfindungsfunktionen 7,5 pmol/L —
25 pmol/L, cug = 100 pmol/L, Aexc. = 300 nm, Aem = 663 nm, Spaltbreiten der
Monochromatoren je 15 nm, Emissionsfilter bei 550 nm, pH = 5)

Verdinnung Bestandteile Konzentration  Achsenabschnitt der  Wiederfindung s-
von 1xPBS [umol/L] Wiederfindung s- rate [%]
(viv) funktion [pumol/L]
1:10 NacCl 13 700 12+14 71,3+9,0
KCI 268
Na,HPO,2 H,0O 798
KH,PO, 147
1:20 NacCl 6 850 1,013 80,1+7,9
KCI 134
Na,HPO,2 H,0 399
KH,PO, 73,5
1:100 NacCl 1370 21+13 75,9+8,2
KCl 26,8
Na,HPO,2 H,0O 79,8
KH,PO, 14,7
1:500 NacCl 274 49 + 90 96,2+5,3
KCI 5,4
Na,HPO,2 H,0O 16,0

KH,PO4 2,9
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Ein konstant-systematischer Fehler kann in den meisten Fallen statistisch
ausgeschlossen werden. Die Achsenabschnitte zusammen mit ihren statistischen
Unsicherheiten enthalten bis auf die Wiederfindungsfunktion bei einer 1:100
Verdinnung den Idealwert Null. In diesem einen Fall ist jedoch im Vergleich zu den
anderen Experimenten die statistische Unsicherheit besonders niedrig, weshalb auch
hier nicht unbedingt von einem signifikanten konstant-systematischen Fehler
gesprochen werden kann. Die Wiederfindungsraten der Verdinnungen zwischen
1:10 und 1:100 liegen noch deutlich von den gewiinschten 100% entfernt. Erst bei
einer Verdinnung der PBS-Matrix von 1:500 konnte keine Stérung der quantitativen
Cu(ll)-Bestimmung Uber die lumineszierende Clusterverbindung mehr festgestellt
werden. Die Gesamtkonzentration der in der Matrix enthaltenen Alkalimetallionen
betragt hier 314, 3 umol/L und liegt damit knapp unter der in Kapitel 4.1.2.6 fur diese
Gruppe ermittelte Maximalkonzentration. Dort wurde eine 100%ige Wiederfindung in
Anwesenheit von Na(l), K(I), Mg(ll) und Ca(ll) bis zu 400 pmol/L Gesamt-

konzentration der Metallionen gefunden.

Fur den weiteren Versuch mit biologischer Matrix wurden Escherichia Coli
Bakterien vom Wildtyp-Stamm JM101, bis zu einer optischen Dichte der Suspension
von eins gezichtet. Als Medium wurde zunachst LBO (10 g/L Bacto-trypton, 5 g/L
Bacto-Hefe-Extrakt, 10 g/L Natriumchlorid, pH= 7) verwendet, die Zellen
anschlieBend abzentrifugiert und in gleicher Menge PBS aufgenommen. Das
Wiederfindungsexperiment erfolgte in einer 1:500 verdinnten Bakteriensuspension,
um einen direkten Einfluss der PBS-Pufferlosung auszuschlielen. Die Daten der

durch lineare Regression erhaltenen Geradengleichung sind in Tabelle 9 aufgefihrt.

Tabelle 9: Wiederfindung von Cu(ll) in Gegenwart von E. Coli in PBS
(Cu-Konzentrationsbereich der  Wiederfindungsfunktionen 7,5 umol/L —
25 pmol/L, cig = 100 pmol/L, Aexe. = 300 nm, Aem = 663 nm, Spaltbreiten der
Monochromatoren je 15 nm, Emissionsfilter bei 550 nm, pH = 5, Optische Dichte
der Ausgangslésung bei 600 nm: 1)

Bestandteil ~ Verdinnung (v/v) Achsenabschnitt der Wieder-  Wiederfindung srate
findung sfunktion [umol/L] [%]

E.Coli 1:500 3,5+£2,7 66,1+ 15,9
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Auffallig ist der beobachtete proportional-systematische Fehler. Im Gegensatz
zu den Untersuchungen mit dem schwermetalltoleranteren System R. metallidurans
storen die hier eingesetzten Mengen der Bakterien schon bei kurzzeitigem Kontakt
mit der Kupferldsung, weshalb auf Untersuchungen mit langerer Einwirkdauer
verzichtet wurde. Die zusatzlich zur Pufferlésungen vorhandenen Matrixbestandteile
konnen die Hydrathille der Kupferionen ahnlich anderen Metallionen beeinflussen.
Der Parameter der geanderten Losungsmittelumgebung verandert die Aktivitats-
koeffizienten und damit die fir theoretische Berechnungen verwendeten Aktivitaten.
Die beteiligten Reaktionen, die letztendlich zum lumineszierenden hexanuklearen
Cu(l)-Cluster fuhren, werden in ihrer Gleichgewichtslage beeinflusst und verringern
so je nach vorliegender Kupferkonzentration die Menge der entstehenden
Verbindung. Fir quantitative Untersuchungen in biologischen Systemen kann der
Ligand KEMT daher nicht eingesetzt werden. Denkbar ist jedoch ein qualitativer
Nachweis der Kupferionen verkniupft mit einer ortsaufgeldsten Detektion.

4.1.2.8 Qualitative Untersuchungen in biologischer Matrix

Fur biologische Fragestellungen ist, wie bereits in Abschnitt 4.1.2.7 ausfuhrlich
erlautert eine ortsaufgeloste Detektion der Kupferionen winschenswert. Der
selektive Ligand ist in der Lage, in Anwesenheit zahlreicher Storstoffe mit Kupfer die
rot lumineszierende Clusterverbindung zu bilden. Fir eine ortsaufgel6ste
Untersuchung mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops ist eine exakte Quantifizierung

ohne Bedeutung.

Mit dem im vorherigen Kapitel bereits verwendeten Bakterienstamm E. coli
JM101 wurden dazu Zellen in unterschiedlich konzentrierten kupferhaltigen
Nahrldsungen gezichtet. Die sechs verwendeten N&hrldsungen enthielten
7,5 umol/L, 10 pmol/L, 15 pmol/L, 20 pmol/L und 25 pmol/L Cu(ll) sowie zum
Vergleich kein zugegebenes Schwermetall. Alle Ansétze wurden mit dem Zellstamm
angeimpft und der Zellwachstum durch Absorptionsmessungen entnommener
Proben bei einer Wellenlange von 600 nm verfolgt. Bei einer optischen Dichte

(Extinktion) von eins wurde den einzelnen Gefal3en jeweils ein Aliquot von 1 mL
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entnommen, die Zellen abzentrifugiert, mit PBS gewaschen und bei —80°C zur

weiteren Verwendung aufbewabhrt.

Die Untersuchungen wurden in zwei verschiedene Versuchsreihen aufgeteilt.
Eine Probenserie wurde ohne weitere Kupferzugabe mit Ligand versetzt und so
untersucht, ob sowohl Kupfer als auch KEMT in den Zellen die lumineszierende
Clusterverbindung bilden. Die Zellen des zweiten Experiments wurden durch Zugabe
unterschiedlicher Mengen Kupferstandard wieder in einem Medium aufgenommen,
dessen Cu(ll)-Konzentration den zur Zucht eingesetzten Nahrlésungen entsprach.
Hier sollte eine eventuelle Lokalisierung der Kupferionen an der Zellmembran
ermoglicht werden. Die verschiedenen Proben wurden nach einer zweistiindigen
Reaktionszeit mit dem Sulfonylthioharnstoff mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops

untersucht.

Alle Bakterien, die ausschlie3lich in kupferhaltigem Medium gezlchtet wurden,
anschlieend jedoch keinen weiteren Kontakt mit dem Schwermetall hatten, zeigten
keine rote Lumineszenz. Diese Zellen haben entweder kein Metall bei der Zucht
aufgenommen, oder verhindern die Aufnahme des Liganden bzw. dessen Reaktion

im Zellinneren.

Der Kupfernachweis in verschieden konzentrierten Ldsungen, die
Bakterienzellen beinhalten, gelingt jedoch erwartungsgemaf. Der Ligand bildet mit
den Cu(ll)-lonen den gewtlnschten Cluster, der im Mikroskop durch intensiv rot
lumineszierende Kristalle gut zu erkennen ist. Im Vergleich zu den Bakterienzellen
weisen die Kristalle eine &hnliche GrofRe auf, weshalb eine Lokalisierung der

Kupferionen bei einzelnen Zellen nicht moéglich ist.

Grolere Zellverbdnde, wie beispielsweise Algen, Belebtschlammflocken oder
Schimmelpilze, weisen erheblich groRere Strukturen als die Clusterkristalle auf. Eine
Bestimmung in Algen oder ahnlichen Chlorophyll-haltigen Systemen scheidet jedoch
wegen des nahezu identischen Maximums im Emissionsspektrum aus. Eine
Unterscheidungsmaoglichkeit bietet sich hier vermutlich nur mit Hilfe zeitaufgeloster
Messungen. Ein aufgrund der optischen Eigenschaften denkbares System sind
Belebtschlammflocken. Sie geraten beim Einsatz in Klaranlagen zwangslaufig mit
Schwermetallionen unterschiedlicher Konzentration in Kontakt. Eine Detektion von

Kupfer in dieser sehr komplex zusammengesetzten Matrix kann bisher nur mit
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klassischen elementanalytischen Verfahren, evtl. nach durchgefihrtem Aufschluf
der Proben erfolgen. Die direkte Bestimmung vor Ort mittels fluorimetrischer
Methoden stellt eine hohe Anforderung an den Komplexbildner und ware eine

weitere Anwendungsmaglichkeit fir den vorgestellten Liganden.

Die untersuchten Belebtschlammflocken stammen aus der biologischen
Klarstufe des Klarwerks ,,Gut Marienhof* in Dietersheim. Die Suspension wurde in 7
Proben von je 50 mL aufgeteilt, die so jeweils 50 mg Trockenmasse enthielten. Die
im folgenden beschriebene Probenaufteilung und —behandlung ist in Abbildung 33

schematisch dargestellt.

Durch Zugabe unterschiedlicher Mengen Kupferstandard konnten die Zellen
24 Stunden in Losungen wachsen, die entweder kein Kupfer oder 1 umol/L, 5 pumol/L,
10 ymol/L, 50 pumol/L, 100 umol/L oder 500 umol/L Cu(ll) enthielten. Aus jedem
Ansatz wurden jeweils 12 Proben von je 1 mL enthommen, wobei die Halfte
anschlieBend abzentrifugiert und in 1 mL Wasser resuspendiert wurde. Jeweils drei
Proben wurden mit 10 pL, die entsprechenden anderen drei mit 100 uL KEMT-
Losung (c = 102 mol/L) versetzt, um einen Einfluss durch zuwenig oder zuviel
Sulfonylthioharnstoff zu verhindern. Nach einer Reaktionszeit von zwei Stunden

wurden die verschiedenen Proben mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht.
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Abbildung 33:

Arbeitsschema zur Probenvorbereitung der Kupfer-kontaminierten
Belebtschlammflocken
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Erst ab einer Kupferkonzentration von 100 umol/L konnten in allen Proben
lumineszierende Kristalle lokalisiert werden. Geringere Cu(ll)-Mengen reichen
offensichtlich fir den Ablauf des Reaktionsschemas in dieser komplexen Matrix nicht
aus. Die Kristalle bilden sich nahezu ausschlie3lich auf der Oberflache der
Zellverbande und bleichen auch bei langerer Beobachtung unter dem Mikroskop
nicht aus. Im Gegensatz dazu nimmt die Fluoreszenzintensitat der anderen, meist
blau lumineszierenden Zellbestandteile in relativ kurzer Zeit deutlich ab. Eine
reprasentative Aufnahme der Belebtschlammflocken zusammen mit einigen der
gebildeten [Cu(EMT)Js-Kristalle zeigt die Uberlagerung einer fluoreszenzmikro-

skopischen Aufnahme und einer Durchlichtaufnahme in Abbildung 34.
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Abbildung 34: [Cu(EMT)]s auf Belebtschlammflocken (biologische Klarstufe, Klarwerk ,Gut
Marienhof, Dietersheim)
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Die Beobachtung der Kristallbildung unter dem Fluoreszenzmikroskop durch
Zugabe der Ligandlésung direkt in das Praparat zeigte, dass die Keimbildung
ausschliel3lich an den Zellverbanden stattfindet. Hier muss zumindest zu Beginn der
Reaktion eine hohere Kupferkonzentration vorherrschen als in der restlichen Losung.
Das weitere Kristallwachstum findet dann an diesen Kristallkeimen statt, wobei
vermutlich Kupferionen aus der LOsung an die Zelloberflache diffundieren. Die
letztendliche Fluoreszenzaufnahme nach beendeter Reaktion zeigt jedoch aller
Voraussicht nach die Stellen erhdhter Cu(ll)-Konzentration in den praparierten

Belebtschlammflocken.

4.1.2.9 Semiquantitative Cu(ll)-Bestimmung

Eine weitere denkbare Anwendung des vorgestellten Liganden stellt die
semiquantitative  Kupferbestimmung in unterschiedlich zusammengesetzten
Losungen dar. Vor allem bei kontinuierlicher Uberwachung z. B. eines
Prozessabwassers stellt die selektive Komplexbildung und Lumineszenzdetektion
eine kostenglnstige Alternative zur aufwendigen instrumentellen Elementanalytik
dar. Deshalb wurde KEMT auch auf seine Eignung zur Detektion von Cu(ll) in
Abwasserproben untersucht, bei dem es auf die Einhaltung der vorgeschriebenen
Grenzwerte ankommt. Dabei gentgt es prinzipiell, wenn mit Hilfe der
Lumineszenzdetektion die Uberschreitung eines bestimmten Schwellwertes erfasst
werden kann. Als Modell konnten dazu Filtratproben verwendet werden, die bei einer
Versuchsanlage zur Entfernung von Schwermetallionen aus belastetem Wasser
mittels polymergestitzter Ultrafiltration anfallen. Im Ultrafiltrationsverfahren wurde ein
mit ca. 10 mg/L Cu(ll) belastetes Wasser eingesetzt und mit Hilfe folgender Polymere

die Abtrennung der Kupferionen bei unterschiedlichem pH-Wert durchgefihrt:

e Polymer A: verzweigtes Polyethylenimin (1 g/L, M, = 70 kD)

e Polymer B: Poly(2-ethyl-2-oxazolin) (1 g/L, M, = 50 kD)
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Die Abtrennung der Metallionen erfolgt dabei durch Bindung an die Polymere
und nachfolgende Ultrafiltration. Das entstehende Filtrat sollte zumindest bei
bestimmten pH-Werten Cu(ll) nur unterhalb einer Toleranzschwelle enthalten. Diese
Proben wurden daher mit Hilfe von KEMT auf ihren Kupfergehalt untersucht und die

Ergebnisse mit der tatsachlich enthaltenen Kupferkonzentration verglichen.

Dazu wurden die verschiedenen Proben der beiden Versuchsreihen (Polymer
A und B) gemal ihrer theoretischen Cu(ll)-Konzentration 1:8 verdinnt und mit 20 pL
Puffer pH 5 versetzt. Die Endkonzentration der Messlosung lag damit im linearen
Kalibrierbereich der selektiven Kupferbestimmung mit KEMT. Nach der Zugabe von
100 pL Ligandlésung (c = 10 mol/L) und einer Reaktionzeit von zwei Stunden wurde
die Lumineszenzintensitat der Proben bei 663 nm Emissionswellenlange bestimmt.
Zusammen mit den Referenzwerten aus einer Totalreflexions-Rontgenfluoreszenz-
Untersuchung der Filtratproben sind die unter Einbeziehung der Vorverdiinnung aus
der Kalibrierfunktion berechneten Kupfergehalte in Abbildung 35 gegen den

eingestellten pH der Filtratlbsung aufgetragen.
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Abbildung 35: Analyse des Kupfergehalts von Realproben einer polymergestutzten Ultrafiltration

zur Entfernung von Schwermetallionen — Vergleich der Ergebnisse aus der
fluorimetrischen Bestimmung mit KEMT und Analyse mittels TXRF
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Das Verfahren lasst zwar keine absolute quantitative Bestimmung des
Kupfergehalts zu, jedoch wird das Ziel, das Uberschreiten einer Warngrenze
semiquantitativ anzuzeigen eindeutig erreicht. Die Grafik zeigt die aufgrund der
Vorverdinnung bei etwa 2 mg/L liegende Nachweisgrenze als Schwellenwert,
welcher noch unter der Maximalkonzentration der deutschen Trinkwasserverordnung
liegt ®Y. Bei den in Losung vorliegenden Kupferkonzentration unterhalb dieser
Schwellkonzentration entsteht keine lumineszierende Clusterverbindung und damit
keine messbare Lumineszenz. Das erkennt man vor allem an der Bestimmung der
Kupferkonzentration bei pH 3 und Polymer A. Ebenso wird aber die Uberschreitung
des Grenzwerts durch eine signifikante Lumineszenzintensitat angezeigt. Die exakte
guantitative Bestimmung wird vermutlich durch den hohen Gehalt an
Matrixbestandteilen verhindert. Die parallel durchgefihrte Multielementanalyse

mittels TXRF ergab die in Abbildung 36 gezeigten Gehalte der meisten beteiligten

Elemente.
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Abbildung 36: Nebenbestandteile der Realproben einer polymergestitzten Ultrafiltration zur

Entfernung von Schwermetallionen
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Es konnen sowohl in der LOésung zusatzlich vorhandene lonen der im
Ultrafiltrationsversuch zur pH-Einstellung eingesetzten Saure bzw. Base sowie
kleinere, nicht durch die Membran zurlckgehaltene Bruchstiicke des polymeren
Chelatbildners und vorhandene Verunreinigungen stoéren. Zusatzlich wurde der
Salzanteil der am Fluoreszenzspektrometer untersuchten Proben noch durch den
zugegebenen pH-Puffer erhdht. Die eingesetzte Menge des pH 5 Puffers allein stort
eine quantitative Bestimmung jedoch nicht, was in einem parallel durchgefthrten

Wiederfindungsexperiment gezeigt wurde.

4.1.2.10 Zusammenfassung

Das Kaliumsalz der Sulfonylthioharnstoffverbindung N-Ethyl-N’-methylsulfonyl-
thioharnstoff bietet eine selektive Mdoglichkeit, Kupferionen in unterschiedlichen
Matrizes in eine lumineszierende Verbindung zu tberfihren. Eingesetztes Cu(ll) wird
dabei zunéachst von einem Ligandmolekll zu Cu(l) reduziert, anschliel3end ergeben
sechs Cu(EMT)-Einheiten den rot phosphoreszierenden Cluster mit einer
Emissionswellenlange von 663 nm. Zwischen der Lumineszenzintensitat und der
Kupferkonzentration besteht in rein wassrigen Systemen ein sigmoidaler
Zusammenhang, der im Bereich zwischen 6 pmol/L und 27,5 umol/L linear
angenahert werden kann. Die aus der Kalibrierfunktion berechnete Nachweisgrenze
betragt 1,78 umol/L Cu(ll) bei einer eingesetzten Ligandkonzentration von
100 umol/L KEMT. Die Empfindlichkeit des Verfahrens kann zwar durch fiinffache
Ligandkonzentration gesteigert werden, vermindert aber die Nachweisstarke
erheblich. In wassriger Lésung vorhandene Alkali- und Erdalkalimetallionen stéren
bis zu einer Gesamtkonzentration von 400 umol/L die quantitative Kupferbestimmung
nicht. Die Metallionen Co(ll), Ni(ll), Zn(Il) und Cd(ll) werden bis 2000 pmol/L und die
thiophilen Metallionen Hg(ll) und Pb(Il) bis 20 umol/L toleriert. Daher ist ein Einsatz
fur einfache Tests in komplex zusammengesetzter Matrix denkbar. In den
untersuchten biologischen Systemen traten zwar bei quantitativen Experimenten
systematische Fehler auf, die eine exakte Bestimmung der Kupfermenge
verhinderten; ein qualitativer Nachweis der Cu(ll)-lonen war jedoch selbst in
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Anwesenheit von Bakterien, Belebtschlammflocken oder Schimmelpilzen mdéglich.
Ebenso konnte die Anwendung des Systems zur semiguantitativen
Gehaltsbestimmung realer Filtratibsungen einer polymergestitzten Ultrafiltration zur
Entfernung von Kupferionen untersucht werden. Bei Konzentrationstiberschreitung
einer Warngrenze im Bereich der Nachweisgrenze konnte Cu(ll) auch in diesen

Lésungen mit Hilfe des Liganden nachgewiesen werden.
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4.2 Kronenether

4.2.1 Allgemeine Eigenschaften von Kronenethern

Der erste Kronenether wurde von Pedersen bei der Katalysatorentwicklung fur
Olefinpolymerisation 1962 als Nebenprodukt erhalten. Die Aufklarung der Struktur
von Dibenzo-18-Krone-6 gelang aufgrund des ungewdhnlichen Losungsverhaltens
der Verbindung in Methanol bei gleichzeitiger Anwesenheit verschiedener
Natriumverbindungen . Ahnlich den bereits zuvor isolierten, natirlich
vorkommenden makrozyklischen Antibiotika ¥ bildet der Kronenether stabile
Komplexe mit Alkali- und Erdalkalimetallionen durch Wechselwirkung der Kationen
mit den sechs Sauerstoffatomen im Polyetherring. Die systematische Erforschung
der Verbindungsklasse wurde dann in den Folgejahren durchgefihrt. Dabei wurden
Makrozyklen unterschiedlicher Grol3e und Donoratomzahl synthetisiert, sowie andere

Heteroatome in die Gerliste eingebaut 9.

Die Komplexbildung mit Kationen kann je nach Grél3e des Makrozyklus bzw.
Art und Anzahl der Bindungsstellen differieren. Man unterscheidet dabei folgende
Falle:

e Das Kation passt exakt in die Kavitat des Molekuls. Die Komplexbildung
erfolgt nach dem Schlissel-Schlo3-Prinzip und ergibt eine 1:1-
Stochiometrie. Je nach Struktur des Makrozyklus bleibt das Kation auf
manchen Seiten weiterhin zuganglich und kann wie im Fall von Rb* mit
Dibenzo-18-Krone-6 noch vom beteiligten Anion koordiniert werden !,

Ebenso kdnnen auch Polymerstrukturen gebildet werden, in denen das

Anion als Brucke fungiert und so ein ,Superkomplex” analog der

Struktur von Dibenzo-18-Krone-6 mit Kaliumiodid und Thioharnstoff

entsteht P4,

e Das Kation ist fur den Makrozyklus zu grof3 und bindet deshalb seitlich
an den Komplexbildner. Hier kénnen Sandwichverbindungen mit zwei
Ligandgerlsten entstehen. Ein Beispiel dafir liefert das Ligandsystem

Benzo-15-Krone-5 in Gegenwart von Kaliumiodid ©.
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e Ist das Kation zu klein fir die Kavitat, passt sich das Ligandsystem
durch Reorientierung an und umgibt das im Zentrum liegende lon. Die
Komplettierung der Koordinationssphére kann durch
Lésungsmittelmolekiile sowie Anionen wie im Fall von Na™ mit 18-

Krone-6 erfolgen 13,

e Bei Systemen mit unterschiedlichen Donoratomen tritt das Metallion
eventuell nicht mit allen vorhandenen mdglichen Koordinationsstellen in
Wechselwirkung. Als Beispiel kann der Kupferkomplex mit
1,7,10,16-Tetraoxa-4,13-diazacyclooktadecan (TDCO) genannt
werden, bei dem zwei Sauerstoffatome nicht an der Koordination
beteiligt sind 4.

Der Einbau verschiedener Donoratome in ein Kronenethergrundgerist kann
die Selektivitat des Ligandsystems gegeniber verschiedenen Metallionen erhdhen.
Die Verwendung von Thioetherbriicken im Ringsystem erméglicht neben der
bevorzugten Bindung grol3erer lonen vor allem eine Erh6éhung der

Komplexstabilitaten der thiophilen Metallionen £,

Die Anknupfung polyaromatischer Kohlenwasserstoffe, wie beispielsweise
Anthracen, wurde bereits an verschiedene Kronenether erfolgreich durchgefiihrt. Die
erhaltenen Systeme zeigen je nach Gestalt des Makrozyklus Veranderungen der

i_ [95-98]

Fluoreszenzeigenschaften in Gegenwart von Alkal oder Schwermetall-

ionen %1% Dje Kombination eines selektiven Ringsystems mit einer tber einen
Spacer angeknupften fluorophoren Gruppe scheint auch hier ein vielversprechender
Weg zu einem geeigneten Ligandsystem fir die fluorimetrische Detektion toxisch
relevanter Schwermetallionen. Vor allem das hochgiftige Hg?-lon besitzt eine
ausgepragte Affinitat zu Schwefel. Das im folgenden vorgestellte Ligandsystem
10-(9-Anthrylmethyl)-10-aza-1,7-dithio-12-krone-4 enthélt deshalb neben Sauerstoff
und Stickstoff auch Schwefel als Donoratom. Aul3erdem erfolgt die Verknipfung des
Ringsystems mit dem Fluorophor Anthracen Uber einen Methylenspacer, womit alle

0. g. Anforderungen an ein selektives Ligandsystem erfullt wurden.
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4.2.2 10-(9-Anthrylmethyl)-10-aza-1,7-dithio-12-krone-4

4.2.2.1 Allgemeine Eigenschaften des Ligandsystems

Das Ligandsystem 10-(9-Anthrylmethyl)-10-aza-1,7-dithio-12-krone-4 (AnthK)
wurde erstmals von Sandor "™ in Anlehnung an Synthesearbeiten von Black et
al. 194192 yvouinou et al.™®! und Fabrizzi et al.™ dargestellt. Das

Syntheseschema zeigt Abbildung 37.
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Abbildung 37: Syntheseschema fur 10-(9-Anthrylmethyl)-10-aza-1,7-dithio-12-krone-4
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Die beiden zunachst dargestellten Edukte N,N-Bis(2-brommethyl)ammonium-
bromid und 3-Oxopentan-1,5-dithiol reagieren zusammen mit Natriumisopropanolat
im ersten Schritt zum Kronenether-Grundgeriist. Nach der anschlieRende
Umsetzung mit 9-Chlormethylanthracen erhélt man das gewlnschte Ligandsystem

AnthK in Form eines dunkelorangen, sehr zahflissigen Ols.

Die Koordination besonders thiophiler Metallionen an das Ringsystem und die
Wechselwirkung mit dem angeknuUpften Fluorophor kann auf unterschiedliche Art
erfolgen. Abbildung 38 zeigt mdgliche Anordnungen des Ligandsystems bei der

Komplexierung von Quecksilber.

Abbildung 38: Koordinationsmdglichkeiten von Quecksilber an AnthK

Die Anordnung der Ligatoratome um das Metallion wird auch von Youinou et
al. fur Komplexe von 1,4-Bis((1-Oxa-4,10-dithia-7-azacyclododec-7-yl)methyl)benzol

mit Kupfer vorgeschlagen %%

. Allerdings kann aufgrund des im Vergleich zum
Benzolring hoheren sterischen Anspruchs das Anthracen auch vom Metallion
abgewandt sein. Dann ist keine Fluoreszenzléschung durch den Schweratomeffekt

bei einer direkten Wechselwirkung zwischen Metallion und Fluorophor zu erwarten.
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4.2.2.2 Fluoreszenzspektren des Liganden

Die Anknupfung des Anthracens an das Ringsystem erfolgt tber einen
Methylenspacer. Mesomere und induktive Wechselwirkungen zwischen dem
Fluorophor und dem Rezeptor sind daher stark eingeschrénkt. Der Einfluss des
Kronenethers auf Lage und Intensitat der Absorptionsbanden von AnthK im Vergleich

zu reinem Anthracen ist daher erwartungsgemal gering.

Im angeregten Fluorophor kann jedoch eine Wechselwirkung beobachtet
werden. Die Anknupfung des Kronenethersystems reduziert die
Fluoreszenzintensitat gegeniber Anthracen um ca. 60%. Aul3erdem sind die Maxima
in Anregungs- und Emissionsspektrum bathochrom verschoben und die Spektren
weniger stark strukturiert. Die in Abbildung 39 dargestellten Fluoreszenzspektren des
Liganden zeigt vor allem einen starken Intensitatsunterschied zwischen der ersten
und zweiten Bande des Emissionsspektrum, was flr das reine Fluorophor nicht
beobachtet werden kann. Diese Unterschiede beruhen auf dem in der Einheit

Anthracen-CH,-N haufig auftretenden photoinduzierter Elektronentransfer.

Anregungs-
110 A spektrum

Emissionsspektrum

Rel. Fluoreszenzintensitat
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Abbildung 39: Fluoreszenzspektren von AnthK (Ciig = 1 Umol/L, Aexe. = 365 nM, Aem = 414 nm,
Spaltbr. d. Monochromatoren je 5 nm, Emissionsfilter 390 nm, H,O/MeOH 1:10 v/v)



Spektroskopische Eigenschaften fluoreszierender, niedermolekularer Ligandsysteme 79

4.2.2.3 pH-Abhangigkeit der Fluoreszenz

Der photoinduzierte Elektronentransfer kann auch durch Protonierung des
Stickstoffatoms im Kronenether verringert werden. Der resultierende Einfluss des pH-
Werts auf die Fluoreszenzeigenschaften von AnthK muss flr eine analytische
Anwendung zunéachst quantifiziert werden. Dazu wurden Proben mit jeweils 100 pL
Pufferlosung, der fir ein Wasser/Methanol-Verhaltnis von 1:10 nétige Menge H,O
sowie Methanol hergestellt. Fir eine Endkonzentration von 1 umol/L wurden diese
Proben mit 100 pL der Stammlésung des Liganden (c = 10™ mol/L) versetzt. Jeder
pH-Wert wurde zur Bewertung statistischer Unsicherheiten dreimal unabhéngig
voneinander untersucht. Der Zusammenhang zwischen der beobachteten
Fluoreszenzintensitat und dem pH-Wert der zugegebenen Pufferlésung ist in
Abbildung 40 wiedergegeben. Der pH-Wert lasst sich aufgrund des hohen
Methanolanteils der Losung nicht direkt mit einer pH-Elektrode bestimmen. Eine
starke Abweichung ist jedoch nur fur die Randbereiche der Kurve zu erwarten.

350 -
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150 -
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Rel. Fluoreszenzintensitat
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H,O/MeOH 1:10 viv
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pH-Wert der Pufferlésung

Abbildung 40: pH-Abhéangigkeit der Fluoreszenzintensitét von AnthK (CLig. = 1 pmol/L, Aex. =
365 nm, A¢m. = 419 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, H,O/MeOH
1:10 viv)
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Die Fluoreszenzintensitat von AnthK ist stark abhéngig vom gewéhlten pH-
Wert der Losung. Oberhalb von pH 6 liegt das Ligandsystem in der nicht protonierten
Form vor. Ein PET vom HOMO des Stickstoffatoms im Ringsystem ist hier méglich.
Bei niedrigen pH-Werten wird dieses Atom protoniert und die energetische Lage des
Rezeptor-HOMOs verédndert. Eine Elektronenibertragung vom Rezeptor auf den
Fluorophor nach seiner Anregung kann nicht mehr stattfinden und die beobachtete
Fluoreszenzintensitat nimmt zu. Im Ubergangsbereich beobachtet man einen
sigmoidalen Kurvenverlauf, der etwa bei Verwendung eines Puffers pH 4 seinen
Wendepunkt  besitzt.  Aufgrund  dieser starken  pH-Abhangigkeit  der
Fluoreszenzemission wurde fir die folgenden Untersuchungen auf die exakte

Einhaltung des pH-Werts der Lésungen geachtet.

4224 Einfluss verschiedener Schwermetallionen auf die
Fluoreszenzeigenschaften

Die bereits von Sandor bei pH 5,6 festgestellte Fluoreszenzléschung durch
Quecksilberionen sollte  bei niedrigerem pH-Wert durch eine erhohte
Ausgangsfluoreszenz des Ligandsystems noch verstarkt werden. Der pH-Wert darf
jedoch nicht zu weit im Sauren liegen, da eine Komplexierung aufgrund der
Protonierung des Stickstoffatoms im Kronenetherring evtl. verhindert wird. Der
Einfluss verschiedener Schwermetallionen wurde daher unter Verwendung eines
pH 4-Puffers und mit 5-fachem molaren Uberschuss der Metallionen gegeniiber der
Ligandmenge untersucht. Dazu wurden jeweils 100 pL pH-Puffer und 500 puL des
entsprechenden Metallstandards (c = 10 mol/L) in einem 10 mL Kolben vorgelegt,
400 uyL H,O fur das entsprechende H,O/MeOH-Verhaltnis zugegeben und mit
Methanol nahezu vollstandig aufgefillt. Jede Probe wurde mit 100 pL Ligand-
Stammlésung (c = 10 mol/L) versetzt und nach Auffillen mit Methanol im
Fluoreszenzspektrometer gemessen. Zur Bewertung der auftretenden statistischen
Fehler wurden fur jedes Metallion drei unabhangige Proben hergestellt. Die
beobachtete Anderung der Fluoreszenzintensitat bei 415 nm Emissionswellenlange
gegeniber der unter identischen Bedingungen hergestellten Referenzprobe mit
AnthK ist in Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41: Relative Anderung der Fluoreszenzintensitat von AnthK bei Zugabe ausgewahlter

Metallionen (Cig. = 1 pUmOl/L, Cumer = 5 HMOI/L, Aexe. = 365 NnM, Aem = 419 nm,
Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, Emissionsfilter bei 390 nm, pH = 4,
H,O/MeOH 1:10 v/v)

In Anwesenheit von Co?*, Ni?*, Zn?*, Cd** und Pb*" konnte keine signifikante
Anderung der Ligandfluoreszenz festgestellt werden. Die Metallionen Cu?*, Ag* und
Hg®" rufen einen Quench der Ausgangslumineszenz hervor, wobei die Abnahme bei
Kupferionen mit nur 15% am geringsten ausfallt. Die beiden stark thiophilen
Metallionen Ag* und Hg** verringern die Emission um etwa 35%. Alle drei Metalle
koordinieren vermutlich ausschlieB3lich mit den Schwefelatomen des Ringsystems.
Eine Mdglichkeit der Einflussnahme konnte die direkte Wechselwirkung der

Metallionen mit dem r—Elektronensystem des Fluorophors sein.

In wieweit der eingestellte pH-Wert eine Rolle bei der Fluoreszenzldschung
spielt, wurde in der folgenden Versuchsreihe geklart. Die pH-Abhangigkeit der
Fluoreszenzemission der verschiedenen AnthK-Metallkomplexe wurde analog
Abschnitt 4.2.2.3 untersucht. Die verwendete Menge Metallstandard (c = 10 mol/L)
wurde direkt nach der Pufferlosung in die Messkolben pipettiert und die H,O-Menge
fur das Losungsmittelverhéltnis H,O/MeOH 1:10 v/v entsprechend angepasst.

Abbildung 42 zeigt die an die Messdaten angepassten Kurvenverlaufe im Vergleich
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zu der Fluoreszenzabhangigkeit der bereits untersuchten AnthK-Losung aus
Kapitel 4.2.2.3.
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Abbildung 42: pH-Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitdt von AnthK und verschiedener

Metallkomplexe (CLig. = 1 umol/L, Cmer = 1 PMOI/L, Agxe. = 365 NM, Aem. = 419 nm,
Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, H,O/MeOH 1:10 v/v)

Fur die untersuchten Metallionen Hg?*, Cu®* und Ag* ergibt sich rein qualitativ
ein ahnlicher sigmoidaler Verlauf der Fluoreszenzintensitdt in Abhangigkeit vom
verwendeten pH-Puffer wie fur AnthK selbst. Die Kurven differieren ausschlie3lich im
Ubergangsbereich zwischen pH3 und 6. Eine direkte Wechselwirkung des
gebundenen Metallions mit dem Fluorophor durch rdumliche Nahe und dem
Schweratomeffekt ist daher unwahrscheinlich. Es erscheint aufgrund des identischen
Kurvenverlaufs bei niedrigen und hohen pH-Werten denkbar, dass die im
Ubergangsbereich auftretende Fluoreszenzléschung durch einen Einfluss der
Metallionen auf die Aciditat des Stickstoffatoms hervorgerufen werden kann. Der
tertidre Stickstoff wird dann im komplexierten Zustand des Kronenethergerists erst
bei niedrigerem pH-Wert protoniert und der damit verbundene Anstieg der
Fluoreszenz demzufolge erst bei Verwendung von pH-Puffern mit pH<4 beobachtet.
Dabei findet jedoch keine direkte Interaktion des Metallions mit dem Stickstoffatom

statt, da sonst bei pH-Werten grofRer drei statt der Fluoreszenzlbéschung eher eine
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Fluoreszenzverstarkung durch das Abschalten des PET hervorgerufen werden

musste.

Die geringe Fluoreszenzléschung bei Kupferionen zeigt wenig Aussicht auf
eine quantitative Bestimmung, weshalb dieser Sachverhalt nicht ndher untersucht
wurde. Die Abhangigkeit der Fluoreszenzléschung von der eingesetzten Ag'-
Konzentration wurde in einem Kalibierexperiment genauer charakterisiert. Jede
Silberkonzentration wurde zur statistischen Auswertung dreimal unabhangig
voneinander nach bereits oben genannter Pipettierreihenfolge angesetzt und
gemessen. Der Zusammenhang zwischen relativer Fluoreszenzldschung und der

Metallkonzentration zeigt Abbildung 43 fur den relevanten Konzentrationsbereich.
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Abbildung 43: Relative Anderung der Fluoreszenzintensitit von AnthK in unterschiedlich

konzentrierten Ag(l)-Lésungen (Cug. = 1 pmol/L, A = 365 nm, Agm = 419 nm,
Spaltbreiten der Monochromatoren je 7 nm, Emissionsfilter bei 390 nm, pH = 4,
H,O/MeOH 1:10 v/v)

Ab einer Ag’-Konzentration von etwa 0,05 pmol/L kann ein signifikanter
Unterschied zur Ausgangsfluoreszenz des Ligandsystems AnthK festgestellt werden.
Allerdings stellt sich bei zunehmender Metallkonzentration schnell ein konstanter

Wert von etwa 30% Fluoreszenzloschung ein. Auch bei héheren Konzentrationen
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bleibt diese ab bereits 0,5 umol/L Ag® erreichte Emissionsabnahme unverandert.
Dies korreliert ebenfalls mit der Annahme, dass die Aciditat des Stickstoffatoms
durch die Komplexbildung erhoht wird. Die minimal mdgliche Fluoreszenzemission ist
die des nicht protonierten Liganden. Ab einer gewissen Metallionenmenge sind alle
Kronenethermolekiile umgesetzt und werden durch den verwendeten pH-Puffer nicht
mehr protoniert. Fur eine quantitative Detektion der Silberkonzentration ist AnthK
demzufolge vor allem durch den schmalen Konzentrationsbereich ungeeignet.
Hervorzuheben ist jedoch die geringe Ag’-Konzentration, bei der bereits eine

Loschung beobachtet werden kann.

Die analoge Untersuchung wurde auch fir Hg? durchgefilhrt. Die
experimentellen Bedingungen entsprechen den Ag*-Versuchen. Die resultierende
Konzentrationsabhéngigkeit der Fluoreszenzlbschung ist in Abbildung 44 gegen die

eingesetzte Quecksilberkonzentration aufgetragen.
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Abbildung 44 Relative Anderung der Fluoreszenzintensitit von AnthK in unterschiedlich

konzentrierten Hg(ll)-Lésungen (Cuig. = 1 pmol/L, Aexe. = 365 nmM, Aen = 419 nm,
Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, Emissionsfilter bei 390 nm, pH = 4,
H,O/MeOH 1:10 v/v)
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Prinzipiell zeigt sich auch bei Hg®* ein &hnlicher Funktionsverlauf wie fiir Ag*-
lonen. Eine signifikante Fluoreszenzldéschung kann jedoch hier erst ab etwa
0,5 umol/L Metall festgestellt werden. Die Fluoreszenzintensitat verringert sich
langsamer mit zunehmender Metallkonzentration und erreicht schliel3lich bei
5 umol/L Quecksilber in etwa die erwarteten 30%. Eine weitere Abnahme der
Fluoreszenzemission kann auch hier mit héheren Hg*-Mengen nicht erreicht

werden.

Der flachere Anstieg und der groRere Konzentrationsbereich lasst eine
Auftragung der erhaltenen Messwerte nach Stern-Vollmer zu (vgl. Abschnitt 3.5.2).
Die resultierende Gerade ist zusammen mit den Messwerten in Abbildung 45

dargestellt.
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Abbildung 45: Auswertung der Hg(ll)-Konzentrationsabhangigkeit nach Stern-Vollmer: lo/l gegen
Hg(ll)-Konzentration (Cug. = 1 pmol/L, Aexe. = 365 NM, Aem. = 419 nm, Spaltbreiten
der Monochromatoren je 5 nm, Emissionsfilter bei 390 nm, pH = 4, H,O/MeOH
1:10 v/v)

Die stark streuenden Einzelmesswerte lassen bereits die hohe statistische
Unsicherheit vermuten, die sich dann auch bei der Berechnung der statistischen
Kenndaten der Hg?*-Bestimmung zeigt. Der in Tabelle 10 angegebene maximale

lineare Kalibrierbereich ist dementsprechend klein und nutzt den sehr viel grof3eren
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Bereich, in dem eine Anderung der Fluoreszenzemission durch Quecksilber

stattfindet kaum aus.

Tabelle 10: Statistische  Kenndaten der  Hg(l)-Bestimmung mit  AnthK
in Wasser/MeOH 1:10 v/v (Auswertung nach Stern-Vollmer)

Steigung (Stern-Vollmer-Konstante) (0,096 + 0,038) L/umol
Achsenabschnitt -1,003 + 0,087
Verfahrensstandardabweichung sy, 0,342 umol/L
maximaler linearer Kalibrierbereich 1,5 - 3,0 umol/L

301 - 602 ug/L (ppb)

Nachweisgrenze 1,38 pmol/L
277 pg/L (ppb)

Die entsprechende nach [79] berechnete Nachweisgrenze liegt bei
1,38 umol/L.

Weiterfihrende Untersuchungen beschaftigten sich aus zweierlei Griinden mit
einem erhohten Wasseranteil der Probenlésung. Einerseits war zu klaren, ob sich
das Ligandsystem tberhaupt in polareren Losungsmittelumgebungen einsetzen lasst
und dort auch vergleichbare Fluoreszenzeigenschaften besitzt. Die andere, weitaus
wichtigere Fragestellung bezieht sich auf den Verlauf der pH-Abhangigkeiten der
Fluoreszenz der Metallkomplexe im Vergleich zum reinen Liganden. Eine
Veranderung der Aciditat des Stickstoffs konnte einen gréfReren Unterschied
zwischen der Emission von AnthK und dem entsprechenden Metallkomplex bei

einem bestimmten pH-Wert hervorrufen.

4.2.2.5 Fluoreszenzeigenschaften bei hoh erem Wasseranteil

Die Steigerung des Wasseranteils erfolgte in mehreren Schritten. Dabei
wurden auch die Extremféalle mit 100% Methanol bzw. ausschlief3lich Wasser als

Losungsmittel hergestellt und fluorimetrisch untersucht. Die Ligandkonzentration
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betrug bei allen Versuchen jeweils 1 pmol/L mit Ausnahme der rein wassrigen
Losung. Hier bildete sich aufgrund der sehr schlechten Wasserloslichkeit des
Liganden ein unl6slicher Rickstand. Das erhaltene Fluoreszenzspektrum dieses
Versuchsansatzes ist jedoch zum Vergleich der Bandenstruktur mit

Emissionsspektren ausgewahlter Losungsmittelgemische in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Fluoreszenzspektren von AnthK bei unterschiedlichem Wasseranteil der Losung

(CLig. = 1 pmol/L, Aexc. = 365 nm, Spaltbr. der Monochromatoren je 5 nm, pH = 4)

Ein erhohter Anteil an Wasser ruft dementsprechend bei dem Liganden AnthK
keine Verschiebung der Emissionsmaxima oder eine Verdnderung der
Bandenstruktur hervor. Selbst bei der ausschlieBlich mit Wasser hergestellten
Losung ist die Bandenstruktur identisch.

Alle unterschiedlichen Mischungsverhaltnisse wurden jeweils dreifach
bestimmt und die Lumineszenzintensitét bei einer Emissionswellenl&ange von 419 nm
gegen den Wasseranteil der Losung in Abbildung 47 aufgetragen. Der Messwert bei
rein wassriger Losung kann nicht mit den anderen Intensitaten verglichen werden
und ist deshalb auch nicht in die Berechnung des interpolierten Kurvenverlaufs

integriert worden.
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Abbildung 47: Anderung der Fluoreszenzintensitat von AnthK bei zunehmendem Wasseranteil
der Losung bezogen auf die Lumineszenzintensitat in rein methanolischer Lésung
(CLig. = 1 pmMOIl/L, Aexe. = 365 NM, Aem. = 419 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren
je 5nm, pH =4)

Die Erh6hung des Volumenanteils an Wasser ergibt bis 80 Vol.-% einen
Intensitatsgewinn. Die weitere Steigerung bis 99 Vol.-% resultiert wieder in einer
Abnahme, die jedoch trotzdem nicht den Wert in rein methanolischer L&sung
erreicht. Fur weitere Untersuchungen lasst sich deshalb ein sehr hoher Wasseranteil
von 99 Vol.-% realisieren und zusatzlich noch die Ausgangslumineszenz des

Ligandsystems gegeniber den bisherigen Untersuchungen weiter steigern.

4.2.2.6 pH-Abhangigkeit der Fluoreszenz bei hth erem Wasseranteil

Entscheidend fir weitere Unersuchungen mit Metallionen ist wie auch bei
einem  Mischungsverhéltnis H,O/MeOH 1:10v/v die Abhangigkeit der
Fluoreszenzintensitat vom pH-Wert der L6sung. Hier wurde analog Abschnitt 4.2.2.3

die Emission des Ligandsystems unter Verwendung verschiedener pH-Puffer
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untersucht. Abbildung 48 zeigt diesen Zusammenhang grafisch im Vergleich zu den
Untersuchungen mit nur 10 Vol.-% Wasseranteil.
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Abbildung 48: pH-Abhéangigkeit der Fluoreszenzintensitat von AnthK bei einem Wasseranteil von
99 Vol.-% im Vergleich zu 10 Vol.-% (CLig. = 1 umol/L, Agxc. = 365 nM, Aem. = 419 nm
bzw. 415 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm)

Der prinzipielle  Kurvenverlauf ist bei beiden unterschiedlichen
Mischungsverhéaltnissen bis auf den bereits erwarteten Intensitatsunterschied
identisch. Jedoch ist der Ubergangsbereich bei Verwendung einer héheren
Wassermenge wesentlich breiter und zeigt zudem wegen des geringeren
Unterschied der Fluoreszenzintensitdten von protonierter und deprotonierter Form
des Liganden eine geringere Steigung im Wendepunkt der sigmoidalen Kurve. Das
anfangliche Plateau im Sauren reicht hier bis zu einem pH-Wert von 3 und ein
konstanter Wert wird erst wieder ab pH 9 im Alkalischen erreicht.

Die weiteren Untersuchungen mit unterschiedlichen Metallionen wurden
ebenso wie in Abschnitt 4.2.2.4 mit dem pH-Puffer durchgeftihrt, der dem
Wendepunkt der vorgestellten Kurve entspricht.
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4.2.2.7 Einfluss verschiedener Schwermetallionen auf die
Fluoreszenzeigenschaften bei hoh erem Wasseranteil

Analog Kapitel 4.2.2.4 wurde der Einfluss verschiedener Schwermetallionen
auf die Fluoreszenzemission von AnthK geprift. Im Unterschied zu Messungen mit
hohem Methanolanteil wurde hier die entsprechende Menge Methanol unter
Beriicksichtung der spater zuzugebenden Ligandmenge zusammen mit pH-Puffer
und Schwermetallstandard vorgelegt und der 10 mL Mal3kolben dann mit Wasser
grof3tenteils beflllt. Direkt vor der Messung erfolgte schlie3lich nach Ligandzugabe
das Auffullen mit Wasser bis zum Eichstrich. Abbildung 49 zeigt die durch die

Metallionen hervorgerufene relative Anderung der Fluoreszenzintensitat von AnthK.
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Abbildung 49: Relative Anderung der Fluoreszenzintensitat von AnthK bei Zugabe ausgewahlter
Metallionen (Cug = 1 pmOol/L, Cuyer = 1 HMOIL, Agxe. = 365 NnmM, Aem = 415 nm,
Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, pH = 5,6, MeOH/H,O 1:100 v/v)

Die meisten der untersuchten Metallionen rufen bei dem Ligandsystem in
diesem  Methanol-Wasser-Verhéltnis  keine  signifikante ~ Anderung  der
Fluoreszenzemission hervor. Selbst die Anwesenheit einer &quimolaren Menge

Kupferionen andert die Intensitat nur minimal, weshalb dieser Sachverhalt auch nicht
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weiter untersucht wurde. Die beiden thiophilen Metalle Silber und Quecksilber
ergeben die bereits bekannte Fluoreszenzléschung, wobei hier nur eine relative

Anderung von etwa 17% zu beobachten ist.

Auch bei den Metallkomplexen spielt der pH-Wert der Loésung eine
entscheidende Rolle. Die Quantifizierung dieses Zusammenhangs erfolgte wieder
durch Herstellung und Messung von Proben unter Verwendung verschiedener pH-
Pufferlosungen. Die Versuche wurden analog Kapitel 4.2.2.3 mit Bertcksichtigung
des verdnderten Losungsmittelgemisches durchgefiihrt. Die entsprechenden pH-

Kurven zeigt Abbildung 50 im Vergleich zu dem Liganden ohne Schwermetallzugabe.
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Abbildung 50: pH-Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitdt von AnthK und verschiedener

Metallkomplexe (CLg. = 1 umol/L, Cmer = 1 PMOI/L, Agxe. = 365 NM, Aem. = 415 nm,
Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, MeOH/H,0O 1:100 v/v)

Im Rahmen der in den Fehlerbalken erkennbaren Streuungen der
Einzelmesswerte liegen die verschiedenen Kurven nahezu ubereinander. Bei pH 5
kann die mathematisch angenaherte Funktion die tatsé&chlichen Messwerte nicht
exakt wiedergeben. Hier ist der auch bereits in Abbildung 49 gezeigte Unterschied

zwischen den Fluoreszenzintensitaten des Liganden und der Metallkomplexe mit Ag”
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bzw. Hg®" erheblich gréRer. Die Anderungen werden vermutlich ebenso wie bei
10 Vol.-% Wasser durch eine erhohte Aciditat des Stickstoffatoms in den

Metallkomplexen hervorgerufen.

Auch hier wurde wiederum die Abh&ngigkeit der Fluoreszenzléschung von den
jeweiligen Metallkonzentrationen durch ein Kalibrierexperiment Uberprift. Die
erhaltenen Messdaten sind in  Abbildung 51 gegen die eingesetzte

Silberkonzentration aufgetragen.
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Abbildung 51: Relative Anderung der Fluoreszenzintensitait von AnthK in unterschiedlich
konzentrierten Ag(l)-Lésungen (Ciig. = 1 pmol/L, Agx. = 365 nm, Aem = 415 nm,
Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, pH = 5,6, MeOH/H,O 1:100 v/v)

Der Funktionsverlauf zeigt wie erwartet einen Zusammenhang &hnlich den
Messungen mit niedrigem Wasseranteil. Ein signifikanter Unterschied zwischen
Fluoreszenzintensitat von Ligand und Komplex ist schon ab einer Ag*-Konzentration
von 0,025 umol/L festzustellen. Auch dieser Wert deckt sich mit den Untersuchungen
bei einem Methanol/Wasser-Verhaltnis von 1:10. Die Kurve flacht jedoch schon ab
0,2pumol/L  Ag® deutlich ab wund die Fluoreszenzléschung kann bei
Silberkonzentrationen gréRer 0,4 umol/L als konstant angesehen werden. Insgesamt
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ist der Unterschied zu den Untersuchungen mit hohem Methanolanteil relativ gering
und auch hier das Ligandsystem hauptsachlich fur rein qualitative Fragestellungen

verwendbar.

Das Kalibrierexperiment wurde fiir unterschiedliche Hg?*-Konzentrationen
identisch durchgefiihrt. Die erhaltenen Messdaten und eine mathematische
Annéherung zeigt Abbildung 52. Messdaten bei hoheren Quecksilberkonzentrationen
wurden zwar ebenfalls erzeugt, sind aber zu Gunsten der Ubersichtlichkeit im

unteren Konzentrationsbereich nicht dargestellt.
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Abbildung 52: Relative Anderung der Fluoreszenzintensitit von AnthK in unterschiedlich

konzentrierten Hg(ll)-Lésungen (Cuig. = 1 pmMol/L, Aexe. = 365 NM, Aem = 415 nm,
Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, pH = 5,6, MeOH/H,O 1:100 v/v)

Im Unterschied zu den Untersuchungen mit geringem Wasseranteil ist eine
signifikante LOdschung bereits ab 0,09 umol/L zu beobachten. Der Anstieg mit
zunehmender Metallionenkonzentration erfolgt jedoch &hnlich Silber relativ schnell
und erreicht den erwarteten, nahezu konstanten Wert bereits ab etwa
0,5 umol/L Hg?*. Der Bereich, in dem ein stetiger Anstieg erfolgt ist allerdings fiir

quantitative Aussagen zu schmal, weshalb auch hier nur rein qualitativ entschieden
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werden kann, ob Quecksilber Uber einer bestimmten Grenzkonzentration in der

Probe enthalten ist.

4.2.2.8 Zusammenfassung

Das Ligandsystem basiert auf einem Anthracen-verknipften Kronenether-
gerust mit zwei Schwefel-, einem Stickstoff- und einem Sauerstoffatom im Ring. Die
Anbindung des Fluorophors erfolgt tber eine Methylenbriicke an den Stickstoff,
wodurch eine photoinduzierter Elektronentransfer zwischen komplexbildender Einheit
und Anthracen maoglich ist. Dieser zeigt sich in der starken pH-Abhangigkeit der
Fluoreszenzemission, die bei einer Protonierung des Stickstoffatoms ansteigt. Die
Komplexierung von Cu®-, Ag'- und Hg®*-lonen resultiert in einer Fluoreszenz-
lbschung, die vermutlich durch die Anderung der Aciditat des Stickstoffatoms
hervorgerufen wird. In einem schmalen Konzentrationsbereich kann diese
Fluoreszenzléschung mit der Ag*- bzw. Hg?*-Konzentration korreliert werden,
Uberhalb einer bestimmten Grenzkonzentration ist diese Verminderung der
Lumineszenz unabhangig von der eingesetzten Metallmenge. Die Steigerung des
Wasseranteils in der Probenlésung war bis auf 99 Vol.-% mdglich und ergab sowohl
eine insgesamt vergréRerte Fluoreszenzintensitat als auch eine Veranderung der pH-
Abhéngigkeit. Die Fluoreszenzldschung durch die oben genannten Metallionen
konnte hier ebenso beobachtet werden wie deren Abh&ngigkeit von der eingesetzten
Metallkonzentration. Analog den Messungen bei geringem H,O-Anteil war ab einer
gewissen Maximalkonzentration keine weitere Verminderung der
Lumineszenzintensitat bei weitere Ag’- bzw. Hg* mehr méglich, der
Konzentrationsbereich einer stetigen Intensitatsabnahme verringerte sich im Falle
von Quecksilber durch den erhéhten Wasseranteil deutlich. Das Ligandsystem kann
daher zwar auch in Lésungen mit sehr hohem Wasseranteil eingesetzt werden,

wobei allerdings nur eine rein qualitative Aussage moglich ist.
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4.3 N-Acylthioharnstoff-Liganden
4.3.1 Allgemeine Eigenschaften der N-Acylthioharnstoffe

4.3.1.1 Synthese

Der erste N-Acylthioharnstoff wurde schon von W. Pike 1873 durch
Umsetzung von Benzoylchlorid mit Thioharnstoff dargestellt “°! und bereits 1896
veroffentliche E. A.Dixon einige Beispiele der N,N-dialkylierten Vertreter %,
Trotzdem fand eine Anwendung dieser Stoffklasse als selektive, chelatisierenden
Reagenzien erst ab 1962 statt®). Die intensivere Untersuchung der
Komplexbildungseigenschaften erfolgte schlieBlich in den letzten 20 Jahren %8112
Aufgrund ihrer einfachen und variablen Synthese, der hohen Redox- und
Hydrolysestabilitdit sowie der hervorragenden Selektivitdt eignet sich diese
Ligandgruppe ausgezeichnet fur analytische und industrielle Anwendungen.
Verschiedene Vertreter der Komplexbildner wurden bereits erfolgreich als
Extraktions- und  Féllungsreagenzien  fir  Schwer- und  Edelmetalle
eingesetzt 199113119 |n diesem Zusammenhang wurden sie auch zu Reinigung von
schwermetallkontaminierten Boden 2% 11 sowie als Festphasenextraktionsmittel in
immobilisierter Form ™2 und bei der polymergestitzen Ultrafiltration als
wasserlosliche Chelatbildner #%¥ fiir verunreinigte Abwésser und Prozesslsungen
verwendet. Der Einsatz von N-Acyl-N’,N’-dialkylthioharnstoffen zur
chromatographischen Trennung von Schwermetallionen 124121 sowie die
hochselektive  Anreichung und  Matrixabtrennung von Edelmetallen im
Extremspurenbereich 313¢ sind weitere intensiv erforschte Anwendungsgebiete.
Fluoreszierende Derivate eignen sich hervorragend zur Trennung und quantitativen

Bestimmung von Schwermetallen mittels HPLC und HPTLC 37138

und einige
Komplexbildner wurden auch als selektive Reagenzien zur Detektion

umweltrelevanter Metallionen % 3% 149 yntersucht.

Allgemein kann die Synthese der N-Acylthioharnstoffe mit hohen Ausbeuten

von bis zu 95% nach dem in Abbildung 53 gezeigten Schema erfolgen 4.
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Abbildung 53: Allgemeines Syntheseschema fir N',N’-disubstituierte N-Acylthioharnstoffe

Die Darstellung geht von einem Saurechlorid aus, das mit Hilfe von
Thiocyanaten zunachst in das entsprechende Acylisothiocyanat Uberfihrt wird. Die
Umsetzung mit einem primaren oder sekundaren Amin ergibt schlieBlich das
gewlnschte Ligandsystem. Durch eine geeignete Wahl der Edukte lasst sich die
Synthese gezielt der jeweiligen Problemstellung anpassen und kann meist mit

kommerziell erhaltlichen Verbindungen durchgefiihrt werden.

4.3.1.2 Komplexchemische Eigenschaften

Komplexchemisch  gesehen, gehtéren N-Acylthioharnstoffe zu den
1,3-Dichalkogenliganden. Im Gegensatz zu den strukturell verwandten [3-Diketonen
liegen sie in neutralen oder schwach sauren, wassrigen Losungen ausschlief3lich in
der NH-tautomeren Form vor %22 Fir die Chelatisierung von Metallionen sind die
Thioketogruppe der Thioharnstofffunktion und die Ketogruppe einer aza-analogen
B-Thiooxoketofunktion verantwortlich. Die beiden Strukturmerkmale sind in Abbildung

54 hervorgehoben.
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Abbildung 54: Komplexchemisch relevante Strukturmerkmale der N-Acylthioharnstoffe
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Die Amingruppe zwischen den beiden komplexchemisch aktiven Einheiten ist
im Vergleich zu [-Diketonen weniger acid. Das Proton wird jedoch bei einer
Chelatisierung trotzdem abgespalten. Die Aciditat geht einher mit der
Elektronendichte in den Ligandmolekitilen, die durch geeignete Substituenten gezielt
beeinflusst werden kann. Reste mit +I-Effekt fihren zu einer grol3eren Ladungsdichte
an den Komplexbildungsstellen und erhéhen so die Donorstérke. Gleichzeitig wird

die Aciditat der NH-Bindung verringert 4%/,

Theoretisch sind in N-Acylthioharnstoffen vier verschiedene

Konformationsisomere denkbar, die in Abbildung 55 gegenibergestellt sind.
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Abbildung 55: Mégliche Konformationsisomere bei N-Acyl-N’,N’-dialkylthioharnstoffen

Die dargestellte E,Z-Konformation ist in Lésung gemafl umfangreichen
spektroskopischen  Untersuchungen gegenuber den anderen Isomeren
bevorzugt 4. Fiir eine Chelatisierung von Metallionen mit den beiden Donoratomen
ist eine innere Rotation noétig, um die Z,Z’-Konformation zu erreichen. Diese
Molekiilgeometrie ist durch die Abspaltung des NH-Protons und die Anderungen in
der Elektronenkonfiguration bei der Komplexbildung beglnstigt. Ansonsten ist sie
aufgrund sterischer Wechselwirkungen zwischen den Elektronenhtllen der
Chalkogenatome ebenso benachteiligt, wie die beiden anderen, nahezu

bedeutungslosen Konformere.

Die hohen pKs-Werte und die ungistige Anordnung der Ligatoratome lassen
zunachst keine hohe Tendenz zur Komplexbildung von Metallionen erwarten. Jedoch

werden ohne Verwendung von Hilfsbasen spontan stabile Komplexe gebildet. Diese
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Tendenz lasst sich mit Hilfe der in Abbildung 56 gezeigten mesomeren

Grenzstrukturen leicht erlautern.
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Abbildung 56: Resonanzgrenzstrukturen der N’,N’-disubstituierten N-Acylthioharnstoffe

Die Stickstoffatome bewirken Gber einen +M-Effekt eine erhohte
Elektronendichte an Sauerstoff bzw. Schwefel. Vor allem bei einer Komplexierung
weicher Metallionen gewinnt die Struktur mit negativ geladenem Schwefelatom und
verringerter Elektronendichte am Amidstickstoff an Bedeutung. Diese Grenzstruktur
erklart auch die einfache Abspaltung des Protons. Nach einer ersten
Wechselwirkung des Metallions mit dem Schwefelatom muss zur vollstandigen
Chelatisierung eine Rotation des Ligandmolekils von der komplexchemisch
ungunstigen E,Z-Konformation in die Z,Z’-Anordnung erfolgen. Der Chelateffekt
beglnstigt zusatzlich die Protonenabgabe und es ergibt sich schlief3lich, wie in
Abbildung 57 gezeigt **® meist ein bidental koordiniertes Neutralchelat ™%, Nur
bei stark thiophilen Metallionen, wie Ag® oder Au® lassen sich Komplexe isolieren, die
ausschlieBlich eine Koordination an die Thioketogruppe zeigen und ohne

protonierten Liganden vorliegen %% 1571
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Abbildung 57: Bildung von Neutralchelaten mit N-Acyl-N’,N’-dialkylthioharnstoffen

Die gezeigte Komplexbildung ist reversibel und kann durch S&urezugabe
umgekehrt werden, wodurch sowohl Ligand als auch das gebundene Metallion -
beispielsweise nach einer Fallung oder Solventextraktion - wiedergewonnen werden.
Diese Abhéangigkeit der Komplexbildung vom eingestellten pH-Wert besteht sowohl

zu den unterschiedlichen Substituenten als auch zum jeweilig gebundenen Metallion.

N-Acyl-N’,N’-dialkylthioharnstoffe bilden mit Metallionen vom b- bzw.
Ubergangstyp Komplexe mit definierter Zusammensetzung. In welchem pH-Bereich
dabei stabile Chelate erhalten werden, zeigt Abbildung 58 am Beispiel von
N-Benzoyl-N’,N’-diethylthioharnstoff.
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Abbildung 58: Komplexbildungsbereiche von N-Benzoyl-N’,N’-diethylthioharnstoff 16l

Der pH-Wert bietet somit eine gute Moglichkeit verschiedene Metallionen
selektiv zu komplexieren. Unterhalb pH 2 werden ausschlief3lich Platingruppen-
metalle, Gold und Silber komplexiert. Die Umsetzung der Platingruppenmetalle findet
mit Ausnahme von Palladium erst bei erhéhten Temperaturen statt, da in salzsauren
Losungen kinetisch inerte Aquochlorokomplexe gebildet werden. Im Bereich
zwischen pH 2 und 4 werden zusétzlich Cu®* und Hg** gebunden. Erst bei noch
hoheren pH-Werten gelingt die Bildung von Komplexen mit den anderen
angegebenen Metallionen. Dabei werden ubiquitare Ilonen, wie Alkali-,
Erdalkalimetallionen, Fe** oder AI** nicht chelatisiert. Fiir Analytik umweltrelevanter
Schwermetallionen eignen sich N-Acylthioharnstoffe aus komplexchemischer Sicht
hervorragend.
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4.3.2 N,N-Diethyl-N’-(4-pyrenbutyrylthioharnstoff

4.3.2.1 Allgemeine Eigenschaften des Ligandsystems

Das Ligandsystem N,N-Diethyl-N’-(4-pyrenbutyrylthioharnstoff (DEPyBuUT)
basiert auf dem vorgestellten N-Acylthioharnstoffgertist als selektive, komplex-
bildende Einheit. Der ausgewahlte aromatische Chromophor Pyren weist eine hohe
Stabilitat auf und bietet mit einer Fluoreszenzquantenausbeute von @ = 0,32
optimale Voraussetzungen fur eine empfindliche Detektion. Die Anknlpfung der
chromophoren Gruppe an das Ligandgerist kann dabei prinzipiell auf beiden Seiten
der chelatisierenden Einheit erfolgen und ist entweder direkt oder Uber einen
Alkylspacer mdglich. Die direkte Anknupfung an das Thioharnstoffsystem verursacht
jedoch bedingt durch elektronische Wechselwirkungen eine starke Reduzierung der
Ausgangsluminzenszenz des Fluorophors. Um die starke Fluoreszenz des Pyrens zu
erhalten, wurde deshalb die kommerziell verfigbare Pyrenbuttersdure auf der
Acylseite der komplexbildenden Einheit angekntipft. Der Propylspacer verhindert hier
weitgehend alle induktiven und mesomeren Wechselwirkungen zwischen beiden
Einheiten, Einflisse durch Schwermetallionen sollten dann hauptsachlich durch den

Schweratomeffekt auftreten. Die Strukturformel des Liganden zeigt Abbildung 59.
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Abbildung 59: Strukturformel von N,N-Diethyl-N’-(4-pyrenbutyryl)thioharnstoff (DEPyBuUT)

Die Synthese des Liganden geht von Pyrenbuttersaure, die zunéchst in das
entsprechende Saurechlorid Gberfuhrt werden muss. Die anschlieRende Umsetzung
zum Isothiocyanat und weiter mit Diethanolamin zum fertigen Liganden erfolgt nach
dem allgemeinen Syntheseschema fiir N-Acylthioharnstoffe (vgl. Abschnitt 4.3.1.1).
Der fluoreszierende Chelatbildner wurde bereits von Unterreitmaier zur

chromatographischen Analyse verschiedener Schwermetallionen eingesetzt %8,
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4.3.2.2 Fluoreszenzspektren des Liganden

Die Fluoreszenzquantenausbeute des Fluorophors liegt in einer mit Anthracen
vergleichbaren Groéfienordnung. Durch die Anknipfung des Rezeptorteils tber einen
Alkylspacer werden die UV/VIS- und Fluoreszenzeigenschaften von Pyren kaum
beeinflusst. Die Lage und Intensitat der Absorptionsmaxima von DEPyBuUT sind im
UV-Spektrum nahezu identisch den experimentellen Befunden bei Pyren selbst 8.
Das Anregungs- und Emissionsspektrum der Verbindung in methanolischer Lésung

ist in Abbildung 60 gezeigt.
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Abbildung 60: Fluoreszenzspektren von DEPYBUT (Ciig. = 1 pmol/L, Agxe, = 341 nM, Aem, = 377 nm,
Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, Emissionsfilter bei 350 nm, MeOH)

Die Feinstruktur der Spektren deckt sich ebenso wie die Lage der einzelnen
Maxima hauptsachlich mit den Spektren des reinen Fluorophors. Nicht in der
Abbildung enthalten ist ein weiteres Anregungsmaximum bei 241 nm, welches aber
aufgrund der Uberlagerungen im Emissionsspektren durch Streuung hoherer
Ordnung fur alle weiteren Untersuchungen nicht verwendet wird. Die einzelnen

gezeigten Maxima im Anregungsspektrum liegen bei 266 nm, 276 nm, 313 nm,
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327 nm und 341 nm. Die letztgenannte Wellenlange wird in den nachfolgend

beschriebenen Experimenten zur Anregung eingesetzt.

Die primaren Eigenschaften des Ligandsystems, wie die Fluoreszenzspektren
und die in Kapitel 4.3.2.3 untersuchte pH-Abhangigkeit der Lumineszenz wurden in

Lésungen mit Gberwiegend Methanol als Losungsmittel durchgefihrt.

4.3.2.3 pH-Abhéangigkeit der Fluoreszenz

Fur eine Detektion von Schwermetallionen in realen Lésungen ist der Einfluss
unterschiedlicher Protonenkonzentrationen in der Analytlésung auf die Lage und
Intensitdt des Emissionsmaximums von erheblicher Bedeutung. Fir die
Untersuchungen dieses Zusammenhangs wurden 100 pyL Pufferldsung und 900 pL
H,O vorgelegt, der 10 mL Kolben mit Methanol weitestgehend aufgeftllt und erst
dann 100 pL DEPyBuT-Stammlésung (c= 10“mol/L) zugegeben. Nach dem
vollstandigen Beflllen des Mel3kolbens mit Methanol wurden die jeweils dreifach

angesetzten Proben am Fluoreszenzspektrometer gemessen.

Uber den gesamten untersuchten pH-Bereich konnte keine nennenswerte
Abhéangigkeit der Fluoreszenzintensitat von der Protonenkonzentration gefunden
werden. Dementsprechend muss bei der Wahl des pH-Werts der Messlosungen
keine Rucksicht auf Einschrankungen durch eine eventuelle pH-Abhangigkeit der
Fluoreszenz genommen werden. Dies ist ein entscheidender Vorteil gegenuber sehr
pH-sensitiven System, da nun ein optimaler pH-Wert fir eine selektive
Komplexbildung der gewilnschten Metallionen gewéhlt werden kann. Daneben
kbnnen reale Losungen mit unterschiedlichen pH-Werten ohne einen
Empfindlichkeitsverlust durch zuséatzliche Verdunnungsschritte bei pH-Korrekturen

untersucht werden.
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4.3.2.4  Fluoreszenzeigenschaften von DEPyBuUT bei h6h erem Wasseranteil

Die Analyse wassriger Proben erfordert einen hohen Wasseranteil in den mit
Ligand versetzten Lésungen. Da das Ligandsystem selbst nicht wasserloslich ist,
erreicht man bestenfalls eine Minimierung des Methanolanteils auf die zugegebene
Menge Ligandldsung. In wie weit die Fluoreszenzeigenschaften durch die gednderte
Lésungsmittelumgebung beeinflusst werden, soll in einem Versuch geklart werden,
bei dem der Wasseranteil schrittweise bis auf 97,5 Vol.-% erhdht wurde. Eine weitere
Anhebung der Wassermenge lie3 sich aufgrund der schlechten Ld&slichkeit des
Liganden in den hergestellten Medien nicht erreichen. Die mit Erhdhung des
Wasseranteils einhergehende Anderung der Fluoreszenzintensitat zeigt Abbildung
61. Die Lage des Emissionsmaximums wurde durch die unterschiedlichen

Methanol/Wasser-Verhaltnisse nicht verschoben.

200% -
175% -
150% - _I_
125% -
100% -

75% A

50% -+

Rel. Fluoreszenzverstéarkung

25% A

0% T T T T T 1
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Wasseranteil der Losung [%]

Abbildung 61: Anderung der Fluoreszenzintensitit von DEPyBuT bei zunehmendem
Wasseranteil der Lésung bezogen auf die Lumineszenzintensitat bei 10 Vol.-%
Wasseranteil (CLig. = 1 pmol/L, Aexe. = 341 nm, Aem = 377 nm, Spaltbreiten der
Monochromatoren je 5 nm, Emissionsfilter bei 350 nm, pH = 7)
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Bis zu 80 Vol.-% Wasser kann ein stetiger Anstieg der Fluoreszenzemission
des Ligandsystems beobachtet werden. Der anschlielBende geringe Abfall kann
jedoch im Vergleich zu der Intensitatsverstarkung gegentber Messungen mit
10 Vol.-% Wasseranteil vernachlassigt werden. Der Einfluss verschiedener
Schwermetallionen auf die Lumineszenzeigenschaften von DEPyBuT wurde
schlie8lich zum Vergleich sowohl in Losungen mit hohem als auch mit niedrigem

Wasseranteil untersucht.

4.3.25 Einfluss verschiedener Schwermetallionen auf die
Fluoreszenzeigenschaften

Die Experimente mit Schwermetallionen wurden nach dem bereits in Abschnitt
4.1.2.3 erlauterten Schema durchgefuhrt. Nach Vorlage von 50 pL Pufferlésung wird
die entsprechende Menge Metallstandard (c = 10 mol/L) und die zur Einstellung des
Methanol-Wasser-Verhaltnisses notige Menge Wasser bzw. Methanol zugegeben.
Der 10 mL Messkolben wird weitestgehend mit dem Losungsmittel aufgefillt, das im
Uberschuss vorliegen soll. Die Zugabe von 250 uyL DEPyBuT-Stammlésung (c =
10™ mol/L) erfolgte jeweils erst kurz von der Messung. Fiir die Bestimmung in
Uberwiegend methanolischer Losung wurde die Komplexierung der Metallionen
sowohl unter Verwendung einer Pufferlésung mit pH 4 als auch bei pH 7 untersucht.
Die einzelnen Versuche wurden jeweils als Dreifachbestimmung durchgefihrt, um
statistische Unsicherheiten zu erfassen. Die Ermittlung eventuell auftretender
zeitabhangiger Effekte erfolgte durch eine erneute Bestimmung der
Fluoreszenzintensitat nach 24 Stunden Aufbewahrungszeit der verschiedenen
Ansatze. Die gemittelten Messdaten der Mehrfachbestimmungen sind in Abbildung
62 auf die jeweilige Ausgangslumineszenz des Ligandsystems in vergleichbarer
Losung bezogen und gegen die einzelnen komplexierten Metallionen aufgetragen.
Die Fehlerbalken, berechnet aus den Standardabweichungen der einzelnen
Messwerte durch Gauly'sche Fehlerfortpflanzung, deuten die statistische
Unsicherheit der dargestellten Werte an.
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Abbildung 62: Relative Anderung der Fluoreszenzintensitat von DEPyBuT bei Zugabe
ausgewahlter Metallionen (cLig. = 1 pmMoOl/L, Cyer = 1 UMOI/L, Aexe. = 341 NM, Ae, =
377 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, Emissionsfilter bei 350 nm,
pH wie o.a., H,O/MeOH 1:10 v/v)

Betrachtet man ausschliel3lich Messungen direkt nach Ligandzugabe, so kann
bei pH 4 nur eine geringe Loschung um etwa 10% bei Komplexierung von Cu-lonen
beobachtet werden. Alle anderen Werte bei diesem pH-Wert verdndern die
Lumineszenzintensitadt des Liganden weniger als 5%. Nach 24 Stunden ist bei
diesem pH-Wert bei allen Metallionen eine mehr oder weniger grofie
Fluoreszenzverstarkung zu beobachten. Detailliertere zeitabhangige Messungen
haben jedoch ergeben, dass die Lumineszenzintensitat des Ligandsystems selbst
innerhalb  mehrerer Stunden vermutlich aufgrund von Zersetzungsprozessen
ansteigt. Die labilste Stelle stellt hier die AnknUpfung des aromatischen Systems
Uber den Alkylspacer an das Acylthioharnstoffgeriist dar. Im Gegensatz zu
stabilisierend wirkenden Arylgruppen sind Alkylreste an dieser Stelle weniger stabil.
Die Abtrennung der komplexbildenden Einheit bewirkt jedoch eine experimentell
erfassbare Fluoreszenzverstarkung, da nun elektronische Wechselwirkungen mit
dem Thioharnstoffsystem entfallen und die verringerte Fluoreszenzquantenausbeute
wieder ansteigt. Der Zersetzungsvorgang wird durch die Metallionen im Komplex nur

beschleunigt, weshalb dann Unterschiede zwischen Ligandfluoreszenz und den



Spektroskopische Eigenschaften fluoreszierender, niedermolekularer Ligandsysteme 107

jeweiligen Emissionsintensitdten der Komplexe auftreten. Der zeitliche Verlauf der
relativen Fluoreszenzintensitdt des Liganden alleine bzw. in Gegenwart von
Kupferionen in den ersten vier Stunden ist in Abbildung 63 dargestellt. Langere
Wartezeit ergibt schliel3lich die oben erwdhnte hdhere Intensitat der kupferhaltigen

Losung gegenuber der reinen Ligandldsung.

Rel. Fluoreszenzintensitat

— Ligand
— Kupferkomplex

00:00 00:30 01:00 01:30 02:00 02:30 03:00 03:30 04:00 04:30
Reaktionszeit [h:min]

Abbildung 63: Relative Anderung der Fluoreszenzintensitit von DEPyYBuT und seinem
Kupferkomplex in Abhé&ngigkeit von der Zeit (Cug = 1 pmol/L, Cmer. = 1 pmol/L,
Aexc. = 341 nm, Agn = 377 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5nm,
Emissionsfilter bei 350 nm, pH wie o.a., H,O/MeOH 1:10 v/v)

Bei Einsatz des pH 7-Puffers ist wiederum nur fir ein Metallion eine
signifikante Abweichung von der Ausgangslumineszenz des Chelatbildners
festzustellen. Die &quimolare Konzentration an Ag-lonen verursacht eine
Fluoreszenzverstarkung von ca. 19%. Die zeitliche Veranderung der Lésungen tritt
auch hier wieder auf, wobei ein Unterschied zum Liganden nur bei Ag* oder Hg®* zu
beobachten ist. Die beiden thiophilen Metallionen verursachen bei dem eingestellten
pH-Wert offensichtlich eine beschleunigte Zersetzung. Nach 24 Stunden kann vor
allem bei Anwesenheit von Ag® eine Verstarkung der Ligandlumineszenz um 91%

festgestellt werden. Die Anderungen durch Cu?* bei pH 4 bzw. Ag" bei pH 7 sind
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jedoch fir eine analytische Anwendung zu gering. Eine Wartezeit von bis zu 24
Stunden ist ebenfalls fur eine Anwendung ausgeschlossen, weswegen auf

konzentrationsabhangige Untersuchungen in diesem Fall verzichtet wurde.

Die Messungen in Probenlésungen mit grof3tenteils Wasser als Lésungsmittel
wurden nur direkt nach dem Ansetzen der Proben ausgewertet. Nach 24 Stunden
Reaktionszeit konnte keine signifikante Aussage aufgrund der stark
unterschiedlichen Zersetzungsgeschwindigkeit und den damit verbundenen
Schwankungen der Fluoreszenzintensitaten getroffen werden. Die Berechnung der in
Abbildung 64 dargestellten relativen Anderung der Fluoreszenzintensitat erfolgte wie
bereits oben beschrieben.

100%
80% A OpH4 M pH7
60% -
40% -
20% -~

0% J—*r}-} l_[_*’_‘[—+_‘

-20% -

+—

-40% -

-60% -

Anderung der Fluoreszenzintensitét

-80% -

-100%
Co(ll) Ni(ll) Cu(ll Zn(ll Ag(l) Cd(n Hg(ll) Pb(ll)
Metallionen

Abbildung 64 Relative Anderung der Fluoreszenzintensitit von DEPyBuT bei Zugabe
ausgewahlter Metallionen (cLg = 1 pmol/L, Cyer. = 1 UMOI/L, Aexe. = 341 NM, Aem. =
377 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, Emissionsfilter bei 350 nm,
pH wie o0.a., MeOH/H,0 1:40 v/v)

Unter Verwendung eines hohen Wasseranteils kann keine signifikante
Veranderung in den Emissionsspektren der einzelnen Metallkomplexe im Vergleich
zu DEPyBUT unter vergleichbaren Bedingungen festgestellt werden. Keines der

untersuchten Metallionen verursacht mehr als 10% Anderung. Auch hier kdnnen
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keine weiterfiihrenden Untersuchungen angestellt werden. Eine analytische Nutzung
des Ligandsystems erfordert bei diesem Methanol-Wasser-Verhéltnis ebenfalls eine
chromatographische Trennung der Komplexe, wie sie von Unterreitmaier bereits in

Lésungen mit hoherem Methanolanteil erfolgreich durchgefiihrt wurde *°8,

4.3.2.6 Zusammenfassung

Der Chelatbildner DEPyBuUT auf N-Acylthioharnstoffbasis zeigt aufgrund der
Anknupfung des Rezeptorteils an den Fluorophor Uber den langen Propylspacer
keine Unterschiede in den UV/VIS- und Fluoreszenzdaten gegeniber reinem Pyren.
DEPyBuUT zeigt ebenfalls keine auffalligen Anderungen der Emissionseigenschaften
bei Variation des pH-Werts der Losung. Der Wasseranteil der Probenlésung kann bis
auf 97,5 Vol.-% gesteigert werden, wobei bis 80 Vol.-% die Fluoreszenzintensitat
stetig ansteigt und anschliel3end wieder einen geringen Abfall zeigt. Insgesamt wird
die Emission gegenuber tberwiegend methanolischen Lésungen stark erhoht. Die
Komplexierung verschiedener umweltrelevanter Metallionen verursacht dann jedoch
keine nennenswerte Anderung der Lumineszenzeigenschaften. In Losungen mit
hohem Methanolanteil konnte bei pH 4 konnte 10%ige Léschung durch Cu®* und bei
pH 7 eine 19%ige Verstarkung durch Ag® beobachtet werden. Beide Betrage sind
jedoch fur eine analytische Anwendung zu gering. Zeitabhangige Untersuchungen
haben ergeben, dass im Verlauf mehrerer Stunden die Lumineszenzintensitat
ansteigt, wobei die Geschwindigkeit fur den reinen Liganden gegentuber bestimmten
Metallkomplexen differiert. Daraus ergibt sich schlieBlich nach 24 Stunden
Reaktionszeit eine Fluoreszenzverstarkung von bis zu 91% im Falle von Ag® bei
pH 7. Diese Anderung lasst sich vermutlich auf eine langsame Zersetzung des

Liganden zurtckfihren.
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5 N-Acylthioharnstoff-funktionalisierte,
wasserlosliche Polymere

5.1 Allgemeines

Die bisher untersuchten Liganden mit polyaromatischen Kohlenwasserstoffen
als chromophore Gruppe zeigten aufgrund der hydrophoben Eigenschaften des
Fluorophors keine ausreichende Wasserloslichkeit. Das Wasseranteil der entsprech-
enden Proben konnte zwar sehr weit gesteigert werden, fir einen Einsatz in einem
Sensor oder einem FlieRinjektionssystem ist jedoch eine rein wassrige Losung
wiunschenswert. Die einsetzbaren Materialien sind bei organischen Losungsmitteln
fur die Liganden stark eingeschrankt und das Verhalten von analytischen Dosier-

systemen weist hauptséachlich fiir Wasser eine ausreichend hohe Préazision auf.

Eine vielversprechende Variante zur Gewahrleistung einer hohen
Wasserloslichkeit ist der Einsatz polymerer Systeme, die mit geeigneten
Chelatbildnern modifiziert werden kénnen. Das Polymer selbst und das modifizierte
Makromolekll muss dabei verschiedene Grundvoraussetzungen erfullen. Bestimmte
Kriterien fir die Auswahl geeigneter Polychelatogene fir eine polymergestitzte
Ultrafiltration konnen auch fur die Darstellung polymergebundener fluoreszierender

Komplexbildner tibernommen werden 1% 160

¢ Die hohe Wasserldslichkeit der dargestellten Verbindung sollte auch

eine Lagerung konzentrierterer Lésungen gewahrleisten.

e Die Selektivitat der chelatogenen Gruppe muss auch in komplex
zusammengesetzten Losungen die gezielte Analytik der

umweltrelevanten Schwermetallionen ermdéglichen.

e Die hergestellten Polymermaterialien sowie die angeknupften
Komplexbildner mit den fluorophoren Gruppen missen eine hohe

Redox- und Hydrolysestabilitat aufweisen.

e Die Synthese und Derivatisierung des Basispolymers sollte mit guten
Ausbeuten in mdglichst einfachen Syntheseschritten erfolgen kénnen.
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e Eine enge Molmassenverteilung und optimale Grol3e des Polymers soll
einerseits fur eine exakte Dosierbarkeit und damit ein reproduzierbares
Fluoreszenzsignal sorgen und andererseits aufgrund der mit der
MolekulgréRe wachsenden Viskositat noch eine Forderung mit

gangigen Pumpen ermoglichen.

Zur Darstellung  wasserloslicher, mit  fluoreszierenden  selektiven
Komplexbildnern versehenen Polymeren konnen prinzipiell zwei Mdglichkeiten
unterschieden werden. Durch Ankntpfung der lumineszierenden Ligandgruppe an
geeignete, kommerziell erhaltliche Makromolekille kann mit mdglichst wenigen
Schritten das gewtinschte Ziel erreicht werden. Eine andere Moglichkeit ist der
gezielte Aufbau des Basispolymers, was entweder mit bereits modifizierten
Monomerbausteinen erfolgen kann oder bei Einfihrung entsprechender funktioneller

Gruppen ebenfalls eine nachtréagliche Derivatisierung bietet.

Mit Polyethylenglykol als Ausgangsverbindung wurde zunachst versucht ein
kommerzielles Produkt zu modifizieren. Diese im Handel erhaltlichen Polymere sind
bereits vollstdndig charakterisiert, von eventuellen Nebenprodukten und den
Monomeren gereinigt sowie mit bekannten Molekulargewichtsverteilungen

einsetzbar.

Der ebenfalls eingeschlagene Weg, ein geeignetes Polymer selbst
aufzubauen, kann prinzipiell mit verschiedenen Polymerisationsverfahren
durchgefiihrt werden. Dabei kommen Polyaddition, Polykondensation, radikalische
oder ionische Polymerisation in Betracht. Aufgrund der mit polyaromatischen
Kohlenwasserstoffen schwierigen Herstellung und Reinigung der Monomere bzw.
deren oft nicht durchfihrbaren Copolymerisation mit wasserloslichen Bausteinen
wurde die Durchfihrung der Reaktion mit bereits modifizierten Monomerbausteinen
nicht verfolgt. Die Herstellung eines Basispolymers und eine anschlielRende
Derivatisierung mit einem fluoreszierenden Komplexbildner konnte sowohl am
Beispiel eines durch kationische Polymerisation gewonnenen wasserloslichen Poly-
2-methyl-2-oxazolins als auch an einem dendritischen Polyamidoamins durchgefiihrt

werden.
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Allen untersuchten Polymeren gemeinsam ist der eingefiuhrte selektive
Komplexbildner. Der bereits erfolgreich zur fluorimetrischen Detektion von
Schwermetallionen eingesetzte Ligand  N-9-Anthroyl-N’,N’-diethylthioharnstoff
(AnthDET) ["Y wurde so modifiziert, dass eine Ankniipfung polymerer Reste moglich
wird. Eine Beeinflussung der Fluoreszenzeigenschaften durch direkte elektronische
Wechselwirkungen kann so ausgeschlossen werden, da der polymere Rest auf der
dem Fluorophor abgewandten Seite des Rezeptorteils angebunden wird. Die
Strukturformel der entsprechenden Einheit ist im Vergleich zum bereits untersuchten

Ligandsystem in Abbildung 65 dargestellt.

N-9-Anthroyl-N',N'-diethylthioharnstoff 4-(N-9-Anthroyl-thiocarbamoyl)-piperazyl-Gruppe
als selektiver Chelatbildner zur Anknuipfung
an wasserlosliche Polymere

Abbildung 65: Struktureller Vergleich zwischen dem bereits untersuchten Ligandsystem
N-9-Anthroyl-N’,N’-diethylthioharnstoff und der selektiven Einheit zur Anknupfung
an wasserldsliche Polymere
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5.2 Polymere auf Basis von Polyethylenglykol

5.2.1 Allgemeine Eigenschaften

Ein kostengunstiges, mit verschiedenen Molekulargewichten im Handel
erhaltliches Tragermaterial ist Polyethylenglykol (PEG). Die sich wiederholende
Struktureinheit [CH,CH,O],, gewéhrleistet eine hervorragende Ldslichkeit in Wasser
sowie in vielen polaren Solventien. In verschiedenen organischen Lésungsmitteln
wurden zwar bereits PEG-stabilisierte Metallchelate gefunden Y, in Wasser kann
jedoch diese Wechselwirkung zwischen den Sauerstoffatomen des ungeladenen
Polymers und den Metallionen vernachlassigt werden *® %2 Die Funktionalisierung
des unverzweigten Molekils erfolgt an seinen beiden terminalen Hydroxygruppen.
Die Kettenlange hat aufgrund der mit der Gro3e zunehmenden dreidimensionalen
Faltung einen erheblichen Einfluss auf die Zugénglichkeit dieser beiden Endgruppen.
Die Verwendung relativ kurzkettiger Polymere der mittleren Molmasse 4 kD soll eine
nahezu quantitative Derivatisierung erméglichen und eine spatere Abschirmung der

komplexbildenden Einheiten an den Enden minimieren.
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5.2.2 Bis(4-(N-9-Anthroyl-thiocarbamoyl)-piperazyl)polyethylenglykol
(AnthTCP-PEG)

5.2.2.1  Synthese

Die erste Synthesestufe beginnt mit einer Substitution der beiden
endstandigen Hydroxygruppen durch eine leichte Abganggruppe, wie beispielsweise
die Darstellung des Ditosylats. Mit Hilfe von Toluolsulfonsaurechlorid wird, wie in

Abbildung 66 dargestellt, das lineare Polymer zum gewtinschten Produkt umgesetzt.

HO OH TsCl TsO OTs
0 — 0
n=89 DCM n=89

Abbildung 66: Tosylierung von Polyethylenglykol (M = 4000 g/mol)

Der néachste Reaktionsschritt fuhrt schliellich an den Polymerenden eine
sekundare Aminfunktion ein, die fir eine Weiterreaktion zum entsprechenden
N-Acylthioharnstoff genutzt werden kann. Das als Edukt gewahle Piperazin wird im
Uberschuss eingesetzt, um nur eine der beiden enthaltenen Aminfunktionen mit
einem Polymerbaustein zur Reaktion zu bringen. Die Reaktionsgleichung dieser
Stufe zeigt Abbildung 67. Das erhaltene a,w-Piperazyl-polyethylenglykol ist bereits

das fertige Basispolymer.

HN/ \NH HN NH
TsO OTs \ / K/ N N\)
0] > 0]
n=89 n=89
Abbildung 67: Umsetzung von a-Tosyl-w-tosyloxy-polyethylenglykol mit Piperazin

Das zur weiteren Derivatisierung notige 9-Anthracencarbonsaure-isothio-
cyanat wird in zwei Stufen durch Darstellung des Saurechlorids mit Hilfe von

Thionylchlorid und der anschlieBenden Reaktion mit einem Thiocyanat-Salz
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gewonnen. Die Umsetzung mit den Piperazylenden des Basispolymers fuhrt wie in
Abbildung 68 schlieBlich zum gewinschten Produkt Bis(4-(N-9-Anthroyl-
thiocarbamoyl)-piperazyl)polyethylenglykol (AnthTCP-PEG).

HN/\ @w

O I
NCS

Abbildung 68: Darstellung von Bis(4-(N-9-Anthroyl-thiocarbamoyl)-piperazyl)polyethylenglykol
(AnthTCP-PEG)

Der erhaltene gelbliche Feststoff l6st sich erwartungsgemafR trotz der
hydrophoben terminalen Ligandgruppen ausgezeichnet in Wasser und kann daher in
wassriger Losung hervorragend eingesetzt werden. In den folgenden
Untersuchungen der spektroskopischen Eigenschaften wird daher ausschlie3lich

Wasser als Loésungsmittel eingesetzt.
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5.2.2.2 Spektroskopische Eigenschaften

Prinzipiell sollten die Absorptions- und Emissionseigenschaften der
Fluorophor-Rezeptor-Einheit kaum durch die Polymerkette beeintrachtigt werden.
Vielmehr hat nur das direkt angeknipfte Ligandgertst Uber induktive und mesomere
Wechselwirkungen einen Einfluss auf Form und Intensitdt der UV/VIS- oder
Fluoreszenzspektren von Anthracen. Tabelle 11 zeigt die zusammengefassten
Absorptionsdaten von AnthTCP-PEG in Wasser.

Tabelle 11: Absorptionsmaxima und molare Extinkions-
koeffizienten von AnthTCP-PEG (in H,0)

Verbindung Absorptions- ¢ [Lhol" ©m™]
maximum [nm]

AnthTCP-PEG 254 100 600
275 6 200
332 3000
348 4 600
366 6 150
385 5350

Anthracen und auch das strukturell &hnliche Ligandsystem AnthDET (vgl.
Abschnitt 5.1) sind nicht in Wasser |6slich. Ein direkter Vergleich dieser Daten wird
durch eventuell auftretende Einflisse des Losungsmittels verhindert. Die Lage der
Absorptionsbanden deckt sich jedoch sehr gut mit den Untersuchungen fur AnthDET
in Hexan Y. Die gefundenen molaren Extinktionskoeffizienten liegen mit Ausnahme
des Absorptionsmaximums bei 385 nm im Durchschnitt etwa 30% niedriger. FUr die
Absorptionsbande mit der hdchsten Wellenlange betragt die Abnahme knapp 50%.
Diese Einflisse kénnen jedoch auf das Verhalten des hydrophoben Fluorophors im

Losungsmittel Wasser zurtickgefuhrt werden.
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Die Lumineszenzeigenschaften des Ligandsystems wurden ebenfalls in einer
wassrigen Losung untersucht. Das Anregungs- und Emissionsspektrum der

Verbindung ist in Abbildung 69 dargestellt.
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Abbildung 69: Fluoreszenzspektren von AnthTCP-PEG (CLig. = 1 HmMOl/L, Aexe. = 366 NM, Agm. =
416 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, in H,O)

Im Vergleich zu Anthracen sind die beiden Spektren und deren Maxima
bathochrom verschoben und zeigen eine etwas geringere Aufspaltung der einzelnen
Banden. Analoge Anderungen konnten auch bei AnthDET durch Anknupfung des
Acylthioharnstoffs beobachtet werden, dessen Anregungs- und Emissionsmaximum
nahezu deckungsgleich mit AnthTCP-PEG sind. Das Ligandgerust, aber nicht der
polymere Rest, beeinflusst durch Wechselwirkungen wie erwartet die elektronische
Konfiguration des Chromophors.

Auf die elektronischen Zustdnde des Acylthioharnstoffs kann auch der pH-
Wert der L6sung einen Einfluss haben. In wie weit die Protonenkonzentration der
Losungsmittelumgebung die  Fluoreszenzeigenschaften von  AnthTCP-PEG

verandert, soll im folgenden geklart werden.
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5.2.2.3 pH-Abhéangigkeit der Fluoreszenz

Die fur eine Anwendung des Ligandsystems in rein wéassrigem Medium
interessante  pH-Abhangigkeit der Fluoreszenzemission wurde mit Hilfe
unterschiedlicher pH-Puffer untersucht. Dazu wurden Proben mit jeweils 100 pL
Pufferlésung, H,O sowie die fir eine Endkonzentration von 1 pumol/L ndtige Menge
von 100 pL der Stammldsung des Liganden (c = 10 mol/L) hergestellt. Jeder pH-
Wert wurde zur Bewertung statistischer Unsicherheiten dreimal unabh&ngig
voneinander untersucht. Der Zusammenhang zwischen der beobachteten
Fluoreszenzintensitat und dem pH-Wert der zugegebenen Pufferlésung ist in

Abbildung 70 wiedergegeben.
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Abbildung 70: pH-Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von AnthTCP-PEG (cg = 1 umol/L,
Aexc. = 366 NnM, A, = 416 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, in H,O)

Im untersuchten neutralen und basischen Bereich liegt das Ligandsystem in
einer neutralen Form vor. Im Gegensatz dazu &ndert sich in saurem Medium die
Elektronenkonfiguration des Rezeptor-Teils und beeinflusst so die Fluoreszenz-

eigenschaften des Chromophors Anthracen. Die Intensitat der Fluoreszenzemission
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steigt bei pH-Werten kleiner 5 um etwa 80% an. Im Ubergangsbereich zwischen pH
5 und 7 liegt ein sigmoidaler Zusammenhang zwischen Lumineszenzintensitat und
pH-Wert vor. Die folgenden Untersuchungen zur Komplexierung unterschiedlicher
Schwermetallionen wurden daher unter genauer Kontrolle des eingestellten pH-

Werts durchgefuhrt.

5224 Einfluss verschiedener Schwermetallionen auf die
Fluoreszenzeigenschaften

Die eigentliche Anwendung des polymeren Chelatbildners zur fluorimetrischen
Detektion von Schwermetallionen muss sich nun im folgenden Versuch zeigen. Das
Makromolekll wird dazu mit unterschiedlichen Schwermetallionen in aquimolarer
Menge zur Reaktion gebracht und die Fluoreszenzeigenschaften der erhaltenen
Losung mit den Emissionsspekiren einer analog hergestellten und identisch
konzentrierten Ligandlésung ohne weiteren Zusatz verglichen. Die pH-Abhangigkeit
der Lumineszenz von AnthTCP-PEG wurde durch zwei getrennte Versuchsreihen
beriicksichtigt. Die Verwendung einer Pufferldsung mit pH 4 fuhrt entsprechend den
Untersuchungen in Kapitel 5.2.2.3 zu einer relativ hohen Ausgangsfluoreszenz des
Liganden. Die Darstellung der Proben mit pH 7-Puffer fuhrt zu einer niedrigeren
Ausgangslumineszenz. Beide Versuchsreihen decken aul3erdem den fir die
ausgewahlten Metallionen komplexchemisch relevanten pH-Bereich fir andere

Acylthioharnstoffe ab.

Die Stabilitdt der Lésungen wurden durch eine erneute Fluoreszenzmessung
der Proben nach 24 Stunden Aufbewahrung bestimmt. Ebenso wurden damit auch
eventuell auftretende zeitabhangige Effekte erfasst. Die aus jeweils drei unabhangig
durchgefuhrten Einzelbestimmungen unter identischen Bedingungen erhaltenen
Messwerte wurden gemittelt. Dieser Mittelwert fir die einzelnen Metallionen wurde
auf das Ergebnis der jeweils analog untersuchten Ligandlésung bezogen. Die so
erhaltenen relativen Anderungen der Fluoreszenzintensitit von AnthTCP-PEG
hervorgerufen durch Zugabe der Metallionen sind in Abbildung 71 dem jeweiligen
Element gegeniibergestellt. Fir jedes Element wurde aufgrund der variierten

Versuchsparameter jeweils vier Werte erhalten und im Diagramm aufgetragen.
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Abbildung 71: Relative Anderung der Fluoreszenzintensitit von AnthTCP-PEG bei Zugabe
ausgewahlter Metallionen (cLig. = 1 pMoOl/L, Cyer = 1 PMOI/L, Aexe. = 366 NM, Aey, =
416 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, pH wie o.a., in H,0)

Offensichtlich ruft keines der untersuchten Metallionen signifikante
Anderungen der Fluoreszenzeigenschaften des makromolekularen Ligandsystems
hervor. Die durch Analogie zu AnthDET (vgl. Kapitel5.1) erwartete
Fluoreszenzléschung durch Kupferionen bzw. Fluoreszenzverstarkung hervorgerufen

durch Quecksilberionen kann hier nicht beobachtet werden.

Dieser Effekt kann nur auf die Losungsmittelumgebung und die damit
verbundene dreidimensionale Anordnung der hydrophoben Ligandgruppen im
Makromolekul zurtickgefuhrt werden. Die Lange der Polymerkette ermdglicht eine
Verknaulung zu einer Anordnung, in der Anthracen und das Acylthioharnstoffgerist
von der umgebenden LOsung sterisch abgeschirmt sind. Ebenso ist eine
Behinderung bei der Einstellung der zur Komplexbildung nétigen Z,Z’-Konformation
denkbar. Das im folgenden dargestellte und untersuchte Ligandsystem AnthTCP-
PMOX besitzt ebenfalls eine linear aufgebaute Polymerkette und misste dann ein

ahnliches Verhalten gegentiber Schwermetallionen zeigen.
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5.3 Polymere auf Basis von Poly-2-alkyl-oxazolinen

53.1 Allgemeine Eigenschaften

Poly-2-alkyl-oxazoline werden Uber eine Kkationische Polymerisation
hergestellt. Sie sind bereits seit vielen Jahren bekannt und ihre Darstellung sowie
ihre Eigenschaften sehr gut untersucht. Als Ausgangsstoff dienen 2-Oxazoline, deren
funfgliedriger Ring durch kationische Initiierung geoffnet werden kann (vgl. Abbildung
72) [163]

Abbildung 72: Kationische ringdffnende Polymerisation von 2-Oxazolinen (E*: Elektrophil)

Die Reaktion beginnt mit einem Initiator, der auch Utber den weiteren Ablauf
der lebenden Polyreaktion nach kationischem oder kovalentem Mechanismus
entscheidet. Man setzt dazu beispielweise Tosylate, Alkylhalogenide oder bestimmte
Sauren ein. Der Kettenaufbau endet hier nicht durch Ubertragungsreaktionen oder
andere unerwinschte Terminierungsmadglichkeiten, wodurch sich Polymerketten mit
genau definierter Lange und enger Molmassenverteilung darstellen lassen. Die
Polymerisation wird mit einem speziellen Baustein beendet, Gber den sich auch

weitere Funktionalisierungsmaglichkeiten an den Endgruppen ergeben.

Monomerbausteine sind im Handel mit verschiedensten Substitutionsmustern
erhaltlich, worliber eine einfache Anpassung an die gewinschten Eigenschaften
erfolgen kann. Vor allem die erforderliche Loslichkeit in Wasser lasst sich tber die
Seitenkette R variieren. Kurzkettige Alkylreste ergeben bei den dargestellten
Polymeren eine ausgezeichnete Loslichkeit in Wasser und verschiedenen
organischen Solventien. Bei Verwendung von 2-Oxazolinen mit aromatischen oder
langkettigen aliphatischen Resten fehlt diese Eigenschaft und sie verhalten sich eher

[163]

hydrophob Das fur die Synthese des im folgenden beschriebenen
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Ligandsystems verwendete Monomer besitzt deshalb nur den extrem kurzen
Methylrest und soll so auch nach der Funktionalisierung mit der komplexbildenden
Einheit und der fluorophoren Gruppe eine hohe Wasserloslichkeit garantieren. Die
chelatisierenden Einheiten wurden zugunsten einer hohen Wasserloslichkeit nicht mit
den Monomerbausteinen verknipft, sondern tber das Terminierungsreagenz eine

endstandige Amingruppe eingebaut.

5.3.2 Bis(4-(N-9-Anthroyl-thiocarbamoyl)-piperazyl)poly-2-methyl-
2-oxazolin (AnthTCP-PMOX)

5.3.2.1  Synthese

Das Basispolymer wird durch Kkationische Polymerisation von 2-Methyl-
2-Oxazolin dargestellt. Als Initiatormolekil dieser Reaktion wurde 1,4-Dibrombutan
eingesetzt, das an beiden Enden eine reaktive Gruppe besitzt und so ein simultanes
Wachstum in zwei Richtungen erlaubt. Nach 24 Stunden Reaktionszeit in Acetonitril
bei ca. 85°C wurde die Syrthese durch Zugabe eines 10-fachen Uberschusses
Piperazin terminiert. Die anschlielende Behandlung mit einem festen basischen
Anionenaustauscher deprotoniert das polymere Rohprodukt. Den beschriebenen
schematischen Reaktionsverlauf zeigt Abbildung 73, wobei jeweils nur die eine Hélfte

des nahezu symmetrisch aufgebauten Makromolekuls dargestellt ist.
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Abbildung 73: Kationische Polymerisation von 2-Methyl-A,-oxazolin - mit  Piperazin als

Terminierungsreagens (Molekile bei « symmetrisch geteilt dargestellt)

Das so dargestellte Basispolymer kann schlief3lich an beiden Enden mit dem
fluoreszierenden Komplexbildner derivatisiert werden. Das fluoreszierende Edukt
wird aus 9-Anthracencarbonsaure durch Reaktion mit Thionylchlorid und
Weiterreaktion des Saurechlorids mit Kaliumthiocyanat hergestellt. Die Umsetzung
des Basispolymers mit 9-Anthracencarbonséure-isothiocyanat wird analog
Abschnitt 5.2.2.1 durchgefihrt. Diese letzte Synthesestufe zeigt Abbildung 74.
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Abbildung 74 Darstellung von Bis(4-(N-9-Anthroyl-thiocarbamoyl)-piperazyl)poly-2-methyl-
2-oxazolin (AnthTCP-PMOX)

Das erhaltene Bis(4-(N-9-Anthroyl-thiocarbamoyl)-piperazyl)poly-2-methyl-
2-oxazolin (AnthTCP-PMOX) l6st sich erwartungsgemal ausgezeichnet in Wasser.
Fur alle folgenden spektroskopischen Untersuchungen wird daher H,O als
ausschlieRRliches Losungsmittel verwendet. Die mittlere Molmasse kann aus den ‘H-
NMR-Signalverhaltnissen mit 9760 g/mol berechnet werden. Der gesamte polymere
Chelatbildner besitzt somit eine mehr als doppelt so hohes Molekulargewicht als
AnthTCP-PEG.
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5.3.2.2 Spektroskopische Eigenschaften

Aufgrund der identischen Anknipfung des Fluorophors und des
Ligandsystems an das wasserlosliche Makromolektl werden auch hier zu AnthTCP-
PEG analoge UV/VIS-Daten erwartet. Tabelle 12 gibt die jeweiligen
Absorptionsmaxima von AnthTCP-PMOX und die zugehorigen molaren

Extinktionskoeffizienten in Wasser an.

Tabelle 12: Absorptionsmaxima und molare Extinkions-
koeffizienten von AnthTCP-PMOX (in H,0)

Verbindung Absorptions- ¢ [Lhol" ©m™]
maximum [nm]

AnthTCP-PMOX 253 68 000
279 11 700
328 6 100
344 4 800
364 4900
384 4 300

Die Lage der Absorptionsmaxima deckt sich mit den Werten fir AnthTCP-
PEG. Die molaren Extinktionskoeffizienten unterscheiden sich geringfligig von den
Werten fir AnthTCP-PEG. Die Ubergangswahrscheinlichkeiten in die einzelnen
elektronischen Niveaus sind offensichtlich, im Gegensatz zur energetischen Lage

zueinander, durch den polymeren Rest beeinflusst.

Die anschlieend durchgefiihrten fluoreszenzspektroskopischen Unter-
suchungen ergeben das in Abbildung 75 dargestellte Anregungs- und

Emissionsspektrum der polymeren Verbindung.
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Abbildung 75: Fluoreszenzspektren von AnthTCP-PMOX (CLig. = 5 HMOI/L, Aeyxe. = 364 NM, Aem, =
412 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, H,O)

Die Spektren zeigen erwartungsgemal keine nennenswerte Unterschiede zu
AnthTCP-PEG. Die bereits dort beobachtete bathochrome Verschiebung der Banden
und die geringere Strukturierung der Spektren im Vergleich zu Anthracen kann auch

hier festgestellt werden.

5.3.2.3 pH-Abhangigkeit der Fluoreszenz

Die Untersuchung wurde analog den Experimenten mit AnthTCP-PEG
(Kapitel 5.2.2.3) mit unterschiedlichen pH-Puffern durchgefiihrt. Die beobachtetet
Lumineszenzintensitaten sind in Abbildung 76 gegen den jeweiligen pH-Wert der
Pufferldsung aufgetragen.
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Abbildung 76: pH-Abhéangigkeit der Fluoreszenzintensitat von AnthTCP-PMOX (Cig. = 1 umol/L,

Aexc. = 364 nm, Aem. = 412 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, H,0)

Im Gegensatz zu AnthTCP-PEG kann in einem weiten Bereich von etwa pH 4
bis hinauf zu pH 12 keine signifikante Anderung der Emission von AnthTCP-PMOX
beobachtet werden. Im stark Sauren nimmt jedoch die Intensitdt um etwa 25% ab,
dieser Bereich ist jedoch flr weitere Untersuchungen nur von untergeordnetem
Interesse. Eine Komplexbildung der umweltrelevanten Metallionen findet bei anderen
N-Acylthioharnstoffen hauptsachlich bei pH>4 statt. Eine Ausnahme bilden Cu®*, Ag*
und Hg®" die zusétzlich auch noch bei héheren Protonenkonzentrationen in Lésung
komplexiert werden kdnnen. Die folgenden Untersuchungen mit unterschiedlichen
Metallionen werden daher unter Verwendung des fur alle untersuchten Metallionen

geeigneten pH-Puffers bei pH 5,6 durchgefihrt.
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5.3.24 Einfluss verschiedener Schwermetallionen auf die
Fluoreszenzeigenschaften

Die Eignung zur fluorimetrischen Detektion von Schwermetallionen wird durch
die Umsetzung des Liganden mit entsprechenden Metallsalzen untersucht. Die
Ligandmenge wurde zur empfindlicheren Messung auf 500 pmol/L erhéht. Eventuell
auftretende zeitabhangige Effekte wurden ebenfalls durch eine erneute Bestimmung
der Fluoreszenzemission der Proben nach 24 Stunden erfasst. Fur den Liganden

selbst kann so auch seine Stabilitat in wassrigem Medium festgestellt werden.

Abbildung 77 zeigt die von den einzelnen Metallionen hervorgerufenen Anderungen
der Fluoreszenzintensitdt des Liganden. Jede Bestimmung wurde dabei dreifach

durchgefuhrt und die erhaltenen Messwerte gemittelt.

25% - OpH=5,6
M pH = 5,6 (nach 24 h)
20% -

15% A
10% -
5% ~

505 ~

Anderung der Fluoreszenzintensitét

-10% A

-15%
co(ll) Ni(1) cu(ll) Zn(ll) Ag(l) cd(n) Hg(Il) Pb(ll)

Metallion
Abbildung 77: Relative Anderung der Fluoreszenzintensitat von AnthTCP-PMOX bei Zugabe

ausgewahlter Metallionen (cLig. = 5 PMOI/L, Cyer = 1 UMOI/L, Aexe. = 364 NM, Ae, =
412 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, pH = 5,6, in H,0)
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Analog AnthTCP-PEG kann auch bei dem Oxazolinderivat keine signifikante
Anderung der Fluoreszenzeigenschaften beobachtet werden. Ausschlaggebend
dafur konnte auch hier die dreidimensionale Anordnung der hydrophoben,
chelatisierenden Gruppen im rein wassrigen System sein. Die sterische Abschirmung
innerhalb des Makromolekils und die Behinderung der Rotationen im Ligandrest
verhindern eine Komplexierung der Schwermetallionen und lassen so keine

fluorimetrische Detektion zu.

Die Abschirmung der hydrophoben Anthroyl-Thioharnstoff-Einheiten durch
eine entsprechende dreidimensionale Anordnung des hydrophilen Polymergerusts
kann vermieden werden, wenn das Polymergerist selbst bereits eine definierte
raumliche Struktur besitzt und die chelatisierenden Reste an der Oberflache
angebunden werden. Diese Mdoglichkeit ist bei AnthTCP-Dend realisiert, dessen

Synthese und Eigenschaften im folgenden Abschnitt beschrieben werden.
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5.4 Polymere auf Basis dendritischer Systeme

54.1 Allgemeine Eigenschaften

Eine weitaus komplexere Darstellung und Struktur als die beiden bisher
vorgestellten Systeme (Kapitel 5.2 und 5.3) liegt der Klasse der Dendrimere
zugrunde. Diese Makromolekile sind beginnend mit einer zentralen Einheit nach
aul3en immer weiter verastelt und ergeben so dreidimensionale, hochgeordnete
oligomere oder polymere Verbindungen. Der Name der urspringlich als
Kaskadenmolekile bezeichneten Dendrimere stammt auch von diesem, zu Baumen
analogen Aufbau ab (griech.: dendron = Baum). Die Entwicklung der ersten Vertreter
begann erst vor etwas mehr als 20 Jahren ®, wobei erst Anfang der 90er Jahre
zahlreiche  Entwicklungen  entstanden %), Die  bekanntesten  Vertreter,
Polyamidoamine (PAMAM) und Polypropylenimin-Dendrimere, werden heute im

Kilogramm-Mal3stab produziert und kommerziell vertrieben.

Zwei unterschiedliche Konzepte, denen ein schrittweiser Aufbau der
gewunschten Molekile in einzelnen sog. Generationen gemeinsam ist, werden dabei

zur Herstellung der Dendrimere angewendet:

o divergente Methode ™®¥: Ausgehend von einem zentralen Kern mit
mehreren Funktionalitdten werden die sich verzweigenden Einheiten
Schritt fr Schritt aneinandergeftigt. Die in einer sich wiederholenden
Reaktionssequenz verwendete Verbindung ist fir die Verzweigungs-
Multiplizitat verantwortlich. Die Grol3e ist nur durch sterische Effekte der
Endgruppen begrenzt. Probleme bereitet gerade bei hheren
Generationen die Trennung des Produkts von Edukten und
Nebenprodukten, sowie bei der Synthese teilweise auftretende
Strukturdefekte M9,
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e konvergente Methode ™" Das Dendrimer-Skelett wird genau
entgegengesetzt von den Endgruppen her zum Kern aufgebaut. Erst
die Umsetzung der schrittweise aufgebauten Einheiten mit dem
zentralen Baustein ergibt schlief3lich das gewtinschte Produkt. Die
maximal mogliche GréR3e ist aufgrund sterischer Effekte beim letzten
Reaktionsschritt meist geringer, als bei der divergenten Methode. Daflr
ist jedoch die Entfernung unerwtinschter Nebenprodukte haufig

einfacher.

Dendrimere besitzen im Verhdaltnis zu ihrem Molekulargewicht ein grof3es
Volumen und kénnen im Inneren Gastteilchen beherbergen. So wurden bereits
unimolekulare Mizellen hergestellt, die mit einer hydrophilen Oberflache und einem
hydrophoben Innengerist bei guter Wasserloslichkeit lipophile Teilchen aufnehmen

konnen 1681,

Wie bereits oben erwahnt, sind die von Tomalia *"* % entwickelten
Dendrimermolekile mit Polyamidoamin-Geriist eine gut erforschte Klasse, deren
Vertreter auch kommerziell vertrieben werden. Sie werden ausgehend von einem
zentralen Baustein nach dem divergenten Prozess durch abwechselnde Umsetzung
mit Ethylendiamin und Methylacrylat aufgebaut. Dieser iterative Weg erfordert nach
jedem Syntheseschritt die Abtrennung der Uberschiissigen Edukte und eventuell
entstandene Nebenprodukte. Die maximal erreichbare Molekilgréf3e ist durch den an
der Polymeroberflache zur Verfiigung stehenden Platz und die sterische Hinderung
bei der Addition weiterer Monomereinheiten begrenzt. Bisher wurden bereits

Dendrimere mit einem Molekulargewicht von ca. 700 kD synthetisiert %%,

Die Struktur der erhaltenen Polyamidoamine ist stark mit dem verwendeten
Initiatorbaustein verkntpft. Ammoniak- oder Ethylendiamin-Kerne ergeben bei
hoheren Generationen nahezu perfekte, kugelférmige Produkte, der Einsatz
langerkettiger Polyethylenimin-Kerne fiihrt zu stéabchenférmigen Dendrimeren. Je
nach entsprechenden Endgruppen der einzelnen Stufen differiert die Loslichkeit der
Produkte. Die ganzzahligen Generationen besitzen periphere Aminfunktionen und
sind somit hauptséachlich in polaren Losungsmitteln und vor allem Wasser |6slich. Die
Zwischenstufen mit Methylester-Termini l6sen sich zusatzlich sogar in weniger

polaren Lésungsmitteln 270,
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Die beiden moglichen Endgruppen lassen eine Funktionalisierung mit
unterschiedlichsten Bausteinen zu. Je nach Zielsetzung wurden bereits PAMAM-
Dendrimere mit Peptid- bzw. Kohlenhydratresten hergestellt > 172 oder mit kurzen
DNA-Strangen zu Komplexverbindungen umgesetzt '3, Fur biologische und
medizinische Anwendungen konnten beispielsweise schon mit Hilfe von Ferrocenyl-
Derivaten ein Glucose-Sensor "4 oder durch Einlagerung von Gd-Atomen ein neues

Rontgenkontrastmittel 7!

entwickelt werden. Das grofRe umschlossene Volumen
bietet die Moglichkeit, Dendrimere als Template, Nanoreaktoren oder Container flr
kleine Partikel zu verwenden. Vor allem von Interesse ist die Bildung von
Nanopartikel mit Edelmetallen *"® "1 die auch im Hinblick auf die antimikrobielle
Wirkung von Silber eine Anwendung finden koénnen 8. Ebenso wurden PAMAM-

Dendrimere als Nanoreaktoren fiir bestimmte organische Reaktionen eingesetzt 1",

Diese Beispiele zeigen, dass Dendrimere je nach Anwendungsgebiet gezielt
derivatisiert werden kénnen, also auch fir eine Bindung von Metallionen. Bestimmte
Metalle, wie beispielsweise Kupfer, werden vom Dendrimer-Grundgerist ohnehin

direkt gebunden &

, fur andere Elemente wurden durch Funktionalisierung mit
Salicylat-, Catecholat-, Hydroxypyridinoat-Gruppen *8Y) oder Benzoylthioharnstoff-

resten 123 182 selektive Komplexbildner entwickelt.
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54.2 4-(N-9-Anthroyl-thiocarbamoyl)-piperazyl)-modifiziertes
Polyamidoamin-Dendrimer (AnthTCP-Dend)

5.4.2.1 Synthese

Die Darstellung des Basispolymers beginnt mit einem nukleophilen
Kernbaustein. Die terminalen Aminfunktionen dieses und der verschiedenen
Zwischenstufen werden mit Acrylsauremethylester (Methacrylat) umgesetzt. Diese
Michael-Addition lauft bei Raumtemperatur innerhalb zwei Tagen mit hoher
Selektivitat ab. Ein Uberschuss des Methacrylats gewéhrleistet einen nahezu
quantitativen Umsatz. Abbildung 78 zeigt den prinzipiellen Ablauf dieses
Reaktionsschritts, sowie die fur den spater gezeigten Gesamtablauf der Synthese

verwendete Symbolik.

o MeOH
NH, + 2 A( ™~ EE—

(<a] (0] <)

Abbildung 78: 1. Schritt - Michael-Addition

Die peripheren Estergruppen werden nach Abtrennung der Uberschiissigen
Edukte mit Ethylendiamin zur Reaktion gebracht. Die vollstdndige Amidierung wird
ebenfalls bei Raumtemperatur tber zwei Tage durchgefiihrt, wobei ein 15-facher
Uberschuss des Amins das ideale Wachstum garantiert. Auch nach dieser, in
Abbildung 79 gezeigten Stufe muss wieder eine Reinigung des Rohprodukts
erfolgen. Die Entfernung der Gberzahligen Monomerbausteine erfolgt auch hier im

Hochvakuum unter vorsichtiger Erwarmung auf nicht mehr als 50° C.
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Abbildung 79: 2. Schritt - Amidierung

Die beiden vorgestellten Schritte werden zur Synthese des gewinschten
Basispolymers ausgehend von Ethylendiamin abwechselnd durchgefihrt. Als
Generation 0 wird dabei erst das Oligomer bezeichnet, das nach Durchlauf der
ersten beiden Synthesestufen erhalten wird. Die folgende Abbildung 80 zeigt den
schrittweisen Aufbau des Basispolymers bis zur Generation 2,5. Das so erhaltene
Produkt wurde mit Hilfe von *H- und *3C-Spektroskopie identifiziert und zunachst das
Molekulargewicht mit Hilfe eines GPC-Spektrums ermittelt. Die erhaltenen
Retentionssignale bei 27,8 min und 28,8 min mit einem Polydispersitatsindex von
1,01 sind sehr schmal und deuten bereits auf eine Verunreinigung des Produkts mit
einem Dendrimer niedrigerer Generation hin. Die ermittelten Molmassen sind jedoch
aufgrund der anndhernd sphérischen Geometrie des Produkts und des als Standard
verwendeten linear aufgebauten Polystyrols zu gering. Die mit Hilfe eines MALDI-
TOF-Experiments bestimmten Molekilmassen von ca. 3 bzw. 6 kD fur die beiden

enthaltenen Dendrimere liegen im erwarteten Bereich.
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Abbildung 80: Schrittweiser Aufbau des PAMAM-Basispolymers (Erlauterungen zur verwendeten

Symbolik vgl. Abbildung 78 und Abbildung 79)
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Eine vollstandige Derivatisierung der Polymeroberflache mit den hydrophoben
Ligandbausteinen wuirde aller Voraussicht nach ein wasserunldsliches Produkt
ergeben. Die Umsetzung mit einem Gemisch aus Piperazin und Diethylamin soll die
Hydrophilie des fertigen Produkts garantieren. Nur das bifunktionale Piperazin
ermoglicht schlief3lich, wie in Abbildung 81 gezeigt, die Ankniipfung von Anthracen-9-

carbonsaureisothiocyanat.
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Abbildung 81.: Derivatisierung des PAMAM-Grundgerusts
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Eine optimale Ligandbelegung und Wasserldslichkeit wird durch ein molares
Verhdltnis von 1:10 zwischen Piperazin und Diethylamin erreicht. Dieses Gemisch
wird auch bei diesem Amidierungsschritt im 15-fachen Uberschuss gegeniiber den
vorhandenen Reaktionsstellen des Basispolymers eingesetzt. Die Signalverhaltnisse
im 'H-NMR ergeben eine Belegung von 53,1% der Oberflache mit Diethylamin und

21,9% mit Piperazin. 25% der Methylestergruppen sind keine Reaktion eingegangen.

Die endgultige Derivatisierung der Piperazyl-Reste zum 4-(N-9-Anthroyl-
thiocarbamoyl)-piperazyl)-modifizierten Polyamidoamin-Dendrimer (AnthTCP-Dend)
gelingt schliesslich vollstandig. Die mittlere Molmasse wurde mit Hilfe eines MALDI-
TOF-Experiments bestimmt und betréagt fir das gewtinschte Koordinationsdendrimer
8155 g/mol und das zusatzlich vorhandene Nebenprodukt 3910 g/mol.

5.4.2.2 Spektroskopische Eigenschaften

Analog den bereits charakterisierten fluoreszierenden Polychelatogenen
wurden auch bei AnthTCP-Dend zuné&chst die Absorptionseigenschaften untersucht.
In Tabelle 13 sind die verschiedenen Absorptionsmaxima und die jeweiligen molaren

Extinktionskoeffizienten angegeben.
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Tabelle 13: Absorptionsmaxima und molare Extinkions-
koeffizienten von AnthTCP-Dend (in H,O)

Verbindung Absorptions- ¢ [Lhol" ©m™]
maximum [nm]

AnthTCP-Dend 255 363 000
279 (Schulter) 49 300

334 17 100

349 25 000

368 31 850

387 28 200

Erwartungsgemal’ treten auch hier nur bei den Extinktionskoeffizienten
Unterschiede zur den anderen Polychelatogenen bzw. AnthDET auf. Die Lage der
einzelnen Absorptionsmaxima wird durch das verdnderte Basispolymer nicht
signifikant geandert. Insgesamt sind jedoch im Vergleich zu AnthTCP-PEG,
AnthTCP-PMOX und AnthDET deutlich hohere Extinktionskoeffizienten zu

beobachten.

Ahnlich den beiden bereits untersuchten polymeren Reagenzien werden auch
beim vorliegenden dendritischen System keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich der Fluoreszenzspektrum erwartet. Abbildung 82 zeigt Anregungs- und
Emissionsspektrum einer wassrigen Loésung von AnthTCP-Dend der Konzentration
0,5 umol/L.
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Abbildung 82: Fluoreszenzspektren von AnthTCP-Dend (CLig. = 0,5 pmol/L, Aexe, = 364 NM, Aem, =
415 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, H,O)

Die Spektren weisen im Vergleich zu AnthTCP-PEG und AnthTCP-PMOX eine
identische  Strukturierung auf. Die einzelnen Maxima liegen ebenfalls in
vergleichbaren Bereichen und sind im Gegensatz zu Anthracen bathochrom
verschoben. Die Anregung des dendritischen Systems kann bei 364 nm erfolgen und

man erhalt maximale Fluoreszenzintensitat bei 415 nm Detektionswellenlange.

5.4.2.3 pH-Abhangigkeit der Fluoreszenz

Die fur die letztendliche Anwendung zur fluorimetrischen Bestimmung von
Schwermetallionen in wéssrigen Systemen relevante Abhangigkeit der Emission von
der Aciditat des Mediums wurde mit Hilfe unterschiedlicher pH-Puffersysteme
untersucht. Bei der Herstellung der Proben wurden je 100 puL der entsprechenden
Pufferldsung vorgelegt, weitestgehend mit H,O verdiinnt und schlief3lich 500 pL der

Ligandstammlésung (c = 10“ mol/L) zugegeben. AnschlieRend wird auf 10 mL
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Gesamtvolumen mit H,O aufgefillt. In Abbildung 83 sind jeweils die Mittelwerte der
Dreifach-Bestimmung gegen den pH-Wert der Pufferlosung aufgetragen und die

Standardabweichung als Fehlerbalken eingezeichnet.
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Abbildung 83: pH-Abhéangigkeit der Fluoreszenzintensitat von AnthTCP-Dend (cLg = 5 pmol/L,
Aexc. = 364 nm, Aem. = 415 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, H,0)

Der funktionelle Verlauf gleicht in seiner Form den Beobachtungen bei
AnthTCP-PEG. Die in saurer Lésung hohe Fluoreszenzemission ist in basischer
Losung um ca. 45% vermindert. Der Ubergangsbereich ist hier allerdings sehr breit.
Bereits ab pH>3 ist eine geringere Fluoreszenzintensitdt zu beobachten, der
geringste Wert wird jedoch analog AnthTCP-PEG erst bei pH 7 erreicht. Der Einfluss
verschiedener Schwermetallionen wurde daher unter genauer Kontrolle des

eingestellten pH-Werts durchgefihrt.
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5424 Einfluss verschiedener Schwermetallionen auf die
Fluoreszenzeigenschaften

Die Reaktion mit umweltrelevanten Schwermetallionen und deren Einfluss auf
die Lumineszenzeigenschaften wurde &hnlich den Versuchsreihen mit AnthTCP-PEG
(Abschnitt 5.2.2.4) bei zwei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. Die gewéhlten
pH-Werte von 4 bzw. 7 decken den fir N-Acylthioharnstoffe komplexchemisch
relevanten Bereich ab und bewirken bei AnthTCP-Dend eine unterschiedliche
Ausgangslumineszenz des freien Ligandsystems (vgl. Kapitel 5.4.2.3). Die Proben
wurden zur Bewertung der statistischen Unsicherheit jeweils dreimal unabh&ngig
voneinander angesetzt und gemessen. Zeitabhangige Effekte und die Stabilitat der
Losungen wurden durch eine erneute Bestimmung der Proben nach 24 Stunden
erfasst. In Abbildung 84 sind die erhaltenen relativen Anderung der
Fluoreszenzemission, verursacht durch die einzelnen Metallionen, aufgetragen. Fur

jedes Element ergeben sich dann aufgrund der variierten Versuchsparameter jeweils

vier Werte.
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Abbildung 84: Relative Anderung der Fluoreszenzintensitit von AnthTCP-Dend bei Zugabe

ausgewahlter Metallionen (cLig. = 5 HMOI/L, Cyer. = 2,5 PMOI/L, Aexe. = 364 NM, Aem, =
415 nm, Spaltbreiten der Monochromatoren je 5 nm, pH wie o.a., H,O)
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Unter Verwendung eines pH 4 Puffers kann keine analytisch nutzbare
Anderung festgestellt werden. Nach 24 Stunden Reaktionszeit beobachtet man eine
geringfiigige Fluoreszenzverstarkung hervorgerufen durch Cu?* und Pb**, die jedoch
ebenfalls nicht praxisrelevant ist. Messungen bei pH 7 zeigen bei Anwesenheit von
Kupferionen eine Fluoreszenzldschung um ca. 14,6 %. Offensichtlich treten auch hier
zeitabhangige Effekte auf, da diese Léschung nach 24 Stunden Reaktionszeit nicht
beobachtet werden kann. Eine Abhangigkeit von der eingesetzten Cu?'-

Konzentration wurde aufgrund der geringen Anderung nicht untersucht.
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5.5 Zusammenfassung und Vergleich

Die vorgestellten polymeren Chelatbildner AnthTCP-PEG, AnthTCP-PMOX
und  AnthTCP-Dend  enthalten  einheitich  einen  Anthroyl-modifizierten
N-Acylthioharnstoff als selektiven Komplexbildner. Die hohe Wasserloslichkeit beruht
auf dem zugrundeliegenden hydrophilen Polymergertst. AnthTCP-PEG wurde durch
Endgruppen-Derivatisierung eines kommerziell erhéltlichen Polyethylenglykols mit
einer mittleren Molmasse von 4 kD dargestellt. Das Polymethyloxazolin-
Basispolymer wurde nach kationischer Polymerisation der 2-Methyloxazolin-
Monomere mit Piparazin terminiert und ebenfalls an beiden Enden mit 9-Anthracen-
carbonsaure-isothiocyanat zu AnthTCP-PMOX mit einem Molekulargewicht von
9,8 kD umgesetzt. Den beiden linearen polymeren Chelatbildnern wurde mit
AnthTCP-Dend ein nahezu kugelférmig aufgebautes Molekll gegentbergestellt. Das
zugrundeliegende Polyamidoamin-Basispolymer wurde mit einem Ethylendiaminkern
und abwechselnder Umsetzung mit Methacrylat bzw. Ethylendiamin zu einem
Dendrimer der Generation 2,5 aufgebaut. Die Derivatisierung der peripheren
Gruppen erfolgte mit einem Gemisch aus Diethylamin und Piperazin, um die hohe
Wasserloslichkeit auch nach der Anknipfung des hydrophoben Acylthioharnstoffs an
die Piperazin-Termini zu erhalten. Das dargestellte dendritische System besitzt eine

mittlere Molmasse von 8155 g/mol.

Alle Polychelatogene weisen identische Absorptionsbanden im UV/VIS-
Spektrum auf und unterscheiden sich nur in den molaren Extinktionskoeffizienten.
Entsprechende Ahnlichkeit zeigt sich auch bei den aufgenommenen, nahezu
deckungsgleichen Anregungs- und Emissionsspektren. Die bathochrome
Verschiebung der Emissionsmaxima und die geringe Strukturierung der Spektren im
Vergleich zu reinem Anthracen werden durch das angeknipfte Acylthioharnstoff-
gerust hervorgerufen. Das Polymergrundgerust hat hier offensichtlich keinen Einfluss

auf die elektronischen Ubergange im System.

Unterschiede ergeben sich schlielilich bei der untersuchten pH-Abhangigkeit
der Lumineszenz. Das linear aufgebaute AnthTCP-PEG und das dendritische
System AnthTCP-Dend zeigen einen sigmoidalen Zusammenhang zwischen
Fluoreszenzintensitat und pH-Wert. In saurem Medium ist dabei eine deutlich héhere
Emission zu beobachten als in Losungen mit einem pH-Wert gréRer 7. Dagegen
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bleiben die Lumineszenzeigenschaften von AnthTCP-PMOX in einem weiten pH-

Bereich unverandert. Nur in stark saurem Milieu nimmt die Intensitat um ca. 25% ab.

Die Makromolekile wurden anschlieRend mit unterschiedlichen umwelt-
relevanten Schwermetallionen zur Reaktion gebracht und deren Einfluss auf die
Fluoreszenzeigenschaften untersucht. Es konnte bei keinem der polymeren
Chelatbildner eine analytisch nutzbare Anderung der Fluoreszenzeigenschaften
festgestellt werden. Ein Grund ist vermutlich die dreidimensionale Anordnung der
Ligandgruppen in den Makromolekilen, die eine komplexchemisch ginstige
Anordnung entweder durch sterische Abschirmung oder durch Einschrankung der
Rotationsfahigkeit des Acylthioharnstoffgerists verhindert. Mit Hilfe eines
Ultrafiltrationsexperiments wurde deshalb die Bindungsfahigkeit von Cu®* durch die
dargestellten Reagenzien in Abhangigkeit vom pH-Wert der LOsung untersucht.
Erfolgt keine Bindung des Metallions in fur N-Acylthioharnstoffe typische pH-
Bereiche, sind diese Funktionen zu stark behindert. Fur die Untersuchung wurden
jeweils 200 mg des Polymers zusammen mit 0,1 mmol Cu®* in 200 mL Wasser
gegeben und bei 0,7 bar Transmembrandruck ultrafiltriert. Die
Ultrafiltrationsmembran bestand aus regenerierter Cellulose mit einer nominalen
Ausschlussgrenze von 3 kD. Mit Hilfe von NaOH und HCI| wurden pH-Werte
zwischen 1 und 9, beginnend mit dem alkalischen Medium, eingestellt und nach
einer Filtrationsdauer von 10 Minuten jeweils 100 uL Probe von Filtrat bzw. Retentat
entnommen. Im dbrigen Zeitraum wurde das Filtrat wieder in die Vorlage
zurlickgeleitet. Aus den ermittelten Konzentrationen kann das Rickhaltevermégen
der Polymere bei einem bestimmten pH-Wert der Losung mit Hilfe des

Retentionskoeffizienten (Gleichung 13) berechnet werden.

Gleichung 13: Retentionskoeffizient
R = E G HJOOO/
Cr,i
R;: Retentionskoeffizient der Komponente i
Ctj: Konzentration der Komponente i im Filtrat

Cri: Konzentration der Komponente i im Retentat



N-Acylthioharnstoff-funktionalisierte, wasserlosliche Polymere 145

Eine grafische Darstellung der berechneten Retentionen gegen den pH-Wert
ergibt dann eine pH-Selektivitat der polymeren Chelatbildner gegeniber dem
untersuchten Metallion. Der Zusammenhang ist in Abbildung 85 fir die jeweiligen

Polymere wiedergegeben.
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Abbildung 85: pH-Abhangigkeit der Retention von cu® (Chelatogene: siehe Abbildung, cjg =
1 g/L, Membran: Cellulose 3 kD, Cyet. = 10™ mol/L, Transmembrandruck: = 0,7 bar,
Gesamtvolumen der Lésung: 200 mL, T: 20° C)

Die Ruckhaltefahigkeit der Polymere beruht offensichtlich im Falle der linearen
Makromolekile nur auf Bindungen an das Polymergrundgerist. Der gefundene
funktionelle Zusammenhang fiur AnthTCP-PMOX deckt sich auch mit analogen

n 2% Das dendritische System kann Cu?*

Untersuchungen fiur ein Polyethyloxazoli
noch bis einschliel3lich pH = 6 zuriickhalten. Im Vergleich zu N-Benzoylthioharnstoff-
modifizierten Systemen ist aber auch hier keine signifikante Bindung an die
komplexbildende Gruppe zu erkennen. Ansonsten misste auch bei pH = 4 noch eine

nahezu vollstandige Retention beobachtet werden.
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6 Zusammenfassung

Die fluorimetrische Schwermetallbestimmung in aquatischen Systemen
bendétigt selektive Ligandsysteme, die entweder bei Komplexierung des Metallions
ihre nativen Fluoreszenzeigenschaften &ndern oder erst nach Umsetzung mit dem
Analyten eine lumineszierende Verbindung ergeben. Die geforderte hohe
Empfindlichkeit bedingt einen maoglichst hohen wassrigen Probenanteil in der
eigentlichen Messlosung. Chelatbildner mit aromatischen Chromophoren kdnnen

nicht in rein aquatischen Systemen eingesetzt werden.

Ein Teil der vorliegenden Arbeit beschaftigt sich daher mit der Synthese von
wasserloslichen Polymeren, an denen fluoreszierende Komplexbildner angeknupft
sind. Als selektiver  Chelatbildner wurde ein  Anthroyl-modifiziertes
Acylthioharnstoffgeriist ausgewahlt und in unterschiedlich aufgebaute Polymere
eingebracht. Die hohe Wasserl6slichkeit wird dabei durch die zugrundeliegenden
Makromolekile auf der Basis von Polyethylenglykol, Polymethyloxazolin oder einem
Polyamidoamin-Dendrimer garantiert. Bis(4-(N-9-Anthroyl-thiocarbamoyl)-piperazyl)-
polyethylenglykol (AnthTCP-PEG) wurde durch Endgruppenfunktionalisierung eines
kommerziell verfigbaren Polyethylenglykols der Molmasse 4 kD dargestellt. Analog
aufgebaut ist das lineare, (Uber Kkationische Polymerisation erhaltliche
Bis(4-(N-9-Anthroyl-thiocarbamoyl)-piperazyl)poly-2-methyl-2-oxazolin (AnthTCP-
PMOX) mit einer mittleren Molmasse von 9,8 kD. In beiden Fallen wurde der
Acylthioharnstoff Gber Piperazin an die termialen Gruppen der Polymere angeknupft.
Einen nahezu kugelformigen Aufbau besitzt das vorgestellte 4-(N-9-Anthroyl-
thiocarbamoyl)-piperazyl)-modifizierte Polyamidoamin-Dendrimer (AnthTCP-Dend).
Hier wurde ein Teil der peripheren Gruppen ebenfalls mit Piperazin und damit

schlie3lich dem Acylthioharnstoff modifiziert.

Die drei synthetisierten Polychelatogene besitzen eine ausgezeichnete
Loslichkeit in Wasser und weisen nahezu identische UV/VIS- und
Fluoreszenzspektren auf. Das jeweilige Basispolymer hat jedoch einen starken
Einfluss auf die Abhangigkeit der Lumineszenzintensitat vom pH-Wert der Losung.
AnthTCP-PEG und AnthTCP-Dend weisen in saurem Medium eine hohere Emission
als in basischer Losung auf. Dieser Zusammenhang zwischen Intensitat und pH-Wert

ist in beiden Féallen sigmoidal. Im Gegensatz dazu zeigt AnthTCP-PMOX grofRer pH 3
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keine Abh&ngigkeit von der Protonenkonzentration. Unterhalb nimmt die
Fluoreszenzemission um etwa 25% ab. Die dreidimensionale Anordnung der
unpolaren Ligandgruppen und der hydrophilen Polymere im wassrigen System
verhindert entgegen den Erwartungen eine Komplexierung der Metallionen. Die
Fluoreszenzemission wird daher in Gegenwart von umweltrelevanten

Schwermetallionen nicht geandert.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der umfassenden Charakterisierung
bereits bekannter Chelatbildner und deren Einsatz in Proben mit méglichst hohem
Wasseranteil. Die  Untersuchung des  N-Acylthioharnstoffs ~ N,N-Diethyl-
N’-(4-pyrenbutyryl)thioharnstoff DEPyBuT wurde daher direkt mit einer Steigerung
der prozentualen Menge Wasser in der Probenlésung begonnen. Es kann bis zu
97,5 Vol.-% Wasser in der Probe enthalten sein, ohne die Loslichkeitsgrenze des
Chelatsbildners zu Uberschreiten. Die geéanderte LOosungsmittelumgebung bewirkt
sogar eine Steigerung der Fluoreszenzintensitat um etwa 150% im Vergleich zu einer
Losung mit 10 Vol.-% Wasseranteil. Der pH-Wert der Loésung hat keinen Einfluss auf
das Fluoreszenzspektrum der Verbindung und muss daher flr eine analytische
Anwendung nicht exakt eingestellt werden. Die in Uberwiegend methanolischer
Léschung beobachtete Fluoreszenzléschung durch Cu?* bzw. Fluoreszenzver-
starkung durch Silberionen konnte bei hohem Wassergehalt nicht beobachtet
werden. Zeitabhangige Messungen zeigen zudem eine Anderung der
Fluoreszenzintensitat, die sich auf eine langsame Zersetzung des Chelatbildners
zuruckfuhren lasst. Dieser Effekt wird durch Anwesenheit verschiedener
Schwermetallionen nur beschleunigt. Eine praktische Anwendung kommt fir dieses

Ligandsystem daher nicht in Betracht.

Das Ligandsystem 10-(9-Anthrylmethyl)-10-aza-1,7-dithio-12-krone-4 (AnthK)
ermoglicht durch die beiden Schwefelatome im Kronenetherring vor allem die
Komplexierung  thiophiler ~ Metallionen.  Entsprechend &ndert sich die
Fluoreszenzintensitat nur bei Anwesenheit der thiophilen Metallionen Cu?*-, Ag*- und
Hg?*. Die Fluoreszenz des Liganden und seiner Komplexe ist durch den im System
auftretenden photoinduzierten Elektronentransfer abhangig vom pH-Wert der
Losung. Die  fluorimetrische  Bestimmung kann unter Kontrolle der
Protonenkonzentration selektiv erfolgen, wobei der Kalibrierbereich nur im Falle von

Quecksilberionen grol3 genug flr eine quantitative Bestimmung ist. Auch hier bietet
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sich daher eher eine semiquantitative Bestimmung analog Ag" an, das einen deutlich
schmaéleren Kalibierbereich aufweist. Ab einer Konzentration von 0,05 umol/L Ag"
bzw. 0,5 umol/L Hg** findet eine signifikante Fluoreszenzléschung statt, die zur
Detektion dieser lonen eingesetzt werden kann. Eine Verwendung von AnthK in
wassrigen Systemen mit niedrigen Metallkonzentrationen erfordert fir einen
empfindlichen Nachweis ebenfalls einen mdglichst hohen Probenanteil. Daher wurde
der Wasseranteil der bisher Uberwiegend methanolischen Proben auf 99 Vol.-%
erhoht, was gleichzeitig eine Steigerung der Ausgangslumineszenz von AnthK um
etwa 50% zur Folge hat. Die Fluoreszenzeigenschaften im hauptséchlich wassrigen
System gleichen den Messungen in Proben mit hohem Methanolgehalt. Die
Fluoreszenzléschung durch Hg®* und Ag* ist etwas geringer, die Empfindlichkeit der
semiquantitativen Bestimmung konnte jedoch bei Quecksilberionen um Faktor 5

gesteigert werden.

Das Kaliumsalz des Ligandsystems N-Ethyl-N’-methylsulfonylthioharnstoff
(KEMT) ist in der Lage extrem selektiv Kupferionen in eine lumineszierende
Verbindung zu Uberfihren. Daneben besitzt dieser niedermolekulare Chelatbildner
als Salz eine extrem gute Wasserloslichkeit. Die Grundvoraussetzungen fur eine
selektive Schwermetalldetektion in wéassrigen Systemen sind damit bereits erfullt.
Wichtig blieb daher die genaue Charakterisierung des Liganden und vor allem
maogliche Einflisse realer Probenbestandteile auf die ablaufende Komplexbildung
und Redoxreaktion. Mehrere Reaktionsschritte ergeben schliel3lich aus einem Cu(ll)-
Salz den detektierbaren rot phosphoreszierenden Cu(l)-Cluster. Die Lumineszenz-
intensitdt ist dabei Uber eine sigmoidale Funktion mit der eingesetzten
Kupferkonzentration verknupft und kann zwischen 6 umol/L und 27,5 pmol/L linear
angenahert werden. Die Steigerung der eingesetzten Ligandmenge ergibt zwar eine
Steigerung der Empfindlichkeit, jedoch verringert sich die Nachweisstarke des
Verfahrens. In verschiedenen Modellldsungen wurde die maximal tolerierbare Menge
anderer Kationen in der Probenlésung ermittelt. Die Metallionen Co(ll), Ni(ll), Zn(Il)
und Cd(Il) kénnen bis zu 2000 pmol/L, die thiophilen Metallionen Hg(ll) und Pb(ll) bis
20 umol/L und haufig vorhandenen Alkali- und Erdalkalimetallionen bis zu einer
Gesamtkonzentration von 400 pmol/L als Begleitstoffe enthalten sein. AnschlieRend
wurde eine quantitative Bestimmung in Loésungen komplexerer Zusammensetzung
untersucht. In Filtratlbsungen einer polymergestitzten Ultrafiltration zur Entfernung

von Kupferionen und bei Anwesenheit biologischer Matrix konnte zumindest ein
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qualitativer Nachweis durchgefiihrt werden, die Quantifizierung wird durch
auftretende systematische Fehler verhindert. Die selektive Reaktion luft jedoch
selbst bei Anwesenheit von Bakterien, Belebtschlammflocken oder Schimmelpilzen
ab und ermdglicht den Kupfernachweis in biologischen Systemen ohne
Eigenlumineszenz der Proben bei Wellenlangen gréf3er 600 nm. Das beschriebene
System bietet daher einen extrem selektiven Weg, Cu®" selbst in komplex
zusammengesetzter Matrix hachzuweisen und in einigen Fallen dessen Menge sogar
exakt zu quantifizieren. Vor allem im Bereich Abwassertechnik durfte das

Ligandsystem interessante Mdglichkeiten bieten.
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7 Anhang
7.1 Statistische Grundlagen zur Bewertung analytischer
Ergebnisse

Analytische Messungen sind grundsatzlich fehlerbehaftet. Man unterscheidet dabei systematische und
statistische Fehler. Letztere beeinflussen die Prazision der Ergebnisse und kdnnen héchstens
minimiert, aber nie ganz ausgeschlossen werden. Eine mathematische Erfassung dieser
ungerichteten Streuung der Messdaten mit Hilfe statistischer Methoden ermdglicht eine Abschatzung
der Unsicherheit des letztendlichen Ergebnisses eines Analysenverfahrens. Voraussetzung dabei ist
die Mehrfachbestimmung einzelner Proben. Nur dann lassen sich Kenntnisse tber die Prazision des
Verfahrens gewinnen.

Systematische Fehler lassen sich mit Hilfe verschiedener Methoden erkennen und so Aussagen Uber
die Richtigkeit der erhaltenen Ergebnisse erzielen. Zusammen mit der Prazision ergibt sich dann eine
Abschatzung tber die Genauigkeit der Bestimmung.

7.1.1 Statistische Fehler

Die Bewertung der Messunsicherheit eines mehrfach bestimmten Wertes kann Gber die Anwendung
einer Verteilung auf die statistisch streuenden Messdaten und den daraus gewonnenen Parameter
erfolgen. Eine Mdglichkeit, den Datensatz mit Hilfe einer Verteilungsfunktion zu beschreiben, ist die
Normalverteilung, deren Dichtefunktion Gleichung 14 zeigt.

Gleichung 14: Dichtefunktion der Normalverteilung
1 el
y=h()=—7=re 7"
oV2T
o: Standardabweichung
X: Wert
: Mittelwert der Grundgesamtheit

Streng genommen gilt diese Verteilung nur fir unendlich viele Wiederholungsmessungen eines
Wertes, die Standardabweichung o der Normalverteilung wird fir n<eo nach Gleichung 15 angenéhert.
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Gleichung 15: Standardabweichung

n: Anzahl der Messwerte x;
X: Mittelwert der Messwerte X;
Xi: einzelner Messwert

Mit Hilfe der Standardabweichung s kann die Streuung der Messwerte erfasst werden. Fir rein
gualitative Betrachtungen im Rahmen von Untersuchungen, die keine weiteren Auswertungen der
Mehrfachmessungen erforderten, wurde die Standardabweichung als Fehlerbalken eingezeichnet.
Sofern die dargestellten Mittelwerte durch mathematische Operationen aus verschiedenen
Mittelwerten hervorgegangen sind, wurde die resultierende Standardabweichung aus den
Einzelstandardabweichungen nach den Gaul'schen Fehlerfortpflanzungsgesetzen berechnet.
Allgemein kann dieses Verfahren wie in Gleichung 16 angegeben formuliert werden.

Gleichung 16: Fehlerfortpflanzungsgesetz nach Gauld
n [ U
19,4

S, = [$? [E:i() O

L X

= E : i*iE
Su: Standardabweichung von u(x)
n: Anzahl der Einzelwerte
Si: Standardabweichung des Einzelwertes x;
u(x): funktioneller Zusammenhang zwischen den Einzelwerten X;
Xi: Einzelwert (mit Index i bzw. j)

Fir eine genauere statistische Abschatzung einer Unsicherheit kann die Normalverteilung aufgrund
der Forderung nach unendlich vielen Wiederholungsmessungen nicht eingesetzt werden. Fur
statistische Auswertungen wird daher die sog. Student-t-Verteilung angewendet, die auch die Anzahl
der durchgefiihrten Wiederholungen beriicksichtigt * **!. Der Vertrauensbereich fiir Mittelwerte oder
Ergebnisse aus nicht-kalibrierbedurftigen Verfahren wird dann mit Hilfe der oben beschriebenen
Standardabweichung s und der Quantile der t-Verteilung nach Gleichung 17 berechnet.
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Gleichung 17: Vertrauensbereich fir nicht-kalibrierbedurftige Verfahren

AX = t(P;f)[—Ij—_

n
AXx: Vertrauensbereich eines Mittelwerts X
t(P;f): Quantile der t-Verteilung
P: statistische Sicherheit
f Freiheitsgrad (hier: n-1)
S: Standardabweichung
n Anzahl der Mehrfachbestimmungen

Fur kalibrierbedurftige Verfahren genugt fur eine detailierte Betrachtung der Ergebnisunsicherheiten
die statistische Auswertung der Kalibrierdaten, da hier bereits Informationen tber den gesamten
mdglichen Konzentrationsbereich vorhanden sind. Die lineare Regression nach der Methode der
kleinsten Fehlerquadrate aller zum Kalibrierexperiment gehtérenden Messdaten liefert die beiden

Parameter Steigung b und Achsenabschnitt a einer linearen Kalibrierfunktion (Gleichung 18 und
Gleichung 19).

Gleichung 18: Steigung einer linearen Kalibrierfunktion berechnet aus den Kalibrierdaten mit Hilfe
der linearen Regression
N f— f—
> (- x)ly, -)
—_ 1=
b= N —
Z (Xi - X)
1=
b: Steigung der Kalibrierfunktion
Xi: Konzentration des i-ten Kalibrierstandards
Vi Messwert des i-ten Kalibrierstandards
X: Mittelwert aller Konzentrationen
y: Mittelwert aller Messwerte
Gleichung 19: Achsenabschnitt einer linearen Kalibrierfunktion berechnet aus den Kalibrierdaten
mit Hilfe der linearen Regression
a=y-bXx
a: Achsenabschnitt der Kalibrierfunktion
b: Steigung der Kalibrierfunktion

Mittelwert aller Konzentrationen
Mittelwert aller Messwerte

<l XI
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Daneben liefert die lineare Regression noch eine statistische Information Gber die Streuung der
Messwerte des Kalibrierexperiments um die erhaltene Gerade. Diese Reststandardabweichung s, ist
ein Malf3 fur die Prazision des Analysenverfahrens. Zusammen mit der Steigung b, die ein Mal3 fur die
Empfindlichkeit ist, gibt die Verfahrensstandardabweichung sy die Gite des Verfahrens an (Gleichung
20 und Gleichung 21).

Gleichung 20: Reststandardabweichung einer linearen Kalibrierfunktion
N )
> v -5)
S, =7
Y N, -2
Sy: Reststandardabweichung
Ne: Anzahl der Kalibrierpunkte
Vi Messwert des i-ten Kalibrierstandards
v, aus der Kalibrierfunktion berechneter Ordinatenwert zur Konzentration x;
Gleichung 21: Verfahrensstandardabweichung einer linearen Kalibrierfunktion
S0 =
X0 b
Sxo: Verfahrensstandardabweichung
Sy Reststandardabweichung
b: Steigung der Kalibrierfunktion

Mit Hilfe der Gaul3’'schen Fehlerfortpflanzung kdnnen aus den Parametern a und b und der
Reststandardabweichung die Unsicherheiten von Steigung und Achsenabschnitt berechnet werden.
Die entsprechenden Formeln zeigen Gleichung 22 und Gleichung 23.
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Gleichung 22: Unsicherheit des Achsenabschnitts einer linearen Kalibrierfunktion

22
pa=t(P,f)s, 0 i+NCX—

N > s -xF

Aa: Unsicherheit des Achsenabschnitts der Kalibrierfunktion
t(P;f): Quantile der t-Verteilung
P: statistische Sicherheit
f: Freiheitsgrad (hier: n-1)
Sy Reststandardabweichung
Nc: Anzahl der Kalibrierpunkte
X: Mittelwert aller Konzentrationen
Xi: Konzentration des i-ten Kalibrierstandards
Gleichung 23: Unsicherheit der Steigung einer linearen Kalibrierfunktion

Ab =t(P,f)s, O

Ab: Unsicherheit der Steigung der Kalibrierfunktion
t(P;f): Quantile der t-Verteilung

P: statistische Sicherheit

f: Freiheitsgrad (hier: n-1)

Sy Reststandardabweichung

Nc: Anzahl der Kalibrierpunkte

X: Mittelwert aller Konzentrationen

Xi: Konzentration des i-ten Kalibrierstandards

Ahnlich den Unsicherheiten der beiden Parameter a und b lasst sich auch fiir jeden einzelnen Punkt
der Kalibriergeraden ein Intervall angeben, in dem der wahre Ordinatenwert mit einer vorgegebenen
statistischen Sicherheit P liegt. Fihrt man diese Berechnung nach Gleichung 24 fiir den gesamten
Kalibrierbereich durch ergibt sich der Vertrauensbereich der Kalibrierfunktion.
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Gleichung 24 Vertrauensbereich der Kalibrierfunktion
—\2
AYKaIib = \/2 |:H:(I:)’Z’Nc - 2) By 0 Ni + NC(X|;X)
¢ Z (Xi _i)2
=
AYaiip: Vertrauensbereich der Kalibrierfunktion
F(P,2,N.-2): Tabellenwert des F-Tests
P: statistische Sicherheit
Ne: Anzahl der Kalibrierpunkte
X: Mittelwert aller Konzentrationen
Xi: Konzentration des i-ten Kalibrierstandards

Die Auswertung von Messdaten unbekannter Proben erfolgt schlielich mit Hilfe der aufgestellten
Kalibrierfunktion. Fur das erhaltene Ergebnis kann ebenso mit Hilfe Gaul3'scher Fehlerfortpflanzung
eine Unsicherheit angegeben werden. Dabei wird vorausgesetzt, dass bei der Analyse unbekannter
Proben die gleichen statistischen Schwankungen auftreten wie beim Kalibrierexperiment. Auf diese
Weise kann nur aus den Kalibrierdaten erneut fiir jeden Punkt der Kalibrierfunktion das
Prognoseintervall angegeben werden, das der Unsicherheit eines Messwerts einer unbekannten
Probe entspricht (Gleichung 25).

Gleichung 25: Unsicherheit eines Messwerts einer unbekannten Probe

—\2
Ay, =tP.f)1s, O i+i+—NEXM ~X)

N N > %)

Ayy: Unsicherheit eines Messwert einer unbekannten Probe
t(P;f): Quantile der t-Verteilung

P: statistische Sicherheit

f: Freiheitsgrad (hier: n-1)

Sy: Reststandardabweichung

Num: Anzahl der Mehrfachmessungen einer unbekannten Probe
Ne: Anzahl der Kalibrierpunkte

XM berechnete Konzentration einer unbekannten Probe

X: Mittelwert aller Konzentrationen

Xi: Konzentration des i-ten Kalibrierstandards
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Interessant fir die Bewertung eines Verfahrens ist schlie3lich noch die untere Grenze des

Nachweisvermégens. Dabei unterscheidet man:

(1)
()

3)

Quantitative Untersuchungen konnen erst ab Grenze (2) erfolgen, weshalb fur die in dieser Arbeit

rein qualitative Unterscheidung, ob Analyt in der Probe enthalten ist
kleinste, vom Bildwert unterscheidbare Konzentration des Analyten

kleinste Konzentration des Analyten, bei deren Bestimmung eine vorgegebene
Unsicherheit nicht Uberschritten wird

angegebenen Kalibrierfunktionen die nach [79] in Gleichung 26 definierte Nachweisgrenze berechnet

wurde. Diese entspricht der bei (2) angefiihrten Definition, die auch nach DIN als

Erfassungsgrenze "®* bzw. nach IUPAC als Detection Limit "®* bezeichnet wird.

Gleichung 26:

Nachweisgrenze, berechnet aus der Kalibrierfunktion (nach [79])

1 1

=\2
NG=2En(P;f)mS—ym_+_+M

mit

N,

Y i

1 1 x?

y. =a+t[P;f)s, O TR

v Ne Z(Xi_i)2

Quantile der t-Verteilung

statistische Sicherheit

Freiheitsgrad (hier: n-1)

Reststandardabweichung

Steigung der Kalibrierfunktion

Anzahl der Mehrfachmessungen einer unbekannten Probe
Anzahl der Kalibrierpunkte

Hilfswert

Mittelwert aller Messwerte der Kalibrierfunktion
berechnete Konzentration einer unbekannten Probe
Mittelwert aller Konzentrationen der Kalibrierfunktion
Konzentration des i-ten Kalibrierstandards
Achsenabschnitt der Kalibrierfunktion
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7.1.2 Systematische Fehler

Die neben den statistischen Fehlern auftretenden systematischen Fehler in einem Messverfahren
beeinflussen das Messergebnis in eine bestimmte Richtung. Sie entstehen durch Matrix- oder
Verfahrenseinflisse und werden in konstant-systematisch oder proportional-systematisch unterteilt.
Ein proportional-systematischer Fehler ist dabei im Gegensatz zum konstant-systematischen Fehler
abhéangig von der Analytkonzentration.

Die Erkennung und letztendlich die Vermeidung systematischer Fehler in einem Verfahren ist
hauptsachliches Ziel bei der Charakterisierung einer neuen Analysenmethode. Die Aufnahme einer
Wiederfindungsfunktion ermdglicht es, stérende Effekte zunéchst zu erkennen und zwischen konstant-
und proportional-systematischen Fehlern zu unterscheiden. Hierbei wird zuerst die Kalibrierfunktion
des analytischen Grundverfahrens mit wassrigen Standardldsungen ermittelt (vgl. Gleichung 27).

Gleichung 27: Lineare Kalibrierfunktion
Ye = ac + beXc
Ve Messwerte des Kalibrierexperiments
ac Achsenabschnitt der Kalibriergeraden
b. Steigung der Kalibriergeraden
Xc Konzentrationen der Kalibrierunglésungen

AnschlieRend werden Analytstandards der Konzentration X, in der entsprechenden Matrix hergestellt
und analog unbekannten Proben gemessen. Aus den erhaltenen Messwerten y; werden mit Hilfe der
Kalibrierfunktion die Konzentrationen x; dieser Matrixldsungen errechnet. Durch Auftragen der
berechneten Konzentrationen x; gegen die eingesetzten Konzentrationen x. und lineare Regression
erhalt man die Wiederfindungsfunktion (siehe Gleichung 28).

Gleichung 28: Wiederfindungsfunktion

Xt = ar + blXe

X berechnete Konzentrationen der Matrixlésungen
as Achsenabschnitt der Wiederfindungsfunktion

o] Steigung der Wiederfindungsfunktion

Xe eingesetzte Konzentrationen

Schlief3t der Vertrauensbereich der Steigung by den Wert eins ein, kdnnen proportional-systematische
Fehler ausgeschlossen werden. Wenn der Vertrauensbereich des Achsenabschnitts a; den Wert Null
enthalt, sind auch konstant-systematische Fehler ausgeschlossen. Wichtige Voraussetzung fir die
Durchfiihrbarkeit dieses Verfahrens ist die Vergleichbarkeit der Verfahrensstandardabweichung der
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Kalibrierfunktion mit der Reststandardabweichung der Wiederfindungsfunktion, die mit einem F-Test
auf einem Konfidenzniveau von 99 % bewiesen werden muss "%, Die Steigung der
Wiederfindungsfunktion wird als Wiederfindungsrate bezeichnet.

Liegt ein konstant-systematischer Fehler vor, kann dieser evtl. mit einer Matrixanpassung der
Kalibrierldsungen vermieden werden. Proportional-systematische Fehler werden Ublicherweise mit
Hilfe der sehr aufwendigen Standardadditionsmethode ausgeglichen. Dabei muss jedoch jede Probe
aufgeteilt und separat untersucht werden.

7.2 Allgemeine Arbeitsbedingungen

Soweit erforderlich wurden alle Synthesearbeiten unter Ausschluss von Luft und Feuchtigkeit in
ausgeheizten Glasgeraten unter Inertgasatmosphare durchgefiihrt. Als Schutzgas diente von
Sauerstoffspuren befreiter (BTS-Katalysator, Fa. BASF) und getrockneter Stickstoff (Molekularsieb

4 A). Alle verwendeten Losungsmittel wurden nach gangigen Methoden (K/Na-Legierung, CaH,, P,0s)
getrocknet, destilliert und tiber Molekularsieb (4 A) in einer Stickstoffatmosphére ausbewahrt.

Alle Elementaranalysen wurden im Mikroanalytischen Laboratorium des Anorganisch-chemischen
Instituts der TU Minchen durchgefuihrt. Die C-, H- und N-Gehalte wurden nach der
Verbrennungsmethode bestimmt. Schmelzpunkte wurden in einer Schmelzpunktsapparatur Modell
510 (Fa. Buchi) ermittelt. Die NMR-Spektren wurden in deuterierten Lésungsmitteln (Fa. Merck) mit
einem JEOL-FT-NMR-Spektrometer JIMX-GC 270 aufgenommen. Alle IR-Spektren wurden in KBr-
Presslingen an einem FT-IR-Spektrometer 1600 (Fa. Perkin-Elmer) aufgenommen und sind
untergrundkorrigiert. Die mittleren molekularen Massen der polymeren Verbindungen wurden mittels
Ubbelohde-Viskosimeter 0 bzw. Oa (Fa. Schott) oder mittels Gelpermeationschromatograph (Fa.
Waters) - mit 10 bzw. 50 nm Saulen und UV, = 254 nm- bzw. RI-Detektoren in Chloroform — bestimmt.

Bei der GPC-Messung dienten lineare Pol_ystyrole als Standardreagenzien. Aus den Peakbreiten der
Zahlenmittel M, und der Gewichtsmittel M,, wurde die Polydispersitét berechnet.

Die fir fluoreszenzspektrometrische Untersuchungen verwendeten Glaskolben wurden fur mindestens
24 h in 3%-iger Salpetersaure (verdunnt aus konzentrierter, durch isotherme Oberflachenverdampfung
gereinigte Salpetersaure mit hochreinem Wasser) aufbewahrt. Hochreines Wasser wurde entweder
durch Bidestillation in einer Reinstquarz-Destillationsapparatur (Fa. Heraeus) oder durch
lonenaustausch in einer Reinstwasseranlage (Fa. Purita) aus entionisiertem Wasser der TU Miinchen
gewonnen.
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Die zu Reinigungszwecken und flr Retentionsstudien eingesetzte Ultrafiltrationsanlage bestand aus
einem thermostatisierbaren Reaktionsgefal3, einer Schlauchpumpe ECOS 380 (Fa. Ismatec) und dem
Tangentialflu3filtrationssystem Minitan (Fa. Millipore). Die einzelnen Einheiten wurden tber
NORPRENE-Schlauche SC0359 (Fa. Ismatec) verbunden. Nach jedem Experiment wurde das
Ultrafiltrationssystem zunachst mit 200 mL verdinnter Salpetersaure gespult und anschlieend 30 min
mit entionisiertem Wasser betrieben. Die eingesetzte Membranplatte PBLC OMP 04 aus regenerierter
Cellulose mit einer nominalen Ausschlussgrenze von 3 kD wurde 24 h in einer Natriumhypochlorid-
Lésung (< 0,5 Gew.-%) gereinigt und anschlie3end in entionisiertem Wasser aufbewahrt.

7.3 Synthesevorschriften
7.3.1 Darstellung niedermolekularer Verbindungen

7.3.1.1  Darstellung von DEPyBuUT

2,0 g (7,2 mmol) aus Xylol umkristallisierte 1-Pyrenbuttersaure werden in 20 mL absolutem
Diethylether gegeben. Zu dieser Suspension werden 2,4 mL (24 mmol) destilliertes Thionylchlorid und
zwei Tropfen DMF gegeben und die Mischung 1 h bei leichter Erwarmung gertihrt. Ist keine SO,-
Entwicklung mehr zu beobachten kann das Losungsmittel und das tiberschiissige Thionylchlorid
abdestilliert werden. Das erhaltene Saurechlorid wird ohne weitere Reinigung in 50 mL wasserfreiem
Aceton aufgenommen. Ebenso gibt man 0,7 g (7,3 mmol) Kaliumthiocyanat in 10 mL Aceton und tropft
die Loésung zum Séaurechlorid. Nach 40 min Ruhren unter Rickfluss werden 0,75 mL (7,2 mmol)
destilliertes Diethylamin in 5 mL Aceton zur Reaktionsmischung getropft und man lasst eine weitere
Stunde in der Siedehitze reagieren. Das ausgefallene Kaliumchlorid wird heif3 abfiltriert und das
Lésungsmittel des Filtrats abgezogen. Das erhaltene Rohprodukt wird zur Reinigung zweimal aus
Aceton umkristallisiert. Das Produkt liegt in Form beiger Kristalle vor.

Ausbeute: 1,88 g (4,68 mmol; M = 402,18 g/mol) ergibt 65 % Ausbeute

Schmelzpunkt: 141°C

Die Elementaranalyse liefert folgende Werte:

Ligand C [%] H [%] N [%]

DEPyBuUT ber. 74,6 6,5 7,0

DEPyBUT gef. 74,4 6,5 6,3
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'H-NMR in CDCl5:

1,27 ppm (6 H, breit) CHyz); 2,23 ppm (2 H, m, —CH>-); 2,46 ppm (2 H, t, py—CH>-); 3,40 ppm
(2 H, t, -CH,—CO); 3,48 ppm (2 H, breit, N-CH,), 3,95 ppm (2 H, breit, N-CH,); 7,80-8,30 ppm
(20 H, m, NH und arom. H)

7.3.1.2 Darstellung von KEMT

5,1 g (36,9 mmol) Kaliumcarbonat, 3,5 g (36,9 mmol) Methansulfonamid und 6,45 mL (6,42 g;

73,6 mmol) Ethylisothiocyanat werden in 200 mL wasserfreies Aceton gegeben und die Mischung 7 h
unter Ruckfluss gertihrt. Anschliessend rihrt man noch 15 h bei Raumtemperatur und filtriert das als
Kaliumsalz zusammen mit Kaliumcarbonat ausgefallene Produkt ab.

Ausbeute: 8,853 g (5,46 g KEMT; 24,8 mmol; M = 219,97 g/mol) ergibt nach Abzug des noch
vorhandenen K,CO3; 67,2 % Ausbeute

Schmelzpunkt: 105,5°C

Die Elementaranalyse des Gemischs KEMT und K,COj liefert folgenden Werte:

Ligand C [%] H [%] N [%]
KEMT ber. 21,8 4,1 12,7
KEMT gef. 17,85 3,14 7,85

Daraus ergibt sich ein Gehalt von 61,7 Gew.-% KEMT in der Mischung.

"H-NMR in CDCly:

1,25 ppm (3 H, t, CH3); 1,59 ppm (1 H, s, NH); 3,16 ppm (3 H, s, CH3); 3,67 ppm (2 H, m,
CHy), 8,04 ppm (1 H, s, NH)
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7.3.1.3 Darstellung von AnthK

10 g (95 mmol) Diethanolamin werden zu 90 mL 48%iger Bromwasserstoffsdure gegeben und die
Reaktionsmischung 4,5 h unter Riickfluss geriihrt. Uberschiissiges HBr und der iiberwiegende Teil
des Losungsmittels wird anschlielend im Vakuum abgezogen. Man versetzt die verbleibende Losung
mit Essigsaureethylester, wobei das N,N-Bis(2-bromethyl)ammoniumbromid als weil3er Feststoff
ausfallt. Nach Filtration wird der Ruckstand mit 10 mL kaltem Essigsaureethylester gewaschen und
das Produkt im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 7 g (23 mmol; M = 308,84 g/mol) ergibt 24 % Ausbeute

Die Elementaranalyse liefert folgenden Werte:

Produkt C [%] H [%] N [%]

N,N-Bis(2-bromethyl)- 15,4 3,2 4,5
ammoniumbromid ber.

N,N-Bis(2-bromethyl)- 15,7 3,3 4,6
ammoniumbromid gef.

7 g (23 mmol) des Ammoniumbromids werden in 200 mL absolutem Isopropanol gelést und 0,52 g
(23 mmol) Natrium in 70 mL absolutem Isopropanol zugegeben. Die Reaktionsmischung wird bei
Raumtemperatur 1 h gerthrt. Parallel dazu werden 1,04 g (45 mmol) Natrium in 160 mL absolutem
Isopropanol zu 2,7 mL (22 mmol) 3-Oxopentan-1,5-dithiol in 280 mL absolutem Isopropanol gegeben
und diese Reaktionsmischung ebenfalls bei Raumtemperatur 20 min geriihrt. Unter Schutzgas wird
innerhalb von 30 min die Dithiolatldsung zur Losung der Aminkomponente getropft und die Mischung
bei Raumtemperatur 48 h gerihrt. Nach Entfernen des Alkohols unter Vakuum erhélt man einen
gelblichen Feststoff, der in 120 mL Natronlauge (c = 1 mol/L) suspendiert wird. Die wassrige Phase
wird sechsmal mit je 40 mL Toluol extrahiert und das Lésungsmittel der vereinten organischen Phasen
nach Trocknung mit Magnesiumsulfat unter Vakuum abdestilliert. Die unsubstituierte
Kronenetherverbindung wird als weies Pulver durch dreimalige Extraktion des orangenen Ols mit je
30 mL Hexan, Trocknen der vereinigten Phasen mit Magnesiumsulfat und Entfernen des
Lésungsmittels erhalten.

Ausbeute: 1,73 g (8 mmol; M = 207,08 g/mol) ergibt 36 % Ausbeute
'H-NMR in CDCls:

2,74ppm (13 H, m, NH, NCH,CH,S und OCH,CH,S): 3,56 ppm (4 H, t, OCH,CH,S)
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Zur Weiterreaktion werden 1,8 g (8 mmol) 9-Chlormethylanthracen in kleinen Portionen zu 1,73 g (8
mmol) 10-Aza-1,7-dithio-12-krone-4 in 80 mL siedendem Toluol gegeben. Anschliel3end riihrt man die
Reaktionsmischung 6 h unter Rickfluss. Die abgekihlte Losung wird filtriert und das Filtrat eingeengt.
Es entsteht ein Ol, das in etwas Toluol aufgenommen und mehrmals mit 3,5%iger Natronlauge
gewaschen wird. Man trocknet die organische Phase tiber Magnesiumsulfat und erhélt nach dem
Abziehen des Losungsmittels das Produkt in Form eines orangefarbigen, zahfliissigen Ols.

Ausbeute: 2,66 g (6,7 mmol; M = 397,15 g/mol) ergibt 7 % Ausbeute (bezogen auf
Diethanolamin)

Die Elementaranalyse liefert folgenden Werte:

Ligand C [%] H [%] N [%]
AnthK ber. 69,5 6,8 3,5
AnthK gef. 69,2 6,6 3,0

'H-NMR in CDCl5:

2,92/3,73 ppm (16 H, m, CH, im Kronenether); 5,65 ppm (2 H, s, CH,); 7,28-8,61 ppm (9 H,
m, arom. H)

7.3.1.4  Anthracen-9-carbonsaureisothiocyanat

500 mg (2,3 mmol) Anthracen-9-carbonsaure werden in 40 mL Diethylether gegeben und zusammen
mit 1,1 mL (11 mmol) Thionylchlorid und 3 Tropfen DMF 2 h unter Riickfluss geriihrt. Das
Thionylchlorid und das Lésungsmittel wird unter Vakuum abgezogen. Die Weiterreaktion des
Saurechlorids erfolgt ohne zusatzliche Reinigung. Dazu werden 220 mg (2,3 mmol) Kaliumthiocyanat
in 5 mL trockenem Aceton unter leichtem Erwarmen geldst und das Séurechlorid, aufgenommen in
25 mL trockenem Aceton, langsam zugetropft. AnschlieRend rihrt man weitere 30 min unter
Ruckfluss. Das entstandene Kaliumchlorid wird durch Filtration Gber eine Glasfritte entfernt. Die
Weiterreakion mit den entsprechend derivatisierten Basispolymeren ist im entsprechenden Abschnitt
beschrieben.
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7.3.2 Darstellung polymerer Verbindungen

7.3.2.1  Darstellung von AnthTCP-PEG

Darstellung des Basispolymers:

30 g (7,5 mmol) Polyethylenglykol 4 kD werden unter leichtem Erwarmen in 75 mL Dichlormethan
geldst und 3,66 g (30 mmol) 4-Dimethylaminopyridin, 9 mL (64,9 mmol) Triethylamin und 5,7 g

(29,9 mmol) Toluolsulfonsaurechlorid zugegeben. Die gelb gefarbte Reaktionsmischung wird 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Ein Teil des Lésungsmittels wird unter Vakuum entfernt und 250 mL
trockenes Aceton zugegeben. Der Rickstand wird abfiltriert und das Losungsmittel entfernt. Zur
Reinigung wird das Polymer in Ethanol unter leichtem Erwarmen gel6st und in der Kalte
auskristallisiert. Der Feststoff wird abzentrifugiert und das Losungsmittel abdekantiert. Diese Prozedur
wird zweimal wiederholt. Vom erhaltenen a-Tosyl-w-tosyloxy-polyethylenglykol werden 17,17 g

(3,98 mmol), sowie 7,4 g (86 mmol) Piperazin in 30 mL Acetonitril in einem Polymerisationskolben fur
24 h auf 90° C (Olbadtemperatur) erhitzt. Das Produkt wird durch Eintropfen in Diethylether gefallt und
durch nochmaliges Lésen in Chloroform und erneutes Fallen in Diethylether gereinigt.

Derivatisierung:

4,76 g (1,15 mmol) a,w-Bispiperazinyl-polyethylenglykol werden in 200 mL Acetonitril geldst und aus
500 mg Anthracen-9-carbonsaure nach oben angegebener Vorschrift dargestelltes Anthracen-9-
carbonsaureisothiocyanat in 70 mL Aceton bei Raumtemperatur zugetropft. Die Reaktionsmischung
wird fur 3,5 h unter Rickfluss geruhrt und das Losungsmittel anschlieend abdestilliert. Der
Ruckstand wird in Chloroform aufgenommen und durch Eintropfen in 500 mL Diethylether gefallt. Die
weitere Reinigung erfolgte durch Ultrafiltration einer wassrigen Polymerlésung mit einer
Membranplatte PBLC OMP 04 aus regenerierter Cellulose mit einer nominalen Ausschlussgrenze von
3 kD bei einem Transmembrandruck von ca. 0,7 bar.

Ausbeute: 3,96 g (= 0,84 mmol; M = 4700 g/mol)

Die Elementaranalyse liefert folgenden Werte:

Ligand C [%] H [9%] N [%] S [%]
AnthTCP-PEG ber. 55,5 8,8 0,97 0,74
AnthTCP-PEG gef. 53,67 8,8 1,09 0,73

'H-NMR in CDCl5:

2,43 ppm (4 H, m, N(CH,CH,),NCS); 2,5 ppm (m, CHy); 7,4-8,6 ppm (9 H, m, arom. H)
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7.3.2.2 Darstellung von AnthTCP-PMOX

Darstellung des Basispolymers:

Die kationische Polymerisation wurde mit der Schlenkrohrtechnik in einem Kolben mit PTFE-Hahn als
Stickstoff-Anschluf® und einem PTFE-Drehstopfen durchgefiihrt. Das Gefald muss vor der Reaktion
unter Vakuum ausgeheizt und anschlieRend mit Stickstoff befillt werden. 70 uL (~0,59 mmol) 1,4-
Dibrombutan und 15 mL (~ 177 mmol) 2-MethyI-A2—oxazoIin (Uber Calciumhydrid getrocknet) wird in
30 mL wasserfreiem Acetonitril 24 h bei 85 ° C Olbadtemperatur geriihrt. Man lasst die Lésung
abkihlen und gibt 1,02 g (11,8 mmol) wasserfreies Piperazin zu. Die Mischung wird 3 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Der nach Entfernen des Losungsmittels verbleibende Rickstand wird in
etwas Chloroform aufgenommen und die Lésung zur Fallung des Polymers langsam in trockenen
Diethylether getropft. Das Polymer wird nach Entfernen der Losungsmittels in ausreichend Chloroform
geldst und mit 2,5 g eines basischen Anionenaustauschers ( lonenaustauscher lll, Fa. Merck)
versetzt. Die Suspension wird 24 h bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieend filtriert. Zur
Reinigung wird das erhaltene Produkt zweimal in Chloroform geldst und durch Eintropfen in trockenen
Diethylether gefallt.

'H-NMR in CDCl5:

2,08 ppm (3 H, s, NCOCHy); 2,45 ppm (4 H, m, N(CH,CHy,) ,NH); 2,84 ppm (4 H, m,

Das mittlere Molekulargewicht Mn des Basispolymers wurde aus den Signalverhéltnissen des 'H-

NMR-Spektrums mit 9500 g/mol ermittelt.

Derivatisierung:

Das oben dargestellte Anthracen-9-carbonséaureisothiocyanat wird in 40 mL trockenem Aceton geldst
und erhitzt. Das Basispolymer wird nach Losung in 180 mL Chloroform innerhalb von 2 h vorsichtig
zum Isothiocyanat getropft. Die Reaktionsmischung wird weitere 30 min unter Rickfluss gerihrt und
anschlieBend Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Man erhalt das Produkt durch Eintropfen der
Mischung in 500 mL Diethylether. Die Reinigung erfolgt durch zweimaliges Ldsen in Chloroform und
Fallen durch Eintropfen in Diethylether.

Ausbeute: 14,87 g (= 1,5 mmol; M = 9760 g/mol)
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Die Elementaranalyse liefert folgenden Werte:

Ligand C [%] H [%] N [%]
AnthTCP-PMOX ber. 57,51 8,1 16,05
AnthTCP-PMOX gef. 55,21 8,4 14,95

'H-NMR in CDCl5:

2,06 ppm (3 H, m, NCOCHy); 3,42 ppm (4 H, s, CH,CH,NCOCH?y); 7,4-8,4 ppm (9 H, m,
arom. H)

IR (KBr) :

758 cm™ (V(CHaromat)); 972 cm™ (V(CHaroma)); 1238 cm™ (V(CN)); 1296 cm™ (V(C=S));
1358 cm™ (V(CN)); 1412 cm™ (V(CH,); 1478 cm™, 1628 cm™ (V(C=Caroma)); 1630 cm™
(v(C=0)); 2936 cm™, 2974 cm™ (V(CH)); 3260 cm™, 3532 cm™

7.3.2.3 Darstellung von AnthTCP-Dend

Darstellung des Basispolymers:

Generation 0: Von der Startverbindung Ethylendiamin (EDA) werden 2 mL (30 mmol) mit 11,9 mL
(132 mmol) Methylacrylat (MA) in 75 mL Methanol (HPLCgy.a¢e) gelost und bei Raumtemperatur
zwei Tage geruhrt. Danach werden die nicht umgesetzten Edukte und das Losungsmittel im
Hochvakuum abdestilliert. Zur Weiterreaktion werden 120 mL (1,797 mol) EDA in 100 mL
Methanol vorgelegt und das in 50 mL Methanol aufgenommene Produkt vorsichtig zugetropft.
Die Reaktionsmischung wird zwei Tage bei Raumtemperatur gertihrt. Auch hier wird
Losungsmittel und Uberschiissiges Edukt im Hochvakuum unter leichtem Erwarmen (T<50° C)
abdestilliert.

Generation 1: Der Rickstand der Generation 0 wird in 120 mL Methanol gelést und zusammen mit
25 mL (276 mmol) MA bei Raumtemperatur zwei Tage geruhrt. Edukt und Lésungsmittel wird
im Hochvakuum entfernt und das Produkt in 300 mL Methanol geldst. Nach Zutropfen von
240 mL (3,6 mol) EDA wird die Reaktionsmischung zwei Tage bei Raumtemperatur gerihrt.
Ebenso wie bei Generation 0 wird des Produkt der Generation 1 durch Abdestillieren des
Lésungsmittels und des Edukts im Hochvakuum unter vorsichtigem Erwérmen erhalten.
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Generation 2: Nach Lésen des Produkts in 150 mL Methanol und Zugabe von 50 mL (556 mmol) MA
wird die Reaktionsmischung zwei Tage bei Raumtemperatur gertihrt. Das Lésungsmittel und
Uberschissiges Methylacrylat wird im Hochvakuum abdestilliert. Das in 800 mL Methanol
geldste Produkt wird vorgelegt und langsam 480 mL (7,2 mol) EDA zugetropft. Die Mischung
wird zwei Tage bei Raumtemperatur geriihrt und anschlie3end das tUberschiussige Edukt und
das Losungsmittel im Hochvakuum abdestilliert.

Generation 2,5: Die Reaktionsmischung bestehend aus dem in 300 mL Methanol gelésten Polymer
und zugetropften 100 mL (1,1 mol) MA wird zwei Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Dendrimer der Generation 2,5 wird nach abdestillieren des Losungsmittels und des
tiberschiissigen Methylacrylats mit 150,12 g Ausbeute als zéhfliissiges Ol erhalten.

Basispolymer: Zu einer homogenen Lésung von 335 mL (3,24 mol) Diethylamin und 31 g (360 mmol)
Piperazin (wasserfrei) wird langsam eine Lésung von 37,5 g (= 7,5 mmol) Dendrimer
Generation 2,5 in 100 mL Methanol getropft. Die Reaktionsmischung wird zwei Tage bei
Raumtemperatur geriihrt. Zur Reinigung wird der nach dem Entfernen von Losungsmittel und
Edukt erhaltene gelbe Ruckstand in 100 mL Methanol geldst und in Diethylether getropft.
Diese Fallung wird durch Lésen des Polymers in Methanol und erneutes Eintropfen in
Diethylether wiederholt.

Generation 2,5:
"H-NMR in CDCly:

2,00 — 2,80 ppm (m, CHy); 3,19 ppm (2 H, m, CONHCH,CHy,); 3,6 ppm (3 H, m,
COOCH5); 6,60 ppm; 7,03 ppm; 7,58 ppm; 7,72 ppm (CONHCH,CH,)

Ermittelte Grenzviskositatszahl (T=25° C, Losungsmittel: Methanol, Ubbelohde
Viskosimeter 0): n = 0,035 dL@'1 (R2 =0,989)

Basispolymer:
"H-NMR in CDCly:

2,00 — 2,74 ppm (m, CH,); 2,88 ppm (4 H, m, CON(CH,CH,),NH); 3,24 ppm (2 H, m,
CONHCH,CHj3); 3,32 ppm (4 H, m, CON(CH,CH,),NH); 3,65 ppm (3 H, m,
CONHCH,CHy,); 7,03 ppm (CONHCH,CH,)

3C-NMR in CDCls:

13,0 ppm (CONCH,CHj3); 32,8 ppm; 34,09 ppm (NCH,CHy); 37,6 ppm; 38,6 ppm
(CONCH,CHpg); 48,5 ppm (NCHy,); 50,3 ppm (CON(CH,CH,),NH); 52,3 ppm
(CON(CH,CH;),NH); 173,0 ppm (CONH)
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Derivatisierung:

Ausgehend von 1,7 g (7,65 mmol) Anthracen-9-carbonséure wird nach oben stehender Vorschrift das
Anthracen-9-carbonsaureisothiocyanat hergestellt und in 80 mL Aceton gel6st zu einer leicht erhitzten
Lésung von 12,3 g Basispolymer in 300 mL Acetonitril getropft. Die Reaktionsmischung wird
anschlieend 3 h unter Rickfluss geriihrt, das Losungsmittel entfernt und den Riickstand in
Chloroform gel6st. Zur Reinigung wurde die Polymerldésung in Diethylether getropft, das geféllte
Produkt erneut in Chloroform geldst und erneut gefalit.

Ausbeute: 12,6 g (= 1,5mmol; M = 8155 g/mol)

Die Elementaranalyse liefert folgenden Werte:

Ligand C [%)] H [%)] N [%] S [%0]
AnthTCP-Dend ber. 61,0 7,94 15,05 2,51
AnthTCP-Dend gef. 59,31 7,4 13,80 2,52

'H-NMR in CDCl5:

2,00 — 2,86 ppm (CHy,); 3,23 ppm (2 H, m, CONHCH,CH3) 3,34 ppm (4 H, m,
CON(CH,CH,)2NCS); 3,65 ppm (3 H, m, COOCHj5); 3,92 ppm (4 H, m, CON(CH,CH,),NCS);
7,4-8,4 ppm (9 H, m, arom. H)

3C-NMR in CDCl3:

14,9 ppm (CONCHCHy); 32,57 ppm; 33,79 ppm (NCH,CHy); 37,5 ppm; 44,01 ppm
(CONCH,CHy); 48,30 ppm (NCHy,); 49,08 ppm (CON(CH,CH,),NCS); 50,0 ppm
(CON(CH,CHj5),NH); 51,96 ppm (COOCH;3); 52,61 ppm (CON(CH,CH3)NCS); 125,6 ppm;
127,23 ppm; 128,01 ppm; 128,77 ppm; 130,90 ppm; 132,29 ppm (aromatische C);

173,01 ppm (CONH); 180,2 ppm (NCS)
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7.4 Eingesetzte Gerate

Biofuge 15, Fa. Heraeus

Graphitofen-Atomabsorptionsspektrometer 4100 ZL mit Autosampler AS-70, Fa. Perkin Elmer
Lumineszenzspektrometer LS 50B, Fa. Perkin Elmer

pH-Meter CG 818 mit Glaselektrode, Fa. Schott

Quarz-Bidestille, Typ Bi 16, Fa. Heraeus

Reinstwasseranlage mit lonenaustauscherharz Lewatit (Fa. Bayer), Fa. Purita
Schlauchpumpe ECOS 380 fir die Ultrafiltrationsanlage, Fa. Ismatec
TangentialfluRfiltrationssystem Minitan, Fa. Millipore
Totalreflektionsrontgenfluoreszenzspektrometer TXRF 8010 mit Molybdéan-Rdhre, Fa. Atomika

UV/VIS-Spektrophotometer UV-240, Fa. Shimadzu

7.5 Verwendete Chemikalien

Aceton (high purity reagent), Fa. Fisher Scientific
Acetonitril, Fa. Merck

Anthracen-9-carbonséaure (zur Synthese), Fa. Fluka
Chloroform (LiChroSolv), Fa. Merck

Chloroform-d;, Fa. Merck

Diethylether, Fa. Merck

4-(Dimethylamino)-pyridin, Fa. Merck
Dimethylformamid (p.a.), Fa. Fluka
Dimethylsulfoxid-ds, Fa. Merck

Citronensaure (wasserfrei, p.a.), Fa. Acros

Ethanol (p.a.), Fa. Merck
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Ethylendiamin, Fa. Merck

lonenaustauscher Ill Art. 4767, Fa. Merck
Kaliumbromid (infrared grade), Fa. Acros
Kaliumcarbonat (p.a.), Fa. Fluka
Kaliumhydroxid (p.a., max. 0,002 % Natrium), Fa. Merck
Kaliumthiocyanat, Fa. Aldrich

Magnesiumchlorid (p.a.), Fa. Merck
Magnesiumsulfat (p.a.), Fa. Merck
Metallstandardlésungen (fir die AAS, 1000 mg/L), Fa. Aldrich
Metallstandardldsungen (1000 mg/L), Fa. Merck
Methanol (LiChroSolv), Fa. Merck
Methansulfonamid (97%), Fa. Fluka
Methylisothiocyanat (>99 %), Fa. Aldrich
2-MethyI-A2-oxazoIin, Fa. Acros

Natriumacetat (p.a.), Fa. Merck
Natriumhydroxid (p.a.), Fa. Merck

Piperazin (wasserfrei), Fa. Merck
Polyethylenglycol 4000, Fa. Merck
Salpetersaure (65 %, p.a.), Fa. Merck
Salzsaure (37 %, p.a.), Fa. Merck
Thionylchlorid, Fa. Merck

Toluol (zur Synthese), Fa. Merck
p-Toluolsulfonsaurechlorid, Fa. Aldrich
Triethylamin, Fa. Merck

Wasser-d,, Fa. Merck
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