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Referat:

In der vorliegenden Arbeit wurde das Sorptionsverhalten von geldsten Huminstoffen gegeniiber hydrophoben
organischen Substanzen (HOS) in Abhiingigkeit von der Molekiilgrifie der geldsten Huminstoffe untersucht.
Dazu wurde auf Basis der Fluoreszenzloschtechnik eine schnelle Online-Methode zur Bestimmung von
molekiilgréfienaufgeldsten Sorptionskoeffizienten entwickelt und auf thren Einsatzbereich hin getestet.

Des weiteren wurden Untersuchungen zum Einflufl der Sorption von HOS an eine huminstoffhaltige stationiire
Phase auf das Kohlenstoffisotopenverhéltnis der HOS durchgefiihrt. Der in Laborexperimenten ermittelte
sorptionsbedingte Isotopenfraktionierungseffekt wurde dem Ausmal} des durch mikrobielle Abbauprozesse
verursachten [sotopenfraktionierungsetfektes gegeniibergestellt.  Anhand eines einfachen Modells  zur
Beschreibung des sorptionsbedingten Isotopenfraktionierungseffektes in kontaminierten Aquiferen wurde dessen
Relevanz fiir die Anwendbarkeit der [sotopenanalytik als Methode zum Nachweis des biologischen Abbaus

innerhalb des Natural Attenuation-Konzeptes dargestellt.
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. Gute Theorie mufi alsbald zur Praxis fiihren.
Man kann ihren Wert geradezu daran ermessen. ™
Wilhelm Ostwald (1853 — 1932)

Professor fiir phyvsikalische Chemie

an der Universitdt Leipzig.

Nobelpreis fiir Chemie 1909

1 Einleitung

Natiirliche Huminstoffe (Humic Substances, HSs) stellen den gréfiten Pool an organischem Kohlenstoff (Organic
Carbon, OC) in der Umwelt dar. lhre wiirigen Losungen sind gelb bis tief braun gefirbt. Sie liegen in
immobilisierter Form als festes baw. partikulires organisches Material (Particular Organic Matter, POM)' oder
gebunden an die anorganische Bodenmatrix vor. In geldster und somit mobiler Form findet man HSs in
Obertlidchen-, Poren- und Grundwissern. Sie bilden dabei den grofiten Anteil der geldsien organischen
Substanzen (Dissolved Organic Matter, DOM). Neben dem Begriff DOM wird hiufig auch der auf den Gehalt an
organischem Kohlenstoff bezogene Terminus des geldsten organischen Kohlenstoffs (Dissolved Organic
Carbon, DOC) verwendet.

HSs besitzen durch ihre Wechselwirkungen mit hvdrophoben organischen Substanzen (HOS) eine besondere
Bedeutung fiir den Riickhalt bzw. die Ausbreitung dieser Substanzen in der Umwelt. HOS werden meist aus
anthropogenen Quellen in die Umwelt eingetragen. Zu den HOS werden z. B. die Vertreter der Substanzklasse
der Polvevelischen Aromatischen Kohlenwassersioffe (PAKs) gezihlt. Fir einzelne Verbindungen dieser Klasse
wurden kanzerogene, mutagene oder tumor-promovierende Wirkungen nachgewiesen. Sie stellen dadurch eine
Gefiihrdung fiir Mensch und Umwelt dar. Die Sorption an Sedimente bzw. Biden und auch an geldste HSs fiihrt
zu einer Reduzierung der Bioverfiigbarkeit und Toxizitdt dieser Schadstoffe [KUKKONEN 1990, DiToro 1991,
ALEXANDER 1995, PERMINOVA 2001]. Der Einflul von HSs auf den mikrobiellen Abbau von HOS wird noch
kontrovers diskutiert. HOLMAN et al. z. B. fanden eine starke Erhéhung der mikrobiellen Abbaugeschwindigkeit
von Pyren in Gegenwart von geldsten HSs [HoLmAaN 2002].

Wiihrend die Wechselwirkungen von HOS mit immobilen HSs zu einer Festlegung dieser Schadstoffe flihren,
erhéht die Sorption von HOS an DOC die (scheinbare) Wasserldslichkeit dieser ansonsten in reinem Wasser nur
gering l6slichen Substanzen und fithrt damit zu einer verstiirkten Ausbreitung der HOS in der Umwelt. Zur
Abschitzung des Gefihrdungspotentials, das von HOS ausgeht, ist eine Modellierung ihrer Verteilung in den
verschiedenen Kompartimenten notwendig. Dazu miissen geeignete Modelle zur Beschreibung der Sorption von
HOS an HSs zur Verfligung stehen. Darin miissen neben den Sorptiveigenschafien (wie ihrer Hydrophobie) auch
Sorbenseigenschaften beriicksichtigt werden. Die fiir das Sorptionspotential von HSs entscheidenden
Strukturparameter sind bis heute noch nicht hinreichend aufgeklirt. Offensichtlich kommt der MolekiilgroBe der
geldsten HSs aber eine wichtige, wenn nicht gar entscheidende Rolle zu.

Ein Ziel dieser Arbeit war deshalb, den Einflufl der MolekiilgriBe von geldsten HSs auf das Ausmal} der

" Bei entsprechend kleiner Partikelgrofie kann POM allerdings auch durch die Bildung von wiBrigen Suspensionen zu den mobilen HSs
gerechnet werden,
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Sorption von HOS zu untersuchen. Einige in der Literatur zu dieser Fragestellung beschriebene Untersuchungen
stellen Korrelationen des Sorptionskoeftizienten mit der mittleren Molmasse von HS-Isolaten unterschiedlicher
Herkunft dar [z. B. PERMINOVA 1999]. Hierbei werden Sorbentien miteinander verglichen, die aufgrund ihrer
unterschiedlichen Abstammung (aquatische und bodenstimmige Fulvinsduren (Fulvic Acids, FAs) und
Huminsduren (Humic Acids, HAs)) sich nicht nur in der mittleren Molmasse, sondemn z. B. auch in ihrer
Polaritit oder Aromatizitit voneinander unterscheiden. Andere Autoren bestimmten den Sorptionskoeffizienten
von Grifenfraktionen eines HS, die durch die Ultrafitrarions (UF)-Methode erhalten wurden [JoTa 1991].
Gleichzeitig gibt es jedoch Hinweise dafiir, dall mittels der UF-Methode nach ihrer Grofle aufgetrennte HS-
Fraktionen zeitlich nicht stabil sind und sich emeut eine breite Groflenverteilung einstellt [ASTER 1996]. Eine
nachfolgende Untersuchung derartiger UF-Grollenfraktionen mit Offline-Methoden zur Bestimmung des
Sorptionspotentials dieser Fraktionen bzgl. HOS kénnte so zu nicht reprisentativen Ergebnissen fiihren. Dariiber
hinaus besitzen solche Offline-Analysen einen relativ hohen Substanz- und Zeitbedarf.

Aus den genannten Griinden sollte in dieser Arbeit erstmalig eine Online-Kopplung von GréfBentrennmethoden
mit der Fluoreszenzidschtechnik (Fluorescence Quench Technique, FQT) als Methode zur Bestimmung des
Sorptionpotentials von HSs fiir HOS eingesetzt werden. Da der hiutig zur GréBenauftrennung von HSs
eingesetzten Graffenausschiufichromatographie (Size Exclusion Chromatography, SEC) eine Neigung zur
Artefaktbildung nachgesagt wird [DENOBILI 1999, PERMINOVA 1999], wurde parallel dazu die Methode der
Asymmetrischen FluB-FeldfluBfraktionierung (Asymmetric Flow Field Flow Fractionation, AF*) zur Grofen-
trennung des HS eingesetzt und mit der FQT gekoppelt. Die AF*-Methode basiert auf einem anderen
Trennmechanismus und die Apparatur besitzt cine deutlich geringere Oberflidche, die fiir unerwiinschte
Wechselwirkungen mit HSs zur Verfiigung steht, als die SEC. Dadurch sollten von moglichen SEC-Artefakten
unabhiingige Ergebnisse erhalten werden. Aus demselben Grund sollte diese Methode auch auf die Uberpriifung
der SEC-Experimente angewandt werden, auf deren Ergebnisse autbauend PICCOLO et al. ein Modell flir die HS-
Struktur vorgeschlagen haben [PiccoLO 1996]. Die ausschlieBiliche Verwendung der SEC-Ergebnisse stellt in
der wissenschaftlichen Gemeinschaft einen Kritikpunkt an dem von ihnen vorgeschlagenen HS-Modell dar
[PERMINOVA 1999].

Im Kontext der Bestimmung des Kpoc-Wertes von HOS an nach ihrer Molekiilgréfe aufgeldsten HS-Proben
sollte ein Online-Detektor zur Bestimmung der DOC-Konzentration eingesetzt werden. Da zum Zeitpunkt der
Durchfithrung der praktischen Arbeiten kein geeigneter Online-DOC-Detektor kommerziell verfiighar war,
wurde ein solcher Detektor in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Nicht-klassische Chemie an der Universitit

Leipzig (INC) entwickelt und auf seine Anwendbarkeit im Rahmen der Aufgabenstellung gepriift.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einflull der Sorption von HOS an immobilisierten HSs auf die
Zusammensetzung der stabilen Kohlenstoffisotope der HOS untersucht. Die durch den mikrobiellen Abbau
hervorgerufene Isotopenfraktionierung von HOS gilt als ein mdgliches Werkzeug, um im Rahmen des Natural
Attenuation-Konzeptes einen biologischen Abbau von HOS nachweisen zu kdnnen. Dazu muf} jedoch ein
Beitrag physikalischer Prozesse (z. B. Verdampfung, Verdiinnung, Sorption) zur Isotopenfraktionierung
ausgeschlossen werden oder zumindest dessen Grofenordnung bekannt sein. Wihrend Verdampfungsprozesse in
der gesittigten Bodenzone vernachlissigbar sind und somit keinen signifikanten Einflu auf die [sotopensignatur
ausiiben sollten, konnten (mehrfache) Sorptions-Desorptions-Schritte an (immobilisierter) organischer Substanz

(Soil Organic Matter, SOM) innerhalb eines Aquifers zu einer Beeinflussung der Isotopenverhiltnisse der HOS
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fiihren. Ein méglicher [sotopentraktionierungsetfekt durch die Sorption von HOS an immobilisierter HA wurde
im Rahmen dieser Arbeit erstmals untersucht. Durch die Entwicklung eines einfachen Aquifermodells wurde
nachfolgend versucht. die Ergebnisse der Laborexperimente auf die Situation in einem realen Aquifer zu
itbertragen und somit die Relevanz von Sorptionsprozessen fiir die Anwendbarkeit der Isotopen-
fraktionierungsmethode als Nachweis fiir einen mikrobiellen Abbau einzuschitzen. An dieser Stelle sei auch auf

den einleitenden Abschnitt zur Isotopentraktionierung (Kap. 2.6) hingewiesen.

Da in dieser Arbeit methodische und apparative Entwicklungen im Vordergrund standen. wurde fiir die
Untersuchungen auf kommerziell verfiigbare HAs der Firmen Roth (Roth-HA) und Aldrich (Aldrich-HA) als

Huminstoftmodellsubstanzen zuriickgegritfen.



2 Theoretischer Teil

2.1 Genese von Huminstoffen

Der Begrift Huminstoff beschreibt keine einheitliche Verbindung mit einer definierten Konstitutionsformel,
sondern ein Sammelsurium verschiedener Verbindungen, deren Zusammensetzung — je nach Herkunft der HSs -
mitunter stark variiert. Daher konnen weder die Struktur eines .HS-Molekiils™ noch sein Molekulargewiche
(Molecular Weight, MW) exakt angegeben werden. Entsprechend den unterschiedlichen Strukturen der
Molekiile, die in ihrer Gesamtheit den HS bilden, besitzt das MW eines HS keinen diskreten Wert, sondern stellt
vielmehr eine (relativ breite) MW-Verteilung dar [ZIECHMANN 1980]. Die Frage nach moglichen Strukturen
(oder genauer: Strukturbestandteilen) von HS-Molekiilen ist eng mit der Frage nach ihrer Entstehung verbunden.
HS entstehen durch den chemischen und mikrobiellen Abbau von vor allem ptlanzlicher Biomasse. So sollten
sich die Strukturen der Ausgangsverbindungen auch in den Bestandteilen der HS-Molekiile wiederfinden lassen.
Terrestrische HSs enthalten vor allem Bestandteile von Pflanzen, wie Lignine, Tannine, Cutin, Wachse, Proteine,
etc. Strukturbildend fir HS sollen vor allem vom Lignin, einem héhermolekularen Abkommling des
Phenylpropans, stammende Einheiten sein. An dieses Grundgertist lagern sich kleinere Bestandteile wie Zucker
und Aminosiduren an, die im Laufe der Diagenese auch in die Grundstruktur der HSs eingebaut werden kénnen
[KiLLops 1993]. Fettsduren, als Nebenprodukt mikrobieller Abbaureaktionen, konnen tliber Esterbindungen
ebenfalls mit dieser Grundstruktur verkniipft sein und bilden neben den Wachsen den Hauptanteil aliphatischer
Strukturen in HSs [KiLLOPS 1993]. Durch die oxidative Uberprigung weisen die HS-Strukturbestandeile aber
héhere Gehalte an sauerstoffunktionalisierten Gruppen (wie Carboxyl-, Carbonyl-, phenolische, alkoholische,
ketonische, chinoide und Methoxy-Gruppen) als ihre Ausgangsstrukturen auf [KiLLops 1993]. Umstritten ist
noch, ob HSs nun lediglich (die moditizierten) Abbauprodukte von héhermolekularen Verbindungen sind oder
vielmehr durch Mikroorganismen aus kleineren Synthesebausteinen in Polymerisationsreaktionen zu grofleren
Molekiilen zusammengesetzt werden. Wahrscheinlich sind HSs das Produkt beider Prozesse und stellen cine im
Gleichgewicht befindliche energetische Senke der verschiedenen Ab- und Aufbaureaktionen dar [SWIFT 1999
und darin zitierte Literatur]. Dies liefert einen ersten Hinweis auf die zu erwartende GréBlenordnung der MW-
Verteilung von HSs. Diese erfihrt jedoch mit fortschreitender Alterung (Reaktionszeit) eine Veriinderung hin zu
hoheren mittleren MWs. Bei diesem als Humifizierung bezeichneten Prozell kénnen sowohl kovalente
Bindungen, z. B. durch Veresterungsreaktionen von Carboxyl-Gruppen, als auch andere Wechselwirkungen wie
Wasserstoftbriickenbindungen, r-n*-Wechselwirkungen von aromatischen Einheiten oder Charge-Transfer-
Komplexe ausgebildet werden [SWIFT 1999 und darin zitierte Literatur].

Aufgrund dieser Heterogenitit der Molekiile, die die Gesamtheit der HSs bilden, werden HSs vorwiegend
lediglich operativ in drei Untergruppen. entsprechend ihrer Laslichkeit, unterteilt:

e In einer wilirigen Losung mit einem pH-Wert von 10 unlisliche SOM-Bestandteile werden als Humine

bezeichnet.
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e Verbindungen, die beim Absenken des pH-Wertes von 10 auf 2* austallen, werden als Huminsduren (Humic
Acids, HAs) und
s Verbindungen, die bei einem pH-Wert \;fon 2 und darunter in Lésung bleiben, als Fulvinsduren (Fulvic
Acids, FAs) bezeichnet.
Generell nimmt das Sorptionspotential gegeniiber HOS in der Reihe kommerzielle (da zumeist
braunkohlestéimmig) > bodenstimmige > aquatische HSs ab [CHIOU 1986, CHIOU 1987]. Dabei zeichnen sich die
HAs allgemein durch ein groBeres Sorptionspotential als FAs gleichen Ursprungs aus [CHIOU 1986]. Das
geringere Sorptionsvermdgen von FA gegeniiber den nicht-ionischen hydrophoben Substanzen kann auf die
hohere Dichte an funktionellen Gruppen und die damit verbundene hohere Polaritit zurtickgefiihrt werden. Dies
erkliirt gleichzeitig ihre bessere Wasserloslichkeit im Vergleich zu den HAs gleicher Herkunft. Aber auch ihre
kleinere mittlere Molmasse [SCHACHTSCHABEL 1992] kann fiir das geringere Sorptionsvermdgen von FAs
verantwortlich sein. Auf die magliche Relevanz derartiger Strukturparameter fiir die Sorption von HOS an HS
soll spiter noch genauer eingegangen werden.
Obwohl aufgrund ihrer Heterogenitit eine Strukturaufklirung von HSs aus heutiger Sicht als wenig aus-
sichtsreich erscheint, wurden immer wieder Vorschlige zur Struktur von HS-Molekiilen gemacht. Das nach-
folgend abgebildete HA-Strukturmodell basiert vor allem auf den Ergebnissen von Pyrolyse-GC/MS-Unter-

suchungen [SCHULTEN 1993] und sei zur Veranschaulichung des komplexen Aufbaus von HSs hier aufgefiihrt.
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Abb. 2-1: Schematische Darstellung der makromolekularen HA-Struktur nach Schulten und Schnitzer. Das
Zeichen ~ steht fiir einen weiten Bereich von Verkniipfungspunkten innerhalb des Makromolekiils z.

B. mittels aliphatischer Kohlenstoffketten mit vartierender Kettenldnge.

* Hiufig wird von Bodenkundlern hier die Grenze abweichend bei einem pH-Wert von | geselat.
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2.2 Modelle fiir die Sorption von hydrophoben organischen Substanzen an

geléste Huminstoffe

Schon in den 60er Jahren wurde eine Erhohung der Loslichkeit von DDT bei Anwesenheit des Natriumsalzes
einer aus Boden extrahierten HA in der wiBirigen Losung (5 g1 HA) beobachtet [WERSHAW 1969]. Den
gleichen Effekt konnten CARTER und SUFFET auch fir geringere und somit umweltrelevante HA-
Konzentrationen (16 mg'1" HA) ermitteln. Sie erhielten lineare Sorptionsisothermen fiir drei verschiedene HAs
[CARTER 1982]. Die Existenz von linearen Sorptionsisothermen impliziert einen Verteilungsmechanimus [CHIOU
1979, MCCARTHY 1985], bei dem geliste HAs eine (mikroskopische) organische Phase darstellen, die mit der
umgebenden wiilirigen Phase nicht mischbar ist. Die Abwesenheit von kompetitiven Effekten zwischen
verschiedenen Sorptiven stiitzt diese These weiter [CHIOU 1986, MAXIN 1995]. Diese als Verteilungsmodell
bezeichnete Vorstellung stellt das einfachste Sorptionsmodell fiir organische Sorptive und geléste HSs dar. Zur
quantitativen Beschreibung der Sorption von Analyten an HSs wird hierbei tiblicherweise der auf den Gehalt an
DOC im Sorbens normierte Kpoc-Wert verwendet. Dieser Verteilungs- oder Sorptionskoeffizient Kpoe (kg™
stellt das Verhaltnis zwischen der Konzentration des sorbierten Anteils des Analyten im Sorbens (Capy, poc in
mol-kg DOC™") und der Konzentration des in der wiifirigen Phase geldsten Anteils des Analyten (Capuy, w In
mol-I") dar:

_ CAnaly. DOC

Gl. 2-1 Kpoc =

c.-\nu\yt. W

Die Masse des sorbierten Anteils (im Sorbens) kann auch auf das Volumen der willrigen Phase bezogen werden.
Entsprechend muf3 dann auch die Masse des DOC hierauf bezogen werden. So entspricht cpoe der Konzentration
des DOC in der wilrigen Phase (cpoc in kg'l”'). Da der sorbierte Anteil des Analyten im allgemeinen nicht direkt
meBbar ist, kann seine auf das Volumen der wilirigen Phase bezogene Konzentration (Comien) aus der Differenz
der eingesetzten Gesamtkonzentration des Analyten (cy.,) und der Konzentration des frei gelosten Anteils des

Analyten in der wilrigen Losung (cg.,) berechnet werden. Entsprechend gilt:‘

bl = . = » - =il |=
Gl.2-2 Kpoe = - - = < z = I S
Ciei  Cpoc Clrei Cpoc Crei J Cpoc

Corbient | Cues ~ Chrei 1 { Coey |

Treibende Kraft fiir die Sorption von HOS an HSs ist - neben den schwachen van-der-Waals-Wechselwirkungen
zwischen Sorptiv und Sorbens - vor allem die Erhdhung der Entropie des Systems. Diese resultiert aus dem
Aufbrechen der stark strukturierten Hydrathiille beim Ubergang von HOS-Molekiilen aus der wiilirigen in die
organische Phase. Diese These wird durch die geringen Sorptionsenthalpien, die fiir die Sorption von PAKs und
PCBs an geldste HSs gefunden wurden und die in der GroBenordnung der Losungsenthalpien liegen. gestiitzt
[JoTa 1991, LUERS 1996]. Zusammenfassend werden die Wechselwirkung aufgrund von van-der-Waals-Krifien

und der entropiegetriebene Prozef als hydrophobe Wechselwirkung bezeichnet.

' Die Gleichung gilt analog auch fur die Betrachtung von (nicht gelostem) OC (vgl. Kap. 2.6). Hier mull entsprechend der Term cpoc durch
den Ausdruck coc ersetzt werden.
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Ein Modell zur Erklirung ecines derartigen Verteilungsmechanismus wurde von WERSHAW vorgeschlagen
[WERSHAW 1986, WERSHAW 1989]. Demzufolge bilden geloste HS-Molekiile eine Art Mizelle, in deren
hydrophobem Inneren HOS eingelagert werden kénnen. HS-Molekiile besitzen dabei dhnlich wie Tenside einen
amphiphilen Charakter, wobei vor allem Carboxyl-Gruppen den polaren Teil des Molekiils und gesittigte bzw.
aromatische Bereiche des HS-Molekiils den hydrophoben Teil darstellen.

Der HS-Mizellenverband selbst wird durch eine (relativ homogene) Mischung teilweise abgebauter molekularer
Bestandteile lebender Organismen gebildet und durch schwache Wechselwirkungen (wie Wasserstoftbriicken-
bindungen, n-Bindungen, van-der-Waals-Wechselwirkungen) zusammengehalten [WERSHAW 1989]. In
Analogie zur Betrachtung von Tensiden wurde eine kritische Mizell-Bildungskonzentration (Critical
Micellization Concentration, CMC), also die Konzentration an HSs in Lésung, oberhalb derer sich ein
Mizellenverband ausbildet. von 1 bis 10 g1' HS ermittelt [HAvasE 1983]. Die Bildung von derartigen
Aggregaten fithren WAGONER und CHRISTMAN als eine mdgliche Erklirung fiir die von ihnen ermittelien
mittleren Molmassen fiir natiirliche organische Substanzen (Natural Organic Matter, NOM) aus dem Suwanee
River an [WAGONER 1998].

Da aber auch fiir Lésungen mit deutlich geringerer HS-Konzentration als die CMC fiir HSs eine ErhGhung der
Wasserlislichkeit von HOS beobachtet wurde, wird die Ausbildung von premizellaren Agglomeraten oder auch
die Assoziation von HOS an die hydrophoben Bereiche von nicht agglomerierten, amphiphilen HS-Molekiilen
zur Erkldrung herangezogen [CHIOU 1987]. Das von WERSHAW propagierte Mizellenmodell erfihrt durch eine
Reihe von Arbeiten. die von PiccoLo und Koautoren publiziert worden sind, eine starke Unterstiitzung [z. B.
PiccoLo 1996a]. Auf die von PiccoLo et al. verwendete experimentelle Methodik, ihre Ergebnisse und die
daraus gezogenen SchluBfolgerungen soll an spiterer Stelle (ab Seite 21) noch genauer eingegangen werden, da

diese Grundlage weiterflihrender Experimente im Rahmen dieser Arbeit waren.

Eine andere Modellvorstellung betrachtet HSs als Makromolekiile, die - in Abhingigkeit von den Losungsbe-
dingungen (pH-Wert, lonenstirke (IS) und lonenart) - eine mehr oder weniger stark gekniuelte Struktur besitzen
[PLECHANOV 1983, BECKETT 1987, SWIFT 1989]. Bei einem hohen pH-Wert liegen die sauren funktionellen
Gruppen tiberwiegend deprotoniert vor, so dalf in Folge der Abstoflung vor allem der negativ geladenen
Carboxyl-Gruppen das HS-Molekiil eine gestreckte Konformation einnimmt. Bei niedrigen pH-Werten hingegen
sind diese Gruppen groBtenteils protoniert. GleichermaBien fithrt auch die Anwesenheit einer ausreichenden
Anzahl von Kationen zu einer Ladungsabschirmung, so dall die HS-Molekiile in einer gekniuelten
Konformation vorliegen. Mehrwertige Kationen fiihren dabei hiufig zu einer Stabilisierung dieser Struktur,
indem sie zwischen polaren funktionellen Gruppen eines oder mehrerer HS-Molekiile verbriickend wirksam
werden. Dadurch und durch inter- und intramolekulare Wechselwirkungen zwischen aromatischen Einheiten
werden hydrophobe Bereiche ausgebildet, in die die HOS aus der Wasserphase hinein wandern kénnen. Ein ganz
dhnliches Bild propagierten SCHNITZER und KHAN in threm HS-Modell [SCHNITZER 1972]. Sie betrachteten HSs
als ein durchbrochenes Netzwerk von wenig kondensierten aromatischen Ringen mit einer groflen Anzahl von
ungeordneten aliphatischen und alicyclischen Strukturen, die um einen aromatischen Kern angeordnet sind. Die
HS-Struktur wird dabei durch Untereinheiten aus Phenol- und Benzoesiduren gebildet, die durch
Wasserstoftbriickenbindungen und  van-der-Waals-Kriifte zusammengehalten werden und relativ stabile
Aggregate bilden [SCHNITZER 1972]. Anhand dieser Vorstellung einer kifigartigen Struktur von HS mit einer

hohen Anzahl von Sorptionsplitzen interpretierten SCHLAUTMANN und MORGAN ihre experimentellen Befunde,
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die eine Abhiingigkeit des Sorptionskoetfizienten fiir PAKs an der Suwance River HA bzw. FA von den
Losungsparametern (pH-Wert, IS und Wertigkeit der lonen) und der jeweiligen Grifle des Sorptivs aufwiesen
[ScHLAUTMANN 1993]. Die Sorption dhnelt damit eher der Bildung eines Wirt-Gast-Komplexes und ihr Ausmal}
wird sowohl durch die geometrische Grille und Anzahl als auch durch die spezifische chemische Umgebung
innerhalb der Kifige beeinflult. Eine derartige Substanzspezifitit der Sorption widerspricht den Vorstellungen
eines einfachen Verteilungsmodells. Da eine quantitative Beschreibung solch spezifischer Wechselwirkungen
zur Vorausberechnung des Ausmalles der Sorption schwierig wenn nicht gar unmoglich ist. wird in der Praxis
tiblicherweise auf das einfache Verteilungsmodell zuriickgegritfen [DITORO 1991, REBHUHN 1996].

Da eine tretbende Kraft der Sorption von HOS an HSs durch die Unvertriglichkeit der hydrophoben Substanzen
mit der wilrigen Phase - ihrer Hydrophobie - bestimmt wird., werden zur Vorausberechnung von Sorptions-
koeffizienten von HOS an HSs hiufig lineare Korrelationen zwischen dem Kge-Wert und dem Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten (Kow-Wert) der HOS verwendet [KARICKHOFF 1984, SETH 1999, BURKHARD 2000].
Diese empirischen Koe-Kow-Korrelationen besitzen fiir spezifische Substanzklassen eine hohe Relevanz, lassen
sich aber nur unzureichend auf unterschiedliche Klassen iibertragen [BURKHARD 2000]. Dies 14t sich daraut
zuriickflihren, dall das Ausmal} der Sorption nicht nur von der Hydrophobie der HOS, sondern auch von den
Wechselwirkungen zwischen den HOS und dem HS abhidngt. Im Fall von PAKs z. B. werden bevorzugte
Wechselwirkungen zwischen deren n-Elektronensystem und aromatischen (hydrophoben) HS-Bereichen
genannt, die durch die planare Struktur der PAKs begiinstigt sein sollen [GAUTHIER 1987]. Aber auch Wasser-
stoffbriickenbindungen und Charge-Transfer-Wechselwirkungen [KUKKONEN 1990, PUSCHEL 1996] wiiren hier
zu nennen. Durch die Anwendung von komplizierteren Modellen, die z. B. auf der Flory-Huggins-Theorie
[CHiou 1983, CHIN 1989, KOPINKE 1995, GEORGI 2002] oder der linearen Solvatationsenergie-Beziehung
(Linear Solvation Energy Relationships, LSERs) [PooLE 1999, OHLENBUSCH 2001] beruhen, wird versucht,
derartigen Wechselwirkungen zwischen HOS und HSs (zumindest teilweise) Rechnung zu tragen. Diese Modelle
lassen sich so auf eine grofiere Anzahl von Substanzklassen anwenden. Erschwerend fiir die Anwendung dieser
Modelle auf geloste HSs wirkt, dai sich geldste HSs unterschiedlicher Herkunft viel stirker in ihrem
Sorptionspotential unterscheiden als dies fiir feste HSs beobachtet wird, wie eine Reihe von Untersuchungen
gezeigt haben [CARTER 1982, CHIOU 1986, GAUTHIER 1987, MCCARTHY 1989, BRANNON 1995, CHIN 1997,
PERMINOVA 1999]. Dies wirft die Frage nach den fiir das Sorptionspotential fiir HOS entscheidenden
Strukturparametern von geldsten HS auf. Eine Antwort auf diese Frage wiirde die Entwicklung von verbesserten
Modellen fiir die Vorausberechnung der Sorptionskoeffizienten von gelésten HSs erlauben.

Aus diesem Grund wurden in  verschiedenen Arbeiten Einparameter-Korrelationen — zwischen
Sorptionskoeftizienten eines Sorptivs und einzelnen strukturellen Eigenschaften von gelosten HSs aufgestellt.
Eine Reihe von Autoren fanden dabei eine Abnahme der Sorptionsfihigkeit von HSs gegeniiber HOS mit
zunechmendem Gehalt an funktionellen Gruppen, d. h. mit zunehmender Polaritdt des Sorbens. Als Polaritits-
indikator wurden das (O+N)/C- [RUTHERFORD 1992, XING 1994A], das H/O- [GRATHWOHL 1990] bzw. das O/C-
Verhiltnis [CHIOU 1987] verwendet. Des weiteren wurden positive Korrelationen zwischen dem
Sorptionskoeffizienten von PAKs und der Aromatizitit von gelosten HSs erhalten [GAUTHIER 1987, MCCARTHY
1989, CHIN 1997, TANAKA 1997, PERMINOVA 1999]. Die Aromatizitiit der geldsten HSs wurde dabei durch den
mittels C- bzw. 'H-NMR-Spektroskopie ermittelten Anteil an aromatischen C- bzw. H-Atomen oder den
spezifischen Extinktionskoeffizienten im Bereich von 250-280 nm bestimmt. In einer von CHEFETZ et al.

durchgefiihrten Untersuchung korreliert jedoch der Sorptionskoeffizient, der fiir die Wechselwirkung von Pyren
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mit einer Reihe von NOM-Proben erhalten wurde, besser mit dem aliphatischen als mit dem aromatischen
Kohlenstoffanteil in den Sorbentien. Die Kohlenstoffanteile der NOM wurden hier mit Hilfe der CPMAS "'C-
NMR-Methode bestimmt [CHEFETZ 2000]. Auf eine auflerordentlich breite Datenbasis (drei PAKs und 26 HAs
bzw. FAs) stiitzt sich die von PERMINOVA et al. durchgefithrte Analyse des Zusammenhangs zwischen dem
Ausmal der Wechselwirkungen von HOS mit geldsten HSs und deren Strukturparametern [PERMINOVA 1999].
Sie erhielten flir eine Reihe von Einparameter-Korrelationen von - mittels der FQT bestimmten - Sorptions-
koeffizienten und Strukturparametern, wie z. B. der Aromatizitit der HSs, allerdings nur niedrige
Korrelationskoeffizienten (R* < 0,74). Erst nach einer Unterteilung der HSs in verschiedene Unterklassen, die
sich aus ihrer Herkunft ergeben (aquatischen Ursprungs, aus Boden extrahiert, etc.), wurde beispielsweise fiir die
Korrelation des Sorptionskoeffizienten mit der mittleren Molmasse ein zufriedenstellender Korrelations-
koeffizient erhalten. Dabei wiesen die Korrelationen fiir boden- und torfstimmige HSs in unterschiedliche
Richtungen. JOTA und HASSETT beobachteten einen Abfall der (mittels der Gaspurging-Methode bestimmten)
Kpoo-Werte fiir ein PCB-Kongener und Aldrich-HA mit abnehmender nomineller Molmasse der GréBienfraktion
der HA. Die sechs Grofenfraktionen der HA wurden zuvor durch Anwendung der Ultrafiltrationsmethode
erhalten. Der mit Abstand hochste Sorptionskoetfizient wurde fiir die Fraktion > 300 kDa erhalten und war nur
geringfiigig héher als der Kpoe-Wert fiir die unfraktionierte Gesamtprobe [JoTta 1991]. Eine dhnliche
Abhingigkeit des Kpoc-Wertes  von  der  Molmasse erhielten RaABER und  KOGEL-KNABNER - fiir
Benzo[k]fluoranthen und DOM aus einem Haus- bzw. Pflanzenabfallkompost. Auch hier besall jeweils die
Fraktion mit dem hdachsten nominellen Molekulargewicht (> 14 kDa) der drei durch Dialyse erhaltenen
Fraktionen den mit Abstand héchsten Kpoc-Wert. Die jeweiligen Kpoe-Werte fiir die Fraktionen 1 bis 14 kDa
und < 1 kDa unterschieden sich hingegen nur geringfiigig [RABER 1997]. MCCARTHY et al. erhielten eine méBige
Korrelation zwischen den Sorptionskoeffizienten von Benzo[a]pyren an HSs verschiedener Herkunft und deren
molaren Volumina, welche durch Messung der Fluoreszenzpolarisation bestimmt wurden [MCCARTHY 1989].

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Einparameter-Korrelationen (mit teilweise sehr geringen
Korrelationskoetfizienten) fiihrten KOPINKE et al. Zweiparameter-Korrelationen zwischen dem mittels
Festphasenmikroextraktion (Solid Phase Micro Extraction, SPME) bestimmten Sorptionskoeffizienten und der
Polaritit sowie der Aromatizitdt von HSs durch. Sie erhielten fiir 11 HA- und FA-Proben. die um ca. eine
Grélenordnung Lmterschiedlic?;s Kpoc-Werte flir Pyren besalen, einen sehr hohen Korrelationskoeffizienten von
R* = 0,97. Dabei verwendeten siec das O/H-Atomverhiltnis als Mall fur die Polaritit und den
Extinktionskoeffizienten bei 280 nm als Mall fir die Aromatizitit der HS [KoriNkg 20018]. Durch
Reevaluierung der von CHIN et al. publizierten Daten [CHIN 19971, bei dencn der Kpoe-Wert fiir Pyren mit Hilfe
der Loslichkeitserhthungsmethode bestimmt worden war, und Parametern fiir die Aromatizitit (Signalbereich
zwischen 110 und 160 ppm im “C-NMR-Spektrum) bzw. Polaritit (Gewichtsanteil des Sauerstoffs in %) der
HSs wurde ebenfalls ein hoher Korrelationskoeffizient (R? = 0.96) bei Anwendung der
Zweiparameterkorrelation erhalten [GEORGI 1998].

Trotz des hohen Korrelationskoeffizienten sind derartige empirische Korrelationen zwischen dem
Sorptionspotential und Strukturparametern der HSs mit Vorsicht zu interpretieren [KOPINKE 2001A], da einige
HS-Strukturparameter. wie Aromatizitit und Molmasse Interkorrelationen aufweisen [CHIN 1997].

Um derartige Zusammenhiinge zwischen den Strukturparametern eines Sorbens und ihrem Einfluff aufl das
Sorptionspotential  beziiglich HOS gezielt untersuchen zu kénnen, verwendeten KOPINKE et al

Polyacrylsiureester (PAA-Ester) als Modellsorbentien [KOPINKE 20014]. Hierbei wurden durch die Verwendung
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unterschiedlicher Ester-Gruppen sowohl die Polaritit und die Aromatizitit der Modellsorbentien als auch die
Molmasse der eingesetzten PAA-Ester variiert. Entgegen den Erwartungen wiesen die ein- und zweikernigen
aromatischen Ester. bei denen zusiitzlich die Elektronendichte im aromatischen Ring durch weitere Substituenten
variiert wurde, keine hdheren Sorptionskoeftfizienten fiir Pyren aut, als die kurzkettigen aliphatischen Ester. Dies
widerspricht der allgemeinen Annahme, daB besonders die aromatischen Bereiche eines Sorbens (wie z. B. in
HSs) zu Wechselwirkungen mit HOS beitragen. Die Autoren betonen aber auch, dall moglicherweise die geringe
riumliche Ausdehnung der von ihnen untersuchten aromatischen Ester-Gruppen fiir diesen Befund
verantwortlich sein kann [KoPINKE 20014].

Ein Vergleich zwischen Estern mit gleicher funktioneller Gruppe (und gleichem Veresterungsgrad) aber
unterschiedlicher mittlerer Molmasse (2, 8, 250 und 450 kDa) zeigt eine deutliche Abhiingigkeit des
Sorptionskoeffizienten von der Molmasse der PAA-Ester. Der auf den Kohlenstoffgehalt der hydrophoben
Estergruppe bezogene Sorptionskoeffizient (Kpocr)) steigt von log Kpoer, = 4,3 fiir die PAA-Ester mit M, = 2
kDa auf ca. 5 fiir die PAA-Ester mit 450 kDa an [KOPINKE 2001A].

Derartige Befunde werfen auch fir HSs bzw. HAs als Sorbentien verstirkt die Frage nach dem Einflufl der
Molmasse auf den Sorptionskoetfizienten von HOS auf. Thre Untersuchung steht im Mittelpunkt des ersten Teils

der vorliegenden Arbeit.

2.3 Molmassendefinitionen und Methoden zur Molmassenbestimmung von

gelosten Huminstoffen

Monodisperse Substanzen besitzen - abgesehen von Isotopemeren - nur eine, klar definierte, Molmasse. Zur
Beschreibung von polydispersen Substanzen werden hingegen verschiedene mittlere Molmassenwerte
herangezogen. So z. B. die Molmasse im Maximum (M,,) einer Molmassenverteilung. Daneben findet man vor
allem die Angabe der zahlengemittelten Molmasse M, bzw. der gewichtsgemittelten Molmasse M,,. Diese sind

wie folgt definiert:

i e Z(mi M) Z(Ni‘Mi:,)

v Zmi Z(Ni'Mi)

Hierbei sind m; die Masse und N; die Anzahl der Molekiile mit der Molmasse M. Der M;-Wert wird besonders
durch niedermolekulare Anteile einer Molmassenverteilung beeinfluflt, wohingegen der M,-Wert sensitiv fiir
hochmolekulare Anteile einer Molmassenverteilung ist. Beide Werte liefern jedoch keine Informationen tiber die

Breite der Molmassenverteilung einer Probe. Zu diesem Zweck wird tiblicherweise der Quotient aus M, und M,
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verwendet. Dieser wird als Dispersivitit Dy' bezeichnet und ist ein Mafl fir die Breite eciner

Molmassenverteilung.

- M.,
GL 2-5 Dy :W“

n
Polymere mit einem Wert von Dy > 1 werden als polydispers bezeichnet. Bei einem Wert von Dy, = [ handelt es

sich um eine monodisperse Probe.

Seltener findet man noch die Angabe einer z-gemittelten Molmasse M, die wie folgt definiert ist:

Gl. 2-6 . M = Z(N"M‘J)

= Z(Ni'M‘:

Der Wert von M, wird besonders durch sehr hochmolekulare Anteile einer Molmassenverteilung beeinflufit.

Fiir die oben genannten Molmassenwerte erhilt man per Definition die folgende Beziehung:
M, <M, <M,

Auf weitere, weniger gebriuchliche Molmassendefinitionen soll hier nicht eingegangen werden.
Aus den digitalisierten MeBdaten einer SEC- oder AF-Analyse’ konnen die M,- und M,-Werte mittels der

nachfolgenden Gleichungen berechnet werden:

Gl. 2-7 M,,:L
> (H; /M)

D (H-M;)

Gl. 2-8 M,=2—
2LH

Der Term H, bezeichnet hierbei die Hohe des Signals eines konzentrationsproportionalen Detektors iiber der

Basislinie beim Retentionsvolumen” V, [MoORI 1999]. Die Umrechnung des V-Wertes in einen M;-Wert bei V;

erfolgt durch eine Kalibrierfunktion. die z. B. bei Anwendung der SEC durch eine vorangehende Analyse von

engverteilten Polymerstandards mit bekannter Molmasse M, bestimmt werden mul3 (vgl. Kap. 2.3.1).

Die geometrische Grofle eines Teilchens wird in Abhingigkeit von der Partikelform durch unterschiedliche
Parameter definiert: Kugel- und scheibenformige Teilchen (engl. spherical) werden durch ihren Radius oder

Durchmesser beschrieben. Ein starrer Stab (engl. rigid rod) hingegen wird durch seine Linge charakterisiert.

* Ublicherweise wird lediglich der Buchstabe ,,D™ verwendet, der Index M dient der Unterscheidung vom Diffusionskoeffizienten D.

* Im Folgenden soll beispielhaft von einer SEC-Analyse ausgegangen werden.

" In dieser Arbeit wird durchgiingig der in der in der Literatur verwendete Begriff des Retentionsvolumens™ benutzt. Dieser kann mit dem
ebenfalls in der Literatur verwendeten Begriff des . Elutionsvolumens™ gleichgesetzt werden.
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Synthetische Polymere haben hiufig eine Geometrie, die als statistisch geformtes Kniuel (engl. random coil)
bezeichnet wird’. Bei einer geniigend hohen Anzahl von Segmenten mit der Masse m; sind diese Segmente im
Falle des statistischen Kniuels beweglich und ohne Rotationshehinderung miteinander verbunden. Ein solches
Molekiil nimmt deshalb nie eine einfache Geometrie an, sondern die experimentell beobachteten Abmessungen
sind vielmehr Mittelwerte tiber sehr viele, fluktuierende Konformationen [WyYATT 1998]. Eine fiir diese zeitliche
Mittelung geeignete Partikeldimension ist der Trigheitsradius 1 (engl. radius of gyration). Zur
Veranschaulichung diese Begriffs stelle man sich eine Polymerkette in Segmente (Atome oder Atomgruppen)
unterteilt vor, die die Masse m; besitzen. Der Abstand eines Massepunktes m; vom Masseschwerpunkt des

Teilchens wird mit R; bezeichnet.

Abb. 2-2: Schematische Darstellung der Definition des Trdgheitsradius einer statistisch (oder zufiilliz)
gekndiuelten  Polvmerkette aus 200 Masseelementen m;. Mir R = Distanz der jeweiligen
Massenelemente zum Schwerpunktzentrum (o) und r = Ende-zu-Ende-Abstand der Kette. Aus [MORi

1999].

Der mittlere quadratische Tragheitsradius <r(‘.:> ist dann wie folgt definiert:

Gl 2-9

(ra”) >

In polydispersen Systemen wird nicht nur (iber die Kontormation eines einzelnen Molekiils, sondern zusitzlich
tiber die unterschiedlichen mittleren (quadratischen) Trigheitsradien verschieden grofier Molekiile gemittelt. Aus
der obigen Gleichung folgt dann z. B. fiir den z-Mittelwert des mittleren Trigheitsradius einer

MolekiilgroBenverteilung:

Gl. 2-10

" Diese Geometrie wird auch fiir HAs postuliert [z. B. SWIFT 1999].
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Dieser Wert kann aus statischen Lichtstreumessungen erhalten werden. Daneben liefert die Methode der
statischen Lichtstrenung (Static Light Scattering, SLS) die gewichtsgemittelte Molmasse M. Als absolute
Methode bendtigt sie keine Kalibrierung durch Standards. Ohne Vortrennung durch GroBentrennmethoden wie
z. B. die SEC wird aus den SLS-Analysen nur ein iiber die gesamte Probe gemittelter M,-Wert erhalten. Koppelt
man die SLS mit einer GroBentrennmethode, erhilt man eine héhere Auflosung fiir die gewichtsgemittelte
Molmasse M, und somit nahezu dic ,wahre’ Molmassenverteilung der Probe. Eine derartige Kopplung von SEC
und SLS zur Analyse von NOM wurde bereits von WAGONER und CHRISTMAN verwendet [WAGONER 1997].
VON WANDRUSZKA verifizierte mittels der SEC/SLS-Analyse die GroBenverteilung von durch priparative
Gelpermeationschromatographie (Gel Permeation Chromatography, GPC) erhaltenen NOM-Fraktionen [VON
WANDRUSZKA 1999]. Eine Kombination von SLS mit einer F*-Vortrennung zur Analyse von hochmolekularen
Polymeren wurde bereits erfolgreich durchgefithrt [ROESSNER 1994, THIELKING 1995, WITTGREN 1997].
Problematisch fiir die Analyse von HA-Proben ist aber die geringe Empfindlichkeit der SLS-Methode fiir
Molekiile mit einer Molmasse von < | kDa. Die geringe Streulichtintensitit, die durch derart kleine Molekiile
hervorgerufen wird, erfordert eine hohe Konzentration der (HA-)Probe™. Hohe Konzentrationen an HA kinnen
aber dazu fiihren. daB infolge verstirkter intermolekularer Wechselwirkungen die HA-Molekiile agglomerieren
[GosH 1980] und so eine hohere Molmasse vortiuschen. Einen derartigen Effekt fithren WAGONER und
CHRISTMAN als mogliche Erklirung fiir die vergleichsweise hohen Molmassen fiir die von thnen untersuchten
NOM-Proben an [WAGONER 1998, WAGONER 1999].

Bei der Kopplung eines SLS-Detektors mit der AF-Methode fiihren hohe Konzentrationen sehr viel schneller
als bei einer SEC-Siule zu einer Uberladung des Trennsystems, so daB es infolge von Wechselwirkungen
zwischen den Teilchen in einzelnen Stromungsschichten zu einer gestérten Trennung kommen kann.

Die Methode der dyvnamischen Lichistrenumg (Dynamic Light Scattering, DLS) miBt die Anderung der
Streulichtintensitit als Funktion der Zeit und man erhdlt daraus - nach Grolienvortrennung - den
Diffusionskoeffizienten einer Analytfraktion. Diese Methode bendtigt - bei gleicher Molmasse - eine noch
weitaus hdhere Konzentration an Analytmolekiilen als die SLS um zu aussagekriftigen Ergebnissen zu kommen.
Die Ultrafiltration (UF) liefert GroBenfraktionen der HA-Probe. die durch andere Charakterisierungsmethoden
{wie z. B. '"H-NMR und IR-Spektroskopie) weiter untersucht werden kénnen [z. B. BURBA 1995]. Als Ergebnis
liefert die UF-Technik Fraktionen einer HA-Probe, deren (nomineller) Molmassenbereich durch den Bezug auf
die angegebenen Cut-off-Werte der verwendeten UF-Membranen erhalten werden. Diese Grenzen wiederum
werden mit Hilfe von (geldsten) Kalibrierstandards bestimmt und sind somit von den angewandten
Losungsparametern (IS, pH-Wert) und der Art der Standards abhiingig. Die hohe Konzentration von HAs
oberhalb der UF-Membran kann infolge einer mdglichen Agglomeration der HA-Molekiile eine zu hohe
Molmasse vortiduschen [TADANIER 2000]. Einen kritischen Vergleich zwischen der UF-Technik und der SEC zur
Charakterisierung von DOM haben MULLER und FRIMMEL durchgefiihrt [MULLER 2002].

Aus der Anwendung der Ultrazentrifugation werden nur dann zuverlissige Aussagen ber MW-Verteilungen
erhalten, wenn hier vorfraktionierte Proben eingesetzt werden [SWIFT 1999]. Durch die Analyse einer HA-Probe
mittels Ultrazentrifugation erhiillt man Diffusionskoeffizienten der Probenmolekiile. Diese Methode ist fiir kleine

Molekiile nicht anwendbar.

* In einer Applikationsnote der Firma Wyalt (1/1/1996) werden zur Analyse von engverteilten Polystyrol-Proben mit einer Molmasse von M,
= 580 Da; 1.4 kDa und 2,0 kDa Probenmengen von 7.1; 2.9 bzw. 2.2 mg beschrieben. Diese entsprechen bei einem injizierten Volumen
von 200 ul und 100 % Wiederfindung Konzentrationen der Probenldsungen von 35.5; 14,5 baw. 11 g1,
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Mit der Viskosimetrie und der Dampfdruckosmometrie (Vapor Pressure Osmometry, VPO) kénnen aus der
Messung kolligativer Eigenschaften prinzipiell zuverldssige Werte fiir die zahlengemittelte Molmasse M, einer
Probe bestimmt werden. Sie gestatten jedoch keine Aufldsung der Molmassenverteilung einer Probe.

Die Anwendung der Massenspektrometrie liefert absolute Werte fiir das Masse-zu-Ladungsverhiltnis (m/z-
Verhiiltnis) von ionisierbaren Analyten. Zur Bestimmung der Molmasse mull somit die Ladung der lonen
bekannt sein. Im Fall von HA-Molekiilen ist - im Gegensatz zu anderen Polyelektrolyten wie z. B. Proteinen -
eine sichere Unterscheidung zwischen realer Molmasse und einer Mehrfachladung der [onen aufgrund fehlender
RegelmiiBigkeiten im Molekiilbau schwierig, wenn nicht gar unméglich. Des weiteren wirkt sich die Art der
eingesetzten lonisierungstechnik stark auf die Form der Spektren und die scheinbaren Molmassenwerte fiir HAs
aus [KLAUS 2000]. Die Anwendung der marrixgestiitzten Laserdesorptionsionisierung (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization, MALDI) in Verbindung mit Flugzeitmassenspekiromerern (Time-Of-Flight-MS, TOF-
MS) fithrt zu einer schonenden lonisierung der Analyten [REMMLER 1995]. Bei Anwendung der Elektrospray-
lonisierung (ElectroSpray lonization, ESI) - bzw. der Chemischen lonisierung unter Atmosphdrendruck
(Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI) werden je nach Polaritit (positiver oder negativer Modus)
verschiedene Spektren erhalten. Dies wird auf die lonisierung unterschiedlicher funktioneller Gruppen der HA
und auf die intermolekulare Bildung von Komplexen zuriickgefiihrt. Die Polaritiit der lonisierung beeinflufit die
ESI- in stirkerem Malle als die APCI-Spektren. ESI-Spektren weisen im Vergleich zu APCI-Spektren im
allgemeinen eine Molmassenverteilung mit hdheren Werten auf. Dies ist auf die hértere [onisierungsmethode im
Fall der APCI zuriickzufiihren [KLAUS 2000].

Fiir eine Online-Kopplung mit nachfolgenden Analysemethoden kénnen nur zerstrungsfreie Elutionstechniken
zur Gréfientrennung von HA-Proben - wie z. B. SEC und AF* - verwendet werden. Auf diese beiden, in dieser

Arbeit angewandten Methoden soll daher im Folgenden niher eingegangen werden.

2.3.1 GrofienausschluBichromatographie (GPC/SEC)

Der Begriff Gelpermeationschromatographie (Gel Permeation Chromatography, GPC) stammt aus einer Zeit, in
der Gele als Siulenfiillmaterial zum ersten Mal eingesetzt worden sind. um Makromolekiile nach ihrem
hydrodynamischen Radius bzw. der damit verkniipften Molmasse aufzutrennen. Die ersten Gelsdulen waren sehr
druckempfindlich und ihre PorengriBenverteilung variierte stark infolge des unterschiedlichen Quellvermégens
bei Verwendung verschiedener organischer Lésungsmittel als Eluent.

Heutzutage werden in der analytischen Gréflenausschlufichromatographie (Size Exclusion Chromatography,
SEC) vor allem

e porose Silikate mit einer modifizierten Oberfliche und

e quervernetzte (Co-)Polymere

als Sdulenfiillmaterial eingesetzt.

Beide Materialien sind weitgehend druckunempfindlich und weisen ein sehr geringes Quellpotential auf. Der
Trend hin zu kleinen Partikeln mit einer mdglichst engen Partikelgréflienverteilung (wie in der HPLC auch)
fihrte zur Hochdruckgrafenausschlufichromatographie (High Pressure SEC, HPSEC), die in der Literatur
haufig nur mit dem Oberbegriff der SEC bezeichnet wird.
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Die Trennschiirfe bzw. Zahl der theoretisehen Treanbéden (Number of theoretical plates, N) einer SEC-Siule
von ca. 30.000 m" ist im Vergleich zu GC- bzw. HPLC-Sdulen (ca. 90.000 m"y geringer. da - durch den
Trennmechanismus bedingt - die per Diffusion zuriickgelegten Wegstrecken deutlich grofier sind als bei den
iiblichen Diinnfilmsaulen der HPLC bzw. GC. Dariiber hinaus ist - im Vergleich zur GC - die Viskositit der
mobilen Phase um Gréfenordnungen hoher. Die SEC ist nicht auf organische Losemittel allein beschrankt.
Durch Verwendung von hydrophilen Packungsmaterialien konnen auch wiiirige Eluenten eingesetzt werden.
Hierbei handelt es sich meist um salzhaltige wiiBirige Losungen, die hdufig auch Puffersubstanzen enthalten.
Wichtig fiir die Anwendbarkeit dieser hydrophilen Packungsmaterialien ist, dafi sie frei von hydrophoben Resten
auf der fiir den Analyten zugiinglichen Oberfliche sind, da es sonst zu unerwiinschten. den Trennmechanismus
beeinflussenden Wechselwirkungen mit den hydrophoben Anteilen des Analyten kommen kann. Das in dieser
Arbeit verwendete Siulenfiillmaterial Hema Bio-Gel besteht aus einem hydrophilierten Grundgeriist aus
Hydroxylmethacrylat-Copolymer, welches durch Ethylenglykoldimethylacrylat vernetzt ist.

Der SEC-Trennmechnismus kann z. B. durch das (konische) Porenmodell veranschaulicht werden:

Oos
®

é
@)
O

Abb. 2-3: Geometrisches Porenmodell einer konischen Porendffnung [MoOR1 1999].

Vereinfacht dargestellt, besitzt das Siulenpackungsmaterial Poren, die eine konische Offnung aufweisen. In
diese konische Porenéffnung kénnen die Molekiile je nach ihrem hydrodynamischen Radius (vereinfacht als
Kreise unterschiedlicher Grolle dargestellt) verschieden weit hinein diffundieren. Je kleiner der
hydrodynamische Radius eines Molekiils ist, desto weiter vermag es in die Tiefe der Pore einzudringen, desto
linger ist dadurch der durch Diffusion zuriickzulegende Weg. Kleinere Molekiile halten sich somit linger in den
Poren auf und eluieren daher nach gréfieren Molekiilen, die weniger tief in den Porenraum einzudringen
vermogen. Molekiile. deren hydrodynamischer Radius gréfier als der Radius der Porendtfnung ist, kiinnen nicht
in die Pore diffundieren, unterliegen keiner Auftrennung und eluicren als erstes aus der Siule bei einem
Retentionsvolumen, welches dem Zwischenkornvolumen V,, des Packungsmaterials entspricht.

Addiet man zu dem Zwischenkorn’- das innere Porenvolumen Vi, so erhilt man das (totale)

Permeationsvolumen V, einer SEC-Siule:

" Der Term V, entspricht bei Betrachtung einer SEC-Siule lediglich dem Zwischenkornvolumen des Packungsmaterials. Fiir die gesamte
SEC-Apparatur hingegen stellt er das Totvolumen des Systems dar, also die Summe aus dem Zwischenkornvolumen und weiterer (hiufig
vernachlissigbarer) Kapillar- und Melizellvolumina.
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Gl 2-11 V, =V, + Vi

Die Auftrennung entsprechend dem hydrodynamischen Radius der Molekiile erfolgt auf einer SEC-Siule - unter
der Annahme eines reinen GroBentrennmechanismus und eines sehr schnellen (diffusiven) Stoffaustauschs
zwischen dem Zwischenkomn- und inneren Porenvolumen - zwischen V, und V, [MORI 1999].

Das Verhalten eines Analyten auf einer SEC-Sdule kann auch durch eine allgemeine chromatographische

Gleichung beschrieben werden. Danach gilt fiir das Retentionsvolumen V. eines Molekiils:

Gl 2-12 Ve =V, +Kgge - Vip

Der Term Ky stellt hier einen Verteilungskoettizienten dar, der als das Verhiltnis der mittleren Konzentration
eines Analyten im gesamten Porenvolumen <c¢> zu der mittleren Konzentration des Analyten im

Zwischenkornvolumen <¢,,> definiert ist und kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen.

Gl 2-13 K =L

Durch seine Einfiihrung gelangt man zu einem anderen Erklirungsansatz tiir den SEC-Trennvorgang: Dem
thermodynamischen SEC-Modell. Durch das Hinzunehmen eines enthalpischen Terms kann es die realen
Vorginge umfassender beschreiben. Allgemein lifit sich im thermodynamischen Gleichgewicht der
Verteilungsprozell zwischen dem Zwischenkorn- und dem Porenvolumen durch die folgende Gleichung

beschreiben:

Der Verteilungskoeffizient K wird hier aus der Multiplikation zweier exponentieller Terme erhalten. Der erste
enthilt die Enthalpieiinderung AH’, die universelle Gaskonstante R und die absolute Temperatur T, der zweite
die Entropieinderung AS” und R.

Im Fall von Sorptionswechselwirkungen zwischen Analyt und stationdrer Phase (entsprechend der HPLC)
nimmt der Wert fiir AH” im allgemeinen negative Werte an. Unter idealen GréBentrennbedingungen - also unter

Ausschluf3 von sorptiven Wechselwirkungen - ist er 0 und die Gl. 2-14 geht in die Folgende {iber:

Gl 2-13 Kgpe =exp
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Daraus wird deutlich, daf} bei idealer SEC die Temperatur keine Auswirkung auf die Trennleistung besitzt". In
Abb. 2-4 ist der Einflu der Molekiilgréfle auf die Entropiedinderung (AS) des Systems dargestellt. Kleine
Molekiile mit geringer Molmasse kénnen uneingeschriinkt in die Porendffnung hineindiffundieren (A).
Treibende Kraft ist dabei der anfingliche Gradient zwischen den Konzentrationen des Analyten im
Zwischenkorn- und im Porenvolumen. Die kleinen Molekiile diffundieren in das gesamte Porenvolumen und
eluieren bei V.. GroBere Molekiile (B) erfahren in der Pore eine verminderte Bewegungsfreiheit. Der Wert der
Entropieiinderung nimmt dadurch einen von 0 verschiedenen, negativen Wert an. Die Molekiile eluieren
zwischen V, und V,. Grofle Molekiile (C), die nicht in die Pore diffundieren kénnen, erzeugen dadurch ¢inen
Zustand erhéhter Ordnung, einen Konzentrationsgradienten. Der Wert der Entropieiinderung ist deutlich kleiner

als 0. Sie verlassen die Trennsdule ohne Trennung bei V.

B. AS <O
K =05
Vig <V,

c \S << 0
.}

Va =V,
Abb. 2-4: Thermodvramisches Modell der SEC-Trennung. Elution von: A: vollstindig permeierenden
Molekiilen, B: teilweise ausgeschlossenen Molekiilen, C: volisténdig ausgeschlossenen Molekiilen.

Aus [Morr 1999].

Da es sich bei der SEC nicht um eine absolute (wie etwa der SLS), sondern um eine relative
GroBenbestimmungsmethode handelt, mull die verwendete Siule bzw. die Kombination mehrerer Siulen
zunichst mit geeigneten Standards kalibriert werden. Hiufig werden hierzu Polymerstandards verwendet. Sie
sollten cine schmale MolekiilgroBenverteilung (Dy < 1,2) besitzen und ihre Molmasse sollte durch eine
unabhiingige physikalische Methode (SLS, Viskosimetrie, u.a.) bestimmt worden sein.

Die Kalibrierkurve wird aus der Aufiragung des Logarithmus der Molmasse M, gegen das Retentionsvolumen
der Peakmaxima der einzelnen Standards erhalten. Eine sehr gute Beschreibung des Verlaufs der Kalibrierkurve

erreicht man durch Anpassung einer kubischen Gleichung der Form:

" Der Einsatz der Hochtemperatur-SEC dient lediglich dem Zweck, die Viskositit der mobilen Phase zu erhéhen bzw. polymere Analyten in
Ldosung zu halten.
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Gl 2-16 logM =a-V,” +b-V," +¢-V, +d
mit V, als Retentionsvolumen des Peakmaximums. Hiufig ist bereits cin lincarer Ansatz ausreichend. um den
Verlauf hinreichend exakt zu beschreiben. So werden in dieser Arbeit die Kalibriergeraden in folgender Form

angegeben:

Gl.2-17 logM =a-V, +b
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Abb. 2-5: Darstellung einer typischen SEC-Kalibriergeraden als logarithmische Aufiragung  des
Molekulargewichts verschiedener Polymerstandards gegen ihr Retentionsvolumen. Das totale
Permeationsvolumen V, ist die Summe aus dem Totvolumen V, der SEC-Apparatur und dem

Porenvolumen V,p des Packungsmaterials. Modifizierte Abbildung aus [Mor: 1999].

Die extrapolierte Molmasse bei dem Totvolumen V, wird mit M, bezeichnet und entspricht der AusschluBigrenze
der SEC-Siule. Analog wird mit M, die extrapolierte Molmasse definiert, welche formal der Permeationsgrenze

der SEC-Siule bei dem totalen Permeationsvolumen V, entspricht.

Wie bereits eingangs erwihnt ist das Trennkriterium einer SEC-Sidule nicht die Molmasse, sondern der
hydrodynamische Radius eines Analyten. Eine Ubertragung des Retentionsvolumens eines (Polymer-)Standards
mit gegebener Molmasse auf das Retentionsvolumen einer Probe (Kalibrierung) ist nur dann gerechtfertigt, wenn
beide dieselbe Konformation besitzen. Wihrend die Molmasse eines Polymermolekiils invariant ist, hiingt der

hydrodynamische Radius (hdufig) von den Umgebungs-/Trennbedingungen wie z. B. dem pH-Wert und der
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lonenstirke (IS) des Eluenten ab. Die nachfolgende Abbildung verdeutlicht schematisch die Abhingigkeit des

Verlaufs der Kalibriergeraden in Abhiingigkeit von der Form eines Molekdils.

log Molekulargewicht

Abb. 2-6: Schematischer Verlauf der SEC-Kalibrierkurven von verschieden geformten Molekiilen: A:
kugelfirmic (engl.: spherical). B: Zufallsknéuelung (engl.: random coil), C: stabférmig (engl.: rod-

like). Modifizierte Abbildung aus [MORr1 [999].

Bei gleicher Molmasse besitzt ein Molekiil mit stabformiger Konformation (C) einen grélleren
hydrodynamischen Radius ein als ein Molekiil mit der Konformation einer Zufallsknduelung (B) und eluiert
daher frither. Derart geformte Molekiile eluieren - bei gleicher Molmasse - wiederum frither als kugelférmige
Molekiile (A), die eine gegeniiber der Zufallskniiuelung kompaktere Konformation besitzen.

Zur Kalibrierung von wiBrigen SEC-Siulen fiir die HA-Analyse werden Polystyrolsulfonate (PSS) empfohlen
[BERDEN 1990]. Diese Polyelektrolyten besitzen bei einer 1S des Eluenten von 0,1 M eine vergleichbare
Konformation wie HA. Die aus der Kalibrierung ciner SEC-Apparatur mit PSS ermittelte Molmasse fiir Aldrich-
HA stimmt gut mit den Ergebnissen anderer Methoden (wie F’, VPO, Ultrazentrifugation, Kleinwinkelrontgen-
strahlbeugung) tiberein [CHIN 1991]. Gleichfalls fanden BECKETT et al. einen identischen linearen Zusammen-
hang aus der Auftragung des aus SF'-Analysen erhaltenen Logarithmus des Diffusionskoeffizienten (log D)
gegen den log M fur PSS-Standards und verschiedene HAs, deren Molmassen zuvor durch unabhingige
Methoden bestimmt worden waren [BECKETT 1987].

Die von den Herstellern zur Charakterisierung des Trennbereichs und der Ausschluligrenze ihrer SEC-Séulen fiir
wilrige Eluenten verwendeten Pullulane eignen sich hingegen nicht zur Kalibrierung von SEC-Séulen fur die
HA-Analytik. Diese durch Mikroorganismen aus Dextranbausteinen synthetisierten Polysaccharide zeichnen
sich durch einen streng linearen Aufbau aus. Andere Substanzen wie z. B. globulire Proteine fiihren generell zu
einem hoheren scheinbaren Wert der Molmasse von HA, wenn sie als Kalibrierstandards fiir HA-Proben
verwendet werden [CHIN 19917,

Die funktionellen Gruppen der PSS und HAs liegen - in Abhingigkeit vom pH-Wert - teilweise unprotoniert vor

und fithren zu negativen Ladungen. Ebenso triigt die Oberfliche des SEC-Fiillmaterials hiufig eine negative
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Ladung. Dadurch kommt es zwischen der stationdren Phase und dem Analyten zu elektrostatischen
Wechselwirkungen (lonenausschluleffekt)., die den Mechanismus der GroBenausschluichromatographie
iiberlagern. Auf diese Weise eluieren negativ geladene Molekiile infolge der AbstoBung frither, als es ihrem
hydrodynamischen Radius entspricht. Durch die Verwendung eines Eluenten mit einer hohen IS kénnen
derartige Wechselwirkungen, die zu einem nicht-idealen Verhalten in der GroBenausschlufmethode fithren,
weitgehend unterdriickt werden. Auf der anderen Seite kommt es — gerade bei der Verwendung eines
Siulenfiillmaterials mit einem Polymergrundgeriist — bei Erhohung der IS des Eluenten verstirkt zu
Adsorptionseffekten zwischen dem Analyten und dem Siulenmaterial. Dadurch verursacht resultieren fiir einige
Analyten Elutionsvolumina, die gréfer als das totale Permeationsvolumen sind. Besonders hydrophobe
(anionische) Polymere wie PSS neigen zu derartigen Adsorptionseffekten. Zur Unterdriickung des
Adsorptionseffektes werden dem salzhaltigen Eluenten deshalb bis zu 20 Vol% eines organischen Losemittels
(Acetonitril oder Methanol) zugesetzt [WU 1995]. PSS-Standards mit geringerem M, sind - bei gleicher IS des
Eluenten - stirker von diesem Etfekt betroften als hochmolekulare PSS-Standards [MOR1 1989].

Neben der Kompensierung von lonenausschlufleffekten bei einer SEC-Analyse kann eine hohe IS des Eluenten
bei der Analyse auch zu einer Konformationsdnderung des Analyten selbst fithren, wie dies bereits in Kap. 2.2
beschrieben worden ist. Unter diesem Aspekt sollten bei einem Vergleich der Molmassen von HAs in der
Literatur immer die IS und der pH-Wert des Eluenten (sowie der Probe) beriicksichtigt werden. Dies erschwert

einen Vergleich von Literatur-Ergebnissen, die bei unterschiedlichen Parametern gemessen wurden.

Weiterhin sollte - wenn méglich - die IS der Probe der des SEC-Eluenten angepalit werden, um Artefakte bei der
SEC-Analyse zu vermeiden. So fanden CHIN und GSCHWEND bei der Analyse einer Aldrich-HA-Lésung mit der
IS von 0.6 M (NaCl) unter Verwendung eines Eluenten mit der IS von 0,03 M zwei deutlich getrennte Peaks;
einen breiten Peak bei einem niedrigen Retentionsvolumen des Trennbereichs und einen schmalen Peak in der
Nihe des totalen Permeationsvolumens [CHIN 1991]. Die emncute Injektion des im letzten Peak eluierenden
Probematerials zeigt wiederum zwei Peaks, die in ihrer Breite und Lage den beiden vorstehend beschriebenen
gleichen. Die Autoren schluifolgerten daraus, daB es sich um die gleiche ,Substanz™ und nicht um zwei
unterschiedliche Fraktionen der Aldrich-HA-Probe handelt. Als Erkldarung dieses Effektes wird der folgende
Mechanismus betrachtet: Bei einem entsprechend groBen Probenvolumen dndert sich die Salzkonzentration im
Inneren dieses auf die Sidule aufgegebenen Volumens kaum, so dall eine Art Salzfront durch die SEC-Siule
wandert. Zu Beginn der SEC-Analyse wandert ein (grofier) Teil der HA-Probe aufgrund seiner hohen Molmasse
schneller als die niedermolekulare Salztracht durch die Sidule und unterliegt einer ,,normalen” SEC-Trennung.
Ein (kleinerer) Teil der HA-Probe wird jedoch hinter dem Salzpeak ,gefangen™, der eine effektive Barriere
bildet, die die hohermolekularen HA-Molekiile nicht passieren kénnen. Dieser Teil der HA-Probe unterliegt
somit keiner SEC-Trennung und eluiert bei einem Volumen, daff geringfiigig grofer als das totale
Permeationsvolumen der Siule ist. Nach dem Auffangen und einer erncuten Injektion dieses vermeintlich
niedermolekularen Probenanteils resultiert wiederum eine bimodale Peakverteilung mit einem zusitzlichen Peak
im hohermolekularen Bereich des Chromatogramms [CHIN 1991]. Andererseits kdnnen Unterschiede in der IS
von Probe und Eluent zur detaillierteren Analyse von NOM-Anteilen genutzt werden, wie SPECHT und FRIMMEL
zeigen [SPECHT 2000]. Die Adsorption von verschiedenen Einzelsubstanzen wie Alkoholen, Monocarbonsiuren
und Monoaromaten mit mehreren funktionellen Gruppen an die Sdulenmatrix fithrte zu einem

Retentionsvolumen, das groBer als das totale Permeationsvolumen ist. Die untersuchten Alkohole und
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Monocarbonsiiuren zeigen ein unterschiedliches Verhalten fiir eine in der IS an den Eluenten nicht angepalite
bzw. eine angepalite Probenlosung. In Verbindung mit der Vielzahl der verwendeten Detektoren (UV-,
Leitfiihigkeits- und DOC-Detektor) konnten so Riickschliisse auf” die nach dem totalen Permeationsvolumen
¢luierenden NOM-Anteile und deren funktionelle Gruppen gezogen werden [SPECHT 2000].

Gleichzeitig konnte gezeigt werden, daB sich die von CHIN gefundenen Doppelpeaks der HA-Probe durch eine
Reduzierung des Probenvolumens eliminieren lassen, da aufgrund des geringeren Volumens e¢ine stirkere
Durchmischung des Probenvolumens mit dem Eluenten erfolgt [SPECHT 2000]. Dabei sollte man zwischen den
Bezeichnungen .salt boundary effect” und ,salt-peak™ streng unterscheiden. Der erste Effekt resultiert aus den
zuvor beschricbenen Wechselwirkungen von Probenldsung und Eluent mit unterschiedlicher IS in Anwesenheit
einer (HA-)Probe [DE NOBILI 1999]. Ein ,Salzpeak™ wird z. B. bet UV-Detektion auch dann erhalten, wenn die
injizierte Losung eine andere [S als der Eluent besitzt, ansonsten aber frei von weiteren Bestandteilen (wie z. B.
HA) ist. Da der (positive bzw. negative) Peak wahrscheinlich durch die UV-aktiven Anionen des Elektrolyten
verursacht wird, kann er unabhingig davon. ob die IS der Probe hiher oder niedriger als die des Eluenten ist,
aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkungen mit der stationdren Phase immer vor dem totalen

Permeationsvolumen der SEC-Siule beobachtet werden [PERMINOVA 1999].

Das Auftreten von Peaks oberhalb des totalen Permeationsvolumens war einer der Kritikpunkte, der von
PERMINOVA an den experimentellen Ergebnissen von PICCOLO et al. und den daraus abgeleiteten Interpretationen
angefithrt wurde [PERMINOVA 1999]. PICCOLO et al. fithrten Experimente an HA-Proben unter Verwendung einer
Niederdruck-SEC-Siule [PrecoLo 1996A. PICccoLo 1996B] und spiter auch mit einer hoherauflésenden HPSEC-
Siule durch [PiccoLo 1999]. Unter Verwendung eines 0,02 M bzw. 0,1 M Borat-Putfers (pH 9.2) erhielten sie
tfir eine HA-Probe in Abhingigkeit vom pH-Wert der injizierten ProbelSsung unterschiedliche
Chromatogramme. Mit zunehmendem Zusatz von organischen Sduren (und damit abnehmendem pH-Wert) zu
der zunichst basischen HA-Ausgangslosung (pH 11.8) und nachfolgender SEC-Analyse wurde eine
Verschiebung des Hauptpeaks vom Ausschlulivolumen zum totalen Permeationsvolumen beobachtet. Eine
Reduzierung des pH-Wertes der Probelésung durch den Zusatz von Mineralsiuren bewirkte hingegen keine
deratige Anderung der Retentionszeit des HA-Peaks. PICCOLO et al. fiihren dies auf eine HA-Struktur zurtick, bei
der HAs nicht aus einer Verteilung von unterschiedlich grofien Polymermolekiilen, sondern vielmehr aus sehr
viel kleineren Einheiten bestehen. Diese lagern sich durch hydrophobe Wechselwirkungen zu gréfleren
Agglomeraten zusammen [PICCOLO 1996A]. Damit entspricht dieses HA-Modell im Kernpunkt dem in der
Einleitung dargestellten Mizellen-Modell von WERSHAW [1999].

An dem von PICCOLO et al. propagierten HA-Modell, das sie zuniichst allein auf Basis ihrer experimentellen
SEC-Ergebnisse entwickelt haben [PICCOLO 19964, PIccoLo 1996B], wurde vielfach Kritik gedufert.

Einen - auch von PicCOLO et al. beschriebenen - Peak nahe dem totalen Permeationsvolumen fithren andere
Autoren auf einen Salzpeak zuriick, der durch die hohe IS der Probelésung verursacht wird [PERMINOVA 1999,
VARGA 2000].

Die bei Zugabe von organischen Siuren beobachtete Peakverschiebung (im Gegensatz zur Zugabe von
Mineralsiuren) kann auch auf lokale pH-Effekte innerhalb der SEC-Sdule zurtickzufiihren sein [PERMINOVA
1999, DE NOBILI 1999, VARGA 2000]. Das Auftreten eines Peaks beim AusschluBvolumen der SEC-Sdule

kénnte auch durch den von SCHMITT-KOPPLIN et al. beschriebenen Effekt erkliart werden, wonach bei
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Anwendung von Borat-Puffern und basischen pH-Werten hochmolekulare Agglomerate von Borationen und
HA-Anteilen gebildet werden [SCHMITT-KOPPLIN 1998].

Spiiter haben PiccoLo et al. ihre SEC-Experimente methodisch variiert. Ebenso wie die Senkung des pH-Wertes
der Probeldsung fiithrt auch der Zusatz von Methanol, HCI bzw. Essigsiure zu einer 0,05 M NaNO;—Losung (pH
7,01) als Eluent zu einer deutlichen Verinderung der Molmassenverteilung und einer Reduzierung der
gewichtsgemittelten Molmasse M,, einer HA-Probe gegeniiber dem unmodifizierten Eluenten [CONTE 1999].
Aufgrund der geringen zugesetzten Substanzmenge wird die IS des Eluenten kaum beeinflufit. Ebenso konnte
durch den Zusatz der oben genannten Substanzen zum Eluenten keine Anderung des Elutionsverhaltens von
Polysachariden und Polystyrolsulfonaten - im Unterschied zu den HA-Proben - beobachtet werden [PiccoLo
2001]). Als Erklarung fiir thre Ergebnisse fihren CONTE und PiccoLo das Zerreiflien von schwachen
hydrophoben Bindungen an. Die HA solle sich somit mehr wie ein (aus kleineren Einheiten agglomeriertes)
Supramolekiil als ein ,echtes® makromolekulares Polymer verhalten [CONTE 1999].

Eine Erh6hung der Molmassen fiir verschiedene HAs fanden PICCOLO et al. nach Durchfilhrung einer durch
Meerrettichperoxidase Kkatalysierten Oxidationsreaktion und nachfolgender SEC-Analyse. Der Zusatz von
Essigsdure vor einer SEC-Analyse fiihrt bei dem Reaktionsprodukt nicht zu der fir unbehandelte HAs
beobachteten Veridnderung des Retentionsvolumens. Dieser Befund wird auf eine - durch die enzymatische
Reaktion hervorgerufene - Umwandlung der supramolekularen HA-Struktur (mit durch hydrophobe
Wechselwirkungen nur lose gebundenen Bestandteilen) in eine Polymerstruktur mit kovalenten Bindungen
zuriickgefithrt [P1CCOLO 2000].

Wie oben gezeigt, wurde den von PICcCOLO et al. gezogenen Schluifolgerungen von anderen Forschergruppen
teilweise heftig widersprochen. Einer der wichtigsten Kritikpunkte war dabei, daf} lediglich SEC-Analysen zur
Beweisflihrung herangezogen und die Resultate mit keiner anderen, unabhingigen Methode tiberpriift wurden
[PERMINOVA 1999]. Eine solche unabhingige Methode wiire z. B. die AF*. Die Hypothesen von PICCOLO et al.
und die sich darauf beziehende kritische Diskussion in der Fachliteratur gehen weit iiber den Rahmen einer rein
experimentellen oder methodischen Fragestellung hinaus. Sie besitzen grundsitzliche Bedeutung fiir unser Bild
tiber den Aufbau von Huminstoffen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher Vergleichsuntersuchungen unter Anwendung der SEC- wie auch der

AF*-Technik auf jeweils identische HA-Probelosungen durchgefiihrt werden.

2.3.2 Einfithrung in die Asymmetrische FluBi-FeldfluBfraktionierung (AFY)

Die Asymmetrische Flufi-Feldflufifraktionierung (AFY) gehort zur Familie der Feldfluffraktionierungen (F*).
Ihnen allen gemeinsam ist, daff die Trennung von Analytgemischen durch ein Kraftfeld hervorgerufen wird,
welches senkrecht zu einem axialen, parabolischen Strémungsprofil wirksam ist. Wihrend das angelegte
Kraftfeld dafiir verantwortlich ist, dal verschiedene Analytfraktionen einen unterschiedlichen Abstand zur
Anreicherungswand des Trennkanals einnehmen, werden diese verschiedenen Fraktionen aufgrund des
parabolischen Stromungsprofils unterschiedlich schnell durch den Trennkanal transportiert. Die Auswahl der
optimalen FeldfluBfraktionierungsmethode und damit die Art des verwendeten Kraftfeldes richtet sich nach den

physikalisch-chemischen Eigenschaften des Analytgemisches.
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Fiir die GroBenanalyse von Kolloiden und Makromolekiilen werden vor allem die Sedimentations- und die Fluli-
F'-Subtechnik eingesetzt. Bei der Sedimentations-F' bewirken Unterschiede in der Teilchenmasse und -dichte
cine Separierung der Fraktionen. Der variierbare Trennparameter ist dabei die Rotationsgeschwindigkeit des
kreistormig gebogenen Trennkanals. Fiir Teilchen mit einer Molmasse von < 107 g:mol” reicht jedoch die
Zentrifugalkraft nicht aus, um eine Trennung zu bewirken. Daher ist diese Methode auf hochmolekulare

Substanzen und Kolloide beschriinkt.

Durchmesser [m]

106 10w 10 107 10hum 10° 107

[ Ultrafiltration ]

Sedimentations-F3
Zentrifugation
Kapillarelektrophorese

T T T T T T T
100 108 108 10° 102 108 10
Molekulargewicht [Dalton]

Abb. 2-7: Darstellung der unterschiedlichen Griflentrennbereiche verschiedener Chromatographie- und

Fraktionierungstechniken.

Die Flul-F* besitzt mit einem Fliissigkeitsstrom quer zur axialen Flubrichtung des Kanalflusses ein Kraftfeld,
welches Molekille nach ihrem hydrodynamischen Radius trennt. Sie besitzt von allen F'-Techniken den
weitesten Trennbereich. Dieser reicht von Makromolekiilen iiber Bakterien bis hin zu Blutzellen. Die untere
Grenze der analysierbaren TeilchengroBen wird dabei durch die Verfiigbarkeit von Ultrafiltrationsmembranen
(UF-Membranen) mit geniigend kleinen Porendurchmessern gebildet. Analytmolekiile, die einen kleineren
hydrodynamischen Radius als die (effektive) Porenweite der Membran besitzen, verlassen den Trennkanal durch
die UF-Membran und kénnen so am Detektorausgang des Trennkanals nicht detektiert werden. Die vom
Hersteller der Membran angegebene Ausschlufigrenze (Cut-off der Membran) wird zumeist durch die Analyse
von Proteinstandards ermittelt und kann nicht direkt auf HA ibertragen werden. Hier findet man - in
Abhingigkeit vom verwendeten Eluenten - hdufig niedrigere Ausschlufigrenzen.

Im Folgenden soll auf die in dieser Arbeit verwendete und noch relativ junge Methode unter den F'-Techniken
eingegangen werden: die Asymmetrische Fluf-Feldflufifraktionierung (AFY), Sie stellt eine Weiterentwicklung
der Symmetrischen Fluf-Feldflufifraktionierung (SF*) dar. Darin begriinden sich die Gemeinsamkeiten in den
grundlegenden Trennmechanismen und die Anwendbarkeit der fiir die SF* entwickelten Gleichungen auch fiir
die AF', aber auch einige Unterschiede. Die AF' zeichnet sich zuniichst gegeniiber der SF' durch einen

vereinfachten Autbau aus:
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Probeninjektion Kanalauslass
1 Kanal Spacer-Folie

| : ;

Deckplatte

. Tragerplatte
f Sammler s

’
Abstandshalter
Abb. 2-8: Schematische Darstellung des AF'-Trennkanals von ConSenxus (Quelle: http.://www.consenxus.de).

Die AF*-Apparatur besteht aus einer (Metall-)Fritte. auf die die UF-Membran aufgelegt wird. Damit diese
Membran auch im Druckbereich einer AF*-Anlage von bis zu 30 bar formstabil bleibt, ist sie auf eine porise
Polymer-Matrix (z. B. aus Polypropylen) aufgebracht. Auf diese UF-Membran wird eine Spacer-Folie (z. B. aus
Teflon) aufgelegt. Sie gibt die Kanalfliche und die Kanaldicke (w) vor. Da die UF-Membran kompressibel ist
und je nach gewihltem Eluenten unterschiedlich stark quillt, entspricht die Kanaldicke nicht exakt der Stirke der
verwendeten Spacer-Folie, sondern ist etwas geringer. Die Kanaldicke spielt aber bei der Ermittlung der
physikalisch-chemischen Parameter eines Analyten eine entscheidende Rolle und mufl daher experimentell
moglichst genau bestimmt werden. Darauf soll an spiterer Stelle genauer eingegangen werden.

Auf die Spacer-Folie wird ein Deckel aus Plexiglas (oder fiir organische Eluenten aus Glas) aufgelegt. Dieser
Deckel dichtet den Kanal nach oben hin ab. In ihn sind drei Kapillaren eingeschraubt: Eine EinlafBkapillare fiir
den Kanal- und Querflul}, eine Probenaufgabekapillare und eine Ausgangskapillare. Durch die Verwendung
eines transparenten Deckels kénnen bei Anwendung von gefirbten Probensubstanzen die FlieBwege des

Eluenten in Bezug auf Gleichformigkeit der Stromungswege und Totvolumina gut kontrolliert werden. Der
Quertlul} (Crossflow, \.f'.“ ) wird unterhalb der Metallfritte im Sammler gesammelt und iiber eine Kapillare zu

einer Mef- und Regeleinheit (LiquiFlow) geleitet. Diese mifit und regelt die DurchfluBrate des Querflusses

entsprechend den durch die Software vorgegebenen Werten.

Der zum Aufbau eines Kraftfeldes notwendige QuerfluB wird bei der AF* durch einen Teil des in den Kanal
eingeleiteten Flusses (V,, ) erzeugt. Im Gegensatz zu cinem SF*-System. bei dem Kanal- und Querfluf} durch
zwei unabhingige Pumpen erzeugt werden, bricht bei einem AF'-System bei Abschalten des Kanalflusses auch
das Kraftfeld zusammen. Daher ist hier eine andere Probenaufgabemethode notwendig: Die Probe wird iiber ein
Injektionsventil mittels einer zweiten Pumpe in den Kanal beférdert. Um die Probe moglichst als schmale

Startbande fiir eine nachfolgende Analyse im Trennkanal zu plazieren, wird bei der AF* die sogenannte
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Injektion-Relaxation-Elution-Methode angewendet. Das Prinzip wird durch die folgende Abbildung

veranschaulicht:

Probenaufgabe/ Fokussierung u:';’
1 Kanaldeckel
e e e el s
Memb
' I R B O Metalfrte

= M I )

Abb. 2-9: Darstellung der beiden Schritte einer AF'-Trennung. Wéhrend der Probenaufzabe wird die Probe
mittels einer Injektionspumpe in den separaten, vom Eluenteneinlafi kanalabwdrts positionierten
Proheneinlafi gepumpt. Der Fluf der Kanalpumpe tritt dabei sowohl am Eingang, als auch am
Ausgang in den Kanal ein, die Fliisse treffen am Fokussierpunkt aufeinander und verlassen den
Kanal durch die Membran am Boden, Durch Umlegen eines Mehrpositionsventils vor der Elution
wird die Strémungsrichtung des Kanalflusses so gedndert, daff der Fliissigkeitsstrom die Probe vom

Eingang zum Ausgang transportiert und diese durch den Querfluf} eine Auftrennung erfahr.

Wihrend der Zeit der Probenaufgabe wird durch ein Mehrpositionsventil der FluBweg der Kanalpumpe so
geschaltet, dafi der Flissigkeitsstrom sowohl am Kanaleingang als auch am -ausgang in den Kanal eintritt. Die
Volumenstrome werden dabei durch ein Nadelventil so eingestellt. dafl die beiden Stréme ca. 5 mm
kanalabwiirts vom ProbeneinlaB aufeinander treffen (Fokussierpunkt). In dieser Zeit kann der Eluent durch die
Membran in den Kanalboden austreten. Aufgrund dieser Aufgabetechnik ist es bei der AF*-Methode mdglich,
gering konzentrierte Proben (z. B. natiirliche Wisser) direkt im Trennkanal aufzukonzentrieren und anschliefiend
7u analysieren. Weitere Vorteile des getrennten Probeneinlasses sind, daB FluBungleichmifligkeiten im
dreieckigen Kanalanfang vermieden werden und sich dort keine Probe ansammelt [GIDDINGS 1986A, WILLIAMS
1986]. Nach Abschalten der Injektionspumpe kann der erzeugte ,Injektionsfleck™ durch cine entsprechend
gewihlte (Nach-)Fokussierzeit weiter in seiner rdumlichen Ausdehnung reduziert werden. Dies hat bei der
anschliefenden Analyse eine verringerte Peakbreite zur Folge.

Im Gegensatz zur SF* befinden sich die Analytfraktionen wihrend der Injektions- und Fokussierungsphase des
AF*-Systems nicht in dem Abstand zur Anreicherungswand, den sie unter den Elutionsbedingungen einnehmen.
Wihrend die Probe beim Einspiilen in den Kanal durch die gegeneinander gerichteten Fliissigkeitsstrome an die
Position des Fokussierpunktes befordert wird, werden alle Analytfraktionen durch das Kraftfeld in Richtung
Anreicherungswand gezwungen und befinden sich so in einem genngeren Abstand zu dieser, als es dem

Gleichgewicht zwischen Kraftfeld und entgegengerichteter Diffusion in der Elutionsphase entspricht.
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Nach Umschalten des Mehrpositionsventils auf Elution stellt sich aber innerhalb sehr kurzer Zeit das
Gleichgewicht zwischen dem - durch den Querflul} erzeugten - Kraftfeld in Richtung auf die Anreicherungswand
und der - durch den entstehenden Konzentrationsgradienten bedingten - Diffusion in entgegengesetzter Richtung
¢in [GIDDINGS 1986B]. Molekiile bzw. Teilchen mit kleinem hydrodynamischen Durchmesser besitzen einen
héheren Diffusionskoeffizienten als grofle Molekiile und diffundieren daher weiter von der Anreicherungswand
weg in Richtung auf die Kanalmitte. LITZEN et al. konnten zeigen, dafi die Effektivitit der Trennung nicht
abnimmt, wenn die QuerfluBrate wiihrend der Injektions-/Fokussierphase von der der Elutionsphase abweicht
[Lrtzex 1991]. Eine niedrige FluBrate wihrend der Injektions-/Fokussierphase, sowie der leicht vom
Probeneinla  kanalabwirts gelegene Fokussierpunkt vermindern die Gefahr der Adsorption wvon

Probenbestandteilen an die Anreicherungswand withrend dieser Zeit.

Die AF'-Methode weist zwar eine geringere theoretische Trennstufenzahl (N ca. 1500) [TANK 1995] als die
SEC-Methode auf (N ca. 9000 bei einer 30 cm langen SEC-Siule), dennoch besitzt sie gegeniiber der SEC einige
wesentliche Vorteile:

e Durch das variable Kraftfeld kann diec Methode verschiedenen Proben mit unterschiedlichen
Grolienverteilungen sehr schnell angepalit werden.

e Unter Verwendung der Gradientenelution kénnen innerhalb kurzer Analysenliufe Proben untersucht
werden, die neben Probenanteilen mit kleinen hydrodynamischen Radien auch Fraktionen mit sehr grofien
Radien enthalten.

e Die geringeren Scherkriifte innerhalb des offenen Kanals fithren nicht zu dem aus der SEC bekannten
Auseinanderreifien von empfindlichen Analytmolekiilen.

e Bei Kenntnis der Kanaldicke w konnen die Diffusionskoetfizienten der Analyten ohne vorherige
Kalibrierung direkt erhalten werden.

e Aufgrund der deutlich geringeren Membranobertliche (ca. 36 em’) gegeniiber der Oberfliiche des pordsen

Siulenfiillmaterials einer SEC-Siule sollten Adsorptionseffekte in viel geringerem Mafle auftreten.

2.3.3 Darstellung der Gleichungen zur Beschreibung der FluB-F*

Wiihrend der Elutionsphase der Fluf-F® wirkt auf die Analytmolekiile eine durch das angelegte Feld verursachte
Kraft F, die sic mit der Geschwindigkeit U, in (transversaler) x-Richtung auf die Anreicherungswand bei x = 0
zu bewegt. Dadurch reichern sich die Molekiile in der Nahe der Anreicherungswand an.

Die erhéhte Konzentration in diesem Bereich erzeugt eine diffusive, dem Kraftfeld entgegengerichtete
Bewegung der Molekiile. Der Nettoflu3 der Molekiilgesamtheit in x-Richtung (J,) ist durch das 1. Fick’sche

Gesetz gegeben:

de(x)
Gl. 2-18 J,=U, e(x)-D-
dx
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Feldachse
paraboliscf}es FluRprofil l

Anreicherungswand

Abb. 2-10: Schematische Darstellung des exponentiellen Konzentrations- und des parabolischen Flufiprofils im

AF*-Trennkanal.

Da das Kraftfeld im Fall der AF* durch cinen Teil des Kanaleingangsflusses erzeugt wird, ist das parabolische
Stromungsprofil zur Anreicherungswand hin verschoben. Dariiber hinaus ist die Querfluigeschwindigkeit in x-
Richtung (U,) im Fall eines AF'-Kanals nicht konstant, sondern ecine Funktion des Abstandes zur

Anreicherungswand (U, = f(x)):

Gl 2-19 U‘=U(,-{I—%+

Dabei stellt Uy die Geschwindigkeit in x-Richtung iiber der Anreicherungswand und w die Kanaldicke dar. Der
Term in Klammern ist charakteristisch fiir einen AF*-Kanal. Er kann jedoch fir x/w < 0,1 in guter Niherung
unberticksichtigt bletben, so daf} gilt: U, = U, = konstant [WAHLUND 1987].

Im Zustand des dynamischen Gleichgewichts, also wenn der Nettofluf} J, = 0 ist, gilt somit:

de(x)
Gl. 2-20 U, -e(x)=D-
dx
Die Integration der vorstehenden Gleichung fiihrt zu:
x:-U,
Gl 2-21 c(x)=cy -exp|
D )

Die Konzentration einer Analytfraktion in x-Richtung (c(x)) nimmt also exponentiell mit zunchmendem x ab.
Die Konzentration ¢, entspricht der Konzentration an der Anreicherungswand bei x = 0. Wenn x als positiver
Wert definiert wird, dann besitzt U, immer einen negativen Wert und die vorstehende Gleichung kann wie folgt

geschrieben werden:
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Der mittlere massegewichtete Abstand einer Analytzone soll mit | bezeichnet werden, d. h., die Hilfte der
Gesamtanalytmasse hegt zwischen x = 0 und x = | bzw. der andere Teil zwischen x = 1 und x = w. Der exakte

Ausdruck fiir |

J.x-c(x)-dx
Gl. 2-23 =2
'[c(x) dx

kann unter Randbedingungen'' durch einen einfacheren Ausdruck ersetzt werden. Das Verhilmis der
thermischen Energie (k-T) zur Kraft F, die auf ein Ensemble gleicher Molekiile wirkt, wird ebenfalls durch 1

beschrieben:

k-T
Gl. 2-24 l=——
F

Zwischen der Kraft F und der Geschwindigkeit !U ‘| besteht folgender Zusammenhang:
F

Gl 2-25 IU‘| =
P

Hierbei ist  der Reibungskoeffizient des Analyten und wird durch die Nernst-Einstein-Gleichung definiert:

kT
Gl 2-26 i
D
Fiir | ergibt sich daraus der Zusammenhang:
k-T D
Gl. 2-27 = =
Foouy
Eingesetzt in Gl. 2-22 ergibt sich:
X
Gl. 2-28 c(x)=¢ 'GXP[“J
|

' Randbedingungen:
1) Das Feld ist in x-Richtung konstant und das Konzentrationsprofil besitzt die durch Gl. 2-28 gegebene exponentielle Form.
2) | geht gegen 0 (1 — 0).
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Der daraus resultierende Konzentrationsverlauf ist fiic zwei Analytfraktionen mit |} und I, in Abb. 2-11

dargestellt.

05

x/lw

=l iw=015

025 | =1/ w=0,05

0 0.25 0.5 0,75 1
normierte Konzentration

Abb. 2-11: Darstellung der exponentiellen Konzentrationsverldiufe zweier Analvifraktionen mit Ay = (0,03 und A;
= 0,15 in Abhdngigkeit vom normierten Abstand (x/w) von der Anreicherimgswand. Die gestrichelre

Linie giht jeweils den Masseschwerpunkt der Analvizone mit dem Abstand A, von der

Anreicherungswand an.

Der Abstand | wird iiblicherweise als dimensionslose Grilie

Gl. 2-29 A=—

angegeben und A als Retentionsparameter bezeichnet. Dieser besitzt in der F-Theorie eine zentrale Bedeutung.

% ist immer positiv und ein Indikator fiir den Grad der Zonenkompression, verkniipft dartiber hinaus aber auch
das Konzentrationsprofil mit fundamentalen physikalisch-chemischen Parametern des Analyten. Aus Gl. 2-27
und Gl. 2-29 folgt:

k-T D
Gl. 2-30 Ae— =
F-w [U_‘I-w

D. h., je groBer die Kraft F ist, die auf das Teilchen wirkt (QuerfluB3), desto schmaler wird die Analytzone iiber
der Anreicherungswand.
Der Parameter & stellt somit die Briicke zwischen der Theorie und dem Experiment dar [SCHURE 2000].

Die FlieBgeschwindigkeit |UK errechnet sich im Falle eines FluB-F*-Systems nach:
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v
Gl. 231 U |=—=

Hierin ist V, die Querflufrate in (em™min’'), A die Oberfliche der Anreicherungswand in (cm®) und V" das
geometrischen Volumen des Kanals in (cm’) mit V' = A-w.

Daraus ergibt sich fiir 1'%

Der Zusammenhang zwischen & und dem hydrodynamischen Durchmesser (dpyg) eines Analytmolekiils ist durch

das Gesetz von Stokes fiir den Reibungskoeffizienten (f = 3-m-1-d;,4) gegeben:

keT-v!
Gl. 2-33 p——
3‘75"1’\"« 'W-'dhyd

Bislang wurde eine Aufteilung einer polydispersen Probe im FluB-F'-Kanal in verschiedene Analytzonen mit
einem jeweiligen Abstand || von der Anreicherungsmembran lediglich als Folge unterschiedlicher
Diffusionskoeftizienten (Dj) bzw. hydrodynamischer Durchmesser (d;yq,) betrachtet.

Bei Elution der verschiedenen Analytzonen aus dem AF'-Kanal mit gleicher FlieBgeschwindigkeit in axialer,
d. h. in z-Richtung wiirde so keine Auftrennung in die verschiedenen Grifenfraktionen erhalten werden. Da der
axiale FluB aber bei allen F*-Systemen ein parabolisches Stromungsprofil besitzt, werden die Analytfraktionen -
je nach ihrem mittleren Abstand |; von der Anreicherungswand - unterschiedlich schnell entlang der z-Richtung
durch den Trennkanal transportiert.

Da die Breite des Kanals (b) deutlich gréBer ist als seine Hohe w kann folgendes Modell fur den AF*-Kanal
verwendet werden: Dieser besteht aus zwei unendlich langen parallelen Platten. Die einzelnen . Schichten™ des
Eluenten bewegen sich zwischen diesen Platten mit dem Abstand w in Abhingigkeit von x mit unterschiedlicher
Geschwindigkeit v(x). Eine ausfithrliche Herleitung der Gleichungen wurde z. B. von SCHURE [2000] dargestellt.
Hier soll nur die daraus resultierende Gleichung dargestellt werden, die zum Verstindnis der Trennung der

Analytfraktionen notwendig ist:
X 4
Gl. 2-34 VixX)=b6<v>| ——| —

Darin ist <v> die mittlere Geschwindigkeit aller Schichten, also die makroskopische Geschwindigkeit des

Eluenten. Die mittlere Geschwindigkeit betrdgt dabei 2/3 der maximalen Geschwindigkeit v, (bei x = w/2).

" Dieser Term fiir & ist spezifisch fir die FluB-F', Im Fall der Sedimentations-, elcktrischen oder thermischen F'-Subtechnik enthilt der
Ausdruck fiir 2 andere, fiir diese Methoden spezifische physikalisch-chemische Parameler.
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Entscheidend fiir die Trennung in einem AF'-Kanal ist nun die Verkniiptung der Analytkonzentration entlang x
(e(x)) mit der Geschwindigkeit der einzelnen Analytfraktionen in der Hoéhe x (v(x)). Die mittlere
Geschwindigkeit einer Analytzone (vy,,.) ist definiert durch das gemittelte Produkt der Analytkonzentration und

der Geschwindigkeit entlang x dividiert durch die mittlere Konzentration in x-Richtung :

Gl.23 <e(x)-vix)>

wn

Vzone =
<¢(x)>

Fithrt man ein Retentionsverhiltnis'™® R” ein, so erhilt man seinen Wert aus:

_ VZone

Gl. 2-36 R
<V >

Die Grolle <v> wurde bereits als die mittlere Geschwindigkeit aller Schichten (makroskopische Geschwindigkeit
des Eluenten) definiert und ergibt sich aus dem Kehrwert der Elutionszeit eines nicht retardierten Analyten (t)).
Analog kann vz, aus dem Kehrwert der Elutionszeit eines (infolge des einwirkenden Kraftfeldes) retardierten

Analyten (t,) erhalten werden.

t
Gl. 2-37 RF =1L

Die Verkniipfung der Gl. 2-28 und Gl. 2-29 fithrt zu:

[ X
Gl 2-38 o(x} =¢; ~exPL— ]
rew

Durch Integration der Konzentrationsverteilung gemill Gl. 2-38 und anschlielende Multiplikation mit dem
Geschwindigkeitsprofil nach Gl. 2-34 erhiilt man eine exakte analytische Losung fiir R":

y 1
Gl. 2-39 RF =6a cothL—J—D.
2

Dazu sind in der Literatur einige vereinfachte Gleichungen beschrieben, die eine Auflésung der Gleichung nach
X erleichtern. Die einfachste Form wird erhalten, wenn man sich alle Molekiile einer Analytfraktion nicht expo-

nentiell verteilt, sondern in einer sehr schmalen Schicht tiber der Anreicherungswand vorstellt: also fiir & — 0:

Gl. 2-40 RF =61

" Das Retentionsverhiltnis R wird hier mit R" bezeichnet, um es von weiteren Parametern, die in dieser Arbeit mit R bezeichnet werden, zu
unterscheiden,
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Diese Gleichung weicht fiir R™ < 0,06 um weniger als 2 % und fiir R" < 0,15 um weniger als 5 % von der
exakten Losung ab.
Eine, gerade fiir gering retardierte Analyte wie Huminsduren, wichtige Vereinfachung stellt die Gleichung nach

[GIpDINGS 1977] dar:

Gl. 2-41 —_—=——

Diese Gleichung weicht fiir R < 0.2 um weniger als 4 % von der exakten Lésung ab. Daneben gibt es noch
weitere in der Literatur beschriebene Anniherungen an Gl 2-40, auf die hier nicht niher eingegangen werden
soll [z. B. SCHURE 2000].

Der Wert fiir R" kann aus den experimentellen Daten gewonnen werden. Daraus liBt sich nach obigen
Gleichungen der Wert fiir A berechnen. Entsprechend Gl. 2-32 bzw. Gl. 2-33 konnen daraus die physikalisch-

chemischen Parameter D bzw. dyq fiir jede Analytfraktion berechnet werden, wenn die AF'-Parameter w, V' und

V_‘ sowie t, bekannt sind.

2.4 Entwicklung und Einsatz eines Online-DOC-Detektors

Eine der Voraussetzungen fiir die Bestimmung eines Sorptionskoeffizienten von HOS an geldsten HSs (Kpoe)
besteht darin, dafl die Konzentration des DOC ermittelt werden kann. Im Fall von Offline-Mefimethoden erfolgt
dies durch die Analyse mittels eines DOC-Detektors oder im einfachsten Fall durch Bestimmung des DOC-
Gehalts aus der Einwaage und dem Kohlenstoffgehalt der HA. Bei einer Online-Analyse kénnte die DOC-
Konzentration im Eluentenstrom mittels eines Online-DOC-Detektors bestimmt werden. Derartige Detektoren
existierten aber zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit nur in wenigen Arbeitsgruppen durch Eigenbau
bzw. durch Modifizierung von kommerziellen Offline-TOC-Detektoren'*. Daher wird die DOC-Konzentration in
der chromatographischen HA-Analytik zumeist mit Hilfe anderer Detektortypen. vor allem UV-Detektoren,
bestimmt. Diese liefern ein vom Extinktionskoeffizienten und der Konzentration des Analyten abhiingiges
Signal, wobei man iiblicherweise davon ausgeht, dal der massenspezifische Extinktionskoeffizient iiber den
gesamten Substanzpeak konstant ist'’. Diese Annahme ist dann gerechtfertigt, wenn in diesem Peak nur
cinheitliche Molekiile oder verschieden groe Molekiile eines Polymers mit einer einheitlichen
Zusammensetzung aus (definierten) Monomereinheiten eluieren. Fiir den Fall eines heterogenen ,,Polymers™ wie
HA ist diese Annahme a priori nicht unbedingt giiltig. In der Literatur werden dazu unterschiedliche Ergebnisse

aufgefiihrt, auf die im Diskussionsteil niher eingegangen werden soll.

" Alle zu diesem Zeitpunkt als Online-DOC-Detektoren beworbenen Geriite stellten lediglich automatisierte Offline-DOC-Detektoren dar,
die eine Reihe von Batch-Analysen durch Verwendung eines Autosamplers nacheinander durchfthren konnen. Die dadurch erzielbare
Analysenlrequenz ist aber fiir eine chromatographische Online-Kopplung nicht ausreichend.

'* Auch bei einer delinierten Anderung des Extinktionskoeffizienten als Funktion der Elutionszeit wire eine Bestimmung der DOC-
Konzentration aus dem UV-Signal moglich, jedoch deutlich komplizierter.
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Zunichst soll an dieser Stelle auf die chemischen und technischen Grundlagen verschiedener Online-DOC-
Bestimmungsmethoden und im besonderen auf die hier angewandte Methode eingegangen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Kooperation mit dem Institut fiir Nicht-klassische Chemie (INC) an der
Universitit Leipzig ein DurchfluB-Detektor zur Bestimmung der DOC-Konzentrationen wiliriger Proben
entwickelt. Er basiert auf dem Prinzip der thermischen Oxidation des DOC durch Hochtemperaturverbrennung
im Sauerstoffstrom. Dabei kann die DOC-haltige Probe wahlweise diskontinuierlich mittels einer HPLC-Spritze
{iber einen septum-gedichteten Injektionskopf aufgegeben (Batchbetrieb) oder kontinuierlich  bzw.
diskontinuierlich durch einen Eluentenstrom aus einer HPLC-Pumpe iber ein Injektionsventil mit
Probenschleife in den Detektor befordert werden (Online-Modus). Dieser Anschlufiport kann auch fiir die
Kopplung mit einem chromatographischen System verwendet werden. Die Probe wird nach ihrer Aufgabe in
einem zweistufigen Prozell vollstindig zu CO, umgesetzt. Zuniichst findet im oberen Teil eines durch einen 2-
Zonenofen beheizten Reaktors eine Verbrennung des gelosten Kohlenstoffs bei typischerweise 780 °C statt.
AnschlieBend wird der Gasstrom iiber einen Pt-Katalysator geleitet, wo bei 700 °C unvollstindig oxidierter

Kohlenstoff (CO) vollstindig zu CO; umgesetzt wird'.

780°C
Gl. 2-42 DOC + 0, ———CO, +(CO)+H,0

| Pt—Kat. (700°C) |
Gl. 2-43 CO+;O-, *(.02

Der beim Verdampfen der Probe und durch die Oxidationsreaktion entstandene Wasserdampt wird in einem
zweistufigen Trocknungsproze dem CO--haltigen MeBgasstrom entzogen. Zunichst wird ein Groliteil des
Wassers mittels eines Intensivkiihlers auskondensiert. Der so vorgetrocknete Gasstrom wird anschlieflend in
einem Membrantrockner vollstindig von Wasser befreit. Die CO»-Konzentration im trockenen Gasstrom wird
nachfolgend mit der Methode der nicht-dispersiven Infrarotspektroskopie (NDIR) bestimmt.

Vom INC wurden bereits Vorarbeiten zur Optimierung der Reaktordimensionen (Linge, Breite. Durchmesser)
und des Reaktormaterials (Quarzglas bzw. Edelstahl) durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurden unterschiedliche
Methoden untersucht, den kontinuierlichen Fliissigkeits- und den O,-Strom zusammenzufiihren. Dabei erwies
sich die Aufgabe des Flissigkeitsstroms (iber eine diinne Quarzglaskapillare und die riumlich davon getrennte
Zufiihrung des O,-Gasstroms als die am besten geeignete Variante. Eine andere Variante, das Kapillare-in—
Kapillare-Prinzip, fithrte zu Problemen bei der praktischen Anwendung: In dem Fall, wo der O-Strom
mantelartig um den Fliissigkeitsstrahl, der aus der inneren Kapillare austrat, eingeleitet wurde, flhrte die
Verwendung von salzhaltigen Eluenten schnell zu einer Verstopfung des Kapillarausgangs der inneren Kapillare
infolge von Verkrustung. Bei der Zufithrung des Fliissigkeitsstrahls durch die duBere Kapillare bewirkte der aus
der inneren Kapillare austretende Sauerstoffstrom ein Verspritzen der Fliissigkeit. Dadurch wurden groBe Teile
der Probe an die auBerhalb des Ofens liegende. kiihlere Reaktorwand geschleudert.

Nach diesen grundlegenden Optimierungsschritten sollen im Folgenden die Verwendbarkeit des entwickelten

DOC-Detektors demonstriert und seine Eigenschaften umfassend charakterisiert werden.

" Nachfolgend soll die im Heizofen gemessene Temperatur (Sollwert) als Ofentemperatur bezeichnet werden. Die reale Temperatur in der
Verbrennungszone ist i.d.R. niedriger (Istwert) und soll vereinfachend als Verbrennungstemperatur bezeichnet werden. Die Angabe der
Temperatur in der katalytischen Nachverbrennungszone bezieht sich immer auf den Sollwert.
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Zunichst soll aber hier noch auf die Methoden weiterer. in der Literatur beschriebener Online-DOC-Detektoren
eingegangen werden. Der wahrscheinlich erste Online-DOC-Detektor ist seit jiingerer Zeit auch kommerziell
erhiltlich. Ein vom DOC-Labor Dr. Huber vertriebenes Modell verwendet einen Diinnfilmreaktor nach Grintzel
als Kernstiick der angebotenen SEC-UV/DOC-Komplettldsung [HUBER 2001]. Hierbei erfolgt die Oxidation des
DOC durch Sauerstoftspezies, die im Reaktor selbst durch photolytische Zersetzung von Wasser bei einer
Wellenlinge von 185 nm (UV-Lampe) erzeugt wird. Der Fliissigkeitsstrom wird dazu durch Lamellen auflen an
einem sich drehenden Quarzglasrohr (die UV-Lampe befindet sich innerhalb des Quarzglasrohres) als diinner
Film ausgestrichen und durch die Anordnung und Orientierung der Lamellen entlang der Lingsachse des
Quarzglasrohres durch den Detektor gefiihrt. Es wird kein zusiitzlicher Sauerstoff zugefiihrt. Die ablaufenden

Reaktionen lassen sich vereinfacht wie folgt formulieren:

uv
Gl. 2-44 H,0 ———> H-+0H-
Gl.2-45 DOC +OH- —— CO, +H,0

Nach der Umsetzung des DOC zu CO; erfolgt dessen Messung nach Strippung mit einem COs-freien Gasstrom
ebenfalls mittels der NDIR-Methode. Nach Vertreiberangaben ist die Oxidationsstirke dieses Verfahrens mit der
einer thermischen Oxidation vergleichbar, ohne mit deren Nachteilen. wie Temperatur- und
Druckschwankungen, behattet zu sein. Anorganische Kohlenstoffverbindungen (vor allem Carbonate) werden
bei diesem Detektor vorher durch Ansiduem des Flissigkeitsstroms mit einer HyPO,4-Losung (pH = 2) und
Strippen mit N> entfernt [HUBER 2001].

Ein weiterer Online-DOC-Detektor ist bei ULLMANN [2000] und HER [2002] beschrieben. Er basiert auf der
Modifizierung eines kommerziell erhiltlichen Offline-TOC-Detektors (Sievers TOC 800-Analysator, lonics-
Sievers Instruments). Bei diesem System erfolgt die Oxidation des DOC ebenfalls in wiliriger Losung. Neben
der photolytischen Zersetzung von Wasser (wie Dbereits oben beschrieben) wird bei hoheren
Kohlenstoffkonzentrationen (> 1 ppm) dazu eine weitere Hydroxylradikale erzeugende Reaktion ausgenutzt.
Dem Eluentenstrom wird eine Ammoniumpersulfat-Losung ((NH4),S,05) zudosiert. Das Persulfat reagiert unter

Einwirkung von UV-Licht entsprechend der nachfolgenden Gleichungen:

Gl. 2-46 g LB, 1 S
Gl. 2-47 SO, +H,0—— HSO, +OH:

Durch die so gebildeten Hydroxylradikale erfolgt eine vollstindige Oxidation des DOC zu CO,, welches
innerhalb des zuvor mit 6 M H;PO, angesiuerten Probenstroms (pH < 2) als Kohlensdure (H.CO;) vorliegt.
Diese zerfillt leicht in wiiBriges COayq, und H,O. Das COay,,, permeiert durch eine gasdurchlidssige Membran
(die laut Hersteller fiir [onen und organische Bestandteile undurchldssig ist) in eine vom Probenstrom getrennte
Kammer, die mit entionisiertem Wasser gefiillt ist. Hierin werden bei einem neutralen pH-Wert aus dem COg

HCO5 - und H10"-Tonen gebildet und das so aus dem DOC gebildete CO, schliellich mittels eines elektrischen
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Leitfihigkeitsdetektors bestimmt, Anorganische Kohlenstoffverbindungen werden ebenfalls vor der Oxidation
des DOC durch Ansiuern mit H;PO, und Anlegen von Unterdruck entfernt [SIEVERS 1999]. Entsteht aus der
Oxidationsreaktion zuviel CO, (oder andere Gase), so kann dies durch Gasblasenbildung an der
Membranoberfliche die Permeation behindern und so zu Minderbefunden fithren. Bei der Verwendung eines
NaCl-haltigen Eluenten (zur Optimierung der vorgeschalteten SEC-Trennung) fanden HER et al. einen
nachteiligen Effekt des NaCl. Die Autoren vermuten, dali bei hoherer NaCl-Konzentration das Chlorid-Anion
mit dem geldsten organischen Kohlenstoff um das Oxidationsmittel konkurriert und dabei zu Hypochlorit
oxidiert wird. Dieses kann mit dem DOC unter Bildung von halogenierten organischen Verbindungen weiter

reagieren. Die Autoren fassen die ablaufenden Reaktionen vereinfacht wie folgt zusammen [HER 2002]:

uv
Gl. 2-48 2C17 +5,04% ~ +2 H,0 ——» 2 HOCI+ 2 HSO,
Gl. 2-49 DOC + HOCl ——» TOX + H,0

HER et al. vermuten weiter, dafl durch die in Gl 2-48 beschriebene Reaktion ein Teil des Oxidationsmittels
verbraucht wird und dadurch die verbleibende Menge fiir die vollstindige Oxidation des DOC zu CO; nicht
ausreicht. Im Ergebnis werde die Bestimmung der DOC-Konzentration verfilscht [HER 2002].

Als problematisch erwies sich auch ein Uberschuff an Oxidationsmittel. ULLMANN beobachtete das Auftreten
eines Optimums bei Variation der zugesetzten Menge an Oxidationsmittel fiir die Analyse von
Kaliumhydrogenphthalat (KHP) sowie PSS-Standards. Bei zu hohen Gehalten an Persulfat wird gasformiger
Sauerstotf gebildet. der - wie bereits oben erwiihnt - die Diffusion des zu messenden CQ- durch die Membran
behindert und so zu geringeren CO»-Signalen fithrt. Fiir eine Online-Kalibrierung des Detektors mit einer KHP-
Verdiinnungsreihe war deshalb die Zufithrung von unterschiedlichen Mengen an Oxidationsmittel notwendig,
um eine jeweils maximale Peakfliiche fiir die einzelnen Konzentrationen an KHP zu erhalten. Dieser zu
optimierende Parameter schrankt die universelle Verwendbarkeit dieses Detektors bei der Analyse einer z. B.
durch SEC-Analyse gewonnenen. molmassenaufgeldsten HA-Probe ein, die wihrend der Elution

unterschiedliche Konzentrationen besitzt [ULLMANN 2002].

2.5 Methoden zur Bestimmung des Sorptionskoeffizienten

In  der Literatur sind verschiedene Mdglichkeiten zur experimentellen  Bestimmung  eines
Verteilungskoeffizienten (Kpoe-Wert) von HOS zwischen Wasser und gelosten HSs beschrieben. Zu ihnen
gehbren w.a. die Dialysemethode [CARTER 1982, MCCARTHY 1985, DE PaoLIs 1997], die Ultrafiltrations (UF)-
methode [MEANS 1982], die Gaspurging-Methode [JoTa 1991], die Methode der Léslichkeitserhéhung
(Solubility Enhancement) [CHIOU 1986, HUNCHAK-KARIOUK 1997, TANAKA 1997] und die Reversed-Phase
(RP)-Methode [LANDRUM 1984, EADIE 1990, BRANNON 1995]. Alle genannten Methoden besitzen Vor- und

Nachteile. Die Durchfiihrung der RP-Methode z. B. setzt eine vollstindige Trennung des Sorptivs vom Sorbat
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zur Bestimmung eines Kpoe-Wertes voraus. Die dadurch verursachte Storung des Sorptionsgleichgewichtes wird
zur Erkldrung der niedrigeren Kpe-Werte, die mittels der RP-Methode im Vergleich zu den anderen Methoden
erhalten werden, genannt [KUKKONEN 1994]. Die Fluoreszenzldschungsmethode (Fluorescence Quenching
Technique, FQT) und die Festphasenmikroextraktionsmethode (Solid Phase Micro Extraction, SPME) zeichnen
sich durch eine ¢infache Handhabbarkeit aus. Wihrend die FQT eine etablierte Methode 1st, handelt es sich bet
der SPME um eine Methode, die erst unlingst zur Bestimmung der Sorptionskoeffizienten von HOS an DOC
cingefithrt wurde [KOPINKE 1995B, PORSCHMANN 1997]. Beide Methoden werden in dieser Arbeit zur
Bestimmung des Sorptionskoeffizienten von HOS an HAs angewendet und sollen im Folgenden nidher

beschrieben werden.

2.5.1 Fluoreszenzloschungsmethode (FQT)

Die FQT ist zwar auf fluoreszenzaktive Sorptive beschriinkt, wird aber fiir derartige Analyten (z. B. PAK) am
hiufigsten verwendet. Die Fluoreszenz von PAK ist aufgrund ihres ausgedehnten Elektronensystems sehr
ausgeprigt. Dabei unterscheiden sich die einzelnen Verbindungen dieser Klasse in der Quantenausbeute. Diese
ist definiert als der Quotient aus der Zahl der emittierten Lumineszenzquanten zur Zahl der eingestrahlten
Lichtquanten. Fiir Pyren ist der Wert der Quantenausbeute vergleichsweise hoch. Es stellt deshalb eine — auch in

niedrigen Konzentrationen — gut detektierbare Fluoreszenzsonde dar.

Die von geltsten HSs hervorgerufene Verringerung der Fluoreszenzintensitit von Fluoropheren wird in der
Literatur von den meisten Autoren auf eine statische Fluoreszenzlgschung zuriickgefithrt (vgl. Abb. 2-12): Ein
Fluorophormolekiil im Grundzustand 'S, bindet an ein Ligandenmolekiil L (z. B. HA) zu einem [:1-Komplex SL
mit der Komplexbildungskonstante K.. Der entstandene Grundzustandskomplex SL ist nicht fluoreszierend. Alle
in SL-Komplexen gebundenen Fluorophormolekiile S tragen nicht zur Fluoreszenz der Gesamtlosung bei. Man
miBt in Anwesenheit des Liganden L eine geringere Fluoreszenzintensitit als in Abwesenheit von L (bei gleicher
Konzentration an S)'.

Nicht-komplexierte Fluorophormolekiile 'S, werden durch Absorption des eingestrahlten Lichtes mit der
Wellenlinge X, energetisch angehoben und gehen in den angeregten 'S, "-Zustand iiber. Sie verweilen in diesem
angeregten Zustand mit einer mittleren Lebensdauer 1y und kehren dann unter Abgabe von Licht der
Wellenlinge .y in den Grundzustand zuriick.

Neben der statischen Fluoreszenzldschung ist noch ein weiterer, als dynamische Fluoreszenzloschung
bezeichneter Effekt moglich: Die von S aufgenommene Anregungsenergie kann bei Anwesenheit eines Liganden
L auf diesen iibertragen werden, so dafi kein Licht durch 'S,” emittiert wird. L hingegen stellt im Fall der
Huminsiuren ein Makromolekiil dar. welches die aufgenommene Energie in Schwingungs-, Rotations- und
Translationsbewegung umwandeln kann, d. h. strahlungslos absorbiert. Durch die Anwesenheit von L wird also

die Fluoreszenzintensitit der Gesamtheit von 'S,” gemindert. Das Ausmal der Desaktivierung durch die

17 Bei Anwesenheit von HA als Komplexbildner L wird eine vollstindige Ausléschung der Fluoreszenzintensitit des SL-Komplexes
gefunden. Andere (Makro-)Molekile als Komplexbildner kénnen auch lediglich zu einer Verschiebung von A, des SL-Komplexes in
andere Wellenlingenbereiche fihren.
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dynamische  Fluoreszenzljschung  wird durch die Desaktivierungskonstante k," multipliziert mit der

Konzentration an L (¢, ) beschrieben,

’ qu‘ &y
1S, ———® Desaktivierung
hv
KC
1SD+ L =——= 8L

nicht-fluoreszierender
Grundzustandskomplex

Abb. 2-12: Darsteilung von Fluoreszenzlischmechanismen: Im Fall der statischen Laschung bildet das
Laschermolekiil L mit dem Fluorophor S im Grundzustand einen nicht-fluoreszierenden Komplex mit
der Komplexhildungskonstante K. (statische Léschung). Bei dvnamischer Lischung findet eine
Desaktivierung — des  im  angeregten  Zustand  hefindlichen  Fluorophors — mit  der

Geschwindigkeitskonstante k,,". durch Wechselwirkung mit dem Léscher statt.

Durch die Messung der Fluoreszenzlebenszeit von Fluorophoren in Gegenwart von geldsten HSs sowie durch
die Untersuchung des Temperatureinflusses auf die Fluoreszenzlebenszeit konnte fiir mehr als 20 HAs (darunter
auch Aldrich-HA) nachgewiesen werden, dall der Beitrag der dynamischen gegeniiber der statischen

Fluoreszenzloschung durch HAs vernachlidssigbar klein ist [ZIMMERMANN 19998].

Bei der Auswertung von FQT-Experimenten ist zu beriicksichtigen. daf3
e die HA selbst, wenn auch in geringerem Malie als z. B. PAK, fluoreszenzaktiv ist und

e diec HA das eingestrahlte und emittierte Licht teilweise absorbieren kann.

Die Eigenfluoreszenz der HA muB deshalb an einer reinen HA-Lésung gleicher Konzentration (Fyy,) bestimmt
und von der fir die Sorptiv-HA-Lésung gemessenen Fluoreszenz (F..) abgezogen werden, um die Fluoreszenz
des frei geldsten Sorptivs (Fyuqpuy) zu bestimmen:

Gl. 2-50 FSurpuv = Fyem = Fua

gem

Wie bereits erwihnt, absorbiert die HA einen Teil der mit der Anregungswellenlinge A, in die Melkiivette
eintretenden Lichtintensitit. Damit wird die eingestrahlte Lichtintensitit [, die den Fluorophormolekiilen zur
Anregung zur Verfiigung steht, verringert. Dieser Vorgang wird als primdrer |, Innerer Filtereffekt” (plFE)

bezeichnet.



Untersuchungen zur Sorption an HuminstolTen: Molekulargewicht und Kohlenstoff-Isotopen(raktionicrung

(]
oc

av;

Kooc
o

Abb. 2-13: Schematische Darstellung des Aufbaus eines FOT-Experiments. Angeregt werden nur die nicht an

Huminsdiure sorbievten Fluorophormolekiile (dargestellt durch Kreise).

Auf gleiche Weise wird die von den angeregten Fluorophoren durch den Fluoreszenzvorgang abgegebene
Lichtintensitit mit der (Emissions-)Wellenlinge A..,, beim Durchtritt durch die Lésung teilweise von den HA-
Molekiilen absorbiert. Hierbei handelt es sich um den sekunddren . Inneren Fiftereffekt™ (sIFE). PIFE und sIFE
wirken beide in dieselbe Richtung: Sie schwichen die gemessene Fluoreszenzintensitiit eines Fluorophors in
Gegenwart von HA ab. Der Wert flir die Fluoreszenzintensitdt des Sorptivs (Fsyp,) mufl also mittels einer

Korrekturfunktion (f,,) korrigiert werden:
Gl. 2-51 Fror = FSnrpliv : r-km'

Fiir die Korrektur der [FE gibt es verschiedene Gleichungen, deren geometrische Parameter aus der hiufig

verwendeten 90°-MeBanordnung abgeleitet wurden (vgl. Abb. 2-14).
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Abb. 2-14: Schematische Darstellung der geometrischen Parameter, die fiir die Ableitung der Korrekiur des
IFE nach PARKER et al. und LAKOWICZ et al. verwendet werden. I: Intensitéit des Anregungslichtes,
I: Intensitéit des Lichtes nach Durchrritt durch die Meflisung, F,.,,: [ntensitit des durch Fluoreszenz

emirtierten Lichtes.
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Eine erste Gleichung wurde durch PARKER et al. [1968] verdffentlicht und ist in leicht modifizierter Form bei
ZIMMERMANN [1999A] wiedergegeben:

(dy —dy)-10% 9 2303 a,, (s, -5, )- 10"

[ 10 e (dy-d;) 1 =10 %m [s2-5)

2303-a,

eX em

Die Zuordnung der geometrischen Parameter s, ;. sa, d, d; und d» (in cm) ist Abb. 2-14 zu entnehmen. Die
Parameter a., und a., entsprechen den Extinktionen (engl. absorption) der HA-haltigen Losung pro cm bei der
Anregungs- bzw. Emissionswellenlinge der Fluoreszenzanalyse.

Da die in Abb. 2-14 dargestellten geometrischen Parameter nicht immer bestimmbar sind, wird neben
vereinfachten Gleichungen von GAUTHIER et al. [1986] und von KUBISTA et al. [1994] der Korrekturterm von
LAKOWICZ et al. [1999] sehr hiufig in der Literatur verwendet. Er stellt von allen vorgenannten Korrekturtermen
die am stirksten vereinfachte Form der von PARKER et al. [1986] vorgeschlagenen Gleichung dar. Dabei wird
angenommen, daB die Fluorophore nur in einem unendlich kleinen Volumenelement angeregt und ihre
Fluoreszenz darin detektiert wird (s:-s; — 0 und ds-d; — 0)'* und daf} dieses Probenvolumen in der Mitte der

Kiivette liegt (s; =s/2undd,=d/2):

53 a, den,, 902
Gl. 2-53 fp = 10tz

Aufgrund der typischen Absorptionsspektren von HA, die einen exponenticllen Abfall der Absorption mit

zunehmender Wellenlinge aufweisen, sollte der pIFE gegeniiber dem sIFE dominieren.

Werden die Fluoreszenz- und die Absorptionsmessungen in der gleichen Kiivette durchgefiihrt, so vereinfacht
sich Gl. 2-33 weiter. Eine Umrechnung der gemessenen Extinktion (A;) in die Extinktion pro c¢m (a;) ist dann

nicht mehr erforderlich:

/

Gl. 2-54 Fioe = 10142

Durch Zusammenfassen der Gl 2-50, Gl. 2-51 und Gl. 2-54 1dBt sich der Wert der korrigierten
Fluoreszenzintensitit - bei Verwendung der gleichen Kivette fiir die Fluoreszenz- und Absorptionsmessungen -

wie folgt berechnen:

Gl. 2-55 Fior =(F,

(Ag t Ay )/ 2
wem = Fyya)-10

Bei unterschiedlichen Dimensionen der MeBzellen im UV- und Fluoreszenzspektrometer (wie im Fall der

Online-Detektion) muf} an Stelle der Gl. 2-54 die GI. 2-53 verwendet werden.

" In der urspriinglichen Formulierung der Gleichung wurde nur der pIFE beriicksichtigt.
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Der auf den Kohlenstoffgehalt des Sorbens bezogene Sorptionskoeffizient (Kpoe) wird hicraus durch die
folgende Gleichung erhalten, worin Fy, die Fluoreszenzintensitit des Sorptivs in Abwesenheit von HA und cpoc

die auf den Kohlenstoffgehalt bezogene Konzentration der HA in der Losung ist:

.
i [ Fy I
Gl 2-56 KDOC = ‘_‘—" 2

\ Fior Cpoc

In dieser Arbeit werden Kpoc-Werte mit der Einheit l-kg" in logarithmierter Form angegeben.

2.5.2 Festphasenmikroextraktion (SPME)

Bei der SPME-Methode wird eine immobilisierte Polymerphase zur Anreicherung von organischen Analyten
verwendet. Diese ist als dinner Film auf das untere Ende einer Quarzfaser aufgebracht. Ein duflerer
Metallmantel, in den die Quarzfaser mit der Polymerschicht vollstindig hineingezogen werden kann, schiitzt die
SPME-Faser vor mechanischen  Beschadigungen wihrend des Handhabung  auferhalb  von
Sorptions-/Desorptionsexperimenten, Nach dem Sorptionsschritt, bei dem sich die Faser innerhalb des
Probengefidfies befindet, erfolgt die thermische Desorption der Analyten im heiflen Injektor eines
Gaschromatographen, gefolgt von einer tiblichen GC-Analyse. Bei dieser Methode kénnen so auch mehrere,
verschiedene Analyten pro Sorptionsversuch eingesetzt und dadurch Konkurrenzeffekte verschiedener
Sorbentien untersucht werden.

Die Extraktion des Analyten durch die SPME-Faser kann sowohl aus der Gasphase (iber einer Analytldsung
(Headspace-SPME) als auch direkt aus der Lésung (Lésungs-SPME) erfolgen. Beide Methoden liefern — wenn
alle notwendigen Gleichgewichte eingestellt sind — das gleiche Ergebnis. Bei der Ldsungs-SPME besteht
allgemein die Gefahr, daff neben dem Sorptiv auch Anteile des Sorbens an die Faser binden kénnen und dadurch
das Ergebnis der Analyse verfilscht bzw. die Lebensdauer der Faser reduziert wird. Fiir SPME-Fasern, die mit
Polydimethylsiloxan (PDMS) beschichtet sind. und HA als Sorbens wurde jedoch keine signifikante Stérung der
Losungs-SPME beobachtet [KOPINKE 1999]. Die Losungs-SPME wird z. B. bei Analyten mit einem sehr
niedrigen Henry-Koeffizienten (z. B. PAKs mit mehr als vier Ringen) verwendet, bei denen die Headspace-
SPME schwierig durchzufithren ist, da - aufgrund der geringen Fliichtigkeit dieser Verbindungen - die
Einstellung des Extraktionsgleichgewichts sehr lange Extraktionszeiten (z. B. > 24 h) erfordern wiirde. Fiir
PAKs mit bis zu vier Ringen wurde die Headspace-SPME allerdings erfolgreich eingesetzt [GEORGI 1998]. Die
Sorptionskoeffizienten werden dabei aus dem Vergleich der von der Faser aufgenommenen Analytmenge flir
eine HA-haltige Losung und einer Referenzldsung unter identischen Bedingungen (IS und pH-Wert), allerdings

ohne HA, erhalten.

Nachfolgend sind die beiden SPME-Methoden und die bei ihrer Anwendung beteiligten Gleichgewichte

schematisch dargestellt.
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Headspace-SPME Lésungs-SPME
Abb. 2-15: Schematische Darstellung der experimentellen Anordnung fiir Sorptionsuntersuchungen von

(hvdrophoben) organischen Substanzen in Gegenwart von gelisten HAs mittels SPME-Fasern.

Fiir die Durchfithrung der Headspace-SPME werden die Gleichgewichtseinstellungen fir die Verteilung des
Analyten zwischen dem Sorbens (hier ausgedriickt als DOC) und der willrigen Phase, zwischen der willrigen
Phase und dem dariiber befindlichen Gasraum, sowie zwischen dem Gasraum und der Faser betrachtet. Die
dazugehorigen Gleichgewichtskoeffizienten werden als Kpoe, Ky bzw. Ky bezeichnet. Bei der Durchfithrung
der Losungs-SPME kann die Einbezichung der Gleichgewichtsverteilung zwischen der wilirigen und der
Gasphase (ausgedriickt als K;;-Wert) unberiicksichtigt bleiben.

Da die SPME-Methode aber den Anteil der sorbierten Fraktion nur indirekt aus der Differenz der Analysen von
Referenz- und HA-Lésung bestimmt, liefert sie gerade dann priizise Werte, wenn der Anteil der sorbierten
Fraktion hoch ist. Dies ist im allgemeinen bei hohen Konzentrationen an HA der Fall. Bei der FQT-Methode
fithren aber hohe Konzentrationen an HA in der Lésung zu grofien Werten des IFE-Korrekturterms. Die FQT-
Methode liefert also besonders bei niedrigen HA-Konzentrationen zuverldssige Werte. In diesem Punkt ergiinzen
sich beide Methoden.

Eine ausfiihrliche Herleitung der Gleichungen zur Auswertung von SPME-Experimenten findet sich z. B. bei
[GEORG! 1998]. Unter der Bedingung, dal die in der Gasphase befindliche Menge und die aus dem gesamten
System mit der Faser extrahierte Menge an Analyt gegentiber der in der wiiirigen Phase vorliegenden Menge

vernachlissigbar klein sind, ldBt sich die folgenden Gleichung anwenden:

- AS 1
Gl. 2-57 KB’??QE =a-{ _]].
DOC :

A Cpoc

Weil die Peakfliche aus einer GC/FID bzw. GC/MS-Analyse der Menge an Analyt proportional ist, kann hier
direkt das Peakflichenverhiltnis A¥/APC verwendet werden. Dabei ist A* die resultierende Peakfliche des
Analyten in Abwesenheit bzw. A" die entsprechende Peakfliche in Anwesenheit von DOC. Der Faktor a dient

zur Korrektur von unterschiedlichen Konzentrationen an Analyten in der Standard- und in der HA-Losung.
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2.6 Einleitung und Literaturiiberblick zur Isotopenfraktionierung

Neben aktiven Sanierungskonzepten, wie z. B. etablierten ex-situ ,pump and treat”-Verfahren oder dem Einbau
von reaktiven Wiinden in einen Grundwasserleiter (Aquifer) als innovative in-situ Malinahme, hat das Natural
Attennation (NA)-Konzept in letzter Zeit unter wirtschaftlichen Aspekten wieder verstirkt an Bedeutung
gewonnen. Der Begrift  Natural Attenuation™ 1dBt sich mit natiirlicher Riickhalt und Abbau (eines Schadstoftes)
iibersetzen. Gemeinsam ist allen Anwendungen des NA-Konzeptes, dal} sie einer besonders intensiven
Erkundung der geologischen Gegebenheiten des Standortes und seiner Umgebung, einer umfassenden
Bestimmung der vorhandenen Schadstoffe, sowie einer fortlaufenden Uberwachung (Monitoring) der
Konzentrationen der Edukte wie auch der (Abbau-)Produkte bediirfen. Der biologische Abbau erfolgt dabei
durch die im Aquifer vorhandenen Mikroorganismen. Diese verwenden die organischen Schadstoffe als
energieliefernde Substrate, indem sie diese unter Verbrauch von Elektronenakzeptoren oxidieren. Zunichst wird
dabei vorhandener molekularer Sauerstoff als Elektronenakzeptor umgesetzt. Ist der molekulare Sauerstoff
aufgezehrt, konnen auch andere Elektronenakzeptoren wie Nitrat, Eisen- und Manganoxide, sowie Sulfat zur
Umsetzung herangezogen werden. In letzter Phase kOnnen organische Verbindungen auch in einer
Methanogenese-Reaktion zu CO; und Methan umgesetzt werden. Der anaerobe Abbau ist deutlich langsamer als
der aerobe.
Als Anzeichen fiir einen etablierten abiotischen oder mikrobiologischen Abbau und als Sanierungskontrolle wird
z. B. der Nachweis einer der folgenden Punkte empfohlen [RIFAI 1995, NYER 1997]:
e Stirkere Abnahme der Konzentration eines abbaubaren Schadstoffes im unterstromigen Bereich des
Schadensherdes im Vergleich zur Konzentration einer nicht reaktiven und nicht abbaubaren Substanz.
= Abnahme der Konzentration von potentiellen Elektronenakzeptoren (z. B. O, NOy, SO,7) im Vergleich zur
Situation in einem unbelasteten Bereich des Aquifers und Auftreten von Abbauprodukten (z. B. CO,, NOy’
(N-O, N5) , NH;", S, Methan) oder die Reduktion von Mn(IV) zu Mn(ll} bzw. Fe(I11) zu Fe(lI).
e Nachweis der biologischen Aktivitit im Aquifer und Demonstration mit originalem Aquifermaterial aus
dem kontaminierten Bereich in Laborversuchen, dall die am Standort vorhandene Mikrobiozonose das

vorhandene Schadstoffspektrum abzubauen vermag.

In letzter Zeit hat sich dariiber hinaus noch eine weitere Methode etabliert, die einen aussagekriftigen Beweis fiir
den biologischen Abbau von Schadstoffen in einem kontaminierten Aquifer liefern kann. In Laborversuchen
konnte gezeigt werden, dall beim hiologischen Abbau einer organischen Substanz bevorzugt jene Molekille
abgebaut werden, die vor allem "C-lsotope enthalten. In der verbleibenden, frei gelésten Fraktion kommt es

dadurch zu ciner geringfligigen, aber meBbaren Anreicherung von "C-haltigen Isotopomeren.
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Abb. 2-16: Schematische Darstellung des biologischen in-situ Abbaus von organischen Schadstoffen im Aquifer.
s g5 2 i 13 5 5 i =
Es wird dabei eine relative Anreicherung von "~ C-Isotopomeren im verbleibenden, Jrei geldsten

Riickstand beobachter.

Diese Anderung des [sotopenverhiiltnisses der stabilen Kohlenstoffisotope ist das Ergebnis eines als kinetischer
[sotopenfraktionierungseffekt (KIFE) bezeichneten Phinomens. Der KIFE driickt dabei das Verhdltnis der

{Abbau-)Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten  zweier Isotopomeren aus (z. B. KIE = k.. /ki.). An

Reinkulturen, die aus kontaminierten Aquiferen gewonnen wurden, konnte der Abbau von Schadstoffen unter
Laborbedingungen untersucht werden. Unter Variation der Umgebungsparameter (aerobe bzw. anaerobe
Bedingungen, Temperatur, Konzentration der Elektronenakzeptoren, usw.) konnten fir Toluol, die
Xylolisomeren und Ethylbenzol sowohl ein acrober als auch ein anaerober Abbau nachgewiesen und biologische
Isotopenfraktionierungsfaktoren o'” fiir verschiedene Bakterienstimme bestimmt werden. Diese liefern einen
Bezug zwischen dem Verhiltnis der stabilen Kohlenstoffisotopen Be/PC zum Startzeitpunkt (Ry) und zum
Zeitpunkt t (R,) und dem Verhiltnis der Start- oder Ausgangskonzentration (cy) zur Konzentration des frei
geldsten Analyten zum Zeitpunkt t (¢,). R ist durch das Verhiltnis der Konzentration in Atom% des He- zum

"*C-Isotop definiert [CLARK 1997]:

Fiir geschlossene Systeme und fir ein Verhiltnis der stabilen Kohlenstoffisotope, das in der Grifenordnung

threr nattirlichen Hiufigkeit liegt, definiert die Rayleigh-Gleichung den Wert von au:

" Vereinfachend wird in dieser Arbeit der Kohlenstofffraktionierungsfaktor aC nur mit o bezeichnet, da keine weiteren Elemente betrachtet
werden.
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Gl. 2-39 S (Rayleigh-Gleichung)

Unter anaeroben Bedingungen konnte fiir Benzol bislang nur ein Abbau im Sediment nachgewicsen, aber noch
keine Reinkultur isoliert werden, so dafy kéin a-Wert fiir den anaeroben Benzolabbau im Labor bestimmt werden
konnte.

Fiir Toluol wurden unter aeroben Bedingungen je nach Bakterienstamm Fraktionierungsfaktoren von o =
1.0004: 1,0017 bzw. 1,0026™ gefunden [MECKENSTOCK 1999, MECKENSTOCK 2002]. Im Aquifer sind jedoch,
abgesehen von den Randbereichen der Schadstoffahne, eher anaerobe Bedingungen anzunehmen. Fiir diesen Fall
findet man fiir Toluol, Ethylbenzol und die Xylole a-Werte von 1,0015 bis 1,0021 [MECKENSTOCK 2002,

RICHNOW 2003, RICHNOW 2003B].

Um mit Hilfe der Methode der Isotopenfraktionierung einen biologischen Abbau innerhalb des NA-Konzeptes

nachweisen zu kénnen, muf} sichergestellt werden,

e dal} die Isotopenfraktionierung nur durch den biologischen Abbau und nicht durch physikalische Vorginge
wie Verdiinnen, Verdampfen oder Sorption der Schadstoffe an eine Matrix oder andere chemische Vorgiinge
(z. B. Hydrolyse) verursacht wird und

e cine Methode zur hinreichend genauen Bestimmung der Isotopenverhiiltnisse zur Verfiigung steht.

Auf die Frage, inwieweit eventuell auch abiotische Prozesse einen Beitrag zur [sotopentraktionierung leisten
konnen, soll in diesem Kapitel genauer eingegangen werden. Zuniichst soll aber die Methode zur Bestimmung

der Isotopenverhiltnisse kurz beschrieben werden:

Die Anteile der Kohlenstoffisotope werden mit Hilfe von speziellen Isotopenverhdlinismassenspekirometern
(isotope ratio Mass Spectrometer, irMS) bestimmt. Nach einer méglichen chromatographischen Vortrennung der
unterschiedlichen organischen Substanzen werden diese vor dem Einla in das irMS in einer
Verhrennungseinheit (combustion unit, C) unter Zuhilfenahme von CuO als Sauerstoffquelle und eines Pt-
Katalysators vollstindig zu CO, umgesetzt, so dall das nachfolgende irMS lediglich die Massenspuren der CO,-
Molekiilionen mit m/z = 44, 45 und 46*' so genau wie moglich bestimmen kénnen muli. Diese Geritekopplung
wird als GC-C-irMS bezeichnet. Die Bestimmung der absoluten Konzentration der Kohlenstoftfisotope ist jedoch
immer noch schwierig. Deshalb wird iiblicherweise nur die relative Konzentration der Isotope in der Probe
bestimmt und als Unterschied zum lsotopenverhiiltnis ecines Standards angegeben. Fir die stabilen
Kohlenstoffisotope wird dabei meistens PeeDee Belemnit (PDB) als Standard verwendet. Sein
Isotopenverhiiltnis betriigt Rpps = Rg, = 0,0112372 [CRAIG 1957]. Der Unterschied im Isotopenverhiltnis von
Probe (Rprpe) und Standard (Rg,) wird hidufig in 8-Einheiten angegeben. Der 5'°C-Wert ist dabei wie folgt
definiert [HOEFS 1997]:

M Ein Wert von @ = 1 bedeutel, daf es keinen [sotopenfraktionierungseffekt gibt. Bei ¢ > 1 kommt es zu einer Anreicherung der '*C-Isotope
in dem verbleibenden Riickstand. bei o < 1 zu einer Abreicherung der C-Isotope.

2 Das lon bei m/z = 46 wird zur Analyse des *C"™0"0-Molekiils verwendel. Die natirliche Hiufigkeit des "O-Isotops betrégt 0,204 %, die
des "O-Isotops nur 0,037 %.
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Vor dem Hintergrund, den Isotopenfraktionierungseffekt als Nachweis fiir einen biologischen Abbau innerhalb
des NA-Konzeptes anwenden zu kdnnen, mul geklirt werden, ob moglicherweise abiotische Prozesse ebenfalls
und wenn, in welchem Ausmal} zu ciner [sotopenfraktionierung beitragen. Fiir emen Aquifer sind hierbei
(Auf-)Losungs-, Verdampfungs- und Sorptionsprozesse relevant. Beginnend mit dem Sorptionsprozel3 soll im

Folgenden ein kurzer Literaturiiberblick gegeben werden.

Der Sorption von organischen Schadstoffen an die Matrix eines Aquifers kommt fiir das Transportverhalten
dieser Verbindungen und damit ihrer Ausbreitung im Grundwasserleiter eine entscheidende Rolle zu. Innerhalb
der Aquifermatrix sind die Wechselwirkungen der organischen Substanz (Organic Matter, OM) mit unpolaren
organischen Kontaminanten wie Benzol und Toluol der wichtigste Sorptionsprozefl. Erst bei sehr geringen
Gehalten an OM in der Matrix (foy < 0,002) missen Wechselwirkungen mit den anorganischen
Matrixbestandreilen als ein Beitrag zum Gesamtsorptionsvorgang betrachtet werden [SCHWARZENBACH 1993],

Der Einfluf}y der Sorption an verschiedene Sorbentien auf das Isotopenverhiltnis von organischen Verbindungen

wurde in unterschiedlichen experimentellen Ansitzen bereits untersucht:

Fiir die einstufige Sorption von Benzol, Toluol. TCE bzw. PCE aus ihren wiifirigen Losungen an Graphit und
Aktivkohle fanden SLATER et al. in Batchexperimenten keine signifikante Anderung des Isotopenverhiltnisses
bei einer Fehlergrenze von £ 0.5 %o [SLATER 2000]. Der sorbierte Anteil des Analyten wurde dabei von 10 bis

90 % durch Verénderung der Sorbenskonzentration variiert.

POULSEN et al. verwendeten ecine RP-HPLC-Sdule mit chemisch gebundenen Cu-Gruppen fiir mehrstufige
Sorptionsexperimente [POULSEN 1997]. Die RP-HPLC-Séule diente dabei als Modell fiir einen Aquifer. Fir
vollstindig deuterierte Proben fanden sie im Vergleich zu den undeuterierten Substanzen deutliche
Retentionszeitunterschiede. Aus einer Auftragung des chromatographischen Retentionsfaktors k' gegen den
Koe-Wert erhielten sie fiir verschiedene (undeuterierte) Verbindungen eine Korrelation der Form log k™ = a - log
Koe + b. Aus den experimentell ermittelten Unterschieden der Retentionsfaktoren der undeuterierten und
vollstindig deuterierten Verbindungen berechneten sie so mittels der oben genannten Korrelation das Verhiltnis
fiir die log Koe-Werte der beiden Isotopomeren einer Verbindung (Alog Koc). Fiir z. B. Benzol fanden sie:
AlogK !l ==0,021+0,001 . Dies entspricht dem Quotienten K- /K% mit einem Wert von 1,05, Fiir die
vollstindig deuterierten Verbindungen des Benzols, Toluols bzw. Ethylbenzols resultierten kleinere Koc-Werte
als fir die undeuterierten Proben. Die Molekiile mit den leichten 'H-Isotopen reichern sich also bevorzugt in der
unpolaren, stationiren Phase an. Bei Verwendung einer Normalphasen-HPLC-Séule (d. h. mit polarer stationdrer
Phase) wurde gefunden, dal} sich bevorzugt die schwereren [sotopomere in der stationdren Phase anreichern und
somit die leichteren Isotopomere schneller eluieren [KUDELIN 1993].

Diesem methodischen Ansatz folgend, gaben HARRINGTON et al. jeweils ein bindres Gemisch aus unmarkiertem
und vollstindig "*C-markiertem Benzol bzw. Toluol auf eine RP-HPLC-Siule auf [HARRINGTON 1999]. Aus der

fehlenden Auftrennung in zwei Substanzpeaks folgerten sie, dall ein Isotopenfraktionierungseffekt durch
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sorptive Wechselwirkungen mit dem HPLC-Siulenmaterial fiir Kohlenstoff sehr klein sei. Aus der Unsicherheit

bei der Bestimmung der Retentionszeit eines Substanzpeaks schiitzten sie einen maximalen Unterschied der log
Koe-Werte von Alog}(t;c = 10gK::(‘f"‘“"“”” = [QgKt“)‘a,“‘"“““ < £0.,006 fiir Benzol bzw. £ 0,005 fir Toluol ab.

(RiFes [l (R 12~
Dies entspricht Ausschlubgrenzen von 0.986 < K& / K& < 1,014 fiir Toluol bzw. 0,988 < K& / K& <
1,012 fiir Benzol. Die Autoren betonten in diesem Zusammenhang, dal3 die so abgeschitzten Unterschiede in den
Koc-Werten sich auf vol]stéin.dig "*C-markierte und unmarkierte Verbindungen beziehen und der Effekt bei nur

teilweise markierten Verbindungen noch kleiner sein diirfte.

Die Auswirkungen des Isotopenfraktionierungseffektes auf die Verteilung von Kohlenstoffisotopen nach Elution
des Analyten (iber eine RP-HPLC-Siule untersuchten bereits mehrere Autorengruppen:

In Einzelanalysen fanden BAUMANN et al. fiir die polare Aminosdure Leucin bei Elution diber eine RP-C y-Siule,
daB die an der Carboxylgruppe "C-markierte Verbindung eine héhere relative Retentionszeit (bei Bezug auf
Norleucin als internen Standard) als die unmarkierte, vornehmlich "“C-haltige Verbindung besitzt [BAUMANN
1992]. Zu einem inhaltlich identischen Ergebnis kamen sie bei Co-Elution von Mischungen aus unmarkiertem
und markiertem Leucin: Ein in zwei Fraktionen aufgeteilter HPLC-Peak wurde nach Elution aus der RP-C -
Siule hinsichtlich des [sotopenverhiltnisses in den beiden Fraktionen untersucht. Dabei wurde eine
Anreicherung des “C-Isotopomeren in der spiter eluierenden Fraktion gefunden [BAUMANN 1992].

GENSLER et al. fanden unterschiedliche Richtungen fiir die Anreicherung von “C-haltigen Isotopomeren polarer
Verbindungen auf einer RP-Cy-Siiule [GENSLER 1994]: Wiihrend fiir Wein- und Citronensdure die 3" C-Werte
der drei Fraktionen, in die der jeweilige HPLC-Peak aufgeteilt wurde, mit zunehmender Retentionszeit anstiegen
(zunchmend schwerere [sotopomere), eluierten die schwereren [sotopomere im Fall der Apfelsiure vorzugsweise
zuerst. Die ermittelten Unterschiede zwischen den 8''C-Werten der einzelnen Fraktionen waren dabei gering und
fur die drei Fruchtsiuren annihernd gleich (der Wert fiir A3"°C betrug zwischen erster und dritter Fraktion
zwischen 1,3 und 2.2 %e). Bei Elution der drei polaren Sduren iiber eine Anionenaustauschersiule wurden
deutlich groBere Unterschiede der 8 C-Werte in den jeweiligen Fraktionen gefunden (der Wert fiir A3"C nahm
zwischen erster und dritter Fraktion Werte zwischen 26,3 und 37,9 %o an). Die Richtung der Anreicherung der
HC-Isotopomere ist in diesem experimentellen Ansatz aber fiir alle 3 Fruchtsiuren identisch: Die B
Isotopomere reichern sich in den schneller eluierenden Fraktionen an.

Eine derartice Elutionsreihenfolge fanden auch Caimi et al. [1997]. Sie eluierten eine Probe von
Hexadeansiuremethylester iiber eine priparative RP-Cy-Sdule und unterteilten das Eluat in 51 Fraktionen.
Anschliefend bestimmten sie das [sotopenverhiltnis sowie die Analytkonzentration der einzelnen Fraktionen
mittels GC-C-irMS-Analysen. Dabei nahm der 8" °C-Wert von anfangs -27.8 %o auf -32.4 %o im Tailingbereich
des HPLC-Peaks ab. Der 5-Wert des Ausgangsmaterials betrug 8''C = -31.4 %o. Eine Massenbilanz aus den
Kohlenstoffzehalten an °C und *C in den einzelnen Fraktionen ergab ein Isotopenverhiltnis der kumulierten
Fraktionen, welches um 0.2 %o von dem des Ausgangsmaterials abwich. Diese Abweichung liegt innerhalb der
von ihnen angegebenen Fehlergrenzen der Methode.

Eine wiederholte Elution der Probe iiber die HPLC-Siule durch eine Recycling-Chromatographie erbrachte
keine Erhéhung der oben genannten Werte fiir die Isotopenfraktionierung, obwohl es durch das mehrmalige

Durchstrémen der Siule zu einer Vervielfachung der Trennstrecke kommt. Das Recyclieren fiihrte hier nicht zu



Theoretischer Teil 47

ciner Erhdhung der Trennstufenzahl. Wie die Autoren betonen, ist der [sotopenfraktionierungseffekt besonders
im Anstieg des Peaks deutlich ausgepriigt.

Aus den aufgefithrten Arbeiten kann folgendes Fazit abgeleitet werden: Ein signifikanter Kohlenstoff-
Isotopenfraktionierungsetfekt  konnte an RP-HPLC-Sdulen qualitativ  nachgewiesen werden. Eine
Quantifizierung diese Effektes in Form von relativen Sorptionskoeffizienten wurde bisher noch nicht

vargenommen.

Nach diesen Literaturstellen zur Auswirkung der Sorption auf die Isotopenverteilung soll nun der Einflul} des
(Auf-)Lésungs- bzw. des Verdampfungsvorganges betrachtet werden, Beiden Vorgingen kommt bei der
Ubertragung von Laborexperimenten auf einen realen Aquifer unterschiedliche Relevanz zu. Wihrend bei
Vorliegen von Schadstoffen in Phase ein Losungsvorgang im Grundwasserleiter immer zu erwarten ist, findet

eine Verdampfung nur an der Grenzfliche zwischen gesittigter und ungesittigter Zone im Aquifer statt.

Durch die GC-C-irMS-Analyse von BTEX in reiner Phase und den n-Pentanextrakten von willrigen Losungen
der BTEX konnten DEMPSTER et al. zeigen, dali es durch den Losungsvorgang aullerhalb der Fehlergrenze von
0.5 %o zu keiner lsotopenfraktionierung kommt [DEMPSTER 1997]. Dieses Resultat war unabhingig von der

Ausgangskonzentration der wifirigen Losung und der erzielten Extraktionsettizienz.

SLATER et al. fanden bei Verwendung der online GC-C-irMS-Methode mit einer MeBBungenauigkeit von 0.5 %o
fir den Losungsvorgang sowie fiir die Verteilung zwischen wiifiriger Losung und Gasphase von Toluol und
Trichlorethen (TCE) im Vergleich zu den Reinsubstanzen in fliissiger Phase keinen signifikanten
Isotopenfraktionierungseffekt [SLATER 1999].

Einen sehr geringen, aber signifikanten Effekt auf die Isotopenverteilung der stabilen Kohlenstoffisotope nach
Einstellen des Gas-Fliissigkeitsgleichgewichts (Verdampfungsprozef3) in einem geschlossenen System fanden
HARRINGTON et al. bei Anwendung der oft-line-Bestimmung der [sotopenverteilung [HARRINGTON 1999]. Fiir
den untersuchten Temperaturbereich von 5 - 70 °C fanden sie fiir Benzol, Toluol und Ethylbenzol nahezu
konstante Anreicherungseftekte von A6'3CL;_.~_,:|.‘,W_L.M. = 0.20 %o, d. h. einen Anstieg des 5"'C-Wertes der
Substanz in der Gasphase im Vergleich zur organischen fliissigen Phase. Eine solch geringe Differenz kann nur
durch die von den Autoren verwendete off-line-Methode nachgewiesen werden.

Anhand einer Modellrechnung fiir Toluol konnten die Autoren flir ein offenes System, bei dem sich durch
wiederholtes Entfernen der Dampfphase mehrfach das Verdampfungsgleichgewicht einstellte, die Auswirkung
auf den §"C-Wert des fliissigen Toluols als Funktion des verbleibenden Anteils an flissigem Toluol ()
demonstrieren. Bei einem Wert von £ < 0,1 ergab sich eine *C-Abreicherung in der fliissigen Phase von > 0,5
%o. Eine derartige Differenz wiire auch mittels der GC-C-irMS-Methode nachweisbar. In Destillationskolonnen
kann dieser Effekt zur Trennung von markierten Verbindungen genutzt werden. Dieses als inverser
Isotopenfraktionierungseffekt bezeichnete Phdnomen wurde auch von anderen Autoren gefunden [z. B. Dias
1997]. Es fithrt dazu, daB} bei einer gaschromatographischen Trennung die “C-Isotopomere die Siule als erste
verlassen.

Die nachfolgend beschricbenen Experimente sollten dazu beitragen, eine Methode zu entwickeln, die
hinreichend empfindlich ist, den durch Sorptionsvorginge aus wiliriger Phase verursachten Isotopentrak-

tionierungseffekt analysieren zu kdnnen. Dariiber hinaus sollte untersucht werden, wie grof} ein solcher - durch



48 Untersuchungen zur Sorption an HuminstolTen: Molekulargewicht und Kohlenstoff-Isotopeniraktionierung

cinen physikalischen Vorgang verursachter - [sotopenfraktionierungseffekt wire und wie er sich auf die
Anwendbarkeit der Isotopenfraktionierungsmethode zur Dokumentation des biologischen Abbaus auswirkt. Die
Verwendung von Huminsdure als stationire Phase an Stelle von typischen RP-Phasen und Wasser als Eluent
sollte hierbei - gerade im Hinblick auf die vorgenannten Literaturbefunde - die Ubertragbarkeit der Labor-

experimente zur Beschreibung der Verhéltnisse in einem realen Aquifer erhhen.
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3.1 Allgemeine experimentelle Arbeiten

3.1.1 Reinigung der kommerziellen Huminsiiuren

50 g luftfeuchte HA wurden in 250 ml einer 0.3 M HF/0,1 M HCI-Losung (Verhiltnis 1:1) suspendiert und iiber
Nacht geschiittelt. Nach dem Abzentrifugieren (30 Minuten bei 27000 U/min) wurde die Losung abdekantiert
und der Feststoff erneut mit 250 ml der HF/HCI-Losung suspendiert. Nach mehrstiindigem Rithren wurde
wiederum abzentrifugiert und der Feststoff durch Suspendieren und Zentrifugieren mehrfach mit vollentsalztem
Wasser (VE-Wasser) gewaschen. Der so erhaltene Feststoff wurde zweimal mit je 230 ml 0,01 M EDTA-Losung
(aus Na-EDTA) wie folgt behandelt:

Nach Versetzen mit EDTA-Losung wurde kurz geschiittelt und der pH-Wert durch Zugabe von 1 M NaOH auf
pH 9 gebracht. Nach mehrstiindigem Riihren (teilweise tiber Nacht) wurde die HA durch Einstellen eines pH-
Wertes von ca. 2 (Zugabe von 1| M HCl) wieder ausgetillt. Das Zentrifugat wurde anschliefend so lange mit
VE-Wasser gewaschen, bis durch Zugabe von AgNO;-Losung zu Aliquoten der iiberstehenden Losung des

Zemtrifugats kein erkennbarer (weiller) Niederschlag mehr erhalten wurde.

3.1.2 Bestimmung des Feuchtegehalts, des Kohlenstoffgehalts und des Aschegehalts

der Huminsiuren

Zur Bestimmung des Feuchtegehalts der HAs wurden die luftfeuchten Proben bei 110 °C bis zur
Gewichtskonstanz (nach ca. 3,5 h) getrocknet. Der Feuchtegehalt, bezogen auf das Feuchtgewicht, wurde nach

Abkiihlen der Probe in einem Exsikkator, der mit CaCl, befiillt war, nach folgender Formel bestimmt:

Mg -m '
( Einwaige Trockengewicht ) .
= it -100 = Feuchtegehalt in %

m Einwaaye

Der Kohlenstoffgehalt der unbehandelten und entaschten HAs (vgl. 3.1.1) wurde mit einem C-Analysator C-
MAT (Strohlein Instruments) bestimmt. Die Aschegehalte der Proben wurden nach Verbrennung im
Sauerstoffstrom mittels eines Temperaturprogramms (600 K/min - 600 °C (2 min) - 400 K/min - 1000 °C (1
min)) durch Riickwaage ermittelt.

Der Kohlenstoffgehalt des Aldrich-HA-Natriumsalzes wurde dartiber hinaus mit einem Elementaranalysator

(RC-412, LECO) bestimmt,
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3.2 Durchfiihrung der SEC-Experimente

Die Eluenten fiir die SEC-Analysen wurden alle aus entionisiertem Wasser (VE-Wasser) unter Zusatz von
entsprechenden Mengen an Salzen (Merck, Reinheit pro analysis oder héher) hergestellt. Es wurden jeweils 200
ppm (0.02 Ma%) NaNy als Bakterizid zugesetzt. Vor einer Filtration des Eluenten wurde der pH-Wert ggf. mit
0.1 M HCI bzw. NaOH auf den gewiinschten Wert eingestellt. Die Filtration erfolgte tber einen 0,2-pm-Filter
(regenerierte Cellulose, Millipore) mit einer Vakuumfiltrationsanlage.

Eine weitere Entgasung und Filtration des Eluenten erfolgte durch Einsatz eines Online-Vakuumentgasers (Deg)
(ERC) und eines Inline-Filters (IF) (0.2 wm Durapore. Millipore) innerhalb der kombinierten SEC/AF*-

Apparatur, deren experimenteller Aufbau nachfolgend schematisch dargestellt ist.

1 jr AF*-Steuer- = Abfall

N
PD ”: MPV1 (Focus) MPV2 0 e pu (?"X_""““: _T
{ P1 —— RI
1 p2 NV I
PD IF V1 (Riickdruck)| LS
?)__ Ventilbox < i
uv
V2
De E E)_
: AF4-Trennkanal e MPV3
LF
{H H —

SEC-Trennsaulen

Vorratsbehalter

Abb. 3-1: Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus der kombinierten SEC/AF'-Anlage.
Deg: Online-Entgaser; P: Pumpe; PD: Pulsationsddmpfer; IF: [nline-Filter; IV: Injektionsventil:
MPV: Multipositionsventil; NV: Nadelventil; dD bzw. aD: digitale bzw. analoge Druckanzeige; LF:
LiquiFlow; UV, LS bzw. RI: UV-, Lichtstreu- bzw. Brechungsindex-Detektor.

Die FluBrate des Eluenten betrug, wenn nicht anders angegeben, | ml'min' und wurde mit einer HPLC-
Doppelkolbenpumpe (P2) (ConstaMetric 3200, tsp) mit nachfolgendem Pulsationsdimpfer (PD) (SSI) erzeugt.
Zur Injektion der Proben wurde ein HPLC-Injektionsventil (IV1) (7725i. Rheodyne) verwendet. Alle SEC-
Experimente wurden mit der folgenden Sdulenkombination durchgetiihrt (mz Analysentechnik GmbH):

. Vorsdule Hema-Bio Gel 40: Korngréfie 10 pm, Linge: 50 mm, Durchmesser: 8 mm,
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2. Trennsiule Hema-Bio Gel 40: KorngréBe 10 wm, Linge: 300 mm, Durchmesser: 8 mm, Trennbereich™ < 20
kDa, AusschluBBgrenze 40 kDa,
3. Trennsiule Hema-Bio Gel 100: KorngroBe 10 um, Linge: 300 mm, Durchmesser: 8 mm, Trennbereich 2 —
80 kDa, Ausschlul3grenze 120 kDa.
Das verwendete Hema Bio-Gel ist eine hydrophilierte Modifikation des Hema Gels, welches ein mit
Ethylenglykoldimethylmethacrylat quervernetztes Hydroxyethylmethacrylat Copolymer ist. Die  Bio-Gel
Variante ist nur mit wilrigen Medien kompatibel. die bis zu maximal 20 Vol% organische Losemittel enthalten
konnen.
Als Detektoren konnten ein UV-Detektor mit variabler Wellenlingeneinstellung (UV 150, tsp), ein Mehrwinkel-
Streulichtdetektor (miniDawn, Wyatt) und ein Brechungsindex-Detektor (RI-2000F, Schambeck SFD) tiber ein
Mehrpositionsventil (Viei) (MPV3) an den Ausgang der SEC-Siulen angeschlossen werden.
Eine Kalibrierung der SEC-Sidulen zur Umrechung des Retentionsvolumens in Molmassen erfolgte durch die
Injektion von PSS-Standards iiber eine 200 pl-Probenschleife. Es wurden die folgenden Kalibrierstandards mit
der vom Hersteller (Polymer Science Service, Mainz) angegebenen Molmasse M, verwendet: 356000, 82800,
35700, 13400, 6710, 4480 und 1120 Da. Entsprechend den Empfehlungen [Wu 1995] wurden Lésungen der
Standards in dem jeweiligen Eluenten mit Konzentrationen zwischen 0.3 und 0.5 Ma% analysiert. Dariiber
hinaus wurde Aceton (M = 58 Da) als niedermolekularer Standard (1 Vol% in Eluent) benutzt.
Zur Herstellung der HA-Proben wurden die entsprechenden Einwaagen an HA in VE-Wasser gegeben. Durch
Zugabe von 0,1 M NaOH wurde ein pH-Wert von > 10 eingestellt und die HA tiber Nacht unter Schiitteln geldst.
Mittels 0,1 M HCI wurde der pH-Wert der Lisung tiblicherweise auf pH 7 gesenkt und der Mal3kolben mit VE-
Wasser aufgefiill. Wenn nicht anders angegeben wurde die so hergestellte Losung ohne Filtration verwendet.
um eine definierte HA-Konzentration zu erhalten. Wenn notwendig, wurde die HA-Losung mittels eines
Spritzenvorsatzfilters aus regenerierter Cellulose mit einer Porengréfle von 0,45 pm filtriert (RC13, Sartorius).
Die Aufnahme der durch die drei Detektoren erzeugten Daten erfolgte mit Hilfe der MALLS-Detektor-Software
(ASTRA). Zur Auswertung der Experimente wurden die konzentrationsproportionalen MefBsignale des UV- bzw.
RI-Detektors als ASCII-Datensatz aus ASTRA exportiert und mit Hilfe eines Tabellenkalkulationsprogramms

(MS Excel) weiter verarbeitet.

3.3 Durchfithrung der AF*-Experimente

In dieser Arbeit wurde ein AF*-System der Firma ConSenxus verwendet. Eine HPLC-Doppelkolbenpumpe (P1)
(ConstaMetric 3200, tsp) diente als Kanalpumpe. Eine weitere HPLC-Pumpe (P3) (MicroStar, Knauer) wurde
zur Injektion der Probe iiber ein HPLC-Injektionsventl (7000, Rheodyne) verwendet. Die Start- und Stopzeiten,
die Flufirate der Kanalpumpe, sowie die Fliefrichtungen des Eluenten innerhalb des AF'-Kanals (bestimmt
durch die Stellung des Mehrwegeventils, MPV2) und die QuerfluBrate (LiquiFlow, LF) wurden durch eine
Controllerbox  gesteuert. In  diese wurde das jeweilige abzuarbeitende AF*-Programm von einem

angeschlossenen PC aus geladen. Die aktuellen Werte der QuerfluBrate sowie des Drucks im AF*-Kanal wurden

b} . . ™ - . . + ¥ . s . .
** Die angefiihrten Herstellerangaben iiber die Arbeitshereiche- und AusschluBigrenzen beziehen sich aul eine Besummung mit linearen
Polysacchariden (Pullulane) und kénnen fiir andere Analytklassen davon abweichen.
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von der Controllerbox an den PC zuriickgeleitet. Eine Detektion der aus dem Trennkanal eluierenden Peaks
erfolgte durch die im Kap. 3.2 genannten Detektoren, nachdem das Multipositionsventil (MPV3) entsprechend

geschaltet wurde.

Der schematische Aufbau des AF'-Kanals ist in Abb. 2-8 dargestellt. Als Spacer wurden Teflonfolien mit
unterschiedlichen Dicken oder Kombinationen daraus verwendet. Diese geben die Kanalgeometrie vor, die in

Abb. 3-2 dargestellt ist.

o

(=]
“+ O >
-

Ly

z=0 z z=L
Abb. 3-2: Schematische Darstellung der Abmessungen des ConSenxus-AF"-Kanals. Die Werte betragen fiir: b,
=212cm by =047 em L =286 cm, vy =225 em’, 2" = 2,10 cm, Fléiche der Anreicherungswand

(A) = 36,09 cnr”.

Die Dicken der Spacer betrugen: 100, 190 und 350 pm. Daraus resultieren nominelle Kanalvelumina von 0,36:
0.68 bzw. 1.26 ml. Aus der Kombination der 100- und der 350-um-Folie resultiert entsprechend eine Dicke von
450 um (nominelles Kanalvolumen: 1,62 ml), aus der Kombination der 190- und der 350-pm-Folie eine Dicke
von 540 um (nominelles Kanalvolumen: 1,94 ml). Die tatsachliche Kanaldicke w muf3 aufgrund der in der
Einleitung erwihnten Kompressibilitdt und Quelleffekte der Membran bei Anwendung verschiedener Eluenten

experimentell bestimmt werden. Es wurden verschiedene Methoden angewandt, um t, und V' zu ermitteln:

1) anhand der Durchbruchszeit eines nicht retardierten Analyten mit kleiner Molmasse in Abwesenheit eines
Querflusses,
2) anhand der Retentionszeit eines hochmolekularen Standards mit bekanntem Diffusionskoeffizienten in

Anwesenheit eines Querflusses.

Aus der unter Punkt 1) genannten Methode wird die Totzeit des Kanals direkt erhalten. Diese kann in
Abwesenheit eines Querflusses mit der DetektorfluBirate in das Kanalvolumen und damit — bei gegebener
Oberfliche - in die Kanaldicke umgerechnet werden. Bei der unter 2) genannten Methode mulf} zur Bestimmung
der Kanaldicke w die folgende Formel angewendet werden [LITZEN 1993]; dabei wurde die Vereinfachung R" =

67. getrotfen:
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Gl. 3-2 W=

out

Nach Einsetzen der MaBie aus Abb. 3-2 ergibt sich fiir den ConSenxus-Kanal die folgende vereinfachte

Gleichung:

6-D-t

r

Gl.3-3 W= :
VX
In| 1+——[0,9425]

out

Als hochmolekularer Standard zur Bestimmung von w kann z. B. das Protein Ferritin verwendet werden. Dieses
besitzt eine Molmasse von 440 kDa und einen fiir Wasser bei 25 °C extrapolierten Diffusionskoeffizienten D
von 4,1-107 em*s”'. Dabei muf auf die Temperaturabhingigkeit von D geachtet werden. Diese ergibt sich vor
allem aus der Temperaturabhiingigkeit der Viskositit des Eluenten.

Zur Kanaldickebestimmung nach Punkt 1) wurde eine 2 g Lésung von NaNj in Eluent iiber eine 20-pl-
Probenschleife aufgegeben, fokussiert und mit einem Kanal- bzw. Detektorfluf} von 0,7 ml'min’' eluiert. Das
Volumen zwischen dem Kanalausgang und dem UV-Detektor betrug 0,632 ml. Dieses wurde von der Reten-
tionszeit-des NaN;-Peaks subtrahiert.

Als (getrigerte) UF-Membranen mit einem kleinen Cut-off waren zur Zeit der Durchfilhrung der AF*-
Experimente lediglich Polyethersulfon-Membranen (PES) mit einem Cut-off von 1 kDa (ConSenxus) und 4 kDa
(PostNova) verfiigbar.

Verwendetes AF*-Gradientenprogramm:

Flufirate/
mi-min-!
A
56
49 p
um I
= 95. o Pumpenflu
2 gg 2
LS o N D Querfluf
v o0 = [7:}
g 4<%
i aé 'g =
e 235 &
0.7 \ Detektorflul
0.1 : N
! L T T I ="
115 253 7.3 14,3 15,3 Zeit/ min

Abb. 3-3: Schematische Darstellung des verwendeten AF'-Gradientenprogramms.

Der Start der Datenaufnahme mittels ASTRA erfolgte jeweils 1 min vor Beginn des AF*-Programms, um zu

Anfang der Datenaufnahme ein ungestortes Detektorsignal zu erhalten.
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In Abwesenheit eines Querflusses (QuerfluBrate = 0 ml'min™") wurde dazu die DetektorfluBrate auf 0,7 mi-min™
eingestellt. Nachfolgend werden die beiden FluBraten - jeweils in mlmin' - in der Kurznotation
(Quer-/DetektorfluBrate) angegeben. Zur Einstellung konstanter FluBraten wurde eine Zeit von 30 s zur
(Vor-)Fokussierung (4,9/0,0) gewihlt. Als Injektionszeit wurde bei einer InjektionsfluBrate von 0,1 ml-min”' eine
Dauer von 60 s verwendet. Dadurch sollte sichergestellt werden, daB3 die Probelésung vollstindig in den AF-
Kanal aufgegeben wird. Das Volumen der Verbindungskapillare zwischen Injektionsventil und Kanal betrigt ca.
4 pl. Analog der Empfehlungen von SCHIMPF und WAHLUND wurde eine kurze Nachfokussierungszeit von 30 s
(4,9/0,0) zur Refokussierung der Probe angewandt [ScHIMPF 1997]. Die Elution erfolgte zwischen der
Programmlaufzeit von 120 bis 380 s zunéchst mit einem konstanten Kraftfeld (4,9/0,7). Zwischen 381 und 799 s
nahm die Querflufirate linear von (4,9/0,7) auf (0,1/0,7) ab. Zwischen 800 und 860 s betrug das FluRverhiltnis
konstant (0,1/0,7). Von 861 bis 2000 s wurde zur Ausspiilung des Trennkanals ein Verhiltnis von (0,0/0,7)

etabliert.

3.4 Durchfithrung der Experimente in Anlehnung an PiccoLoO et al. zur

Huminsiure-Strukur

Das Aldrich-HA-Na-Salz wurde entsprechend der vorbeschricbenen Prozedur (vgl. Kap. 3.2) durch Einstellen
eines basischen pH-Wertes > 10 und Schiitteln iiber Nacht in Losung gebracht. Abweichend wurde hier eine 0,5
M KOH-Lasung (analog [PICCOLO 1996A]) verwendet. Mit dieser wurde anschlieBend auch der pH-Wert von
11,8 fiir ein groBeres Losungsvolumen eingestellt.

Anteile dieser Losungen wurden mit 1 M HCI auf pH 2.0 bzw. durch Zusatz von Essigsiure (Eisessig, p.a.;
Merck) auf pH-Werte von 6,0; 4,5; 3,5 und 2,0 gebracht und Aliquote einer SEC- bzw. AF‘-Analyse
unterworfen.

Die HA-Lésung mit einem pH-Wert von 2,0 (Essigsdure) wurde durch Zusatz unterschiedlicher Volumina einer
5 M KOH-Losung wieder auf héhere pH-Werte von 3,5; 4,5; 6,0 und 8,5 eingestellt und ebenfalls mit beiden
Methoden analysiert.

Der experimentelle Aufbau wurde bereits im Kap. 3.2 bzw. 3.3 beschrieben. Fiir die SEC- und AF'-Analysen
wurde hier eine 50-pl-Probenschleife und als Eluent ein 0,1 M Borat-Puffer (pH 9,2) verwendet. Dieser wurde
durch Einwaage von 38,14 g Na,B;071" hergestellt. Die SEC-FluBrate betrug 1 ml'min™'. Fiir die AF*-Analysen
wurde das im Kap. 3.3 beschricbene Feldgradientenprogramm verwendet. Die Injektionszeit wurde hierbei

aufgrund des hoheren Probenvolumens von 50 pul auf 90 s erhéht.
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3.5 DOC-Detektor

Der Quarzglasreaktor wird durch einen 2-Zonenofen (Horst) beheizt. Die Steuerung des Ofens erfolgt durch
zwei Thermostate (Horst), die die Temperatur der Verbrennungszone bei typischerweise 780 °C und die der
katalytischen Nachverbrennungszone bei 700 °C konstant halten. Als Katalysator wird hier auf AlLO,
(KorngréBe 1,6 — 2 mm) getrdgertes Platin (0,5 Ma% Pt) verwendet (Platinkatalysator 0.5, Instrument
Development Company, IDC). Die Katalysatorschiittung wird vor frithzeitiger Verstopfung infolge
auskristallisierender Salze eines salzhaltigen Eluenten durch eine vorgelagerte Schiittung aus Quarzglasbruch
(Héhe ca. 5 cm) geschiitzt. Getrocknet wird der MeBgasstrom durch einen handelsiiblichen Intensivkithler aus
Glas und einen nachfolgenden Membrantrockner (PermaPure Inc.). Der Membrantrockner besteht aus einer
Nafion"-Membran, die Wassermolekiile durch Absorption an Sulfonsiure-Gruppen bindet. Dabei kann eine
Sulfonsiuregruppe  bis zu 13  Wassermolekiile als Hydratwasser binden; dies entspricht einem
Absorptionsvermdgen der Membran von 22 Ma% Wasser. Auf der MembranauBenseite wird im Gegenstrom ein
durch Blaugel getrockneter Luftstrom entlang gefiihrt. Dieser bewirkt einen Konzentrationsgradienten des
Wassers innerhalb der Membran und so den Transport des Wasser von innen nach auflen durch lonenkanile.
Dieser Prozel3 wird Pervaporation genannt. Da die Membran frei von Poren ist, kénnen keine Gasmolekiile
entweichen.

Zur Messung der COs-Konzentration im trockenen Gasstrom wird die NDIR-Methode (NDIR Optik-Bank Serie
5000 Typ 34364, Saxon Junkalor) eingesetzt. Zwei der drei [R-Pyrodetektoren detektieren durch vorgelagerte
Schmalbandinterferenzfilter nur die Absorption bei einer fiir CO; spezifischen Wellenldnge. Andere Gase -
ausgenommen Wasserdampf - storen die Detektion des CO; nicht. Druckschwankungen z. B. fiihren jedoch zu
ciner Beeintrichtigung des Signals. Um derartige Einfliisse zu minimieren, wird ein dritter Sensor eingesetzt, der
bei einer Wellenldnge von 4 um alle breitbandigen, also nicht gasspezifischen Storeinfliisse durch Messung und
Kompensation herausfiltern soll. Dazu wird das jeweilige CO,-Rohsignal auf das (breitbandige) Referenzsignal
bezogen (Quotientenbildung), bevor als es CO;-Meflsignal an eine externe Datenaufnahmeeinrichtung
abgegeben wird. Die Thermostatisierung des Detektorblocks dient ebenfalls dem Zweck der Signalstabilisierung.
Die beiden CO,-Detektoren sind baugleich, aber fiir unterschiedliche Konzentrationsbereiche kalibriert (0-200
ppm CO, bzw. 0-1000 ppm CO;). Die Aluminiumkiivette wurde gegeniiber der handelsiiblichen
Standardmefizelle um die Hilfte auf 140 mm Lénge verkiirzt. Damit wird die Verweilzeit des CO, innerhalb der
Melfikiivette reduziert, was zu einer Verringerung der Peakbreite fithrt. Die Nachweisgrenze (NWG) wird dabei
nur wenig beriihrt, da mit groBerer Kiivettenlinge auch das Rauschen zunimmt. Durch Verwendung von
sensitiveren Pyrodetektoren gegeniiber der Standardausfiihrung konnen die Detektoren auch bei verkiirzter
Kiivettenlinge im optimalen Detektionsbereich arbeiten, so daff auch die Empfindlichkeit des Detektors nicht
verringert wird.

Nachfolgend ist schematisch der Autbau des DOC-Detektors dargestellt. Die Gasstromtiihrung am Ausgang des
Intensivkithlers ist so ausgelegt, dafl das Volumen des Wassersammelgefilies nicht durchstrémt wird und so

nicht zur Peakverbreiterung beitrigt.
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Abb. 3-4: Schematischer Aufbau des verwendeten DOC-Detektors. Die Probenaufgabe kann wahlweise durch
Injektion mittels einer Mikroliterspriize iiber eine Septumdichtung (diskontinuierlich) oder durch

Anschluf einer HPLC-Kapillare an einen Wechselprohenkop/ (komtinuierlich) erfolgen.

Die permanente Beaufschlagung des Reaktors mit Flissigkeit fihrt im Fall des Online-Betriebs zu einer

gegeniiber dem Batchbetrieb niedrigeren Temperatur innerhalb der Verbrennungszone. Besonders betroffen ist
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dabei der Bereich, an dem der Fliissigkeitsstrahl auf die Reaktoreinbauten aufirifft und verdampft. Zur Erhéhung
der Temperatur wurde deshalb ein hohler Metallzylinder oberhalb der Schiittung aus Quarzglasbruch installiert,
so daB der Flassigkeitsstrahl nicht mehr auf die Oberfliche kleiner Quarzglasstiickchen auftrifft, sondern auf den
(Sicb-)Boden des Metallzylinders. Dabei soll der Wirmeverlust an dieser Stelle durch die bessere Wirmeleitung
des Metallzylinders im Vergleich zu Quarzbruch teilweise kompensiert werden.

Um auch bei lingeren Analysenzeiten (z. B. einer SEC-Analyse von 30 min) einen ungestorten Detektorbetrieh
zu gewihrleisten, muf} fiir das auskondensierte Wasser ein Auffangbehilter mit groffiem Volumen vorgesehen
werden. Ein Losen von CO; in diesem groflen Wasservolumen innerhalb des Behiilters ist jedoch zu vermeiden.
Deshalb wurde der Ausgang des Intensivkiihlers so modifiziert, dafl dieses Volumen gegeniiber dem restlichen
System durch das nachflieBende Kondensat permanent abgetrennt wird. Die Menge an CO., die sich
physikalisch und chemisch in dem auskondensierten Wasservolumen 18sen kann, wurde fiir eine Flufirate von 1
mi-min' Wasser bei pH 7 berechnet. Unter der Voraussetzung, daB sich das System im Massen- bzw.
Volumengleichgewicht befindet, d. h. pro Minute | ml Wasser auskondensiert wird, liegt der prozentuale Anteil

von so aus dem MeBgasstrom entferntem CO; unter | %.

3.5.1 Vorarbeiten zum Einsatz des DOC-Detektors

Der Temperaturverlauf innerhalb des Reaktorrohres sowie die Autheiz- und Abkthlcharakteristik des gewihlten
Reaktorautbaus wurden mit einem Ni-CrNi-Thermoelement ermittelt. Um betriebsnahe Bedingungen einstellen
zu konnen (Os-Strom und Flissigkeitsstrom im Online-Betrieb), wurden ein T-Stiick am Kopfaufsatz des
Reaktors montiert und das Thermoelement iiber ein Septum in das Reaktorrohr eingefiihrt. Der Fliissigkeitsstrom
wurde von einer HPLC-Pumpe (110b, Beckman) geliefert.

Eine Edelstahlhiilse (Linge: 13,5 cm; AuBendurchmesser: 2 cm; Innendurchmesser: 1,65 cm: Gewicht: 89 g) mit
einem siebartigen Boden wurde mit dem DOC-Detektor geliefert. Sie wurde im Laufe der experimentellen
Arbeiten durch einen Silberstab (Linge und Auliendurchmesser wie Edelstahlhiilse, Gewicht: 307 g) (99.9 %
Reinheit, Goodfellows) ersetzt. Dieser wurde so aufgebohrt, daf sich der Durchmesser der Bohrung konisch
nach unten hin verjiingt. Im Boden dienten mehrere Licher dazu, den im Inneren des Stabes erzeugten

Wasserdampftstrom auf die nachfolgende Katalysatorschiittung zu leiten (vgl. Abb. 7-4 und Abb. 7-5).

3.5.2 Kalibrierung und Bestimmung der Nachweisgrenze des DOC-Detektors

Alle Losungen wurden mit Wasser aus einer Wasseraufbereitungsanlage (Simplicity 102, Millipore) hergestellt.

Das  Wasser aus dieser Quelle soll im folgenden als Millipore-Wasser bezeichnet werden.™

*' Das Millipore-Wasser besall von verschiedenen gelestelen Wasserquellen den geringsten DOC-Gehalt, Ein Begasen des Millipore-Wassers
mit Ny von iiber einer Stunde Dauer - um geléstes CO. auszutreiben - erbrachte keine Verringerung des CO.-Blindwertes dieser
Wasserquelle, Wichtig ist jedoch, dald das Wasser nicht lingere Zeit vor seiner Entnahme in dem Kunststoff-Vorratshehiilter dieser Anlage
gelagert wird, da sonst in héherem Malle organische Substanzen (Weichmacher, ete.) aus dem Material gelost werden kinnen.




58 Untersuchungen zur Sorption an Huminswffen: Molekulargewicht und Kohlenstoff-Isotopenlrakuonierung

Zur Injektion von CO,-gesiittigtem Wasser wurde Millipore-Wasser mindestens eine Stunde lang {ber eine
diinne Glaskapillare mit CO, begast. Davon wurden anschlieffend 20 ul mittels einer gasdichten HPLC-Spritze
im Batchbetrieb bzw. mittels eines Systems aus 20-ul-Probenschleife. Injektionsventil (Knauer) und HPLC-
Pumpe (110b, Beckman) bei einer FluBrate von | ml-min” im Online-Betrieb aufgegeben. Als Eluent wurde
Millipore-Wasser bei pH 7 verwendet. Die Datenaufnahme erfolgte mittels der NDIR-Software (Saxon
Junkalor). Die Auswertung der Peakhhen und Peakfldchen erfolgte nach Export. Konvertierung und Import der

ASCII-Daten in die Software CGrams for Chromatography (Galactic Industries Corporation).

Die Nachweisgrenze (NWG) wurde durch die Injektion von Kaliumhydrogenphthalat (KHP)-Lésungen (Vy, =
20 pl) mit den folgenden Konzentrationen ermittelt: 0, 2. 4. 8 und 10 mg KHP-I'. Diese entsprechen
Kohlenstoffkonzentrationen von 0; 0.9; 1.9; 3.8 und 4.7 mg CI". Im Batchmodus wurde eine 50-ul-HPLC-
Spritze bzw. im Online-Modus ein Injektionsventil mit Probenschleife (Knauer) bei einer Fluirate von
I mlmin” Millipore-Wasser verwendet. Die Ofentemperatur bzw. die Temperatur der katalytischen

Nachverbrennungszone betrugen 780 °C bzw. 700 °C (Sollwerte).

Fiir die substanzspezifischen Kalibrierungen wurden jeweils Ldsungen mit einer Kohlenstoffkonzentration von
| gI"" verwendet. Dazu wurden Losungen mit Konzentrationen von 2,125 g KHP-I""; 1,54 g rert-Butanol-I™" (tert-
BuOH) bzw. 2,65 ¢ luftfeuchte Aldrich-HA'l" hergestellt. Die Aufgabe von jeweils 20 ul Losung erfolgte hier
mittels einer HPLC-Spritze im Batchbetriecb bzw. iiber das Injektionssystem (Knauer) mit einer 20-pl-
Probenschleife im Online-Betrieb. Eluent, Flufirate und Datenverarbeitung entsprechen den vorgenannten

Bedingungen.

3.5.3 Online-Kopplung des DOC-Detektors

Eine Optimierung der Geriteparameter des DOC-Detektors fiir den Online-Betrieb erfolgte durch die
FlieBinjektion von 20 ul einer Losung von fer-BuOH, KHP bzw. Aldrich-HA mit einer
Kohlenstoffkonzentration von jeweils | g, Um den Einfluf} der Verbrennungstemperatur auf die Peakfliche
und -hohe zu untersuchen, wurden bei einer FluBirate von | ml'min" unterschiedliche Ofentemperaturen (780,
800, 850 und 900 °C) eingestellt bzw. die Flulirate bei einer konstanten Ofentemperatur von 800 °C zwischen
0.6 und 1,0 ml'min” variiert. Die Temperatur der katalytischen Nachverbrennung wurde konstant bei 700 °C

gehalten. Als Losemittel und Eluent wurde Millipore-Wasser mit einem pH-Wert von 7 verwendet.

Zur Bestimmung der spezifischen UV-Absorptionen (SUVA) verschiedener Substanzen wurde ein UV-Detektor
(UV150, tsp) mit dem DOC-Detektor iiber eine Teflonkapillare verbunden. Bedingt durch den rdumlichen
Aufbau des DOC-Detektors muBite diese eine Linge von ca. 180 ecm besitzen. Bei einem [nnendurchmesser von
0,8 mm ergibt sich daraus ein Interdetektorvolumen von ca. 0.9 ml. Dieses wurde bei der Auswertung der
Signale beriicksichtigt. Das Signal des UV-Detektors bei einer Wellenlinge von 254 nm und das des 1000-ppm-

CO--Kanals des DOC-Detektors wurden mit der ASTRA-Software aufgezeichnet. Die Elution der Proben



Experimenteller Teil 59

erfolgte iiber die im Kap. 3.1 beschricbene SEC-Apparatur. Als Losemittel und Eluent wurde eine 0.1 M

NaNO;-Losung (+ 200 ppm NaNs) bei pH 7 verwendet. Die FluBrate betrug | ml-min™.

3.6 Online-FQT-Untersuchungen

Der experimentelle Autbau fiir die Online-FQT-Experimente ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
Wahlweise kann die SEC- und die AF*-Methode zur GroBentrennung der HA-Proben eingesetzt und mit der

nachfolgenden Online-FQT-Untersuchung kombiniert werden.

> Abfall
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NV e il ~ai
PD IF MPV1  (Focus) MPV2 Lo 20X
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' [
(P2 [T N ;
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Abb, 3-5: Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus der kombinierten SEC/AF'-Apparatur mit
gekoppelter Online-FQT-Methode (dargestellt hier fiir A F'-Anwendung). Die jeweils nicht fiir die
Grifientrennung genutzte HPLC-Pumpe (hier P2) wurde zur Forderung der Analvtlisung vom IV3
zum Intensivmischer verwendet. Dazu besaf$ die Probenschleife des IV3 ein Volumen von ca. 11 ml.
Deg: Online-Entgaser; P: Pumpe; PD: Pulsationsdéimpfer; IF: Inline-Filter: IV: Injektionsventil;
MPV: Multipositionsventil: NV: Nadelventil; dD hzw. aD: digitale bzw. analoge Druckanzeige: LF:
LiguiFlow; M: Intensivmischer; UV, DAD bzw, FLD: UV-, Diodenarrav- bzw. Fluoreszenzdetektor.

Dabei wurde der Ausgangsfluf (je 0,7 ml'min) aus der SEC bzw. AF' iiber ein manuelles Mehrwegeventil
(Vici) auf einen Intensivmischer (Alltech) geleitet. Dieser besitzt ein sehr geringes Totvolumen und eine
cingebaute Fritte, die zum intensiven Durchmischen zweier Fliissigkeitsstrome fiihrt. Der zweite
Fliissigkeitsstrom bestand aus ciner wéBrigen Losung von Pyren (100 ppb) bzw. Naphthalin (Naphthalin)

(10 ppm) in Eluent. Da besonders Pyren zu starker Sorption an hydrophoben Materialien, wie z. B. den
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Dichtungsmaterialien innerhalb der Pumpe, neigt. wiirde dies zu einer langfristigen Kontamination der Pumpe
fihren. Deshalb wurde der Analytstrom fiir die Online-FQT-Experimente nicht durch die Pumpe direkt, sondern
als wiiirige Lasung tiber eine Probenschleife (HPLC-Injektionsventil 7001, Rheodyne) in den Intensivmischer
geliefert. Zu diesem Zweck betrug das Volumen der Edelstahl-Kapillarschleife (Linge: 15 m, Innendurchmesser:
1 mm) 11.8 ml. Zum Befiillen der Kapillare wurde eine 25-ml-Glasspritze verwendet, deren innere Oberfliche
zuvor durch dreimaliges Aufziehen mit der jeweiligen Analytlésung gesittigt wurde. Die Flufirate, mit der die
wiiirige Sorptivlosung dosiert wurde, wurde variiert. Ein optimaler Wert in Bezug auf die Signalhthe und die
maximale Zeitspanne eines konstanten Sorptivstroms (bedingt durch das Volumen der zuvor beschriebenen
Probenschleife) wurde fiir 0.2 ml-min” erhalten. Die Ausspiilcharakteristik der Schleife. im besonderen die Zeit
bis zum Erreichen eines konstanten FLD-Signals (Plateau), sowie die Breite dieses Plateaus bei der gewiihlten
FluBrate der Sorptivlésung wurden vor den eigentlichen Online-FQT-Experimenten bestimmt.

Sowohl flir PSS-Standard- als auch fiir HA-Proben konnte in Vorversuchen gezeigt werden, daf} die Kopplung
flir die FQT-Experimente zu keiner visuell erkennbaren Verinderung zwischen der Peakform im UV-Detektor
und dem (iiber den Intensivmischer sowie eine lange Teflonkapillare verbundenen) DAD fiihrt.

Fiir die Online-FQT-Experimente miissen allerdings die verschiedenen Weglingen des Lichts in den MeBzellen
des DAD (0,6 cm) und des FLD (d = 0,1 cm und s = 0.2 cm) bei der Anwendung des IFE-Korrekturterms

beriicksichtigt werden.

Zur Uberpriifung der erhaltenen Ergebnisse der Online-FQT-Experimente wurde ein SemiBatchexperiment mit
dem Online-Aufbau durchgefiihrt. Dazu wurden 20 ml einer Aldrich-HA-Lésung (cua = 0.1 g-1"') bzw. 20 ml
Eluent mit je 4 ml einer wiilirigen Pyren-Losung versetzt. Daraus resultiert eine Konzentration von 17 ppb fiir
Pyren und 30 ppm fiir den DOC.

Die Losungen wurden mindestens | Stunde dquilibriert und anschlieBend per Hand mittels einer Glasspritze in
die Melizellen des DAD und FLD injiziert. Die Glasspritze wurde zuvor dreimal gespiilt. Zur Bestimmung der

UV-Absorption und der Eigenfluoreszenz wurde ebenfalls eine entsprechende HA-Lésung ohne Pyren injiziert.

3.7 Oftline-FQT-Experimente

Die Fluoreszenzspektren wurden mit einem Fluoreszenzspektrometer (LS50B, Perkin  Elmer). die
Absorptionsspektren mit einem Zweistrahl-UV/VIS-Spektrometer (Cary3, Varian) aufgenommen.

In beiden Spektrometern wurde die in Abb. 3-6 dargestellte, volumenreduzierte Quarzglaskiivette verwendet.
Zur Aufnahme der Fluoreszenzspektren wurde im allgemeinen wie folgt verfahren: Die Kiivette wurde zweimal
mit den vordquilibrierten Ldsungen gespilt und nach dem dritten Befiillen fiir 1.5 min iiber eine diinne
Glaskapillare intensiv. mit N, begast, um die Losungen von geldstem Op zu befreien. Geloster O, als
dynamischer Quencher kann ecine (statische) Fluoreszenzloschung des Analyten durch HA {iberlagern.
AnschlieBend wurde die Kiivette mit einem Deckel aus Aluminiumfolie verschlossen und die Probe sofort

VErmessen.
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Abb. 3-6: Darstellung der volumenreduzierten Quarzglaskiivette fiir FOT-Messungen mit quadratischer
Grundfliche. Der Anregungslichtstrahl tritt nur im Bereich der verstirkten Glaswandung ein
(Mefivolumen). Die Abmessungen  heziehen sich auf  Herstellerangaben in  cm. Die

Kilvetteninnenbreite betrigt 0,4 em.

Voruntersuchungen zeigten, daf} ein Begasen iiber einen Zeitraum von 1,5 min ausreichend ist, da bei lingerem
Begasen keine Steigerung der Signalintensitit im Fluoreszenzspektrum beobachtet werden konnte. Aufgrund des
niedrigen Henrykoeffizienten von Pyren und dem geringen Spiilgasvolumen kann die Abreicherung des Pyren
vernachlissigt werden. In einem anderen Vorversuch konnte eine Stabilitit des Melisignals der so priparierten
Probe von mindestens einer Stunde nachgewiesen werden.

Fiir Pyren wurde die Fluoreszenzintensitit bei einer Anregungswellenlingen von 333 nm und einer
Emissionswellenlinge von 393 nm bestimmt. Die verwendeten Spaltbreiten betrugen jeweils 2.5 nm. Die

Spannung des Photomultipliers (Photo Multiplier Tube, PMT) wurde auf 775 Volt eingestellt.

Anschlieend wurde die UV-Absorption der Probe durch Umsetzen der Kiivette in das UV/VIS-Spektrometer
gemessen. Dazu wurden der Wellenldngenbereich von 260 bis 400 nm mit einer Scanrate von 10 nm-s’
analysiert und die Werte bei der Anregungs- und der Emissionswellenlinge ermittelt. In dem Zweistrahlgerit
wurde dabei stets gegen Luft gemessen. Die Absorption der Kiivette selbst sowie der 0.1 M NaNO;-Losung

wurden spiter von den ermittelten Absorptionen der HA-haltigen Lésungen als Blindwert subtrahiert.

Zur Frage der Molmassenabhiingigkeit des Sorptionskoeffizienten wurden ebenfalls Offline-FQT-Experimente
durchgefiihrt. Hierzu wurde iiber eine 200-ul-Injektionsschleife eine Aldrich-HA-Probe mit der Konzentration
von cys = 1 1" iiber die beschriebene SEC-Siulenkombination aufgegeben. Der resultierende Peak wurde nach
Durchgang durch den UV-Detektor (UVI150, tsp) (254 nm) in drei Fraktionen getrennt aufgefangen. Die

Fraktionen wurden zwischen den folgenden Retentionszeiten erhalten:
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Tab. 3-1: Retentionszeitgrenzen und daraus resultierende Molmassenbereiche der Fraktionierung einer Aldrich-

HA-Probe in drei SEC-Fraktionen.

Fraktion Retentionszeit von - his /min Molmassenbereich” /kDa
| 12,5-14,0 33.7-169

2 140 - 155 169 -8.5

3 15.5-17.0 8,5-43

Der Molmassenbereich wurde aus den angegebenen Retentionszeitgrenzen und der in Kap. 4.2 angegebenen Gleichung fitr die

Kalibriergerade von PSS-Standards und 0.1 M NaNOx-Losung als Eluent ermittelt.
Diese Fraktionierung wurde 20-fach wiederholt, um ein ausreichendes Losungsvolumen fiir die anschlieBenden
Offline-FQT-Experimente und die Bestimmung der DOC-Konzentration mittels des DOC-Detektors zu erhalten.
Die Stabilitit der einzelnen Fraktionen hinsichtlich ihrer MolekiilgréBenverteilung wurde in vorangegangenen
Experimenten ermittelt. Dazu wurden die drei oben beschriebenen Fraktionen erneut in das SEC-System injiziert
und eluiert. In allen Fillen wurde eine 0.1 M NaNOs;-Losung (+ 200 ppm NaNs) bei pH 7,0 als Eluent
verwendet.
Durch tigliche SEC-Analysen {iber einen Zeitraum von sieben Tagen wurde die Molmassenverteilung der bei
Raumtemperatur gelagerten Losungen und damit ihre (Lager-)Stabilitit untersucht. Dariiber hinaus wurde
jeweils ein Aliquot der Losung der drei Fraktionen mit 1 M HCI auf pH 4 bzw. mit 1 M NaOH auf pH 10
eingestellt und iiber Nacht gelagert. Anschliefend wurden diese Losungen mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCl auf pH
7.0 zuriicktitriert und erneut eine SEC-Analyse durchgefiihrt. Diese Fraktionen werden im Folgenden als

.gestrefte Fraktionen™ bezeichnet.

3.8 SPME

Fiir die SPME-Analysen wurden Polydimethylsiloxan (PDMS)-Fasern mit einer Schichtdicke von 7 pm
(Supelco) verwendet. Diese wurden unmittelbar vor ihrer Verwendung durch Thermodesorption in einem GC-
Injektor bei 280 °C konditioniert. Jeweils 75 ml der entsprechenden L&sung wurden in einem 100-ml-
Erlenmeyerkolben, der mit einem teflonbeschichteten Silikonseptum verschlossenen wurde, tiber Nacht in einem
Temperierbad (25 °C) unter stindigem Rithren dquilibriert. Die SPME-Fasern wurden durch das Septum in den
Gasraum iiber der jeweiligen Losung eingefiihrt und nach einer Verweilzeit von 18 Stunden von dort in den
Injektor eines GC/MS-Gerites (QP5000, Shimadzu) iiberfiihrt. Dabei wurde das sorbierte Pyren bei 280 °C iiber
ginen Zeitraum von 3 min (splitlos) desorbiert. Fiir die anschlieBende Analyse im SIM-Modus bei m/z = 202

wurde ein Temperaturprogramm verwendet: 120 °C (3 min) — 10 K/min — 250 °C (5 min).

Die Versuche mit Aldrich-HA in Millipore-Wasser (200 mg:1"") wurden als Doppelexperiment ausgefiihrt. Die
[onenstiirke wurde durch Zugabe von NaCl auf 0,01 M eingestellt. Der pH-Wert betrug 7,0. Es wurden jeweils 4
SPME-Fasern pro Aldrich-HA-Ansatz verwendet. Daneben wurde eine Pyren-Standardldsung mit gleicher IS
und gleichem pH-Wert hergestellt. Verglichen wurden jeweils die Peakflichen, die aus der Analyse der Pyren-

Standard- und einer Aldrich-HA/Pyren-Losung fiir eine SPME-Faser erhalten worden waren.
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3.9 Experimente zur Isotopenfraktionierung von HOS

3.9.1 Einstufiger Sorptionsversuch (Batchexperiment)

Zu einer Suspension aus 60 g Roth-Huminsdure in 600 ml Millipore-Wasser und einer rein wélrigen Losung
(ohne Huminsidure) wurde eine methanolische Stammlésung von Cyclohexan und Toluol gegeben. Beide
Ansiitze besaBen durch Zugabe von NaCl (0,02 M) und NaN; (0,003 M) die gleiche lonenstirke. Der pH-Wert
wurde auf 7 eingestellt. Der Wasseransatz wurde in dreifacher Weise, der Huminsiureansatz in doppelter Weise
ausgefiihrt. In der HA-Suspension werden infolge der Sorption die Konzentration der frei geldsten Sorptive und
damit auch deren Konzentration in der Gasphase drastisch verringert. Um den analytischen Nachweis
ausreichend genau ausfithren zu kénnen, wurde deshalb in diesem Fall ein groleres Volumen der Stammldsung

zugegeben (Cyumo < | VoI%). Die nachfolgende Tab. 3-2 zeigt die resultierenden Konzentrationen.

Tab. 3-2: Konzentrationen der organischen Substanzen in der rein wdfirigen Losung und in der

Huminsciuresuspension.

Substanz Konzentration in Wasser /ppm Konzentration in Huminsduresuspension

(100 gI'" Roth-Huminsdure) /ppm

Cyclohexan 20 900
Toluol 30 750

Nach Schiitteln der Proben iiber einen Zeitraum von 24 Stunden wurden 20 ul Headspacevolumen zur
Bestimmung der Sorptionsrate mit einem GC-MS-Gerit (QP5000, Shimadzu) im SIM-Modus analysiert (GC-
MS-Bedingungen: Ty, =40 °C isotherm, Tyyjeor = 100 °C, Splitverhiltnis = 1:50, Tpuekor = 150 °C).

Des weiteren wurden die Isotopenverhiltnisse in 20 bis 100 pl Headspaceprobe mittels eines GC-C-irMS-
Gerites (MAT 252, Finnigan) bestimmt.

GC-C-irMS-Bedingungen: Topp: 40 °C (4 min) — 6 K/min - 150°C — 15 K/min - 200°C, T jyeer 250 °C
(splitlos), Tyemrennunaseinhei: 980 °C.

3.9.2 [Isotopenfraktionierungsexperimente mit einer RP-HPLC-Siiule

In Analogie zu den Experimenten von CAIMI et al. wurde der Peak einer organischen Verbindung nach Elution
iiber eine RP-C 4y-HPLC-Siule in Fraktionen getrennt und diese wurden anschlieBend einer GC-C-irMS-Analyse

unterworfen [CAIMI 1997].

Dazu wurden 100 mg Naphthalin in 20 ml eines ACN/Wasser-Gemisches (50:50 Vol/Vol) gelést. 200 pl dieser
5 g enthaltenden Lésung wurden in ein HPLC-System (Series 1100, Hewlett Packard) bestehend aus Entgaser,
binirer Pumpe, manuellem Injektionsventil mit 200-pl-Probenschleife (Knauer), thermostatisierbarem
Saulenraum (25 °C) und Diodenarraydetektor (DAD) (254 nm (Spaltbreite: 10 nm), Referenzsignal bei 360 nm
(100 nm)) injiziert. Die FluBrate des Eluenten aus ACN/Wasser (50:50 Vol/Vol) betrug 1 ml'min™. Als Siule
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wurde eine RP-HPLC-Siule mit chemisch gebundenen C4-Gruppen verwendet (Alltech Adsorbosphere XL C18
5U (250 mm - 4,6 mm) mit einer Vorsiule aus gleichem Material (7.5 mm - 4.6 mm)). Die Kohlenstoftbeladung
des Saulenfiillmaterials mit Cx-Gruppen wird vom Hersteller mit 11 Ma% OC angegeben. Die Partikelgrilie
betriagt 5 um.

Die eluierende Probe wurde nach Passage des DAD aufgefangen und in gleichen Intervallen manuell in 40
Fraktionen aufgetrennt. Eine Fraktion bestand aus 10 Tropfen. Diese cluierten in 8.6 s. Bei der verwendeten
FluBrate folgt daraus ein Fraktionsvolumen von ca. 143 pl.

Die so erhaltenen Fraktionen wurden mit je 100 pl n-Hexan, das 3 g1 Fluoren als internen Standard enthielt,
extrahiert. Der Gehalt an Naphthalin in den Fraktionen wurde durch GC-MS-Analyse (QP5000, Shimadzu), das
[sotopenverhiltnis mittels der GC-C-irMS-Analyse (MAT 252, Finnigan) des hexanischen Extraktes bestimmt.
GC-C-irtMS-Bedingungen: Top,: 70 °C (2 min) - 8 K/min - 250 °C (1 min), T jpe0 250 °C (splitlos), Vi, 0.5 -
5 pl. Tyebrennungseinnen: 940 °C.

3.9.3 Priiparation einer huminsiiurehaltigen Siule

3.9.3.1 Partikuldre Huminséiure als Fiillmaterial

Aldrich-Huminsiure-Na-Salz wurde mittels Priifsieben in verschiedene Siebfraktionen aufgetrennt. 2 g der
Fraktion mit einem Komndurchmesser von 63 - 400 um wurden in 20 ml HCl-saurem Millipore-Wasser (pH 2)
suspendiert und in eine leere HPLC-Siule tberfiihrt. Dazu wurde an das untere Ende ecine Teflonkapillare
angeschraubt, an die mittels einer Kunststoffspritze ein leichter Unterdruck angelegt werden konnte, und die
Siule senkrecht in ein Ultraschallbad gehiingt. Die leere Siule wurde vollstindig mit dem sauren Wasser befiillt
und die Huminsduresuspension portionsweise am oberen Ende der HPLC-Sdule aufgegeben. Auf diese Weise
sollte eine kompakte, gleichmiBige und blasenfreie Packung der Partikel erreicht und somit eine Kanalbildung
vermieden werden.

In einem zweiten Ansatz wurde analog - wie oben beschrieben - verfahren, jedoch wurde in diesem Fall 1 g der
H-Form der Roth-Huminsiure (63 - 400 um Korngréfie) verwendet und diese auf beiden Seiten der Séule durch
eine Schicht aus ca. 2,7 g Si0; (63 - 400 pm Korngrofe, Merck) begrenzt. Nach dem Verschlieflen des oberen
Siulenendes wurde die so priparierte Siule an die Pumpe des HPLC-Systems angeschlossen und mit Millipore-
Wasser, welches mit 0,1 M HCI auf einen pH-Wert von 2 eingestellt worden war, gespiilt. Nachdem das Eluat

farblos war, erfolgte die Verbindung mit dem Detektor.

3.9.3.2 In einer Quarzsandsuspension ausgefiillte Huminsiiure als Fiilllmaterial

Zu 400 ml einer Lésung von Roth-Huminsiure mit der Konzentration von 500 mg1"' wurden 25 ml einer 0,1 M
Fe(NO;);-Losung und 20 g Quarzsand (63 - 400 um KorngroBe, Merck) gegeben. Der pH-Wert wurde von 2.4

durch Zugabe von NaOH unter Rithren auf einen pH-Wert von ca. 5 angehoben. Bei diesem pH-Wert erfolgte
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cine vollstindige Flockung der gelésten Huminsiiure. Das so erhaltene Flockulat wurde als Suspension in eine
leere HPLC-Siule, wie im Kap. 3.9.3.1 beschrieben, gefiillt.
Zuvor wurde die gleiche Sidule mit dem Ausgangsmaterial SiO, beftillt, um die Charakteristik (Totvolumen,

Peakverbreiterung, etc.) einer so gepackten Siule zu bestimmen.

3.9.3.3 Huminsiurebeschichtung von a- und y-AlL,O; als Fiillmaterial

Zur Aktivierung der Oberfldche des a-Al,Ox wurden analog der von BoILy [2000] beschriebenen Methode die
folgenden beiden Prozeduren eingesetzt. Dabel wurde sowohl Material mit einer Korngrée von 74 - 149 um als
auch von 10 - 44 um verwendet.

e Akutvieren mit 10 %iger HNO; und anschlieBend mehrfaches Waschen mit H>O bzw.

e Aktivieren mit 10 %iger HNOs;, mehrfaches Waschen mit H,O, Aktivieren mit 10 %iger NaOH und

mehrfaches Waschen mit H,O.

Zwischen 0.5 und 3 g des so behandelten Materials wurden zu 100 ml einer Lisung, die zwischen 0,2 und 2 g1
Roth-Huminsiure enthielt, gegeben. Der pH-Wert wurde im Bereich von 4,5 bis 8 variiert. Die lonenstirke
wurde mit NaCl auf 0.1 mol-I"' eingestellt. Nach Uberkopfschiitteln des Reaktionsgefiies iiber Nacht wurde der
Feststoff durch Zentrifugieren abgetrennt und im Trockenschrank bei 80 °C getrocknet. Der Gehalt an
organischem Kohlenstoff des trockenen Produktes wurde mit Hilfe eines Kohlenstoffanalysators (C-Mat 5500,

Stréhlein Instruments) bestimmt.

Zur Beschichtung (Coating) des stirker porésen \(—AI;O‘\:4 wurden 0,5 g Sorbens zu 100 ml einer Lésung von
200 mg-l"' Roth-Huminsiure bei pH 6 gegeben. Nach Uberkopfschiitteln des ReaktionsgefiBes iiber Nacht
wurde der Feststoff durch Zentrifugieren abgetrennt und im Trockenschrank bei 80 °C getrocknet. Dieses

Material wurde wie im Kap. 3.9.3.1 beschrieben in eine HPLC-Siule eingefiillt.

Ein Teil des so mit Roth-Huminsiure beschichteten y-Al,O; wurde auch in einem Batchansatz beziiglich seines
Sorptions- und Isotopenfraktionierungsverhaltens gegeniiber Naphthalin getestet:

Aus einer methanolischen Stammldsung wurde eine willrige Naphthalin-Ldsung mit einer Konzentration von 19
mg: 1" hergestellt (Methanol-Gehalt ca. 0,5 %). Jeweils 3,5 ml dieser Naphthalin-Lésung wurden in 4 ml Vials
gegeben. Einem Vial wurden zusitzlich 324 mg des mit Roth-Huminsiure beschichteten y-AlO; zugesetzt.
Nach Schiitteln tber Nacht und Abtrennen des Feststoffes durch Zentrifugation wurden je 2.5 ml der
Probeltsungen mit 250 pl n-Hexan, welches zuvor mit Naphthalin-Dy (¢ = 0,2 a1y als internem Standard
versetzt wurde, extrahiert. Die Analyse des hexanischen Extraktes erfolgte analog der Beschreibung in Kap.

3.9.2.

* Korngrafe: <0,063 mm (< 28%); 0,063 — 0.2 mm (= 72%), spezifische Oberfliche (BET) = 133,1 m™g’
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3.9.34 Kovalent an eine anorganische Matrix gebundene Huminsiure als Fiillmaterial

Zur Priparation eines Siulenfiillmaterials, an das die Huminsiure kovalent gebunden ist, wurde auf eine Quelle
aus der Literatur zuriickgegriffen [YANG 1999] und das Fiillmaterial in Anlehnung an die dortige Vorschrift -

wie nachfolgend beschrieben - hergestellt’™:

e Die Oberfliche von 10 g Nucleosil 50-10 (10 pm Korngréfle, Macherey-Nagel) wurde in zwei Schritten
gereinigt:

1) 5-miniitiges Schiitteln mit einer Lésung bestehend aus NH,OH, H>O, und H,O im Verhiltnis 1:1:5,
danach Dekantieren und Waschen mit H-O, anschlieBend

i) S-miniitiges Schiitteln mit einer Losung von HCI:H.O:H-O im Verhiltnis 1:1:5, gefolgt von
erneutem Dekantieren und Waschen.

Das so vorbehandelte SiO; wurde im Vakuum (0,1 kPa) bei 120 °C 4 Stunden lang getrocknet.

e Das getrocknete SiO» wurde unter LuftausschluBl zu 170 ml einer 2 %igen Losung von 3-Aminopropyl-
dimethyl-ethoxysilan in Toluol gegeben und 1 Stunde lang gerithrt. Nach Filtration unter Luftausschlull
wurde der Feststoff im Vakuum (0,1 kPa) bei 160 °C fiir 6 Stunden getrocknet.

9 g des mit Aminopropyl-dimethyl-ethoxysilan beladenen SiO; wurden isoliert.

e 1,7 g Roth-Huminsdure wurden zu 50 ml Wasser gegeben und es wurde mit | M NaOH ein pH-Wert von 10
cingestellt. In dieser Losung wurde der erhaltene Feststoff aufgeschlimmt und 2 Stunden lang geschiittelt.
Die Suspension wurde abzentrifugiert und der Riickstand so lange mit Wasser gespiilt, bis der Uberstand
farblos blieb.

e Das feuchte, huminsiurebeladene SiO; wurde in 50 ml einer Losung von 840 mg Na-Acetat und 330 mg N-
(3-Dimethylaminopropyl)-N*-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC) suspendiert, die Losung mit | M NaOH
auf pH 10 eingestellt und 4 Stunden lang geschiittelt. Die Suspension wurde zentrifugiert. Der Uberstand
war nur schwach gefirbt und wurde abdekantiert.

e Der feuchte Feststoff wurde erneut in einer Losung (pH 10) von Na-Acetat (330 mg) und EDC (70 mg)
suspendiert und 4 Stunden lang geschiittelt, anschlieBend abfiltriert, griindlich mit H,O gewaschen und nach
jedem Waschschritt abzentrifugiert. Es waren mehrere Waschschritte nétig, bis der Uberstand nahezu

farblos war. Das Endprodukt wurde gefriergetrocknet.

Fiir das nach obiger Vorschrift erhaltene Material wurde eine Beladung von 5.0 Ma% OC (C-Mat 5500,
Stréhlein Instruments) ermittelt. Es wurde durch die Firma MZ Analysentechnik (Mainz) nach der Methode von
NIELSEN et al. [1997] in Methanel bei 350 bar in eine HPLC-Siule mit 250 mm Linge und 4,6 mm Durchmesser

gepackt.

* Eine schematische Darstellung der nachfolgend beschriebenen chemischen Reaktionen findet sich in Abb. 4-40.
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3.9.4 Isotopenfraktionierungsexperimente mit dem HPLC-Sdulenfiillmaterial, an das

die Huminséure kovalent gebunden ist

Alle Versuche wurden mit dem in Kap. 3.9.2 beschriebenen HPLC-System (Series 1100, Hewlett Packard)
durchgefiihrt. Zur Injektion wurde hier jedoch ein variabler, automatischer Probengeber eingesetzt. Als Eluent
wurde Millipore-Wasser verwendet, welches zuvor durch Zugabe von 0,1 M HCI auf einen pH-Wert von 5
eingestellt worden war. Des weiteren wurde die lonenstirke des Eluenten durch Zugabe von 0,58 g1 NaCl auf
0.01 M angehoben. Die Flulirate betrug 1 ml-min”'. Von den Analytsubstanzen wurde jeweils eine Stammldsung
hergestellt. Die Losemittel. die Konzentrationen, sowie die Injektionsvolumina der um den Faktor 100
verdiinnten wiflrigen Losungen sind bei den Einzelversuchen angegeben.

Durch den ersten Analysenlauf wurden die Retentionszeit der jeweiligen Verbindung und die Peakbreite
bestimmt. Bei einer zweiten Messung wurden dann die Fraktionen nach Durchgang durch den
Diodenarraydetektor (Detektion bei 205 nm mit dem Referenzsignal bei 360 nm und den Spaltbreiten von 16
bzw. 100 nm) iiber cine Edelstahlkapillare in 4 ml Schraubdeckelgetile mit federgelagerten Glaseinsitzen (V =
0.3 ml) (Supelco) dosiert. Diese enthielten bereits 100 ul des jeweiligen Extraktionsmittels inklusive des internen
Standards. Ein Aliquot der Extrakte wurde zundchst mittels eines GC-MS-Gerites (QP5000, Shimadzu) im SIM-
Modus analysiert, um die (nicht isotopenaufgeldste) Gesamtkonzentration des Analyten zu bestimmen. Eine

Auswahl der so untersuchten Proben wurde mittels eines GC-C-irMS-Gerites (MAT 252, Finnigan) analysiert.

Fir Benzol wurde eine Stammlésung in Aceton mit einer Konzentration von 100 g 1" hergestellt. 25 pl der
wiilirigen Losung mit 1 g Benzol (225 ug Benzol) wurden auf die Siule aufgegeben. Die Substanz eluierte
bei 4,618 min als Peak von der Sdule. Dieser wurde in Intervallen von 6 s zwischen 4.2 und 6,2 min in 20
Fraktionen getrennt. Dabeil wurde darauf geachtet, dall der Ausgang der Edelstahlkapillare in die 100 ul der n-
Pentan-Extraktionsldsung eintaucht, um eine Abreicherung des leicht fliichtigen Benzols durch Verdampfung
auszuschliefien. Der Extraktionslésung wurde vorher Toluol mit einer resultierenden Konzentration von 25
mg: | als interner Standard zugesetzt.

GC-C-irMS-Bedingungen: Top,: 40 °C (4 min) — 4 K/min — 85 °C - 20 K/min — 150 °C, T jpjeqor: 250 °C
(Splitverhéltnis = 1:5), Tyerrenmumpscinneir: 940 °C.

Fiir o-Xylol wurde ebenfalls eine acetonische Stammlosung hergestellt. Es wurden 50 pl der daraus verdiinnten,
wilrigen Lossung (¢ = 150 mg:l"") injiziert. Bei 10,077 min eluierte ein Peak, der zwischen 9.4 und 10,4 min in
zehn 6 s-Intervalle und zwischen 10,4 bis 20.4 min in 30 weitere Fraktionen unterteilt wurde. Bei letzteren
wurde jeweils abwechselnd 10 s lang eine Fraktion aufgefangen, die folgenden 10 s dann keine Fraktion
genommen. Dies diente zur Reduzierung der Probenanzahl. Zur Extraktion des o-Xylols aus dem wiilirigen
Eluenten wurden jeweils 100 wl n-Pentan mit Toluol als internem Standard (¢ = 5 mg-I™") in den Auffanggefifien
vorgelegt.

GC-C-irMS-Bedingungen: Top,: 60 °C (4 min) — 4 K/min — 105 °C - 20 K/min - 150 °C, T e 250 °C
(splitlos), Tyerrennungseinheir: 940 °C.

Eine ethanolische Stammltsung von 2,4-Dimethylphenol (2,4-DMP) wurde in Wasser verdiinnt und mit einer

Endkonzentration von 1 g1"' injiziert. Aus dem Volumen von 25 ul resultiert eine injizierte Masse an 2,4-DMP



68 Untersuchungen zur Sorption an HuminstolTen: Molekulargewicht und Kohlenstoff-Isotopenfraktionierung

von 23 pg. Das Peakmaximum lag bei 3,948 min. Zwischen 3.5 und 7.0 min wurde alle 6 s eine Fraktionen
genommen, zwischen 7,0 und 8,0' min alle 12 s. Daraus resultieren 15 bzw. 5 Fraktionen. Diese wurden mit 100
il Benzol mit o-Cresol als internem Standard (¢ = 25 mg-1") extrahiert.

GC-C-irMS-Bedingungen: Tyg,: 85 °C (12 min) — 8 K/min — 190 °C, T e 250 °C (splitlos), Tyebresnungseinbeis:
940 °C,

KNO; diente als inerter Tracer zur Bestimmung des Totvolumens der Siule. Von der wiillrigen Losung mit einer

Konzentration von 0,1 g-1"" wurden 25 ul injiziert. KNO; eluierte bei 2,020 min als Peak.



4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Allgemeine Charakterisierung der verwendeten Huminsiiuren

Die Kohlenstoff- und Aschegehalte der HAs wurden fiir luftfeuchte Proben bestimmt. Der Feuchtegehalt der
Roth-HA betrug 10.0 Ma%. Das Natrium-Salz der Aldrich-HA ist offensichtlich hygroskopischer, da hier cin

Feuchtegehalt von 18,5 Ma% bestimmt wurde.

Tab. 4-1: Kohlenstoff- und Aschegehalte der eingesetzten HAs. Die Angaben beziehen sich auf lufifeuchte

Probhen.
Aldrich-HA-Natrivmsal=  entaschre Aldrich-HA  Roth-HA  entaschte Roth-HA
Kohlenstoffeehalt /‘Ma% 378 583 498 +£0.5 50,7+ 1,1
Aschegehalt /Ma% 9.7 0,8 73+ 1.4 05+04

Die Reinigung der HAs nach der im experimentellen Teil beschriebenen Prozedur fithrte zu einer deutlichen
Reduzierung des Aschegehalts. Der hohere Kohlenstoffgehalt der entaschten Aldrich-HA st darauf
zurtickzufithren, daB diese HA nach der Reinigung in protonierter Form vorliegt.

Als problematisch erwies sich die Bestimmung des Kohlenstoffgehalts des Aldrich-HA-Natriumsalzes mit dem
Kohlenstoffanalysator C-MAT 5500 (Strohlein Instruments). Hier wurde nach der Verbrennung ein
schwarzgefirbter Riickstand erhalten. Der ermittelte Kohlenstoffgehalt war deutlich niedriger als der im
Analysenzertifikat des Herstellers angegebene Wert (39,03 Ma%,). Diese HA-Probe wurde deshalb in einem
Elementaranalysator (RC-412, LECO) auf ihren Kohlenstoffgehalt hin untersucht. Méglicherweise werden im
hier verwendeten Elementaranalysator héhere Temperaturen als im C-MAT erreicht. Die nachfolgenden
Diagramme zeigen die Freisetzung von Kohlenstoff (gemessen als CO,) und Wasser als Funktion der

Temperatur im Verbrennungsofen des Elementaranalysators.
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Abb. 4-1: Verlauf der Freisetzung von Kohlenstoff (gemessen als CO:) als Funktion der Temperatur des

Verbrennungsofens bei der Bestimmung des Kohlenstoffgehalts einer [uftfenchien Aldrich-HA-

Natriumsaiz-Probe mittels eines Elementaranalysators (RC-412, LECO).
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Abb. 4-2: Verlauf der Freiseizung von Wasser als Funktion der Temperatur des Verbrennungsofens bei der

Bestimmung des Kohlenstoffgehalts einer lufifenchten Aldrich-HA-Natriumsalz-Probe mittels eines

Elementaranalysators (RC-412, LECO).

Nach der maximal am Gerit einstellbaren Trocknungszeit von 600 s und dem daraus resultierenden Wasserpeak
erscheint ab 645 s ein weiterer Wasserpeak von fester gebundenem Wasser im vorderen Abschnitt der ersten
Temperaturrampe. Die beiden nachfolgenden Wasserpeaks stimmen zeitlich mit dem Auftreten zweier
Kohlenstoffpeaks iibercin und lassen sich auf die Verbrennung von organischen Verbindungen zu CO; und H,O
zuriickfiithren. Ein groBer Teil des Kohlenstofts wird aber erst bei einer Temperatur oberhalb 750 °C freigesetzt.

Dieser Temperaturbereich wird vor allem der Zersetzung von anorganischen Kohlenstoftverbindungen
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zugeschrieben. Dabei entspricht die Summe beider Kohlenstotfquellen einem Wert, der fiir kohlestimmige HAs
dem organischen Kohlenstoffgehalt zugeordnet wird. Diese Anomalie der Kohlenstoffbestimmung wurde nur
beim Natriumsalz der Aldrich-HA beobachtet und 1dBt sich auf die Anwesenheit des Natriums zurtick fihren.
Durch Oxidationsvorginge konnen Na-Oxide entstehen, die bei niedrigen Temperaturen CO., das aus der
Oxidation von organischem Kohlenstoff gebildet wurde. als Na,CO, binden kénnen. Das CO, wird dann erst bei
der sehr viel hiheren (Zersetzungs-)Temperatur dieser anorganischen Verbindung wieder freigesetzt. Darauf soll

an spdterer Stelle in Kapitel 4.5.1.2 noch einmal eingegangen werden.

4.2 Ergebnisse der SEC-Analysen

Wie bereits im Theorieteil der SEC-Methode erwiihnt (Kap. 2.3.1), handelt es sich bet der SEC um eine relative
Grofbencharukterisierungsmethode. Eine Kalibrierung der SEC-Siulen zur Ermittlung der Molmassenverteilung
von HA erfolgte daher unter Berticksichtigung von Literaturempfehlungen [z. B. BERDEN 1990] durch die
Analyse von Polystyrolsulfonat (PSS)-Standards und Aceton als niedermolekularem Standard in einer 0,1 M
NaNOs-Losung (pH 7) als Eluent. Auf einen Zusatz von Puffersubstanzen konnte verzichtet werden. da
ausschliefilich bei einem pH-Wert von 7 voriiquilibrierte Probenlgsungen (teilweise nach Verdinnen mit Eluent)
untersucht wurden. Nachfolgend sind die (iberlagerten Einzelchromatogramme der SEC-Analysen der

verwendeten Kalibrierstandards dargestellt.
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Abb. 4-3: Uberlagerung der Einzelchromatogramme, die zur Kalibrierung der SEC-Sdulen mit PSS-Standards
verschiedener Molmasse wnd Aceton verwendet wurden. Angegeben sind die vom PSS-Hersteller

zertifizierten Molmassenwerte im Peakmaximum (! 1) in Da. Eluent: (0,1 M NaNO; (pH 7).
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Der PSS-Standard 1120 Da eluierte als breiter Peak mit mehreren Nebenmaxima und einem langen Tailing auch
iber das totale Permeationsvolumen von ca. 26 ml hinaus und wurde deshalb bei der Kalibrierung nicht
beriicksichtigt. Eine dhnliche Beobachtung machten auch ZHou et al. fiir den PSS-Standard mit der geringsten
Molmasse threr Kalibrierreihe (M, = 1,8 kDa) [Znou 2000]. Dies kénnte darauf zuriickzufiihren sein. dafl
auferund der hohen IS von 0,1 mol-1" eine verstirkte Adsorption von Probenanteilen an die Gelmatrix des SEC-
Sdulenmaterials stattfindet. Davon koénnen niedermolekulare Standards in erhdhtem MaBe betroffen sein, da
ihnen aufgrund ihrer MolekiilgréBe eine grofere (Poren-)Oberfliche fiir derartige Wechselwirkungen zur
Verfligung steht (vgl. [MOR1 1999]). Durch (irreversible) Sorption von niedermolekularen PSS-Standards an die

Gelmatrix lieBen sich auch deren geringen Wiederfindungsraten erkléren:

Tab. 4-2: Wiederfindungsraten der PSS-Standards, sowie von Aceton und Aldrich-HA als Verhdlmis der
Peakfliichen der SEC-Peaks und der Peaks bei Umgehung der SEC-Sculen (Eluent: 0,1 M NaNO;,

pH=7).
Probe PSS PSS PSS PSS PSS PSS PSS Aceton  Aldrich
356000 82800 35700 13400 6710 4480 1120 -HA
Wiederfindungsrate /% | 105 99 100 104 110 55 40 115 81

Ublicherweise werden dem Eluenten zur Vermeidung solcher Adsorptionseffekte von PSS bis zu 20 Vol% eines
organischen Lasemittels (Acetonitril oder Methanol) zugesetzt. Dies konnte im Hinblick auf die Auswirkungen
auf die HA in dieser Arbeit nicht geschehen. In Gegenwart derart hoher Konzentrationen an organischem
Losemittel wiirden die HAs mit hoher Wahrscheinlichkeit eine andere Konformation als in rein wifiriger Losung
annchmen. Nachfolgende FQT-Messungen ergiben so keine praxisrelevanten Aussagen. Dariiber hinaus wire
eine der SEC-Analyse nachfolgende DOC-Detektion der HA bei einem hohem Gehalt an organischem
Losemittel nicht méglich. Die hohe IS des Eluenten soll unter dem Gesichtspunkt der Praxisrelevanz als ein
notwendiges Zugestindnis gesehen werden, um polare Wechselwirkungen zwischen Analyt und stationirer
Phase bei der verwendeten Analysenmethode zu unterdriicken. Die hier erhaltene Wiederfindungsrate von 81 %
fiir Aldrich-HA stimmt gut mit Literaturbefunden fiir vergleichbare Proben unter Anwendung der SEC iberein
[Wu 1995].

Die aus den Analysen erhaltene Kalibrierfunktion ist in der nachfolgenden Abbildung dargestellt.

Der PSS-Standard 356 kDa diente zur Bestimmung des Ausschluivolumens Vy, fiir das ein Wert von 11,05 ml

ermittelt wurde. Das totale Permeationsvolumen von V|, = 26,17 ml wurde mittels Aceton ermittelt.
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+ Kalibrierdatenpunkt

0 Ausschiullgrenze

log M, = 7,00 - 0,207V,
R*=098

log Meoimasse M,
w

ol

10 12 14 16 18 20 22 24 26 2
Ausschluvolumen . totales Permeationsvolumen
(Vo= 11,05 mi) Retentionsvolumen /mi (V, = 26,17 ml)

Abb. 4-4: Kalibrierung der verwendeten SEC-Sciiulen mit PSS-Standards und Aceton unter Verwendung von
0.1 M NaNO; (pH 7) als Eluent. Das Ausschlufivolumen (hei PSS 336 kDa) hetrdgr 11,05 ml, das

totale Permeationsvolumen (bei Aceton) 26,17 mi.

In der Literatur wird fiir die Analyse von DOM mittels der SEC-Methode auch die Verwendung von
Phosphatpuffern mit einem Zusatz von NaCl zur Einstellung einer IS von 0.1 mol-I"" als Eluent beschrichen [z
B. JOHNSON 2002]. Die Verwendung eines 0,025 M Phosphat-Puffers mit pH 6,8 und entsprechendem Zusatz
von NaCl zu einer resultierenden IS des Eluenten von 0.1 M fiihrte zu einer - der oben dargestellten - nahezu
identischen Kalibrierfunktion bei Anwendung der PSS-Standards und Aceton von log M = 7,10 - 0.20-V, (R* =
0,996). Fir das Ausschlul3- und das totale Permeationsvolumen wurden innerhalb der Fehlergrenzen identische
Werte bei Einsatz dicses Eluenten gefunden. Ebenso wurden gleiche Peaklagen und -formen fiir die untersuchten
HA-Proben erhalten. Die Art der eingesetzten ein- bzw. mehrwertigen Anionen wirkt sich in diesem Fall
offenbar nicht auf die Konformation der PSS-Standards und der HA-Proben aus. Des weiteren beeinflussen sic
das Ausmali der adsorptiven Effekte nicht. Auch hier zeigte der PSS-Standard 1,12 kDa einen breiten Peak mit
mehreren Nebenmaxima und konnte deshalb nicht zur Bestimmung der Kalibriergeraden verwendet werden.

Nachfolgend sind die Molmassenverteilungen fiir die HA-Proben unter Verwendung einer 0.1 M NaNOs-Losung
(pH 7) als Eluent dargestellt. Dazu ist anzumerken. daf die Peakbreite, die einer Molmassenverteilung der HA-
Probe zugeordnet wird, durch chromatographische Effekte erhoht wird. Fiir die Auswertung wurde jedoch
vereinfachend angenommen, daB das AusmaB der chromatographischen Peakverbreiterung gegeniiber der
molekiilgroBen-bedingten Peakbreite vernachlissigbar klein ist. Diese Annahme sollte durch den sehr breiten
SEC-Peak, d. h. die sehr breite Molmassenverteilung der HA-Proben, gerechtfertigt sein. Die Umrechung des
Retentionsvolumens in eine Molmasse erfolgte durch die in Abb. 4-4 angegebene Geradengleichung. Zur
besseren Vergleichbarkeit wurden die Signalmaxima auf | normiert: damit kann die UV-Signalhéhe - welche
hier als eine konzentrationsproportionale GriBe angesehen wird (vgl. Kap. 4.5.2) - in eine relative Hiufigkeit

umgerechnet werden.
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Abb. 4-5: Resultierende Molmassenverteilung von Roth-HA und Aldrich-FHA (cyy = 0.5 g'I') hei Verwendung
der SEC-Kalibriergleichung aus Abb, 4-4.

Die vergleichsweise geringen Werte flir M, resultieren aus dem langen Tailing der beiden HA-Peaks. Diese
Signalhéhen bei geringen Molmassen beeinflussen den M,-Wert stark. Flr eine analog der [HSS-Prozedur
gereinigte Aldrich-HA-Probe fanden JOHNSON et al. unter Verwendung eines Phosphat-Puffers in einer NaCl-
Lésung (IS = 0.1 mol-1"; pH 6.8) als Eluent und Kalibrierung der SEC-Siaulen mit PSS-Standards einen Wert
von M, = 5 kDa und fiir M,, = 13,2 kDa [JOHNSON 2002]. Unter sehr dhnlichen SEC-Bedingungen (Phosphat-
Puffer (pH 6,9), NaCl-Zusatz (IS = 0,03 M), sowie Kalibrierung mit PSS-Standards) erhielten CHIN et al.
mittlere Molmassenwerte von M, = 3 kDa und M, = 4.3 kDa fiir eine gereinigte Aldrich-HA. NGO verwendete
einen 0,005 M Tris(hydroxymethyl)amino-methan (TRIS)-Puffer in 0,01 M NaCl-Losung (pH 9.1) als Eluent.
Mit Hilfe der Kalibrierung der beiden parallel verwendeten SEC-Séulen durch PSS-Standards erhielt er - je nach
Siule - einen Wert von M, < 3.8 kDa bzw. 6.6 kDa fiir die Aldrich-HA-Probe [NGo 2000].

Hier zeigt sich der oftmals beschricbene Einflufl der IS, des pH-Wertes und nicht zuletzt des verwendeten
Siulenfiillmaterials auf die Ergebnisse der Molmassenbestimmung der mittels SEC untersuchten HA-Probe
(z. B. [BECHER 1985]). Ein direkter Vergleich der Molmassenwerte bei Anwendung unterschiedlicher Eluenten
(und SEC-Sdulenmaterialien) wird dadurch erschwert. .

Die SEC diente in dieser Arbeit aber vor allem dem Zweck, eine Trennung der HA-Proben nach ihrer
Molekiilgrifie (und Molmasse) vorzunehmen, um durch eine nachfolgende Analyse der Wechselwirkungen mit
HOS zu einer Aussage {iber die Abhdngigkeit des Sorptionskoeffizienten von der Molmasse einzelner HA-
Fraktionen zu gelangen. Daher wurden hier keine weiteren Untersuchungen zum Einflufl der IS und des pH-

Wertes des Eluenten auf die scheinbare oder ,wahre® Molekiilgrofie der HA-Probe durchgefiihrt.



Ergebnisse und Diskussion 75

4.3 Ergebnisse der AF*-Analysen von Huminsiiure-Proben

In einer Reihe von Vorexperimenten wurden die Parameter der AF'-Analyse optimiert. Dazu gehdrte w.a. die
Kanaldicke w. Bei Einsatz der vom Hersteller des AFJ-Systcms gelieferten Abstandhalter (Spacer) (100, 190 und
350 pm) konnte keine ausreichende Auftrennung der PSS-Standards und der HA-Proben erzielt werden. Der
Bereich der anwendbaren Querflubraten wurde dadurch begrenzt, dall der Kanal eine relativ geringe
Druckstabilitit aufwies. Dabei ist die Trennung nicht nur von den absoluten FluBraten von Quer- und Kanalfluf}
abhiingig. Sie wird auch durch das Verhiltnis von Quer- zu Lingsflulgeschwindigkeit beeinflullt. Erst durch
den gleichzeitigen Einsatz von zwei Spacern mit einer Gesamistirke von 450 bzw. 540 um konnten ausreichend
hohe Verhiltnisse dieser Fliisse bei einer Kanalflufrate von 0.7 ml:min” innerhalb der Druckgrenzen des Kanals
realisiert und auf diese Weise eine Auftrennung der untersuchten Proben erzielt werden. Ein ihnliches Resultat
wird auch von SCHIMPF [2000] beschricben. Bei der Auswahl geeigneter UF-Membranen konnte - aufgrund von
langanhaltenden Lieferschwicrigkeiten von Membranen aus regenerierter Cellulose mit einem kleinem Cut-off -
lediglich auf Polyethersulfon (PES)-Membranen zuriickgegriffen werden. Von einer Eigenanfertigung von
Membranen, wie sie in der Literatur von BECKETT et al. beschrieben worden ist. wurde in dieser Arbeit
abgesehen [BECKETT 1992]. In den Voruntersuchungen wurden deshalb PES-Membranen zweier verschiedener
Lieferanten auf ihre Verwendbarkeit hin untersucht. Dabei zeigte sich, daf fiir die PES-Membran mit einem -
vom Hersteller angegebenen - Cut-off von 1 kDa eine geringere Wiederfindungsrate fiir eine HA-Probe erhalten
wurde als fiir eine andere Membran aus gleichem Material mit einem nominellen Cut-off von 4 kDa. Auch ein
PSS-Standard mit einer Molmasse (M,) deutlich oberhalb des angegebenen Cut-off-Wertes wies eine geringere
Wiederfindungsrate auf (Tab. 4-3). Dies deckt sich mit den Ergebnissen von NGO [2000] und verdeutlicht die

Notwendigkeit von Voruntersuchungen zur Auswahl einer geeigneten Membran.

Tab. 4-3: Vergleich der Wiederfindungsraten durch die Bypass-Methode sowie in Ab- und Anmwesenheit eines

Querflusses zweier unterschiedlicher Membranen.

Membran (Lieferant) Probe Wiederfindungsrate /%
‘ohne Querfluf3 mit Querfluff
I kDa PES (ConSenxus) Roth-HA 57+2 22%2
! kDa PES (ConSenxus) PSS 13,4 kDa 78+3 32+3
4 kDa PES (PostNova) Roth-HA 95+ 4 in+3

Bedingungen: Eluent: 0.1 M NaNO; (pH 7); 20-ul-Probenschleife: Detektorflufl = 0.7 ml-min . Querflub = 3.3 ml-min .

In der vorstehenden Tabelle sind die mittels der Bypass-Methode bestimmten Wiederfindungsraten dargestellt.
Dabei wurde die Peakfliche bei Umgehung des AF'-Kanals mit jenen Flichen verglichen, die ohne und mit
Querflufy innerhalb des AF*-Kanals erhalten wurden. Der hohe Wert der Wiederfindungsrate von 95 + 4 % in
Abwesenheit eines Querflusses deutet auf eine geringe Sorptionsneigung der (Roth-)HA an die 4 kDa PES-
Membran (PostNova) hin und steht der Annahme entgegen, daB die hydrophoben Eigenschaften des
Membranmaterials zu einer erhdhten Sorption fithren sollten [NGO 2000]. Ein deutlicher Probenverlust tritt bei
Anwendung der zur Trennung verwendeten Quertlufirate auf. Der Wert liegt allerdings in einer dhnlichen
Grolienordnung wie er von BECKETT et al. fiir eine Polysulfon-Membran (Millipore) mit einem Cut-off von 10

kDa und einem TRIS-Puffer (pH 8) als Eluent gefunden wurde. Fiir eine HA mit einem M,, von 4.39 kDa wurde
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hier eine Wiederfindungsrate von 65 % erhalten [BECKETT 2000]. Ebentfalls unter Verwendung eines TRIS-
Puffers (pH 9.1) konnte NGO flir eine Membran aus regenerierter Cellulose (5 kDa, Schleicher & Schiill) eine
Wiederfindung von Aldrich-HA von 83.5 + 3.2% erhalten [NGO 2000]. Diese Membran stand als getrigerte UF-
Membran fiir diese Arbeit nicht zur Verfligung. Insgesamt kdnnen jedoch Wiederfindungsraten von < 50 % fiir
HA nicht als befriedigende Lisung in der AF* angeschen werden.

Um die Ergebnisse der Molmassenverteilung und zur Frage einer molmassenabhingigen Sorption von HOS an
HA vergleichen zu konnen, wurde hier der gleiche Eluent wie zur SEC-Analyse verwendet. Daher zielten die
weiteren Voruntersuchungen auf eine Optimierung der AF'-Bedingungen mit diesem Eluenten unter
ausschlieBlicher Verwendung der 4 kDa PES-Membran (PostNova) ab.

Im Vergleich zu einer SEC-Saule erfolgt in einem AF*-Kanal eine Uberladung des Trennsystems bereits bei
deutlich geringeren Probenmengen. Die nachfolgende Abbildung zeigt, dafl bei einer AF*-Analyse die fiir die
SEC-Analyse empfohlene Analytkonzentration von ca. 0,1 % in der Probenldsung eines Polymerstandards mit
M, = 6710 Da (PSS-Standard) [Wu 1995] eine deutlich kleinere Elutionszeit erhalten wird. Die Konzentration
des PSS-Standards 6710 Da von 2,06 g-I”' entspricht bei einem Injektionsvolumen von 20 ul dabei einer
injizierten Masse von 41200 ng. Fiir injizierte PSS-Massen zwischen 260 und 4120 ng werden hingegen

annihernd identische Elutionszeiten erhalten.

12,4

Elutionszeit /min

122

1.5 2 25 3 35 4 45 5
log Masse PSS 6710 Da

Abb. 4-6: Einfluf} der injizierten Masse des PSS-Standards mit M, = 6710 Da auf die Elutionszeit des
Peakmaximums. Die injizierten Massen betragen: 260, 520, 1040, 2060, 4120 und 41200 ng. AF-
Bedingungen: (,1 M NaNO; (pH 7); AF*-Gradientenprogramm, Probenschleife = 20 ul.

Ein derartiger Effekt ist moglicherweise auf die enge Molmassenverteilung der Polymerstandards
zuriickzufithren. Sehr groBe Populationen innerhalb der ,,(Stromungs-)Schichten™ eines AF*-Kanals konnen zu
verstirkten (abstoBenden) Wechselwirkungen zwischen den Molekillen in der entsprechenden Hohe A fiihren, so

daf ein Teil der Molekiile in Schichten gezwungen wird, die nicht ihrem hydrodynamischen Radius entsprechen.
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Die Verdrdngung diirfte - aufgrund der exponentiellen Masseverteilung (vgl. Abb. 2-11) - besonders in Richtung
gering populierter Schichten erfolgen. Diese Schichten besitzen aber eine hohere FlieBgeschwindigkeit, was zu
der beobachteten geringeren Elutionszeit fiir das Maximum des Gesamtpeaks fiihrt. NGO fand eine Zunahme des
Einflusses der Konzentration von PSS-Standards mit steigender Molmasse auf die Elutionszeit bei Anwendung
eines TRIS-Puffers (pH 9,1) als Eluent [NGO 2000]. BENINCASA und GIDDINGS erhielten je nach eingesetztem
Eluent unterschiedliche Abhéngigkeiten der Elutionszeit fiir einen hochmolekularen PSS-Standard (690 kDa)
von der aufgegebenen Probenmenge: Bei Verwendung eines 0,05 M TRIS-Puffers (pH 8,6) stieg dic Elutionszeit
mit abnehmender Probenmenge an, wohingegen bei Einsatz einer I M NaCl-Lasung ein geringes Absinken der
Elutionszeit mit abnehmender Probenmenge gefunden wurde. Die Autoren fiihren dies auf ein unterschiedliches
Verhalten des Polyelektrolyten in Abhiingigkeit von der IS zuriick [BENINCASA 1992].

Im Fall der untersuchten HAs konnte bei injizierten Massen zwischen 1 und 20 pg HA unter Beriicksichtigung

der Fehlergrenzen keine Anderung der Elutionszeit des Peakmaximums beobachtet werden.

10— —— — —=

UV-Signal bei 260 nm /a.u.

Void-Peak

Zeit /min

Abb. 4-7: Abhdngigkeit der Signallage von der aufgegebenen HA-Masse (Roth-HA). Die gestrichelte Linic
markiert das Peakmaximum bei einer Masse von 20 ug HA. Bedingungen: 0,1 M NaNO; (pH 7); 20-
ul-Probenschleife; AF*-Gradientenprogramm.

Dies liegt wahrscheinlich an der breiterén Molmassenverteilung der untersuchten HA-Proben. So ist
anzunehmen, daf in einer definierten Hohe ; weniger Teilchen mit einem identischen hydrodynamischen
Radius vorhanden sind als im Fall der engverteilten Polymerstandards. Dadurch ist die Gefahr von
Verdringungseffekten geringer. Um zu vermeiden, daB die oben beschriebenen Masseneffekte eine
GroBenanalyse der HA-Proben iiberlagern, wurden entsprechend gering konzentrierte Probenlésungen zur
Molmassenbestimmung der HA-Proben eingesetzt.

Eine GroBenanalyse mittels der AF* kann im niedermolekularen Bereich auch durch die Uberlagerung des

eigentlichen Substanzpeaks mit dem sog. Voidpeak gestort werden.
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Abb. 4-8: Fraktogramm der unbehandelten Aldrich-HA bei AF'-Trennung und Detektion mittels DAD zur
Aufnahme von UV-Spekiren. Bedingungen: 0,1 M NaNO; (pH 7); 20-pl-Probenschleife; AF-
Gradientenprogramm. Retentionszeit nicht mit den anderen Abbildungen dieses Kapitels

vergleichbar.

‘Voidpeak

N

o

n"ef Jelsuauieubls

Abb. 4-9: Fraktogramm der unbehandelten Aldrich-HA bei AF'-Trennung und Fluoreszenzdetektion zur
Aufhahme von Emissions-Spektren (A = 335 nm). Bedingungen: 0,1 M NaNQ; (pH 7); 20-ul-
Probenschieife; AF'-Gradientenprogramm. Retentionszeit nicht mit den anderen Abbildungen dieses

Kapitels vergleichbar.
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Die Griinde fir das Auftreten eines solchen (System-)Peaks sind bisher nicht vollstindig geklirt. Zu einem
geringeren Teil wird er durch einen Druckunterschied verursacht, der durch den Umschaltvorgang  des
Multipositionsventils auf den Elutionsmodus erzeugt wird. wie man aus der Injektion einer Blindprobe (reiner
Eluent) sehen kann. Dieser (immer auftretende) Druckpeak wird aber im Fall einer Probenaufgabe von einem
grofleren Substanzpeak iiberlagert, bei dem wahrscheinlich nicht vollstindig relaxierte Probenanteile vorzeitig
aus dem Kanal eluiert werden. FluBschwankungen unmittelbar nach dem Umschalten des Multipositionsventils
leisten moglicherweise einen weiteren Beitrag zum Ausmall des Voidpeaks. Offensichtlich nimmt seine
Intensitidt mit geringerer Probenmenge und groflerem Abstand des Substanzpeaks vom Voidpeak ab. Das
Auftreten eines im Vergleich zum UV-Signal relativ groflen Fluoreszenzsignals mit Wellenlingen, die im
allgemeinen niedermolekularen HA-Bestandteilen bzw. FA-Anteilen zuordnet werden (A, =335, A e, =
450 nm) [MIANO 1988], deutet darauthin, daf} vor allem eben diese niedermolekularen Probenanteile mit cinem

hohen Diffusionskoeffizienten innerhalb des Voidpeaks eluieren, wie die vorstehenden Abbildungen zeigen.

Um stark polydisperse Proben wie HA-Losungen zunichst vom Voidpeak des Systems abzutrennen und
anschlieflend vollstindig, in angemessener Zeit und vor allem in detektierbaren Konzentrationen aus dem AF-
Kanal eluieren zu kinnen, miissen neben den anfinglich hohen Querflufiraten im Verlauf der Elution geringere

QuerfluBraten angewendet werden. Dies geschieht durch Verwendung eines programmierten  linearen

Gradienten, bei dem die Querflufrate unter Beibehaltung einer konstanten KanalauslaB- bzw. Detektorflufirate
(hier 0,7 ml'min’') reduziert wird. Damit wird das Retentionsverhiltnis R” zu einer zeitabhingigen Funktion und
die im Theorieteil dargestellten Gleichungen fiir ¢in konstantes Kraftfeld konnen hier nicht zur Auswertung
benutzt werden.

Bei konstanter mittlerer axialer FlieBgeschwindigkeit <v=> ist die Totzeit des AF'-Kanals t’ gegeben durch

L/<v>, wobei L die Linge des AF*-Kanals ist:
1

Gl. 4-1 "= [RF-dt
0

Eine analytische Losung dieser Gleichung ist nur durch die Einflihrung von Vereinfachungen méglich
[WILLIAMS 2001]. An dieser Stelle soll daher auf die Berechnung von Diffusionskoeffizienten verzichtet werden,
Da aus den experimentellen Daten einer AF'-Analyse ohnehin nur der Diffusionskoeffizient D (bzw. der
hydrodynamische Durchmesser dy,q) als absolute Grofle berechnet werden kann, ist die Darstellung der
Molmassenverteilung einer Probe nur durch die Anwendung von Standards mit bekannten Molmassen moglich.
Unter der Voraussetzung. daf die fir die AF-Bedingungen ermittelte Beziehung zwischen den
Diffusionskoeffizienten und den Molmassen der PSS-Kalibrierstandards auf die HA-Probe tibertragbar ist. kann
aus den experimentell zuginglichen Diffusionskoeffizienten einer HA-Probe ihre Molmassenverteilung
bestimmt werden [BECKETT 1987]. Damit ist die Bestimmung der Molmassenverteilung einer HA-Probe auch
bei einer AF*-Analyse auf eine relative Kalibrierung angewiesen. Vereinfachend wurde deshalb hier eine der
SEC-Kalibrierung analoge Verfahrensweise zur Ermittlung der Molmassenverteilung einer HA-Probe
durchgefiihrt, wie sie in der Literatur beschrieben ist [SCHIMPF 1997, BECKETT 2000]. Eine Bestimmung der
Kanalparameter w und t, ist bei dieser Vorgehensweise nicht notwendig. Auch bei Anwendung eines

Feldgradienten kann aus der Auftragung des Logarithmus der Molmasse M, der PSS-Standards gegen den



L0 Untersuchungen zur Sorption an Huminstolfen: Molekulargewicht und KohlenstofT-Isotopenfraktionierung

Logarithmus der Elutionszeit der Zusammenhang zwischen den beiden Parametern erhalten werden. Innerhalb
der Molmassengrenzen der verwendeten PSS-Kalibrierstandards kann so die Molmassenverteilung der HA-
Probe durch Interpolation bestimmt werden. Auf eine Extrapolation der Werte weit iiber die Molmassengrenzen
der PSS-Standards hinaus sollte verzichtet werden, da bei Anwendung eines Feldgradienten der weitere Verlauf
der Kalibrierfunktion nicht sicher prognostiziert werden kann. Bei einem hinreichend groen Molmassenbereich
der Kalibrierstandards sollte die Gefahr einer Beeinflussung der M- und M,-Werte gering sein. Die untere
Molmassengrenze und somit die Werte, die den M,-Wert stark beeinflussen, werden bei der AF* durch den
realen Cut-off der Membran bestimmt. Bei Anwendung eines konstanten Querflusses muf} im Fall von HA-
Proben die obere Grenze hdutig durch eine anndhernd willkiirliche Festlegung bestimmt werden [NGO 2000]:
Autgrund der breiten Molmassenverteilung besitzen viele HA-Proben bei Anwendung cines konstanten
Querflusses ein langes Tailing und das Detektorsignal erreicht auch nach sehr langer Elutionszeit nicht wieder
das Basislinienniveau. Der hier verwendete PSS-Standard 356 kDa hingegen besitzt ein Peakmaximum, welches
bei Anwendung eines Feldgradienten mit einer deutlich hoheren Elutionszeit als der Tailingbereich des HA-

Peaks eluiert.
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Abb. 4-10: Uberlagerung der Einzelfraktogramme der zur Kalibrierung des AF-Systems verwendeten PSS -
Standards; Eluent: 0,1 M NaNO; (pH 7); AF-Gradientenprogramm, 20-ul-Probenschleife, cpgs =
100 ppm.

Nachfolgend ist die Wiederfindungsrate in Abhingigkeit von der Molmasse der PSS-Standards dargestellt. Fiir
die Aldrich-HA-Probe wurde ein éihnlich niedriger Wert wie fiir die Roth-HA gefunden (vgl. Tab. 4-3). Da in
Voruntersuchungen durch Anwendung der Bypass-Methode bereits gezeigt werden konnte, dall ohne Querflull
fiir die verwendete 4 kDa PES-Membran (PostNova) eine nahezu vollstindige Wiederfindung erzielt werden

konnte, wurde hier lediglich der Einflul der realen Trennbedingungen (mit Querflufl) auf die
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Wiederfindungsrate bestimmt. Dazu wurden die Peakflichen, die mit bzw. ohne Querflud erhalten worden sind,

zueinander in Beziehung gesetzt.

Tab. 4-4: Abhéingigkeit der Wiederfindungsrate von der Molmasse am Beispiel der PSS-Standards und ciner 4
kDa  PES-Membran (PostNova). Dazu im Vergleich die Wiederfindungsrate von  Aldrich-
Huminséure. Die Angaben in Prozent bezichen sich auf die Peakflichen in Ab- und Anwesenheit

eines Querflusses.

Probe PSS 1120 PSS4300  PSS6710 PSS 13400 PSS 82800 PSS 336000 Aldrich-
HA
1 74 73 89 83 94 56

Bedingungen: Eluent: 0,1 M NaNOy (pH 7); 20-pl-Probenschleife; Detektorfluf = 0.7 mbmn”, Querfluf = 0 mlmin' bzw,
Gradientenprogramm,

Wiederfindungsrate /%

Mit der oben beschriebenen Auswertemethode wurde unter Verwendung der PSS-Standards die folgende

Kalibriergerade erhalten.

55 ®

log M = 7,1810g 1, - 3.97
R*=098

log Molmasse (M)
& &

“
wn

2.5

0.9 1 11 1,2 1.3 14

log Elutionszeit

Abb. 4-11: Kalibrierfunktion fiir die AF' aus der Aufiragung des Logarithmus der Elutionszeit des
Peakmaximums gegen den Logarithmus der Molmasse der PSS-Standards (log M,) mit 0.1 M

NaNO;-Lisung als Eluent.

Mit Hilfe dieser Kalibrierfunktion und unter Vernachlissigung einer chromatographischen Peakverbreiterung
(vgl. Kap. 4.1) kénnen die nachfolgend dargestellten Fraktogramme der Aldrich-HA bzw. Roth-HA in die in
Abb. 4-13 dargestellten Molmassenverteilungen umgerechnet werden. Die aus den dargestellten Molmassen-

verteilungen erhaltenen Werte M,, M, und M,, fiir die HA-Proben sind im Diagramm mit dargestellt.
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Abb. 4-12: Fraktogramme der Roth- und Aldrich-HA als unbehandelte und entaschte Huminsdure-Proben (cyy,

normiertes UV-Signal bei 254 nm (h/h,,,,)
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Abb. 4-13: Darstellung der Molmassenverteilung von unbehandelter und entaschter (behandelter) Roth- hzw.

Aldrich-Huminséure in den Grenzen von 7,5 bis 21 min (vgl. Abb. 4-12) unter Anwendung der in
Abb. 4-11 dargestellten AF-Kalibrierfunktion. Die Werte fiir M, und M, wurden in den oben

genannten Grenzen berechnet.
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Aus der Betrachtung der vorstehenden Abbildung [dBt sich erkennen, daB fiir die entaschten Proben
vergleichbare Daten erhalten werden wie fiir die unbehandelten HA-Proben. Die ermittelten Molmassen fiir das
Peakmaximum besitzen vergleichbare Werte, wie sic aus den SEC-Analysen der HA-Proben erhalten worden

sind. Deutliche Unterschiede findet man fiir die M, - und M,-Werte bei Vergleich mit den SEC-Experimenten.

Tab. 4-5: Zusammenstellung der Ergebnisse der Molmassenbestimmung von verschiedenen HA-Proben mittels

der SEC- und der AF"-Methode nach Kalibrierung mit PSS-Standards.

Probe Roth-HA entaschte Roth-HA Aldrich-HA entaschte Aldrich-HA
Methode SEC AF SEC AF? SEC AFT SEC AF?

M, /kDa 12,0 10.3 nb’ 8.4 12,5 11,5 n. b. 8.4

M, /kDa 1.9 7.0 n. b. 6.5 2.3 7.4 n. b. 6.5

M., /kDa 10,3 254 n.b. 242 1.4 292 n. b. 242

“n.b. = nicht bestimmt

Die bet Anwendung der AF*-Methode erhaltenen héheren M,-Werte diirften darauf zurlickzufiihren sein. daf
auch hochmolekulare Anteile der HA-Proben mittels einer AF:-Analyse aufirennbar sind und durch die
Anwendung eines Feldgradienten den Kanal noch in nachweisbarer Konzentration verlassen kénnen, Der M-
Wert aus den AF'-Analysen wird daher besonders durch diesen hochmolekularen Anteil der HA-Proben
beeinflufit. Bei einer SEC-Trennung hingegen eluieren alle Molekiile oberhalb des Cut-offs der Trennsiule bei
V. so dal} ihnen nur die diesem Retentionsvolumen entsprechende Molmasse zugeordnet wird. Allerdings kann
cin Beitrag von sorptiven Wechselwirkungen zwischen HA und Membran als Ursache fiir das beobachtete
Peaktailing der AF*-Analyse nicht ausgeschlossen werden.

Der M,-Wert hingegen wird besonders durch die niedermolekularen Anteile einer (HA-)Probe bestimmt.
Aufgrund des notwendigen Einsatzes einer UF-Membran bei der AF*-Methode und der relativ niedrigen
Wiederfindungsraten ist anzunehmen, dafB3 vor allem niedermolekulare Anteile der HA-Proben durch den Boden
des AF'-Kanals verloren gehen und daher ein hoherer M,-Wert bei Anwendung dieser Methode im Vergleich
zur SEC resultiert.

Beide Befunde zusammenfassend 146t sich schluBfolgern, daB beide angewandten Methoden - SEC und AF -
eine methodisch bedingte Vertilschung der ,wahren* MolekiilgroBenverteilung von HA-Proben verursachen. Die
tatsdchliche Breite der Molmassenverteilung (M,/M,) wird wahrschcinlichl erst durch die Kombination der
Befunde aus beiden Methoden anniihernd richtig wiedergegeben.

Fir die Molmasse von Aldrich-HA mittels der FluB-FeldfluBfraktionierungsmethode (F-F%) werden in der
Literatur unterschiedliche Werte gefunden. Eine enge Molmassenverteilung der Aldrich-HA fanden DycCUS et al.
bei Anwendung der SF*-Methode und einer FL-70 (Tensid)-Lasung (0,05 %) mit einem Zusatz von NaN; (0,03
%) bei pH 7. Die aus der Kalibrierung mit PSS-Standards ermittelten Werte fiir M, und M., betrugen 2.3 kDa
bzw. 3.2 kDa. Einen TRIS-Puffer als Eluent befanden sie als ungeeignet, da hier deutlich grofere Verluste an
niedermolekularen PSS-Standards aufiraten [DyCUs 1995]. NGO erhielt unter Verwendung eines derartigen
TRIS-Puffers (pH 9,1) aus der SF*-Analyse und Kalibrierung mit PSS-Standards Werte fiir die Aldrich-HA von
M, = 1,7 kDa und M, = 3,3 kDa [NGO 2000]. Der M,-Wert kénnte hier allerdings durch die Wahl der
hochmolekularen Peakgrenze unter Abschneiden eines grofien Teils des langen Tailings zu niedrigen Werten hin

beeinfluflt sein.
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Ebenfalls unter Verwendung eines TRIS-Putfers (pH 7,9) und Kalibrierung des SF'-Kanals mit PSS-Standards
ermittelten BECKETT und HART Molmassenwerte der Aldrich-HA von M, = 3,07 kDa und M,, = 14.5 kDa
[BECKETT 1993].

SCHIMPF und WAHLUND verglichen eine verdiinnte NaOH-Lésung (pH 8,5) und einen Phosphat-Puffer (pH 6.8)
als Eluenten miteinander und erhielten bei gleichem Retentionsvolumen der PSS-Standards deutlich
verschiedene Retentionsvolumina der drei untersuchten HA-Proben. Die daraus resultierenden Molmassen fiir
die HA unterschieden sich um den Faktor drei [SCHIMPF 1997].

Auch fiir die Molmassenbestimmung von HA mittels der AF' gelten offensichtlich die gleichen
Einschrinkungen wie bei der SEC: Ein Vergleich zwischen den Molmassenwerten. die unter verschiedenen
Umgebungsparametern wie IS und pH-Wert der Losung erhalten worden sind, ist nur schwer maglich. Mit
Variation der Umgebungsparameter kann sich sowohl die Konformation der Kalibrierstandards als auch der HA
(oder beides gleichzeitig) indern, was zu unterschiedlichen Elutionszeiten der Proben fiihrt. Eigene Experimente
mit unterschiedlichen Eluenten wie Milipore-Wasser (pH 7); 0.01 bzw. 0,1 M NaNO;-Lésungen (pH 7); 0,005
M TRIS-Puffer (pH 9) und 0,1 M Borat-Puffer (pH 9,2) zeigten sowohl fiir den untersuchten PSS-Standard 1120
Da als auch fiir die Aldrich-HA mitunter deutlich varnierende Elutionszeiten (Fraktogramme nicht dargestellr).
BECKETT et al. empfehlen daher den aus F-F'-Experimenten direkt bestimmbaren Diffusionskoeffizienten von
HA zur Beschreibung der MolekillgroBe von HA heranzuzichen [BECKETT 2000]. Zwar ist auch der
Diftusionskoeffizient einer HA eine von der Konformation und damit von der IS und dem pH-Wert des Eluenten
abhingige Gréfle, aber eine weitere Unsicherheit durch die Anwendung von (polymeren) Kalibrierstandards wird
dadurch vermieden.

Moglicherweise erlaubt die Anwendung der F-F*-Methode einen gréfieren Freiraum in der Wahl der IS und des
pH-Wertes des Eluenten bei gleichzeitig ungestértem Elutionsverhalten. Der Einflull des Eluenten (vor allem
seiner IS und des pH-Werts) auf Adsorptions- oder AbstoBungseffekte st trotz der geringeren Oberfliche der
UF-Membran im Vergleich zur Oberfliche des SEC-Fiillmaterials nicht auszuschliefen. Sorptions- und
AbstoBungseffekte werden durch die vom pH-Wert und der IS des Eluenten abhingigen Ladungen des Analyten
und der Oberfliche der UF-Membran beeinflu3t und konnen (teilweise) durch die IS des Eluenten verstirkt oder
kompensiert werden. Davon werden besonders die Analytmolekiile in Membrannihe beeinflulit. Ebenso kann
der grofenselektive Verlust von Probenanteilen durch die UF-Membran die urspriingliche Grifenverteilung der

Probe veriandern.

Da eine ,korrekte™ Bestimmung der Molmasse von HAs in dieser Arbeit nicht im Vordergrund steht, wurde auf
detaillierte Untersuchungen zum Einflul des Eluenten, seiner IS und des pH-Wertes in Abhingigkeit vom
Membranmaterial verzichtet. Es konnte gezeigt werden, daf} eine reproduzierbare Gréflenaufirennung der HA
unter Verwendung einer 0,1 M NaNO;-Losung (pH 7) als Eluent sowohl bei Anwendung der SEC als auch der
AF*-Methode erzielt werden kann. Die aus den PSS-Kalibriergeraden bestimmten Molmassen der Peakmaxima
(M,) fiir Aldrich-HA und Roth-HA stimmen in ihrer Grofenordnung tiberein. Die deutlichen Unterschiede in
den M,- und M,-Werten sind wahrscheinlich auf die unterschiedlichen Ausschlullgrenzen der beiden
verwendeten Methoden zuriickzufiihren. Aufgrund der Gréfienausschluigrenze (keine Auflésung) der SEC-
Séulen ist eine Beeinflussung des M,-Wertes bei der SEC-Analyse zu erwarten. Dariiber hinaus kdnnen
besonders diese hochmolekularen Anteile durch die innerhalb der SEC-Séule auftretenden Scherkriifte deutlich

reduziert worden sein. In beiden Fillen resultiert daraus ein geringerer M,-Wert aus den SEC-Analysen. Ein
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hoherer M,-Wert aus den AF*-Analysen sollte hingegen auf den Verlust von niedermolekularen Probenanteilen

infolge des Cut-offs der zu verwendenden UF-Membran zuriickzufithren sein,

4.4 Experimente in Analogie zu den Untersuchungen von PICCOLO et al.

zur Frage der Huminsiiure-Struktur

Wenn auch eine absolute Bestimmung der MW-Verteilung von HA mit der AF' ebenso von den
Losungsbedingungen abhiingig ist wie bei der SEC-Methode und auch Artefakte nicht vollstindig
ausgeschlossen werden kinnen, lassen sich doch Verinderungen der Molekiilgrofie oder Konformation von HA-
Proben durch einen direkten Vergleich der Fraktogramme gut bestimmen. Da die AF® ecinen anderen
Trennmechanismus als die SEC verwendet und auch die Oberfliche, welche fiir sorptive Wechselwirkungen zur
Verfligung steht, bei einem AF*-Kanal deutlich kleiner als bei einer SEC-Siule ist, eignet sich diese Methode
gut, um SEC-Ergebnisse zu tiberpritfen. Die AF'-Methode wurde hier angewandt, um die im Einleitungsteil
dargestellten Ergebnisse der SEC-Experimente von PiccoLo et al. [1996a, 1996B] durch eine andere
Grollentrennmethode zu {iberpriifen.

Da die von PICCOLO et al. verwendeten HA-Proben nicht zur Verfigung standen, wurde zunichst gepriift und
bestatigt, dal die von Piccolo et al. beschriebene charakteristische Verinderung der SEC-Chromatogramme von
HA in Abhingigkeit vom Zusatz organischer Siuren auch fiir die hier verwendete SEC-Siulenkombination und
Aldrich-HA reproduziert werden kann.

Dies gilt sowohl fiir HA-Proben, deren pH-Wert durch die Zugabe von 1 M HCI von 11,8 auf 2,0 abgesenkt

wurde, als auch fiir HA-Proben, denen unterschiedliche Mengen an Zitronensiure zugesetzt wurden, um einen

von Essigsdure zu ciner HA-Lsung mit einem pH-Wert von 11,8 wurden Proben mit pH-Werten von 6.0 4.5;
3.5 und 2,0 prépariert und Aliquote dieser Losungen injiziert (vgl. Abb. 4-14). In der Reihe abnehmender pH-
Werte wurde eine erkennbare Anderung der Peakform fiir die Probe mit einem pH-Wert von 3,5 gefunden. Sie
weist eine gréliere Peakbreite gegeniiber den Proben mit einem hoheren pH-Wert auf. Dariiber hinaus besitzt sie
eine zusitzliche Schulter im niedermolekularen Bereich. Bei einem pH-Wert der Probe von 2,0 ist nur noch ein
kleiner Peak bei der Retentionszeit von ca. 15 min erkennbar. Gleichzeitig wird ein neuer Peak oberhalb der
Retentionszeit von ca. 26 min, die dem totalen Permeationsvolumen der SEC-Siulen entspricht, gefunden.
Schon allein dieser Befund ist ein Hinweis darauf, daB die SEC-Analyse durch starke adsorptive
Wechselwirkungen zwischen HA-Probenanteilen und der Sdulenmatrix iiberlagert wird. Es ist bemerkenswert,
dalB sich eine Absenkung des pH-Wertes der aufgegebenen HA-Lésung von 11,8 auf 4,5 offensichtlich nicht auf
die Form und Fliche des SEC-Peaks auswirkt, obwohl in diesem pH-Bereich eine Reihe von
Protonierungsgleichgewichten, z. B. fiir phenolische OH-Gruppen liegen.

PiccoLo et al. hingegen deuteten ihre analogen SEC-Resultate so, daB sich die der HA-Probe Zugesetzien
organischen Siuren im Randbereich einer postulierten HA-Mizelle so positionieren, daB der hydrophobe
Molekiilteil in das Innere und der hydrophile Teil mit der polaren Carboxylgruppe zur duBeren Grenzfliche
weist. Die Carboxyl-Gruppen sind bei niedrigen pH-Werten protoniert. Wird anschlieBend die saure Probelsung

in den basischen Eluenten injiziert, so erfolgt eine augenblickliche Deprotonierung der Carboxyl-Gruppen. Dies
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betrifft neben den im Randbereich des HA-Agglomerats eingelagerten organischen Siduremolekiilen auch die
HA-Molekiile. Die so entstandenen negativen Ladungen stofien sich gegenseitig ab, so dali das HA-Agglomerat
aufgesprengt wird. Die Anwesenheit des SEC-Sdulenmaterials verhindert dabei eine Re-Agglomeration der
niedermolekularen HA-Bestandteile, indem diese in die Poren des Fiillmaterials diffundieren kénnen. Durch den
pH-Sprung wird daher nach PiccoLO et al. ein SEC-Peak dieser niedermolekularen HA-Bestandteile erhalten
[PiccoLo 1999].

PERMINOVA wies darauf hin, dafi PiccoLo et al. [1996a] neben dem Zusatz von Essigsiure auch bei Verwendung
von Ameisensdure (ohne Alkylkette) sowie Di- und Tricarbonsiduren einen entsprechenden Effekt beobachteten.
obwohl diese Substanzen deutlich der Definition von oberfldchenaktiven Substanzen, mit einem klar definierten

hydrophoben (beginnend ab Cy-Ketten) und hydrophilen Molekiilteil widersprechen [PERMINOVA 1999].

Bei (Riick-)Titration der essigsauren HA-Lsung (pH 2.0) mit 5 M KOH aut héhere pH-Werte - bis hin zu einem
Wert von 8,5 - verdnderten sich die Peakflichen der beiden bei der nachfolgenden SEC-Analyse erhaltenen
Peaks derart, daB mit steigendem pH-Wert die Héhe des Peaks bei ca. 15 ml kontinuierlich anstieg, wohingegen
die Hohe und das Retentionsvolumen des zweiten Peaks bei antinglich > 26,9 ml kontinuierlich abnahm. Bei
einem pH-Wert von 8,5 waren die Breite und die Form dieses Peaks mit denen des flir die nicht angesiiuerte
Ausgangslosung (pH 11,8) erhaltenen Peaks identisch. Durch das sich mit steigendem pH-Wert dndernde
Retentionsvolumen des zweiten Peaks ist dieser bei pH 6,0 und 8.5 nicht mehr durch eine Basislinientrennung
vom ersten separiert, sondern erscheint als Nebenmaximum des (ersten) Hauptpeaks. Eine dhnliche Beobachtung
bei ihren SEC-Analysen fithren PiccoLo et al. darauf zuriick, daB3 eine vollstindige Wiederherstellung der
urspriinglichen Agglomerate nicht erzielt werden kann und einige niedermolekulare HA-Molekiile erhalten
bleiben [PIccOLO 1996A]. Dieser Unterschied zum Chromatogramm bei pH 11,8 kann aber auch durch den
eingangs dargestellten ,.salt boundary effect™ begriindet werden, da durch den Zusatz von KOH hier die IS der
Probeldsung hoher ist als die des Eluenten. Dies wurde in diesem Zusammenhang auch noch einmal von VARGA
et al. flir Aldrich-HA bestitigt [VARGA 2000].

Insgesamt entsprechen die hier erhaltenen SEC-Ergebnisse den von PICCOLO et al. publizierten Resultaten
[PICCOLO 1996A, PICCOLO 19968B].

Eine von PiccoLO et al. genannte Voraussetzung, um die durch einen pH-Sprung in den basischen Bereich
freigesetzten niedermolekularen Bestandteile der HA nachweisen zu kinnen, ist deren schnelle Separierung, wie
sie z. B. durch den Porenraum einer SEC-Siule gewiihrleistet wird. Diese wiirde eine Re-Agglomeration der
niedermolekularen Bestandteile verhindern. Ein dhnlicher Effekt sollte auch durch die UF-Membran des AF*-
Trennkanals hervorgerufen werden. Bei Injektion der sauren HA-Ldsungen in den basischen Eluenten (pH =
9.2), der sich wihrend der Fokussierphase innerhalb des AF*-Kanals mit der Probe vermischt, wiirde analog dem
von PiccoLo et al. postulierten Mechanismus eine schnelle Aufspaltung der HA-Agglomerate in kleinere
Bestandteile erfolgen. Diese miiiten den Trennkanal aufgrund des Cut-offs der UF-Membran bereits wihrend
der Fokussierphase verlassen. Eine deutlich geringere Peakfliche aufgrund des Probenverlustes wire die Folge.
Eine Anderung der Peakform wiire nur dann zu erwarten, wenn einzelne GréBenfraktionen in unterschiedlichem
MaBe von der Aufspaltung in niedermolekulare Bestandteile betroffen wiren. Dies wire fiir hochmolekulare,
d. h. stark agglomerierte Fraktionen eher als fiir niedermolekulare, d. h. wenig agglomerierte Fraktionen zu
erwarten. Eine deutliche Reduzierung der Peakfliche insgesamt, noch des Anteils einzelner Probenbestandteile

kann aus den Fraktogrammen in Abb. 4-16 nicht abgelesen werden.
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Abb. 4-14: Chromatogramme der SEC-Analysen einer Aldrich-HA-Probe bei pH 11.8 und nach Zusatz von
Essigscure zur Einstellung des enisprechenden pH-Wertes. Die schwarzen Dreiecke markieren die
Retentionszeit von Aceton (26,9 min) als inertem Tracer zur Bestimmung der Retentionszeit, die dem
totalen Permeationsvolumen entspricht. Es wurde ein 0.1 M Boratpuffer (pH 9.2) als Eluent

verwendel.
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Abb. 4-15: Chromatogramme der SEC-Analysen der Aldrich-Huminsdureprobe (pH-Wert der Probeldsung =
2.0) und nach Zusatz von 5 M KOH-Lésung zur Einstellung des entsprechenden pH-Werres. Die
schwarzen Dreiecke markieren die Retentionszeit von Aceton (26,9 min) als inertem Tracer zur
Bestimmung der Retentionszeit, die dem totalen Permeationsvolumen enispricht. Es wurde ein (.1 M

Boratpuffer (pH 9,2) als Eluent verwendet.
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Die in Abb. 4-16 erkennbare geringe Abnahme der Peaktliche kann cher mit dem Verdiinnungseffekt auferund
des Zusatzes von Essigsiure begriindet werden. Besonders sollte dies auf die AF*-Analyse der Lésung mit einem
pH-Wert von 2,0 zutreffen, da hier bei der SEC-Analyse eine sehr niedrige Signalintensitit im hochmolekularen
Bereich gefunden wurde (vgl. Abb. 4-14). Die Befunde aus den AF'-Experimenten stehen also nicht im
Cinklang mit der Interpretation von SEC-Ergebnissen und den Vorstellungen von PICCOLO et al. iiber den
Aufbau von 18slichen HSs.

Die in diesen AF*-Experimenten beobachtete Abnahme der Hohe des Voidpeaks tritt z. B. auch bei der Analyse
von HA-Proben mit abnehmender Konzentration auf (vgl. Abb. 4-7). Da die Ursache fiir das Auftreten des
Voidpeaks nicht genau bekannt ist. lassen sich Faktoren. die dessen Hohe beeinflussen, nur schwer
interpretieren.

Eine Erhéhung des pH-Wertes einer zuvor mit Essigsdure angesiuerten HA-Losung durch Zugabe von 5 M
KOH-Lésung fiihrt ebenfalls nicht zu einer deutlichen Anderung der Peakform. Die Abnahme der Peakfliche ist
- besonders bei dem Fraktogramm der HA-Lésung mit einem pH-Wert von 8.5 - jedoch hier nur teilweise auf
den Verdiinnungseffekt infolge des notwendigen Zusatzes an KOH-Lésung zuriickfithrbar. Da bei den SEC-
Analysen eine derart starke Verringerung der Peakfliche zwischen der Ausgangslésung (pH 11,8) und der in den
basischen Bereich zuriicktitrierten Losung von pH 8.5 nicht beobachtet werden konnte, liegt der Schlufd nahe,
da3 es sich um einen auf die AF*-Methode zuriickzufithrenden Effekt handeln muB3. Obwohl der genaue Grund
nicht angegeben werden kann, mindert dies nicht die deutlich Aussagekraft der erhaltenen AF*-Ergebnisse fiir
die HA-Losungen mit absteigendem pH-Wert (Abb. 4-16).

Ein wesentlicher Vorteil der AF*-Methode gegeniiber der SEC-Methode bei der Analyse dieser HA-Losungen
besteht darin, daB die zugesetzte Essigsiure wihrend der Probenaufgabe und Fokussierung durch die UF-
Membran hindurchtritt und so vor dem Elutionsschritt von der Probe abgetrennt wird. Eine Stérung des
Elutionsverhaltens der HA-Probe durch die Anwesenheit von groBeren Mengen an organischer Siure ist dadurch
ausgeschlossen. Entsprechend wird auch keine aussagekriiftige Verinderung der Peakform der eluierten HA-
Probe gefunden, wenn vor der Injektion durch den Zusatz von Essigsiure unterschiedliche pH-Werte in der
Probelsung eingestellt worden sind.

Maglicherweise kinnte die Aussagekraft der AF-Experimente durch eine exakte Bilanzierung erhht werden.
Dies gestaltet sich aufgrund der teilweise hohen Querflufiraten und der damit verbundenen niedrigen
Konzentrationen im Permeat der UF-Membran schwierig. Sieht man von der deutlich geringeren Peakfliiche im
Fraktogramm der Losung mit pH 8,5 (Abb. 4-17) einmal ab, so LBt ein Vergleich der nach den verschiedenen
Vorbehandlungen erhaltenen Peakflichen nicht auf eine dramatische Anderungen der Wiederfindung (gréfier
cinem Faktor von zwei) schlieBen. Zusammenfassend lassen sich die dargestellten AF"-Analyscn in der Weise
bewerten, dall sie keine Hinweise auf eine HA-Struktur beinhalten, die auf eine Agglomeration von kleineren

Bestandteilen zuriickzufiihren ist,
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Abb. 4-16: Fraktogramme der AF'-Analyse einer Aldrich-HA-Probe bei pH 11.8 und nach Zusatz von
Essigsdiure, um die angegebenen pH-Werte in der Startprobe einzustellen; der pH-Wert des Eluenten

(0.1 M Borat-Puffer) betrug 9,2.
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Abb. 4-17: Fraktogramme der AF'-Analyse einer Aldrich-HA-Probe bei pH 2.0 und nach Zusatz von 5 M KOH,
um die angegebenen pH-Werte einzustellen; der pH-Wert des Eluenten (0,1 M Borat-Puffer) betrug
9,2.

In einer neueren Publikation kombinieren PICCOLO et al. die SEC-Analysen von HA-Proben mit weiteren
Methoden, um die von ihnen aufgestellte HA-Strukturhypothese weiter zu untersuchen. So zeigte die Analyse

von GréBenfraktionen einer braunkohlestimmigen HA mittels Pyrolyse-GC/MS (Pyr-GC/MS) und 'H-NMR-
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Spektroskopie eine reduzierte Heterogenitit, wenn der HA-Probe vor der GroBenfraktionierung mit Hilfe der
priparativen SEC Essigsidure zugesetzt wurde. Aus den Pyr-GC/MS-Ergebnissen leiten PiccoLo et al. eine
Verschiebung — im besonderen von ungesittigten alkylischen und aromatischen Verbindungen - vom hochmole-
kularen in den niedermolekularen Anteil der HA durch die Vorbehandlung ab. Dariiber hinaus konnten erst
durch den Zusatz von Essigsiure Kohlenhydrate in den Spektren der niedermolekularen Fraktionen
nachgewiesen werden. Die 'H-NMR-Spektren liefern teilweise den Pyrolyse-Gaschromatogrammen
widersprechende Ergebnisse. [hre reduzierte Signalanzahl und die gréBere Strukturiertheit fiihren PIccoLo et al.
auf eine weniger komplexe Molekiilassoziation und eine héhere Léslichkeit der (niedermolekularen) HA-
Bestandteile im NMR-Losemittel (DMSO) durch den Essigsdure-Zusatz zuriick. Sie sehen so die Hypothese
einer supramolekularen HA-Struktur als weiter untermauert an [PICCOLO 2002].

Unter Anwendung multidimensionaler NMR-Experimente erhielten SIMPSON et al. einen nach ihrer Aussage
eindeutigen Hinweis auf eine Struktur fiir eine geléste, bodenstimmige HA, die auf die Zusammenlagerung von
einfachen, niedermolekularen Bestandteilen - moglicherweise aufgrund der Komplexierung durch Metall-
kationen - zuriickzufiihren ist. Aus den DOSY-Experimenten konnten sie verschiedene Diffusionskoeffizienten
fiir Probenbestandteile ermitteln, denen sie aufgrund der chemischen Verschiebung im 'H-NMR-Spektrum
Strukturen von Aromaten, Zuckern, Aminosiduren und Aliphaten zuweisen konnten. Aus den Ergebnissen der
NOE-, DOSY- und LC-NMR-Experimente kann auf eine Molmasse von <2 kDa fiir die untersuchte HA
geschlossen werden [SIMPSON 2002]. Derart niedrige Molmassenwerte widersprechen allerdings der allgemeinen
Darstellung tiber die typischen Molmassen von bodenstimmigen HAs.

Diese jiingeren Untersuchungen zeigen emeut, wie vielfiltig die Meinungen sind, wenn es um die Frage der

Struktur und der Molmasse von HSs geht.

4.5 DOC-Detektor

4.5.1 Voruntersuchungen zur Online-Kopplung des DOC-Detektors

Die Dimensionen des Quarzglasreaktors wurden - wie bereits im Kap. 2.4 erwihnt - beziiglich der
Ausspiilcharakteristik und der Verweilzeit bereits durch das INC optimiert. Bei der diskontinuierlichen Aufgabe
(Batchinjektion) wird das Probenvolumen (typischerweise 20 ul) in einem diinnen Strahl stoBartig in die
Verbrennungszone injiziert und verdampft dort schlagartig. Das aus der Flussigkeitsmenge erzeugte Gas besitzt
ein um etwa den Faktor 1000 héheres Volumen, Unter der Annahme einer Verdampfungszeit von 1 s resultiert
aus diesem Vorgang ein zusitzlicher Volumenstrom von ca. 20 ml's”, der zu dem konstanten O»-Volumenstrom
von 4,45 ml's”" hinzugefiigt wird. Der daraus resultierende DruckstoB ist am kriftigen Ausschlag des MeBgas-
FluBmessers ersichtlich. Die CO,-Bestimmung wird hierdurch jedoch nicht gestért, da der Druckstofl dem CO,-
Peak voranliuft und entscheidend fiir die Richtigkeit des MeBergebnisses ist, dafl das Trigergas zum Zeitpunkt
des Peakdurchgangs durch die NDIR-Zelle wieder seinen stationidren, ungestirten Flull erreicht hat. Gleichzeitig

sorgt der Druckanstieg fiir ein gutes Ausspiilen des erzeugten CO, aus dem Reaktorrohr.
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Der hier entwickelte DOC-Detektor soll hauptsichlich im Online-Betrieb cingesetzt werden. Dazu kann er als
letzter Detektor einer Detektorreihe an ein HPLC-, SEC- oder AF*-System angekoppelt werden. In diesem Fall
sollte eine zusitzliche Metallhiilse in den Reaktor eingesetzt werden. Die Funktion der Hiilse wurde bereits unter
3.5 beschrieben. Die hydrothermalen Belastungen fiihrten bei der Edelstahlhiilse jedoch zu ciner Freisetzung von
Kohlenoxiden aus dem kohlenstofthaltigen Material. Gelegentlich konnte so - auch ohne vorherige Injektion von
DOC - ein CO.-Signal beobachtet werden™. Die Edelstahlhiilse wurde deshalb durch eine Hiilse aus Silber
ersetzt. Silber besitzt eine noch héhere Wirmeleitfihigkeit als Edelstahl. Auferund der hohen Reinheit des
Materials (> 99.99 %) zeigte die Silberhiilse keinerlei spontane Freisetzung von Kohlenstoff.

Die Temperaturprofile innerhalb des Reaktorrohres bei Ab- und Anwesenheit eines permanenten Wasserflusses
sind fiir die beiden verschiedenen Metallhiilsen in Abb. 7-4 und Abb. 7-5 (siche Kap. 7) dargestellt. In
Abwesenheit eines Wasserflusses zeigen beide Systeme ein identisches Temperaturprofil. Die am Ofenregler
eingestellte Temperatur von 780 °C wird dabei erreicht und liegt teilweise innerhalb des Quarzglasreaktors etwas
dartiber.

Bei cinem Wasserflub von | ml-min” ergaben sich fiir die beiden Werkstiicke unterschiedliche Auswirkungen
auf den Temperaturverlauf innerhalb der Verbrennungszone: Die Edelstahlhiilse weist am Boden eine
Temperatur von ca. 600 °C auf. Mit zunehmender Hohe iiber dem Boden steigt die Wandtemperatur innerhalb
der Hiilse schnell an und besitzt iiber einen weiten Bereich eine konstante Temperatur von ca. 750 °C. Die
Silberhiilse besitzt vom Boden bis in ca. 8 cm Héhe eine nahezu konstante Temperatur von 700 °C. Bis zum
oberen Ende der Silberhiilse hin sinkt die Temperatur aber auf ca. 600 °C ab. Die gegeniiber der Edelstahlhiilse
(Megetsaninise = 89,1 g) hohere Masse der Silberhiilse (mayqe = 307.5 g) macht sich besonders im Abkiihl-
verhalten bemerkbar. Dieser Effekt ist aber bei der permanenten Beaufschlagung mit Wasser im Falle der
FlieBinjektion nicht relevant, da sich nach der entsprechenden Zeit ein thermisches Gleichgewicht einstellt.
Entscheidend ist hier vor allem die erzielbare Endtemperatur am Boden der Hiilse. Aufgrund der hoheren
erzielbaren Temperatur am Boden der Silberhiilse (bei gleicher Ofentemperatur) (vgl. Abb. 7-5) und der
ausbleibenden Kohlenstoftblindsignale wurden alle weiteren Untersuchungen unter Verwendung der Silberhiilse

durchgefiihrt.

Ein  Vergleich der Peakformen bei Batch- wund FlieBinjektion infolge der unterschiedlichen
Ausspiilcharakeristiken dieser beiden Injektionsarten kann durch die Injektion von CO,-gesittigtem Wasser
vorgenommen werden. CO, wurde gewihlt, um den méglichen EinfluB der Oxidationskinetik auf die Peakform
auszublenden. Bei 25 °C und 100 kPa Iésen sich 6.15:10™ mol CO, pro mol H,O [LIDE 1992] (entsprechend
1.5 g CO; pro | HyO). Bei einem Injektionsvolumen von 20 ul werden so 8.2 ug Kohlenstoff in Form von

gelostem CO, aufgegeben.

* Ein Reaktor aus Edelstahl wies die gleichen Probleme auf. Deshalb wurde schon in den Vorarbeiten des INC auf einen Reaktor aus
Quarzglas zuriickgegrilfen.
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Abb. 4-18: Vergleich der Peakformen und -ficichen bei der Injekiion von je 20 ul COxgesdttigten Millipore-
Wassers (23 °C) (8.2 ug C) mittels Batch- und Flieflinjektion bei einer Flufirate von I mi-min’. Der

Quotient aus Peakfiiichey,/Peakfliche,,., betrégt 0),8.

Die Basispeakbreite bei Batchinjektion von COs-gesiittigtem Wasser betrigt ca. 0,75 min mit einer
Peaksymmetrie” von 1.8. Bei Batchinjektion von CO,-gesiittigtem Wasser (d. h. mit einem Druckpeak bei der
Verdampfung des Wassers) erhiilt man einen vergleichsweise symmetrischen Peak mit einer geringeren
Peakbreite. Die gleiche Menge Kohlenstoff, tiber ein Injektionsventil (20-ul-Probenschleife) bei einer Flufirate
von | ml'min” Millipore-Wasser aufgegeben, erzeugt einen Peak mit einer deutlichen Asymmetrie; der Wert der
Peaksymmetrie von 2,9 zeigt ein deutliches Tailing des Peaks an. Die Basispeakbreite erhoht sich bei
FlieRinjektion aufgrund des fehlenden Druckstofes auf ca. 1.5 min, Die Schwankungen der Grundlinie sind
wahrscheinlich auf geringe Druckschwankungen innerhalb des Systems zuriickzufithren, da auch die
MeBgasanzeige sichtbare Schwankungen der Durchflufirate im FlieBbetrieb aufweist. Aufgrund der schwierigen
Handhabung von CO,-gesittigtem Wasser soll fiir CO, an dieser Stelle kein quantitativer Vergleich zwischen

Batch- und Fliefbetrieb durchgefiihrt werden. Dies wird im Folgenden fiir andere Substanzen beschrieben.

¥ Die Symmetrie eines Peaks wird iiblicherweise durch den Quotienten aus dem horizontalen Abstand zwischen dem im Peakmaximum
senkrecht gefillten Lot und der rechten Peakflanke in einer Hohe von 10 % der Gesamtpeakhihe ilber der Basislinie und dem Abstand der
linken Peakilanke zum Lot (ebenfalls in einer Hihe von 10 % der Gesamtpeakhdhe) als dimensionslose Gréfle beschrieben. Ein Wert von |
wird fiir cinen symmetrischen Peak erhalten; Peaks mit einem Tailing besitzen Werte > 1.
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4.5.1.1 Bestimmung der Nachweisgrenze des DOC-Detektors

Die Bestimmung der Nachweisgrenze (NWG) erfolgt hiufig nach der Definition von DOERFFEL [1987]. Danach
ist ein belicbiger MelBwert y nur dann mit ciner Wahrscheinlichkeit von P= 0,998 vom Blindwert Ya ZU

unterscheiden, wenn er die Summe aus dem Blindwertmittel ( ¥ ) und dem Dreifachen der Standardabweichung

des Blindwertes (o) libersteigt. Diese Summe wird mit Ymin bezeichnet.

Gl.4-2 y>§§+3aa=ymm

Der Wert der NWG (x,;,) kann aus y,,;,, mit Hilfe einer Kalibrierfunktion der folgenden Form ermittelt werden.
Gl. 4-3 Yy=Fg +b-x

In obiger Gleichung ist x die Konzentration des zu bestimmenden Analyten. Die Steigung b der

Kalibrierfunktion entspricht der Empfindlichkeit der MeBmethode. Durch Umstellen von Gl. 4-3 und Einsetzen

von Gl. 4-2 erhilt man den folgenden Ausdruck fiir den Wert der NWG:

Gl. 4-4 «  _Ymin—YB _%g

“min
b b

Da bei der Online-Kopplung des DOC-Detektors aus der Aufgabe einer Blindprobe (Eluent) iiber die
Probenschleife kein diskretes Signal (mit einer Standardabweichung) erkennbar war, 10t sich die Bestimmung
der NWG nach DOERFFEL [1987] nicht anwenden. In einem solchen Fall wird im allgemeinen die Bestimmung
der NWG aus dem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (S:N-Verhiltnis) durchgefithrt. Hier wurde ein $:N-Verhiltnis
von 3:1 als Kriterium fiir die NWG gewiihlt. Die Bestimmung der Hohe des Basislinienrauschens erfolgte nach
der diblichen Festlegung der Grenzen, bei der Extremwerte nicht beriicksichtigt werden. Nach diesem Kriterium
kann auch in Abwesenheit eines diskreten Blindwertes eine NWG fiir die Online-DOC-Bestimmung erhalten

werden.

Zur Ermittlung der NWG wurden verschieden konzentrierte KHP-Lisungen sowohl im Batch- als auch im
Flichbetrieb des Detektors injiziert. Fir die Bestimmung der NWG nach DOERFFEL [1987] wurden die
Peakflichen als ein Mal} fiir den Kohlenstoffgehalt, aber auch die Peakhohen ausgewertet. Die Peakhshen
wurden beriicksichtigt, da sie das Mal} bei Anwendung des S:N-Kriteriums im Online-Betrieb sind und so die

beiden unterschicdlich definierten NWG annihernd zueinander in Bezichung gesetzt werden kénnen.
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Abb. 4-19: Bestimmung der Nachweisgrenze mittels verschieden konzentrierter KHP-Lisungen bei
Batchinjektion von je 20 ul. Ahgebildet ist jeweils ein reprdsentativer Peak aus einer Reihe von
Jeweils 10 Injektionen pro Konzentration. Zur Blindwertbestimmung wurde das Millipore-Wasser

injiziert, welches zur Herstellung der KHP-Lisungen verwendet wurde.

Aus der Standardabweichung der Blindwerte oy und der Geradengleichung der Kalibrierfunktion fiir KHP wurde
die NWG fiir Batchinjektionen entsprechend Gl. 4-4 aus den Peakflichen bzw. -héhen berechnet. Beispielhaft
sind reprisentative Peaks der Batchinjektion von KHP-Lésungen verschiedener Konzentrationen bis hinunter zu
2 mg KHP-I" (dies entspricht einer Kohlenstoffkonzentration von 0,94 mg'l”") in Abb. 4-19 dargestellt. Die
NWG bei Anwendung des S:N-Verhiltnisses wurde aus der éraphischen Darstellung der Melfldaten tiir das
Basislinienrauschen und der Signalhdhe bei geringen Kohlenstoffmassen ermittelt (keine graphische Darstellung
der Daten), Die Festlegungen der Grenzen des Rauschens, sowie der Basislinie und damit der Signalhéhe
unterliegen einer gewissen Subjektivitit. Daher kann der Wert der NWG fiir das S:N-Kriterium hier nur weniger
prizise angegeben werden. Gleichzeitig ist die unten angegebene NWG von der Peakbreite abhingig. Ein z. B.
durch eine chromatographische Vortrennung verbreiterter Peak fithrt bei gleicher injizierter Kohlenstoffmasse
zwangsliufig zu einer geringeren Peakhohe, so dall es sich bei den genannten Werten fiir die NWG nur um

Richtwerte handeln kann.
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Tab. 4-6: Nachweisgrenzen ermittelt fiir den Batchbetrieh nach DOERFFEL [1987] entsprechend Gl. 4-2 b=w. G,
4-4 und fiir den Flufhetrieb aus der graphischen Darsteliung der Mefdaten bei einem
Signal:Rausch-Verhdltnis von 3:1 bei Injektion von 20 ul KHP-Lésungen bei 1 ml-min’ Millipore-
Wasser (DOC-Reaktortemperaturen: 780 °C/700) °C).

Neachweisgrenze nach DOERFFEL [1987] Nachweisgrenze bei einem Signal: Rausch-Verhdltnis von 3:1
[ng Kohlenstoff] [ng Kohlenstoff]
Batchinjektion FlieBinjektion
34 (Peakfliche) 15 (Peakhéhe) ca. 100

Fiir den eingangs beschriebenen Griintzel-DOC-Detektor wird eine NWG im Bypass-Modus (FlieBinjektion
unter Umgehung einer SEC-Trennung) von < | ug-l™" bei einem Injektionsvolumen von 3000 ul angegeben
(entsprechend einer Kohlenstoffmasse von <3 ng). Im chromatographischen Modus wird eine NWG von ca.
3 ng 1" erreicht (bei einem Injektionsvolumen von 3000 pl entspricht dies 9 ng Kohlenstoff) [HUBER 2001 ]

Die NWG des modifizierten Sievers 800 TOC-Analysators betriigt im Online-Betrieb 100 pg C-1"' [HER 2002].
Die Autoren haben dabei eine hohere Empfindlichkeit des DOC-Detektors beim Ubergang von einer 150-pl- auf
eine 500-pl-Probenschleife (bei identischen Kohlenstoffkonzentrationen der Proben) gefunden. Da es sich bei
einem DOC-Detektor aber um einen masseproportionalen Detektor handelt, sollte man besser die injizierte
Kohlenstoffmasse gegen das DOC-Signal auftragen. Fiihrt man dies fiir die in der oben genannten Literaturstelle
publizierten Daten durch, so zeigt sich, daB die resultierende Kalibriergerade 1m Bereich hoher
Kohlenstoffmassen (bei Aufgabe der Proben iiber die 500-ul-Probenschleife) flacher als im unteren Bereich
verlduft. Eine proportionale Zunahme des DOC-Signals mit groBerer injizierter Kohlenstoffimasse ist also nicht
gegeben: ein Grund fiir diese Nichtlinearitit kann eine fiir héhere Kohlenstotfmassen nicht ausreichende Menge
an Oxidationsmittel sein. Die angegebene NWG selbst wurde durch Injektion von 2 ml einer 0.1 mg!l"' C
enthaltenden HA-Probe nach SEC-Auftrennung ermittelt (entsprechend 200 ng Kohlenstoff). Trotz aller
einschriinkenden Bemerkungen liegt die NWG damit - auch bei einer durch die SEC-Analyse verursachten
Peakverbreiterung - in der gleichen GroBenordnung wie die NWG des in dieser Arbeit verwendeten DOC-
Detektors. Hierbei wirkt sich die Tatsache, daB beim Sievers DOC-Detektor nur das durch die gasdurchlissige
Membran permeierende Gas (fast ausschlieBlich CO,) detektiert wird, sehr positiv auf die NWG aus. Im Falle
des in dieser Arbeit verwendeten DOC-Detektors hingegen wird das CO, selektiv in einem grofien

Volumenstrom von O, gemessen.

4.5.1.2 Bestimmung des Oxidationsvermagens des DOC-Detektors

Neben der NWG ist das Oxidationsvermégen des DOC-Detektors von entscheidender Bedeutung fiir seine
praktische Anwendbarkeit. Nur wenn auch schwer oxidierbare Substanzen mit einer Ausbeute von > 95 % zu
CO; oxidiert werden, ist der Detektor als ein universelles, kohlenstoffsensitives MeBinstrument verwendbar. Nur
in diesem Fall kann eine Kalibrierung mittels eines leicht einwigbaren, nicht hygroskopischen Standards (z. B.

KHP) erfolgen.
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Zur Ermittlung des Oxidationsvermogens des Detektors wurden Stammldsungen von drei organischen
Substanzen (rert-BuOH, KHP und Aldrich-Huminsdure-Na-Salz) mit unterschiedlicher Verdamptbarkeit und
Oxidierbarkeit mit jeweils 1 g C1" hergestellt und eine Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der jeweiligen
Kalibrierfunktion verwendet. Die Aldrich-Huminsaure-Lésung wurde nach Auflésen bei pH > 10 und
Riicktitration auf pH 7 unfiltriert verwendet, um keine Verluste an Kohlenstoft infolge der Filtration zu erleiden.
Die Ergebnisse sind in Abb. 4-20 und Abb. 4-21 graphisch dargestellt. Aus den Kalibrierfunktionen der
Batchinjektionen ergeben sich die unten genannten Kohlenstoffgehalte der Stammlsungen. Parallel dazu
wurden die Kohlenstoffgehalte der jeweiligen Stammlosung mittels eines kommerziellen DOC-Analysators
(Shimadzu TOC 5050) bestimmt. Dieses kommerzielle Gerit arbeitet nach dem gleichen Oxidationsprinzip wie

der in dieser Arbeit beschriecbene DOC-Detektor.

Tab. 4-7: Kohlenstoffgehalte (+ Standardabweichung) der KHP-, tert-BuOH- und Aldrich-Huminsdure-
Stammldsung laut Einwaage, Online-DOC-Detektor (Batch- wund Fliefiinjektion bezogen auf die
KHP-Kalibriergerade) und Shimadzu TOC-5030-Detekor.

Substanz laut Einwaage Online-DOC-Detektor Shimadzu TOC-5050
[¢ Kohlenstoff]™"] Batchinjektion FlieBinjektion Batchinjektion
KHP 1,00 =1 =1 1,00 + 0,02
tert-BuOH 1,00 1,01 £0,02 1.22 £ 0,02 0,97 £0.,03
Aldrich-HA 1,00 1,03 0,02 0,78 £0,02 1,13 £0.,03
“Anteil der Kohlenstoffmasse an Gesamtmasse: KHP = 1/2,125 fer-BuOH = 1/1.54 bzw. bei cinem Kohlenstoffzehalt von 37.8 % fiir

luftfeuchte Aldrich-HA.

Die Konzentrationen der Stammlgsung von ferr-BuOH und Aldrich-HA (vgl. Tab. 4-7), die aus der Batch- und
FlieBinjektion des in dieser Arbeit untersuchten Detektors ermittelt wurden, wurden durch Bezug der
Geradensteigung auf den Wert der jeweiligen KHP-Kalibriergerade erhalten; der Shimadzu TOC-Detektor
wurde ebenfalls (unabhidngig) mit KHP kalibriert. Zur besseren Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der
FlieBinjektion wurde jeweils der Millipore-Wasser-Blindwert vor der Auftragung der Datenpunkte subtrahiert.
Die Kalibriergeraden der Batchinjektionen der drei untersuchten Substanzen weisen nur geringfligige, nicht-
signifikante Abweichungen voneinander auf. Dieses Ergebnis entspricht dem im Fall einer vollstindigen
Verbrennung der organischen Substanzen zu CO, zu erwartenden Verhalten. Die aus den drei
Geradengleichungen gemittelte Empfindlichkeit - ausgedriickt als Flacheneinheit (a.u.) pro pg Kohlenstott -
betriigt (433 + 10) a.u-(ug C).

Die deutlich unterschiedlichen Werte fiir die Konzentrationen der Stammlosungen, die bei der FlieBinjektion der
drei Losungen (vgl. Tab. 4-7) erhalten wurden, deuten darauf hin, dafl8 unter den gewihlten Bedingungen KHP
als' Kalibrierstandard fiir die FlieBinjektion nicht geeignet sein konnte. So wurden bei der FlieBinjektion
derselben Lasungen (bei identischen Ofentemperaturen von 780 °C/700 °C) und einer FluBirate von 1 ml-min’!
Millipore-Wasser aus der Aufgabe von 20 ul Probe deutliche Unterschiede in den Steigungen der

Kalibrierfunktionen erhalten (vgl. Abb. 4-21).
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Der Wert der Geradensteigung flir tert-BuOH liegt bei der FlieBinjektion in einer Gréflenordnung, wie sie auch
fiir die Batchinjektion erhalten wurde. Die Werte von KHP und Aldrich-HA sind deutlich kleiner, so dal die
Steigungen der Ausgleichsgeraden entsprechend der Oxidierbarkeit der Substanzen von
tert-BuOH > KHP > Aldrich-Huminsdure abnehmen.

Unter den gegebenen Reaktortemperaturen erfolgt im Fall des sert-BuOH eine Dehydratation zu Isobuten. Die
reaktive Doppelbindung des [sobutens fiihrt zu einer schnellen Oxidationsreaktion zu CO,. Im Falle des KHP
hingegen mufl nach schneller Decarboxylierungsreaktion der beiden Carboxyl-Gruppen des Phthalats das
verbleibende aromatische Ringsystem oxidiert werden. Huminsduren enthalten neben einer Fiille wvon
funktionellen Gruppen und aromatischen Zentren auch gesittigte Kohlenwasserstoffanteile, die nur
vergleichsweise  schwer oxidiert werden konnen. Neben der chemischen Oxidierbarkeit einzelner
Strukturelemente konnte auch die Fliichtigkeit der Analyten eine wesentliche Rolle fiir die CO»-Ausbeute
spielen. Vollstindig verdampfbare Analyten (wie Butanol) oder deren Primirprodukte (wie Benzol aus KHP)
gelangen verlustirel in die Katalysatorzone, wihrend nicht verdampfbare Analyten (wic HA) auch in kiltere
Bereiche ,,verspritzt™ werden kdnnen, in denen eine langsame oder unvollstindige Verbrennung abliuft.

Der Unterschied zwischen der Batch- und der Flieflinjektion besteht vor allem in der Temperatur innerhalb der
Verbrennungszone. Durch den permanenten Eintrag von Fliissigkeit ist hier die Temperatur im Fall der
FlieBinjektion geringer (siche Abb. 7-5). Um zu iberpriifen, ob die Oxidationsausbeute durch eine Anhebung der
Ofentemperatur erhoht werden kann, wurde bei einer Flufirate von 1 ml'min" Millipore-Wasser die
Ofentemperatur von 780 tiber 800 und 830 stufenweise bis auf 900 °C erhoht. Die erhaltenen Mittelwerte nach
der Mehrfachinjektion von KHP- und Aldrich-HA-Ldsungen mit jeweils 50 mg-1" Kohlenstoff sind in Abb. 4-22

dargestellt.
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Abb. 4-22: Einfluf der Ofentemperatur auf die Peakfliche und —hihe bei der Fliefinjektion (20-ul-
Probenschieife, 1 mi-min' Millipore-Wasser) von KHP- bzw. Aldrich-HA-Losungen bei konstanter

Temperatur der katalvtischen Verbrennung von 700 °C.
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Beim Ubergang von 780 °C auf 800 °C steigen fiir beide Substanzen die Peakflichen und —hohen deutlich an.
Bei 800, 850 und 900 °C sind dann die Peakflichen fiir KHP innerhalb einer geringen Schwankungsbreite
konstant. Fir die Aldrich-HA-Losung nehmen sie mit zunehmender Temperatur - wie erwartet - zu. Die
Peakflichen beider organischen Substanzen bei 900 °C sind innerhalb der Schwankungsbreite der MeBdaten
identisch.

Die Peakhohen stellen hier ein Mal fiir die Oxidationsgeschwindigkeit dar. Bei gleicher Peakfliiche deutet eine
grofere Peakhéhe auf eine raschere Oxidation hin, Bei einer Ofentemperaturerhéhung von 780 iiber 800 auf
850 °C nimmt die Peakhhe der KHP-Losung zu und bleibt bei Erhdhung der Temperatur auf 900 °C konstant.
Fiir die Aldrich-HA-Losung nehmen die Peakhdhen mit steigender Temperatur stetig zu. Dabei besitzt die
gemessene Peakhohe bei 900 °C im Vergleich zu 780 °C mehr als den doppelten Betrag.

Eine Kalibrierung des DOC-Detektors mit KHP bei einer Verbrennungstemperatur von 900 °C und einer
Temperatur von 700 °C fur die katalytische Nachverbrennung liefert einen Wert der Steigung der linearen
Regressionsanalyse von 416 au-(pg C)'. Im Vergleich dazu lag der Wert der Steigung bei einer
Verbrennungstemperatur von 780 °C unter senst identischen Bedingungen bei 346 = 8 a.u-(pg C)' (vgl. Abb.
4-21). Der Wert der Geradensteigung fiir das leichter oxidierbare ter-BuOH lag bereits bei 780 °C bei 422 + 4

" und damit in der gleichen Groflenordnung wie die Steigungen der Kalibriergeraden fiir die drei

au-(ug C)
untersuchten organischen Substanzen bei Batchinjektion (433 £ 10 au-(ug C'). Setzt man im Fall der
Batchinjektion eine vollstindige Oxidation und Detektion des injizierten Kohlenstoffs voraus, so resultiert bei
einer Ofentemperatur von 900 °C aufgrund der vorliegenden Daten auch im Falle der FlieBinjektion eine
vollstindige Umsetzung der getesteten Substanzen. Eine Ofentemperatur von 900 °C fithrt allerdings zu einer
starken thermischen Belastung des Quarzglasreaktorrohres. Hinzu kommt, daB es durch die Verwendung von
natriumionenhaltigen Eluenten, sowie in geringerem Malle durch die Injektion von natrium- bzw. kaliumhaltigen
Proben (KHP, Aldrich-HA-Natriumsalz). bei den hohen Temperaturen und der Anwesenheit von Wasserdampf
bzw. Sauerstoff zur Bildung von Natriumoxid/-hydroxid-Mischoxiden kommt. Diese werden bei den hohen
Temperaturen in die Struktur des Quarzglases eingebaut. Die auftretende Volumenzunahme fithrt dann zu einem

Bruch des Quarzglasrohres und verkiirzt so die Standzeit des Reaktors™.

Eine weitere Moglichkeit, die Temperatur in der Verbrennungszone - unter Umgehung der extremen
thermischen Belastung des Reaktorrohres - zu erhGhen, ist die Absenkung der FluBrate bei der FlieBlinjektion der
Proben. Da in der Praxis bei SEC-Experimenten Flufiraten von I ml'min” und bei AF*-Experimenten von 0,7
ml-min”' tiblich sind, wurden hier die Auswirkungen von Fluiraten von | bis hinunter zu 0,6 ml'min”' untersucht.
Da pro Zeiteinheit weniger Wasservolumen verdampft werden muB, sollte bei einer Reduzierung der Flufirate
die Temperatur in der Verbrennungszone ansteigen. Bei niedrigen Flufiraten sollte sich so die Temperatur in der
Verbrennungszone dem Wert der Temperatur bei Batchinjektionen anndhern, Die Temperatur innerhalb des
Reaktorrohres  selbst konnte in diesem Experiment nicht bestimmt werden. Aber eine steigende
Oxidationsausbeute kann anhand der ermittelten Peakfliichen als ein indirektes Mab fiir die TemperaturerhGhung

angeschen werden. Die Ergebnisse zeigt die folgende Abbildung:

* Aus diesem Grund wurde in Vorarbeiten des INC auch ein Reaktorrohr aus Edelstahl mit identischen MaBen getestel. Aber hier traten die
gleichen Probleme wie bei der Verwendung einer Edelstahlhiilse im Inneren des Reaktors auf: Es kam zu spontanen Freisetzungen von
KohlenstofT aus dem Edelstahl und entsprechenden CO»-Signalen im Detektor.
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Abb. 4-23: Darstellung der Peakfldchen aus der [njektion von KHP hzw. Aldrich-HA (jeweils 50 mg C-[ ') bei
verschiedenen Flufiraten als Prozenrwert des Quotienten aus Peakflichey,, und Peakfliches,..

Ofentemperaturen: 7800 °C /700 °C.

Fiir KHP und Aldrich-HA nihern sich bei einer Reduzierung der FluBrate von 1 auf 0,6 ml-min” die bei der
Fliefinjektion erhaltenen Peakflichen den Werten bei Batchinjektion an. Eine Reduzierung der FluBirate fiihrt
hier zu héheren Temperaturen und somit einer erhhten Oxidationsausbeute. Das Absenken der FluBrate auf 0,6
ml-min” ist aber offensichtlich nicht ausreichend, um anniihernd identische Peakflichen wie bei der
Batchinjektion zu erreichen. Bei FluBraten unter 0.6 ml-min” miissen im Injektionssystem Quarzglaskapillaren
mit kleineren Innendurchmessern eingebaut werden, um eine strahlférmige Aufgabe der Probeldsung zu
gewihrleisten. Diese erzeugen - trotz geringerer Fluflrate - zum einen einen deutlich hoheren Gegendruck, zum
anderen wurde eine Abnahme der Peakflichen von KHP und Aldrich-HA gegeniiber dem Wert bei 0,6 ml-min’
gefunden. Dabei wurde eine zunehmende Verkiirzung des aus der Kapillare austretenden Fliissigkeitsstrahls
beobachtet, die damit erklirt werden kann, daB mit steigender Druckdifferenz eine zunehmend schnellere
Zerwellung des Flissigkeitsstrahls unter Aerosolbildung erfolgt [GMEHLING 1996]. Wahrscheinlich kann
dadurch die Probe nicht mehr in eine ausreichende Tiefe innerhalb des Reaktors ,.eingestrahlt™ werden, so dafl
fiir den DOC-Peak geringere Peakflichen resultieren.

Wie voranstehend beschrieben, wurden teilweise deutlich geringere Kohlenstoffgehalte bei der FlieBanalyse im
Vergleich zur Batchanalyse gefunden. Erst bei hoheren Temperaturen in der Verbrennungszone konnte auch fiir
die FlieBanalyse eine vollstindige Detektion der aufgegebenen Kohlenstoffmasse in Form von COs erreicht
werden. So bleibt hier die Frage zu untersuchen, wohin bei niedrigeren Temperaturen ein Teil der
Kohlenstoffmasse ,,verschwindet*. Wihrend aller Mefireihen wurde kein Anstieg der Basislinie beobachtet. Dies
wiire aber bei einer unvollstindigen bzw. verzdgerten Oxidation der DOC-Proben zu erwarten. Ein Niederschlag

von festem Material an der Reaktorwand auflerhalb des Ofens wurde ebenfalls nicht beobachtet. Nur hier wiren
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die Temperaturen niedrig genug., um eine dauerhafie Senke fiir kohlenstoffhaltige Restprobenbestandteile
darzustellen.

Der Einsatz von natrium- bzw. kaliumhaltigen Proben und Eluenten hingegen fiihrt nicht nur zu ¢iner Belastung
des Quarzglasmaterials, wie bereits weiter oben beschrieben, sondern auch zur Ausbildung von basischen
Zentren innerhalb des Reaktorrohres. Natriummonooxid (Na,O) reagiert mit Wasser zu NaOH und ist ein
Zwischenprodukt bei der Entstehung von Natriumperoxid (Na:0a), das eine Zersetzungstemperatur von 750 °C

aufweist. Dieses reagiert mit CO, nach:

Gl. 4-5 Na,0, +C0, — Na,CO; + 10,

Natriumperoxid gilt als das am stérksten oxidierende Aufschlubmittel und greift alle Materialien, wie z. B.
Labortiegel, an. Fiir Na,CO; wird eine Schmelztemperatur (unter Zersetzung) von 851 °C angegeben. Fiir
NaHCO; betriigt die Schmelztemperatur (unter Zersetzung) 270 °C. Gerade in Form von Na.CO, kann das aus
dem organischen Kohlenstoff erzeugte CO» innerhalb des Reaktors als anorganischer Kohlenstoff mit hoher
Zersetzungstemperatur festgelegt werden. Dies scheint aber damit ein allgemeines Problem bei der Anwendung
der Hochtemperaturverbrennung besonders von natriumhaltigen Proben zu sein, da ein dhnlicher Effekt bei der

Elementaranalyse (vgl. Kap. 4.1) einer Aldrich-HA-Natriumsalz-Probe gefunden wurde.

Zusammenfassend 1d6t sich festhalten, daB eine Variation der FluBrate innerhalb relevanter Bereiche (0.6 -
I ml'min") nicht zu ausreichend hohen. den Batchinjektionen vergleichbaren Peakflichen fithrt. Lediglich die
Anhebung der Temperatur in der Verbrennungszone fiihrt zu einer anniihernd vollstindigen Umsetzung der
organischen Proben zu CO; und ggf. einer Freisetzung aus anorganischen CO,-Senken innerhalb des Reaktors
im FluBbetrieb. Auf eine erhihte Konzentration an Natrium-Tonen im Eluenten sollte in zukiinftigen Arbeiten

moglichst verzichtet werden.

Eine #hnlich detaillierte Untersuchung des Oxidationsvermégens eines Online-DOC-Detektors wurde von
SPECHT et al. beschrieben [SPECHT 2000]. Sie verwendeten einen Online-TOC-Detektor, der nach dem von
HUBER und FRIMMEL beschriebenen Oxidations- und Detektionsprinzip arbeitet [HUBER 1996]. Dabei wurde an
Stelle eines Diinnfilmreaktors ein Quarzglaskapillarreaktor verwendet, so dal3 auch (SEC-)Eluenten mit héherem
Salzgehalt eingesetzt werden konnen, Fiir die von ihnen untersuchten organischen Verbindungen fanden sie
verschiedene Oxidationsausbeuten bei Einsatz des Kapillardetektors, die sie mit denen zweier anderer DOC-
Detektoren verglichen. Wihrend der eine Referenzdetektor mit dem Diinnfilmreaktor nach HUBER [1996]
ausgertistet ist und gleichfalls auf Basis der UV-Oxidation unter Zusatz der Peroxidkemponente arbeitet,
verwendet der zweite Referenzdetektor das Prinzip der thermischen Oxidation (Shimadzu TOC 5000). Fiir
Oxalsiure, Glutaminsiure, Glucose, Harnstoff und EDTA erhielten sie bei allen drei - mit KHP kalibrierten -
Detektoren Ausbeuten von > 90 %. Tannine, Dextrane, Thioharnstoff und Cyansdure konnten mit den beiden
Detektoren, die UV-Licht und K,S,0; zur Oxidation verwenden, nicht ausreichend oxidiert werden, Dies gelang
nur durch den Detektor auf Basis der thermischen Oxidation. Fiir ihre HA-Probe erhielten sie innerhalb des
gewihlten  Konzentrationsbereichs  eine  lineare  Korrelation  zwischen  Kohlenstoffmasse  und

Detektorsignalintensitit [SPECHT 2000]
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Fiir den modifizierten Sievers TOC-Analysator werden in der Literatur [ULLMaNy 2000, HER 2002] keine
Angaben zu Oxidationsausbeuten, die aus einem direkten Vergleich von Batch- und FlieBinjektion herriihren,
gemacht. Dies ist verwunderlich, da Oxidationsausbeuten ein entscheidender Qualititsparameter fiir TOC-
Detektoren und relativ einfach mit Hilfe von CO,-Referenzproben zu ermitteln sind. ULLMANN bestimmte die
Oxidationseffizienz des Detektors fiir verschiedene organische Kohlenstoffquellen durch Vergleich der
Kohlenstoffgehalte nach Elution aus einem SF'-Kanal in Abwesenheit eines Querflusses (kein Kraftfeld) und
der Batchanalyse der gleichen Probe mit der Offline-Variante des TOC-Analysators. Beide Gerite (Online- wie
Offline-Detektor) wurden vorher mit KHP kalibriert. Je nach Kohlenstoffgehalt der Kalibrierlgsung mulite dazu
die FluBrate des Oxidationsmittels bei beiden Detektoren angepalit werden [ULLMANN 2000].

Obwohl die gewihlte Vorgehensweise eine grofie Praxisrelevanz fiir die Online-Kopplung des Detektors besitzt,
fiihrt sie zur Uberlagerung von zwei Effekten, die die Aussagekraft der Analysen in Bezug auf die
Oxidationsausbeute mindern: Es kann so nicht zwischen der Wiederfindungsrate der SF*-Analyse und der
Oxidationsausbeute des DOC-Detektors unterschieden werden. ., Wiederfindungsraten™ unterhalb 100 % wurden
dabei ausschlieBlich auf den Verlust von Probenanteilen innerhalb des SF*-Systems zuriickgefiihrt (Sorption,
etc.). Die untersuchten PSS-Standards zeigten dabei kein einheitliches Bild. Die nieder- und hochmolekularen
Standards wiesen eine hohere Wiederfindungsrate auf, als die Standards mit einem mittleren Molgewicht. Fiir
bodenstimmige HAs wurden Raten von ca. 80 % bestimmt. Unterschiedliche Oxidationseigenschaften der
organischen Substanzen und die Auswirkung einer direkten FlieBinjektion ohne SF*-Kanal wurden nicht einzeln

untersucht [ULLMANN 2000].

HER et al. zeigten, bei Verwendung des modifizierten Sievers TOC-Analysators, dal3 fiir Saccharose neben der
UV-Bestrahlung kein Zusatz der Peroxidkomponente zur vollstindigen Umsetzung zu CO» notwendig ist [HER
2002). Der Saccharosepeak besall nach Durchlauf durch eine SEC-Siule und DOC-Detektion bei allen Flufiraten
des Oxidationsmittels die gleiche Peakfliche. Fiir KHP wurde ein Optimum in der Flufirate des zudosierten
Oxidationsmittels gefunden, bei der die resultierende Peakfliche einen maximalen Wert besall. Bei weiterer
Erhéhung der FluBrate des Oxidationsmittels soll der UberschuB an der Peroxidkomponente im Eluentenstrom
aufgrund der Bildung von O, zu dem beobachteten geringeren Detektorsignal gefiihrt haben [HER 2002] (vgl.
Kap. 2.4). Zur Bestimmung der Kohlenstotfgehalte der FA- und HA-Proben wurde eine Kalibriergerade fiir KHP
bei Online-Aufgabe tiber eine SEC-Sdule verwendet. Dabei wurden weder Verluste an KHP durch Sorption an
das S#ulenmaterial noch unterschiedliche Oxidationsausbeuten fir KHP und die FAs bzw. HAs durch

experimentelle Vorarbeiten ausgeschlossen [HER 2002].

4.5.2 DOC-Detektor als Online-Detektor in Kopplung mit UV-Detektion

Fiir die nachfolgend dargestellte Kopplung eines UV-Detektors mit dem DOC-Detektor (und spiiter mit einer
SEC-Vortrennung) wurde aufgrund der im vorigen Kapitel erhaltenen Ergebnisse eine Ofentemperatur von

900 °C gewiihlt, wihrend die katalytische Nachverbrennung weiterhin bei 700 °C erfolgte.
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Zuniichst sollen die Resultate der Kopplung eines UV- mit dem DOC-Detektor und der Injektion von KHP-
Losungen dargestellt werden. Die Losungen wurden ohne vorherige chromatographische Trennung durch die
Detektoren geleitet. Die Parallelinjektion von je 3 Proben derselben Kohlenstoffkonzentration einer KHP-
Verdiinnungsreihe zeigle eine sehr gute Reproduzierbarkeit der einzelnen UV- und DOC-Signale (Abbildungen
nicht dargestellt). Zur Veranschaulichung der resultierenden Peakbreiten sind in der folgenden Abbildung

exemplarisch die Signale der beiden Detektoren gegeniibergestellt.
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Abb. 4-24: Vergleich der UV- (links) und der DOC-Signale (rechts) bei Detektion mittels UV- und
nachfolgendem DOC-Detektor bei Injektion von Lisungen mit verschiedenen Konzentrationen an
KHP iiher ein Injektionsventil mit 20-ul-Probenschleife bei einer Flufirate von | mi-min” Millipore-

Wasser.

Die DOC-Signale sind gegeniiber den UV-Signalen deutlich verbreitert. Die zeitliche Differenz zwischen den
Peakmaxima von UV- und DOC-Signal entspricht dem Interdetektorvolumen. Dieses resultiert aus dem
Volumen der Verbindungskapillaren, dem Volumen des Verbrennungsrohres sowie der Zuleitungen zur NDIR-

MeBkiivette im DOC-Detektor.

Tab. 4-8: Peakbreite und -symmetrie bei der Kopplung des UV- mit dem DOC-Detekior am Beispiel des oben

ahgebildeten Peaks aus der Injektion von 2 ug Kohlenstoff:

Detektor Peakbreite in 10 % Héhe /min Peaksymmetrie
uv 0,073 2,02
DOC (mit UV gekoppelt) 0,752 2,06

Aus Tab. 4-8 ist ersichtlich, dal} die Peakbreite nach Durchlaufen des DOC-Detektors um ca. den Faktor 10 im
Vergleich zur UV-Peakbreite ansteigt. Dieses Problem wurde auch von ULLMANN [2000] beobachtet. Hier

wurde der in 2.4 beschrichene Sievers Detektor mit ¢inem SF*-System mit UV-Detektion gekoppelt. Die
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unspezifische Peakverbreiterung durch den DOC-Detektor konnte erst durch Anwendung eines zweiten UV-
Detektors, der dem DOC-Detektor nachgeschaltet war, kompensiert werden. Ein Vorteil des Sievers-DOC-
Detektors ist. dafl er ein Membranelement enthilt, welches laut Angabe des Herstellers nur den zu CO-
oxidierten Anteil des Analyten im Eluentenstrom durch die Membran passieren 1d63t. Bei ausgeschalteter UV-
Lampe erfolgt fiir die untersuchten Substanzen - trotz Zusatzes des Oxidationsmittels - keine Umsetzung zu CO-.
Die so unzersetzten organischen Verbindungen kénnen durch den zweiten, dem DOC-Detektor nachgeschalteten
UV-Detektor detektiert werden. Die Ubereinstimmung der Peakbreite zwischen DOC- und zweitem UV-
Detektor fiir PSS-Standards war in diesem Fall gut [ULLMANN 2000]. Bei der Kopplung dieses Detektors mit
einer SEC-Vortrennung [HER 2002] wurde auf das Problem der Peakverbreiterung nicht eingegangen. Man kann
aber aus den Abbildungen in der genannten Publikation erkennen. dal die Peakverbreiterung auch hier zu
beobachten ist. Besonders fillt die Peakverbreiterung beim totalen Permeationsvolumen der verwendeten SEC-

Sdulen auf: Ein schmaler UV-Peak wird als deutlich breiterer DOC-Peak erhalten.

Da jedoch die Peaksymmetrie bei Detektion mittels UV- und DOC-Detektor erhalten bleibt (vgl. Tab. 4-8), kann
durch eme einfache ,,mathematische™ Anpassung (Stauchung) des DOC-Signals auf der Zeitskala eine gute
Ubereinstimmung des DOC-Peaks mit dem UV-Peak erhalten werden. Eine derartige mathematische
Bearbeitung zweier unterschiedlich breiter Signale von gleicher Symmetrie wird hiufig bei kommerziellen
Detektorkombinationen angewendet, wenn es z. B. aufgrund unterschiedlich grofler Mefzellvolumina zu
unspezitischen Peakverbreiterungen kommt. Das Ergebnis zeigt die nachfolgende Abbildung. Die Stauchung des
DOC-Signals wurde gewihlt, da hier im Gegensatz zur , Spreizung™ des UV-Signals die Datenpunktdichte nicht

reduziert wird.
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Abb. 4-25: Graphische Darstellung der bearbeiteten DOC-Signale. Die DOC-Spuren wurden um den Faktor
10,3 (entsprechend des Quotienten aus der Peakbreite von UV- und DOC-Peak bei 10 % Hihe) auf

der Zeitachse komprimiert und die Peakmaxima der UV- und DOC-Peaks iibereinandergelegt.
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Das in der vorstehenden Abbildung graphisch dargestellte Verhiltnis von UV-Absorption bei 254 nm und dem

DOC-Gehalt wird als spezifische UV-Absorption (SUVA) bezeichnet:

UV-Absorption bei 254 nm | cm”
DOC-Gehalt | mg-1”!

1
Gl. 4-6 SUVA =

Da der Schwerpunkt hier auf der Untersuchung der Anwendbarkeit des DOC-Detektors als Online-Detektor lag,
wurden vereinfacht relative SUVA-Werte betrachtet. Zur Bestimmung der relativen SUVA wurden die
Signalintensititen der UV- und DOC-Peakmaxima auf | normiert. Aufgrund der Normierung muf3 der Wert des
Quotienten aus UV- und DOC-Signal im Peakmaximum einen Wert von | annehmen. Fiir cine einheitliche
Substanz wie z. B. KHP muB dariiber hinaus tiber den gesamten Peak ein konstanter Wert der relativen oder
absoluten SUVA erhalten werden (gestrichelte Linie in Abb. 4-26). Wie die beispielhafte Bearbeitung des Peaks
mit einer Kohlenstoffmasse von 2 pg (vgl. Abb. 4-25) in der nachfolgenden Abbildung zeigt. ist dies - nach der

oben beschriebenen notwendigen mathematischen Bearbeitung des DOC-Peaks - der Fall.
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Abb. 4-26: Graphische Darstellung der (relativen) spezifischen UV-Absorption (SUVA) als Verhdlnis der
normierten Peakhihen von UV- (254 nm) und DOC-Detektorsignal bei Injekiion einer KHP-Lisung
itber eine 20-ul-Probenschleife (injizierte Kohlenstoffmasse = 2 ug) bei einer Flufirate von
! mimin” Millipore-Wasser. Die Peakbreite des DOC-Peaks wurde zuvor um den Faktor 10.3
reduziert (vgl. Abb. 4-23). Daher wurde zur Berechnung und Darstellung der SUVA-Werte nmur eine

verminderte Anzahl von DOC-Datenpunkten verwendet (SUVA-Datenpunkte durch ,.x " markiert).

Lediglich in den Bereichen mit sehr geringem UV- und DOC-Signal sind stirkere Abweichungen erkennbar. Die

vergleichsweise geringe Fluktuationsfrequenz der SUVA-Werte gegeniiber dem DOC-Signal in der obigen
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Abbildung rithren daher, daf§ zur graphischen Darstellung des DOC-Signals die Zeitachse lediglich gestaucht
wurde, wihrend zur Berechnung der SUVA-Werte nur eine reduzierte Anzahl an Datenpunkten zur Verfligung
stand. Inwieweit bei einer Elution von Analyten wie z. B. KHP oder HA aufgrund der chromatographischen
Peakverbreiterung eine zusitzliche Peakverbreiterung durch den DOC-Detektor relevant ist, soll im Folgenden

dargestellt werden.

Betrachtet werden soll zunichst die Auswirkung der Peakverbreiterung auf eine monodisperse Probe (KHP), die

iiber die SEC-Siulen eluiert wurde.
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Abb. 4-27: UV- und DOC-Signalintensitcten einer Probe KHP (c = (1.05 g -t und 200-pl-Probenschleife (m =
10 ug C)) bei Elution iiber die SEC-Séulen mit 0,1 M NaNQ;-Lisung bei pH 7,00 als Efuent. Die
DOC- und UV-Signale (254 nm) wurden auf | normiert. Die SUVA-Werte wurden als relative Grifle

aus den normierten Detektorsignalen berechnet.

Die in Abb. 4-27 dargestellten Chromatogramme enthalten neben dem Hauptpeak des KHP bei 16,5 min noch
eine vorgelagerte Schulter bei ca. 15 min, deren Auftreten wahrscheinlich auf SEC-Artefakte zurtickzufiihren ist.
Der Vergleich zwischen dem UV- und dem DOC-Peak zeigt, daB} auch bei der Detektion eines durch die SEC-
Analyse verbreiterten Substanzpeaks eine erkennbare, zusitzliche Peakverbreiterung durch den DOC-Detektor
auftritt. Der aus den beiden normierten Signalintensititen berechnete relative SUVA-Wert weist dadurch eine
Abhingigkeit von der Retentionszeit auf, die in ihrer Gestalt mit den zugrunde liegenden Ausgangspeaks
{ibereinstimmt. Die aus der SEC-Analyse erhaltene Abhéngigkeit des SUVA-Wertes von der Retentionszeit der
KHP-Probe kann nur als analytischer Artefakt betrachtet werden. Die Peakbreite wird fiir diese Probe nur durch
die Peakverbreiterung infolge chromatographischer Bandenverbreiterung und der nachfolgenden DOC-Detektion
bestimmt. Wenn man also die unterschiedliche Peakbreite der beiden Detektoren nicht korrigiert, ergibt sich eine
Abhiingigkeit des SUVA-Wertes von der Retentionszeit, die bei Substanzen mit einer Molmassenverteilung

filschlicherweise als Abhingigkeit des SUVA-Wertes von der Molmasse interpretiert werden kann. Wie man
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aus der obigen Abbildung erkennt, besitzt der DOC- gegeniiber dem UV-Peak ein Tailing. Eine magliche
Erklirung fiir das Tailing des DOC-Peaks fiir KHP kann in der Verwendung einer 0,1 M NaNO:-Losung als
Eluent liegen. Wihrend bei Verwendung von Millipore-Wasser ohne chromatographisches Trennsystem UV-
und DOC-Peaks mit identischer Symmetrie erhalten worden sind (vgl. Tab. 4-8), kann der permanente Eintrag
von Na-lonen eine temporire CO»-Senke in Form von anorganischen Kohlenstoffverbindungen darstellen, wie
dies bereits in Kap. 4.5.1.2 diskutiert worden ist. Die vollstindige Detektion des aus dem DOC erzeugten CO»
erfolgt dann zeitverzogert. Obwohl hier die DOC-Peakverbreiterung - infolge des vergleichsweise breiten SEC-
Ausgangspeaks des UV-Signals - deutlich geringer ausfillt als in Abwesenheit der chromatographischen Siulen.
fiihrt die unsymmetrische Peakverbreiterung dazu, daB die beiden Detektorsignale nicht einer Weise, wie in Abb.
4-26 gezeigt, zur Deckung gebracht werden konnen. Infolgedessen konnen keine iber den Peakverlauf
einheitlichen SUVA-Werten erhalten werden, wie dies fiir einen reinen KHP-Peak zu erwarten wire.

Nachfolgend soll der Einflull der Peakverbreiterung auf Substanzen mit einer Molmassenverteilung untersucht
werden. Die SEC-Analyse eines PSS-Standards (356 kDa) mit einer (schmalen) Molmassenverteilung konnte
nicht herangezogen werden: Fiir dieses aus einem definierten Monomer synthetisierte Polymer wurde ein DOC-
Peak mit einer sehr stark schwankenden Signalintensitit und langem Tailing gefunden. Diese ungewéhnliche
und gegeniiber dem schmalen UV-Peak stark abweichende Peakform riihrt sehr wahrscheinlich daher, daf} die
NDIR-Optik des DOC-Detektors cine Wellenldnge als Referenzsignal verwendet, bei der hohe SO.-
Konzentrationen im Mefgas ebenfalls zu einer Absorption fithren. Der gegeniiber den meisten HA-Proben
vergleichsweise hohe Gehalt an Schwefel (bezogen auf den Kohlenstoffanteil) des PSS-Standards kann - unter
den oxidierenden Bedingungen im Reaktor - zu einem hohen Gehalt an Schwefeloxiden im MeBgasstrom fiihren.
Aus diesem Grund konnten keine Untersuchungen der SUVA von PSS-Standards als polymere Substanzen, fiir
die ein konstanter (relativer) SUVA-Wert {iber die gesamte Peakbreite zu erwarten gewesen wiire, durchgefiihrt
werden. Nachfolgend sollen deshalb die Ergebnisse fir cine Aldrich-HA-Probe nach SEC-Trennung mit

anschlieBender UV- und DOC-Detektion betrachtet werden (siehe Abbildung auf der nichsten Seite).

Obwohl der breite SEC-Peak der Aldrich-HA bei UV-Detektion dazu fiihrt, daB die zusitzliche Verbreiterung
des DOC-Peaks gegeniiber dem UV-Peak noch geringer ausgeprigt ist, als dies fiir KHP als niedermolekulare
Verbindung mit einer definierten Molmasse der Fall ist, kann die Peakverbreiterung zwischen den beiden
Detektoren nicht vernachlissigt werden. Auch hier findet sich neben der geringen symmetrischen
(unspezifischen), eine unsymmetrische Peakverbreiterung in Form eines Tailings des DOC-Peaks gegeniiber
dem UV-Peak.

Es bleibt festzuhalten, dall das Ausmal der unspezifischen Peakverbreiterung mit zunehmender Breite des SEC-
Ausgangspeaks im UV-Detektor geringer wird, jedoch bei Anwendung der analytischen SEC-Sdulen auch im
Fall der Aldrich-HA-Probe nicht zu vernachlissigen ist. Gleichzeitig fiihrt die hier aufiretende spezifische
(unsymmetrische) Peakverbreiterung und mogliche Unterschiede der SUVA-Werte iiber den Peakverlauf dazu,
daB eine mathematische Anpassung der beiden Detektorsignale und eine exakte Bestimmung der SUVA als
Funktion der Molmasse hier nicht méglich sind.

Wird die Peakverbreiterung infolge des DOC-Detektors nicht korrigiert, so impliziert der Verlauf der in Abb.
4-28 dargestellten relativen SUVA als Funktion der Retentionszeit (und somit der Molmasse) der Aldrich-HA,

daB es ein Maximum der SUVA gibt. Ahnlich wie es fiir KHP in Abb. 4-27 dargestellt ist.
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Abb. 4-28: Aldrich-HA nach SEC-Trennung mit einer (.1 M NaNO;-Lisung bei pH 7.0 als Eluent. Das
Maximum des DOC- und des UV-Signals (254 nm) wurden auf | normiert. Die unkorrigierte

Uberlagerung der beiden Detektorsignale impliziert ein Maximum der (relativen) SUVA.

Aufgrund der Kalibrierung der SEC-Siulen mit PSS-Standards unter Verwendung des UV-Detektors wiirde der
Retentionszeit des SUVA-Maximums eine Melmasse von M, = 12.5 kDa (vgl. Kap. 4.2) zugeordnet werden. Ein
derartiges Maximum der SUVA fanden JOHNSON et al. durch die Fraktionierung eines SEC-Peaks einer Aldrich-
HA-Probe in 8 Fraktionen und anschlieBender Offline-Bestimmung der UV-Absorption und der DOC-
Konzentration. Die Spreizung der SUVA-Werte der einzelnen Fraktionen fiir den gesamten untersuchten
Molmassenbereich von < 0,1 bis 100 kDa besal} einen maximalen Faktor von 6. Das Maximum des SUVA-
Wertes erhielten sie fiir die Fraktion um das Peakmaximum des SEC-Peaks bei ca. 10 kDa™. Fiir UF-Fraktionen
derselben Aldrich-HA-Probe beobachteten sie cbenfalls einen Abfall der SUVA-Werte mit zunehmender
Molmasse der Aldrich-HA-Fraktionen (im Bereich von 10 bis 100 kDa). Die Lage des maximalen SUVA-
Wertes der UF-Fraktionen bei ca. 10 kDa war identisch mit dem der SEC-Fraktionen. Ob ein Abfall des SUVA-
Wertes — wie im Fall der SEC-Fraktionen — hin zu kleineren Molmassen erhalten wird, konnte aufgrund
fehlender UF-Membranen mit entsprechend kleinem Cut-off nicht untersucht werden [JOHNSON 2002].

Andere Autoren untersuchten ebenfalls die Abhingigkeit der SUVA-Werte als Funktion der Molmasse von
Huminstoffen [BUTLER 1969, LADD 1969, BUFFLE 1978, STEWART 1981, CHIN 1994, KILDUFF 1996]. Ein
Vergleich mit diesen Literaturbefunden ist jedoch schwierig, da neben unterschiedlichen Huminstoffen auch
andere GroBenbestimmungsmethoden in den Arbeiten verwendet worden sind. Insbesondere wurden in den
Arbeiten, bei denen die SUVA-Werte verschiedener HAs (und FAs) mit den MW dieser Proben korreliert
worden sind, von den Autoren stets ein Trend, d. h. mit der mittleren Molmasse variierende SUVA-Werte

erhalten.

* Bei Kalibrierung der SEC-Siulen mit PSS-Standards unter Verwendung eines PhosphatpufTfers in einer 0,1 M NaCl-Lésung (pH 6,8).
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ULLMANN untersuchte hingegen ebenfalls mit emem Online-Autbau den Verlauf der SUVA-Werte iiber die
Molmassenverteilung jeweils cines Huminstoffes und erhielt andere Ergebnisse [ULLMANN 2000]. Er
kombinierte einen modifizierten Sievers Online-Detektor mit einem SF*-Kanal. Die Peakverbreiterung durch den
DOC-Detektor konnte er durch die Einfilhrung eines weiteren UV-Detektors, der dem DOC-Detektor
nachgeschaltet war, korrigieren. Erst durch die Einfilhrung dieses weiteren Detektors konnte er fiir die zuvor
untersuchten PSS-Standards einen iiber weite Bereiche des SF'-Peaks konstanten SUVA-Wert nachweisen, wie
dies zu erwarten ist. Aus der Anwendung dieses experimentellen Aufbaus auf Suwanee River FA und HA, sowie
einer bodenstimmigen HA erhielt er {iber weite Bereiche des jeweiligen SF*-Peaks einen nahezu konstanten
SUVA-Wert, der zu hohen Molmassen hin leicht abfiel [ULLMANN 2000].

Zu einem #hnlichen Ergebnis kamen auch SUMMERS et al. [1987]. Sie untersuchten UF-Fraktionen einer Aldrich-
HA-Probe. Dabei erhielten sie fiir alle UF-Fraktionen einen nahezu identischen Wert fiir den Quotienten aus
DOC-Gehalt und UV-Absorption bei 254 nm (also dem reziproken SUVA-Wert). Der Wert fiir eine
unfraktionierte Aldrich-HA bei pH 7,0 betrug 0,115 g DOC'm~. Die Werte der Grofenfraktionen lagen
zwischen 0,11 und 0,12. Lediglich die UF-Fraktion < 1 kDa wies einen signifikant erhihten Wert von 0.18 auf.
Der hohe Wert wird auf einen moglicherweise erhdhten Anteil von nicht-UV-absorbierenden, aliphatischen
Komponenten in dieser Fraktion zuriickgefiihrt. Aus diesen Untersuchungen und der gefundenen strengen
Korrelation der beiden Parameter mit einem Korrelationskoeffizienten von R > 0,99 schluBifolgerten die
Autoren, dali die UV-Detektion bei 254 nm ein geeigneter Parameter ist. die DOC-Konzentration aller von ihnen

untersuchten HSs einschlieBlich der Aldrich-HA zu beschreiben [SUMMERS 1987].

Zusammenfassend 146t sich sagen, daB der DOC-Detektor fiir Batchinjektionen ohne weitere Modifikationen
einsetzbar und als universeller, der Kohlenstoffmenge proportionaler Detektor verwendbar ist. Bei FlieBinjektion
kinnen durch die Anhebung der Ofentemperatur auf 900 °C Peakflichen erhalten werden, die einer
vollstandigen Verbrennung der Probe nahekommen.,

Fir den Einsatz als chromatographischer Detektor in Verbindung mit analytischen SEC-Siulen zur
Untersuchung von HA-Proben ist sowohl die symmetrische als auch die unsymmetrische Peakverbreiterung des
DOC- im Vergleich zum UV-Peak problematisch. Deshalb konnte mit der hier angewandten
Detektorkombination keine Online-Bestimmung von SUVA-Werten durchgefihrt werden. Auf alkalimetall-
haltige Eluenten sollte in Zukunft verzichtet werden. Dies wiirde die Standzeit des Quarzglasreaktorrohres im
DOC-Detektor erhdhen und mdglicherweise zu einem geringeren Tailing des DOC-Signals fithren. Eventuell
konnten Ammonium-Salze verwendet werden. Ihre Eignung als Zusatz zu einem SEC-Eluenten wiire noch zu

priifen.
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4.6 Kopplung der Grifiencharakterisierungsmethode SEC mit der FQT
zur Online-Bestimmung eines molmassenaufgeldsten Sorptions-

koeffizienten

Die Online-Kopplung von GréBentrenntechniken wie der SEC bzw. der AF' mit Methoden zur Bestimmung des
Sorptionskoeffizienten (z. B. FQT) stellt einen eleganten und vor allem schnellen Ansatz zur Ermittlung von
nach der MolekiilgroBe aufgeldsten Sorptionskoeffizienten dar. Nach einigen Voruntersuchungen zur
Optimierung der fiir die Analyse einzusetzenden Konzentrationen von Sorbens und Sorptiv sowie der Fluliraten
kann in maximal drei notwendigen Analyseldufen ein kompletter Datensatz zur Auswertung erhalten werden.
Der Substanzbedarf ist bei einer derart niedrigen Zahl von Analysenliufen und der eingesetzten Analytmassen

gering.

0

Prinzipiell kann man das gleiche Ziel auch durch Fraktionierung der Huminstoffe im priparativen Malistab und
Offline-Messung von Sorptionskoeftizienten erreichen. Dieses Vorgehen birgt jedoch das Risiko, dall - einem
Hinweis aus der Literatur folgend - die mittels der UF-Methode separierten MolekiilgroBenfraktionen von HAs
nach relativ kurzer Zeit (in der Grofienordnung von Stunden) wieder zur Einstellung einer breiten
Molekiilgroflenverteilung neigen [ASTER 1996] . Somit kénnte die Aussagefihigkeit von Offline-Analysen fiir
diese spezielle Fragestellung eingeschriinkt sein.

Geeignet zur Online-Kopplung sind aber nur solche Methoden zur Bestimmung des Sorptionskoeffizienten, bei
denen sich die das Gleichgewicht kennzeichnende MellgréBe schnell einstellt. Hier bietet sich vor allem die FQT

als schnelle Methode an. Die praktische Umsetzung der Online-Kopplung soll im Folgenden dargestellt werden.

In Abb. 4-29 sind die Chromatogramme unter Verwendung des Fluoreszenzdetektors (FLD) dargestellt. Die
FluBrate der SEC wurde im SEC/FQT-Experiment von iiblicherweise 1 ml-min™ auf 0,7 ml'min” reduziert. Fiir
die AF*-Methode war durch Vorversuche eine optimale KanalausgangsfluBrate von 0.7 ml-min” gefunden
worden. Die Flufirate der Grofientrennimethoden ist entscheidend fiir die Kontaktzeit von Fluorophor und
Loscher im (Reaktions-)Volumen des Intensivmischers und der nachfolgenden Kapillare. Um die
Vergleichbarkeit der Resultate aus den SEC/FQT- mit den spiter beschriebenen AFY/FQT-Experimenten zu
verbessern, wurden deshalb hier bei beiden GroBentrennmethoden die gleichen Flufraten gewiihlt.

Zur Bestimmung der optimalen Flufirate des zudosierten Sorptivstroms wurden einige Vorversuche mit
verschiedenen Raten durchgefiihrt. Ein gut auswertbares Fluoreszenzsignal (und eine gleichzeitig geringe
Reduzierung der HA-Konzentration) wurde bei einem Eluentenflull von 0.7 ml'min” und einer Flufirate der
Sorptivissung von 0,2 ml'min” gefunden. Durch das Vermischen des Sorptivvolumenstroms (0,2 ml-min™') mit
dem Volumenstrom aus der SEC (bzw. AFY) (0,7 ml'min") resultierte eine Lésung mit einer Pyren-
Konzentration von ca. 22 ppb, die die Mef3zelle des FLD durchstromte.

Bei der gewihlten FluBrate fiir den Sorptivstrom von 0,2 ml'min” war das Volumen der Probenschleife grof
genug, so dafl - nachdem ein Plateau des Pyren-Fluoreszenzsignals nach kurzer Zeit erreicht worden war - ein
kontinuierliches Fluoreszenzsignal fiir die gesamte Dauer der SEC-Analyse der HA-Probe erhalten wurde. Der
Wert fiir F, wurde deshalb in den folgenden Versuchen mit der SEC/FQT-Kopplung nicht iiber die gesamte
Dauer der Analysenldufe als Funktion der Retentionszeit aufgenommen. Er ist in der folgenden Abbildung als

gestrichelte Linie eingetragen.
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Abb. 4-29: Rohdaten des SEC/FOT-Versuches: Bedingungen: 0,1 M NaNO; (+ 200 ppm NaN:) bei pH 7.0;
0.7 mt/min Flufirate SEC: 0,2 ml/min Flufirate Pyren-Lisung (¢ = 100 ppb): DAD hei 260 nm (Ref.
360 nm) und FLD bei A.. = 335 nm und A,,, = 390 nm;: 20-ul-Probenschleife: Konzentration der

Aldrich-HA ca. 10 g,

Das Fluoreszenzsignal der vereinigten Lésungen von SEC- und Pyren-Volumenstrom (Pyren-HA-Ldsung) zeigt
eine deutliche Abhiingigkeit vom Retentionsvolumen. Das starke Rauschen des Fluoreszenzsignals ist
wahrscheinlich auf - durch die HPLC-Pumpe verursachte - Pulsationen zuriickzufiihren, da die Schwingungen
eine konstante Periodizitit aufweisen. Der Pumpe war zwar ein Pulsationsdimpfer nachgeschaltet, dieser konnte
aber offensichtlich durch die Pumpe hervorgerufenen Pulsationen im Flu des Pyren-Stroms nicht vollstindig
beseitigen. Die Schwingungen der Signallinie wirken sich aber aufgrund ihrer geringen Hohe nicht auf die
Auswertbarkeit des FQT-Experimentes aus. Bis auf diese periodischen Pulsationen weist das Fluoreszenzsignal
zwischen einem Retentionsvolumen von 0 und ca. 14 ml einen konstanten Wert auf, Die Signalhthe wird hier
ausschlieBlich von der Fluoreszenzintensitit des Pyren bestimmt. Eine deutliche Abnahme des Signals tritt bei
einem Retentionsvolumen von ca. 14 ml ein. Bei diesem Retentionsvolumen ist gleichzeitig ein deutlicher
Anstieg des durch die Aldrich-HA hervorgerufene Absorptionssignals bei 260 nm im DAD zu erkennen. Die
Anwesenheit von Teilen der Aldrich-HA-Probe fiihrt zum Ausléschen der Pyren-Fluoreszenz. Eine Umkehr des
beschriebenen Verlaufs des Fluoreszenzsignals ist ab ca. 17,5 ml zu beobachten. Bei diesem Retentionsvolumen
besitzt das Fluoreszenzsignal ein Minimum und fillt nahezu mit dem Maximum des Absorptionssignals im DAD
zusammen. Bei einem Retentionsvolumen von ca. 18 ml tibersteigt das Signal den Wert, welcher fiir die alleinige
Anwesenheit von Pyren im Fliissigkeitsstrom erhalten wurde. Das Signalmaximum der Fluoreszenzintensitit
wird bei ca. 19 ml erreicht. Bei hoheren Retentionsvolumina sinkt das Signal auf einen Wert ab, der nahezu dem
Wert fiir die reine Pyren-Eluent-Lésung entspricht. Die geringe negative Abweichung von der Signalhdhe des
(reinen) Eluent-Pyren-Signals an dieser Stelle 1Bt sich mit der Anwesenheit von geringen Konzentrationen an

Aldrich-HA im SEC-Ausgangsflul erkliren. Die Aldrich-HA zeigt bei der Elution iiber die SEC-Siiulen ein
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ausgeprigtes Peaktailing. Moglicherweise eluieren hier noch Anteile der Aldrich-HA-Probe, dic aus anderen
Wechselwirkungen als den reinen Groflenausschluliwechselwirkungen (Adsorption an die Siulenmatrix)
resultieren. Eine hohe Konzentration an HA in der Probe ist aber notwendig, um eine ausreichend starke
Fluoreszenzlgschung im Experiment zu erhalten.

Notwendig fiir die Auswertung des FQT-Experiments ist auch die Aufnahme des Verlauls der
Fluoreszenzintensitit bei Elution der Aldrich-HA-Probe unter Zusatz eines Pyren-freien Eluentenstroms {iber das
T-Mischerstiick. Die  Aldrich-HA  zeigt hier bei den gewdhlten Wellenlingen ein ausgeprigtes
Eigentluoreszenzsignal mit einem Maximum der Signalintensitit bei ca. 19 ml. Das Fluoreszenzmaximum fillt
nicht mit dem Konzentrationsmaximum (UV-Signal) der HA-Probe zusammen, sondern ist zu einem héheren
Retentionsvolumen hin verschoben. Eine starke Fluoreszenz des niedermolekularen Anteils von HA wird auch

bei den nachfolgend dargestellten AF*-Experimenten gefunden.

Die Auswertung der oben beschriebenen Chromatogramme, d. h. die Berechung des log Kpoc-Wertes, erfolgte
unter Verwendung der im Theorieteil beschriebenen notwendigen Korrekturen. Besonders die Subtraktion der
Eigenfluoreszenz der Aldrich-HA im niedermolekularen Bereich leistet hier einen erheblichen Beitrag zum
Ausmall der Korrektur. Aufgrund der in Kap. 4.5.2 erhaltenen Ergebnisse zur Molmassenabhingigkeit der
spezifischen UV-Absorption (SUVA), sowie des ungelésten Problems der Peakverbreiterung im DOC-Detektor
wurde zur Auswertung der Online-FQT-Analysen die nachfolgend beschriebene, vereinfachte Vorgehensweise
gewiihlt. Die Auswirkungen einer moglichen Molmassenabhingigkeit des SUVA auf Ergebnisse der Online-
FOQT-Analysen werden anschlieBend auf qualitativer Basis diskutiert.

Unter der Annahme eines molmassenunabhingigen Extinktionskoeffizienten der HA wurde der Verlauf des
DAD-Signals bei 260 nm als Funktion des Retentionsvolumens aufgezeichnet und in eine DOC-Konzentration
umgerechnet. Dazu wurde der Detektor vorher bei dieser Wellenlinge mit einer Verdiinnungsreihe der Aldrich-
HA kalibriert. Der DOC-Gehalt der HA-Losungen wurde aus dem elementaranalytisch bestimmten Kohlenstoff-
gehalt und der Aldrich-HA-Einwaage bestimmt. Der Verlauf des so berechneten log Kjyoc-Wertes als Funktion
des Retentionsvelumens ist nachfolgend zusammen mit dem Verlauf der DOC-Konzentration dargestellt.

Eine nur geringe Abnahme der Fluoreszenzintensitit ist stark fehlerbehaftet. Deshalb soll hier nur der Bereich
betrachtet werden, in dem das Fluoreszenzsignal um mehr als 10 % gegeniiber dem Fy-Wert (in Abwesenheit
von HA) abnimmt: erst eine derartige Abnahme um mehr als 10 % wurde als signifikant angesehen. Dieser

Bereich ist in der nachfolgenden Darstellung durch die dickere schwarze Linie gekennzeichnet.
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Abb. 4-30: Aufiragung der DOC-Konzentration und des herechneten log Ko fiir das Svstem Aldrich-HA/Pyren
in 0.1 M NaNO; (pH 7.0) als Funktion des Retentionsvolumens einer SEC-FQT-Analvse. Der
Bereich, in dem eine Abnahme des Fluoreszenzsignals um mehr als 10 % gegeniiber dem Wert von

Fy erhalten wurde, ist graphisch hervorgehoben.

Beginnend mit der hochmolekularen DOC-Fraktion sinkt der log Kpoc-Wert von 4,7 auf 4.3 ab. Nachfolgend
wird ein nahezu konstanter Wert zwischen 4.3 und 4.4 {iber einen breiten Retentionsvolumenbereich von ca. 3
ml erhalten. In diesem Bereich eluiert auch ein Grofiteil der Masse der Aldrich-HA mit einem Peakmaximum der
DOC-Konzentration bei 17,3 ml. Mit abfallender DOC-Konzentration steigt log Kpoe erneut an auf Werte bis
4.9. Auch fiir einen Elutionsbereich von > 20 ml wird ein nahezu konstanter log Kpoe-Wert gefunden. Das
gemessene Fluoreszenzsignal liegt in diesem Bereich unter dem F-Wert (vgl. Abb. 4-29). Dies kénnte, wie
bereits erwiihnt, auf die in diesem Bereich beobachtete niedrige DOC-Konzentration im Peaktailing
zurtickzuftihren sein. Die Abnahme der Fluoreszenzsignalintensitit liegt aber unterhalb der als signifikant
angesehenen Schwelle von 10 %. Es ist bemerkenswert, daB der Bereich mit einer verstirkten Eigenfluoreszenz
der HA keine Auffilligkeiten im Verlauf des log Kpoc-Wertes iiber dem Retentionsvolumen zeigt. Dies spricht
fuir eine richtige Korrekturprozedur.

Sieht man von diesen log Kpoc-Werten der Randbereiche ab, so 148t sich folgendes Ergebnis festhalten: Der log
Kpoe wurde als Funktion des Retentionsvolumens einer durch SEC nach Molekiilgrofle aufgetrennten Aldrich-
HA-Probe erhalten. Die log Kpoc-Werte nehmen dabei im vorderen Teil des Aldrich-HA-Peaks von 4.7 auf 4.3
ab. Im hinteren Bereich des Peaks steigen sie von 4,4 auf 4,9 an. Diese Randbereiche werden den hiher- bzw.
den niedermolekularen Anteilen einer (HA-)Probe bei einer SEC-Trennung zugeschrieben. Fiir das

Peakmaximum und den iiberwicgenden Masseanteil der Aldrich-HA-Probe, der den Molmassenbereich von ca.
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2 bis 28 kDa" {iberdeckt. werden nahezu konstante Werte zwischen 4.3 und 4.4 fiir den log Kpoe des Systems

Pyren/Aldrich-HA (0.1 M NaNOs;, pH = 7.0} erhalten.

4.7 Kopplung der Grillentrennmethode AF* mit Online-FQT-Analysen

Analog den Experimenten mit der SEC/FQT-Kopplung wurden Experimente mit einer Kopplung von AF* und
FQT durchgetiihrt. Diese sollten die vorstehend beschriebenen Ergebnisse der SEC/FQT-Analysen validieren, da
die AF' einen anderen Mechanismus zur MolekiilgroBentrennung verwendet. Somit sollten eventuelle SEC-
Artefakte, die sich auf die molekiilgréBenaufgeldste Beschreibung des Kpoc-Wertes auswirken, erkannt werden.

Die Rohdaten der AF'-Experimente sind (analog Abb. 4-29) in der untenstehenden Abbildung graphisch

dargestellt.
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Abb. 4-31: Rohdaten des Online-FQT-Versuchs von Pyren (ca. 18 pph) und Aldrich-HA (ca. 10 g/l) bei
Grifentrennung mittels AF'. Eluent: 0.1 M NaNO; (pH 7); programmierter Feldgradient.

Die in dieser Arbeit verwendete AF-Anlage (ConSenxus) besad nicht die Moglichkeit, wihrend der
Probenaufgabe- und Fokussierungsphase einen Volumenstrom an Eluent durch die Detektoren zu leiten. wie es
bei einigen anderen Systemen moglich ist. Da wihrend dieser Phase der Pyren-Strom unverdiinnt in den
Detektor flieBen wiirde, wurde die Analytpumpe fiir diesen Zeitraum gestoppt und mit Umschalten des AF-
Systems auf den Elutionsmodus wieder gestartet. Dabei zeigte sich durch diese Verfahrensweise bei der Elution

einer Blindprobe (Eluent) iiber die AF* keine erkennbare Anderung des Fluoreszenzsignals des Pyren nach

" Diese Molmassen wurden aus der fiir diese SEC-Sdulen erhaltenen Kalibrierung mit PSS-Standards unter Bericksichtigung des
Volumenversatzes zwischen UV-Detektor und DAD berechnet.
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Neustart der Pumpe gegeniiber dem Verlauf bei einem konstanten (nicht unterbrochenen) Kanalflufi von 0.7
ml-min” der AF* (Rinsemodus).

Im Verlauf einer AF*-Analyse wird, bedingt durch den programmierten Kraftfeldgradienten, die Flulirate der
Kanal-Pumpe verindert. Wihrend die Pumpe nahezu augenblicklich auf das verinderte Steuersignal anspricht,
bendtigt die Regeleinheit fiir den Querflul am Kanalboden (LiquiFlow) eine lingere Einregelzeit. Daraus
resultiert eine (reproduzierbare) Schwankung der KanalausgangsfluBrate und somit des Mischungsverhiltnisses
von Sorbens- und Sorptivvolumenstrom. Um die Auswirkungen derartiger systembedingter Effekte auf die
nachfolgende FQT-Analyse zu beriicksichtigen, wurde hier (entgegen den SEC-Experimenten) ein zusitzlicher
Blindlauf (Injektion und Elution von Eluent) unter Zumischung von Pyren durchgefiihrt. Hieraus wurde der von
der Elutionszeit abhiingige Wert fiir F erhalten. Alle anderen Korrekturen erfolgten analog zu den im Kap. 4.6

beschriebenen SEC/FQT-Experimenten.

Die vorstehende Abbildung zeigt, daB bei der Analyse der Aldrich-HA mit der AF' ebenfalls eine
Eigenfluoreszenz der niedermolekularen HA-Probenbestandteile (hier bei ca. 11 min) gefunden wird. Dies
stimmt gut mit den aus der SEC-Analyse erhaltenen Ergebnissen (berein. Ausgepriigter aber ist die
Fluoreszenzintensitit in dem als Voidpeak des Systems bezeichneten ersten Peak bei ca. 6 min. Auf das
Phinomen des Voidpeaks wurde bereits eingegangen (vgl. Kap. 4.3). Hier scheint die hohe Intensitit des
Fluoreszenzsignals die These zu bestitigen, dal der Voidpeak vor allem durch die Elution von
niedermolekularen Anteilen der HA-Probe verursacht wird.

Nach den bereits beschriebenen Korrekturen der Eigenfluoreszenz der Aldrich-HA und des IFE wurde das

folgende Ergebnis fiir den Wert des log Kpoc als Funktion der (Elutions-)Zeit erhalten.

Konzentration DOC /mg-1™
n

5 0 15 20 25

Zeit /min
Abb. 4-32: Berechneter log Kpoo-Wert als Funktion der Elwtionszeit bei Molekitlgrifentrennung einer Aldrich-
HA Probe durch AF" und anschlieflende Online-FOT-Analvse fiir Pyren. Bedingungen: siehe vorige
Abbildung. Der Bereich, in dem eine Abnahme des Fluoreszenzsignals um mehr als 10 % gegeniiber

dem Wert von Fy erhalten wurde, ist graphisch durch eine dickere Linie hervorgehoben.
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In der vorstehenden Abbildung ist der Bereich, in dem eine Abnahme des Fluoreszenzsignals in Anwesenheit
von HA von mehr als 10 % gegeniiber dem F,-Signal erhalten wurde, durch eine dickere schwarze Linie
aekennzeichnet. Uber nahezu dem gesamten Bereich, in dem die Verringerung der Fluoreszenzintensitit als
signifikant betrachtet wurde, werden Werte fiir den log Ky zwischen 4.3 und 4.4 gefunden. Dieser entspricht —
dhnlich wie im Fall der SEC/FQT-Analyse — einem groflen Massenanteil der eluierenden Aldrich-HA-Probe mit
einer nominellen Molmasse von 4 kDa bis 120 kDa''. Der im Plateau um das Peakmaximum des SEC-Peaks
berechnete Wert betrigt log Kpoe = 4.35 und stimmt damit sehr gut mit dem hier berechneten Wert tiberein. Ein
leichter Anstieg des log Kpoe-Wertes auf 4.5 wird nur im héhermolekularen Bereich oberhalb von 19,8 min
(entsprechend einer nominellen Molmasse von > 120 kDa) gefunden. Der UV-Peak zeigt hier eine deutliche
Abnahme der DOC-Kenzentration.

Eine deutliche Zunahme des Kpoe-Wertes fiir diese Fraktion kann innerhalb des Bereichs, bei dem eine als
signifikant betrachtete Abnahme der Fluoreszenzintensitit bestimmt wurde, nicht gefunden werden. Die aus der
SEC/FQT-Analyse erhaltenen Ergebnisse konnen hier also insgesamt bestitigt werden. Eine deutliche
Molmassenabhingigkeit des Verteilungskoeftizienten fiir die Sorption von Pyren an Aldrich-HA kann durch die
erhaltenen Ergebnisse nicht nachgewiesen werden,

Die Berechnung der (log) Kjoc-Werte beruht - wie eingangs erwihnt - auf der Annahme. dalB} die gleiche
Bezichung zwischen der UV-Absorption und der DOC-Konzentration iiber den gesamtem Molmassenbereich
giiltig ist. Aufgrund der Peakverbreiterung, die im Kap. 4.5.2 ausfiihrlich dargestellt wurde, kann der in dieser
Arbeit beschriebene Online-DOC-Detektor nicht direkt zur Bestimmung der DOC-Konzentration der HA-Proben
herangezogen werden. Wenn also eine Abhingigkeit des SUVA-Wertes von der Molmasse nicht ausgeschlossen
werden kann, so weist Abb, 4-28 eher auf geringere SUVA-Werte der nieder- und hochmolekularen Anteile der
Aldrich-HA-Probe gegeniiber dem mittleren Molmassenbereich hin. D. h., das UV-Signal lefert hier
maoglicherweise niedrigere DOC-Konzentrationen als es dem wahren DOC-Gehalt entspricht. Zu geringe DOC-
Konzentrationen in den Randbereichen des UV-Peaks der HA-Probe fiihren aber zu zu hohen Kpge-Werten in
diesen Bereichen. Folglich wiirde der Unterschied der log Kpoo-Werte in den Randbereichen im Vergleich zu
dem breiten Bereich mit konstantem log Kpoe-Wert (vgl. Abb. 4-30 und Abb. 4-32) weiter verringert oder sogar

vollig nivelliert.

Damit bestitigen die oben dargestellten Ergebnisse nicht die SchluBfolgerungen von JOTA und HASSETT, dall
besonders hochmolekulare Bestandteile von Aldrich-HA einen erhohten Beitrag zur Gesamtsorption von HOS
leisten [JOTA 1991]. Dieses Ergebnis erhielten sie aus Experimenten zur Sorption von [#C12.2°.5.5"-
Tetrachlorbiphenyl (TCB) an Aldrich-HA. Die Aldrich-HA-Probe fraktionierten sie mittels der UF-Methode und
erhielten durch die gewihlten Ausschlufigrenzen der UF-Membran die folgenden GroBenfraktionen: 0- 1, 1 - 10,
10 - 50, 50 - 100, 100 - 300 und > 300 kDa. AnschlieBend bestimmten sie mit Hilfe der Gaspurging-Methode die
Sorptionskoeffizienten der einzelnen UF-Fraktionen. Die Fraktion > 300 kDa wies dabei mit einem log Kpoe
von 3,02 den grofiten Sorptionskoeffizienten auf. Die Werte nahmen zu den kleineren MolekiilgréBenfraktionen
hin beinahe kontinuierlich ab. Fraktionen <300 kDa besaflen einen durchschnittlichen Wert von 4,47, Den
Masseanteil der durch die UF erhaltenen Fraktion mit einem Molekulargewicht von > 300 kDa bezifferten sie

mit > 50 % an der Gesamtmasse der Aldrich-HA-Probe. Das erhaltene Resultat sei konform mit der Tatsache,

' Der Molmassenbereich wurde fiir die Grenzen (12,8 und 19.8 min) mittels der Kalibriergeraden fiir das AF*-System (vgl. Kap. 4.3) unter
Beriicksichtigung des Volumen- bzw. Zeitversatzes zwischen UV- und DA-Detektor berechnet.
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dal} fiir die (unfraktionierte) Aldrich-HA-Gesamtprobe Werte fiir den log Kpoe von 3,02 gefunden wurden:
aufgrund seiner relativen Hiufigkeit dominiert der hochmolekulare Anteil somit das Sorptionsverhalten der
unfraktionierten Aldrich-HA-Probe [JOTA 1991]. Derart grole Antgile dieser hochmolekularen Fraktion konnten
aber weder in dieser Arbeit mittels SEC- und AF*-Analyse. noch in anderen in der Literatur beschriehenen
Untersuchungen fiir die Aldrich-HA nachgewiesen werden [z. B. CHIN 1994]. Es liegt also nahe zu vermuten,
dal3 derart hohe Anteile an hochmolekularen HA-Molekiilen auf Einfliisse der UF-Methode zuriickzufiihren sind.
Da bei Anwendung der UF die HA-Molekiile zu einer Anreicherung unmittelbar oberhalb der UF-
Membranoberfliche gezwungen werden, kann es aufgrund der hohen HA-Konzentration in diesem Bereich zur
Ag

Agglomerate nicht mehr durch die Membran permeieren und verbleiben so in der groliten UF-Fraktion. Nach

glomeration von eigentlich kleineren HA-Molekiilen kommen. Diese konnen dann auferund ihrer Grofe als
Authebung des Kraftfeldes (und einem dadurch fehlenden Konzentrationsgradienten) dissoziieren diese lose
gebundenen Agglomerate dann wieder zu niedermolekularen Strukturen. Dies erklirt auch das eingangs
erwiihnte Ergebnis, dal HA-MolekiilgroBenfraktionen, welche durch die Anwendung der UF-Methode erhalten
worden waren, wieder zur Einstellung einer breiten MolekiilgréBenverteilung neigen [ASTER 1996].

In dieser Arbeit fiihren die geringen DOC-Konzentrationen in den Flanken des Aldrich-HA-Peaks und die damit
verbundenen geringen Unterschiede in den Fluoreszenzintensititen von F, und F..w aber auch zu unsicheren
Werten fiir log Kpoc, so dafl sich eine Abhingigkeit des Sorptionskoeffizienten von besonders hochmolekularen
Bestandteilen der Aldrich-HA-Probe nicht vollstindig ausschlieBen liBt. Gleiches gilt unter diesem
Gesichtspunkt auch fiir die besonders niedermolekularen Anteile der Aldrich-HA-Probe. Die Annahme. daB
auch niedermolekulare Bestandteile (< 1 kDa) der Aldrich-HA einen deutlichen Beitrag zur Gesamtsorption der
HA leisten, konnten JOTA und HASSETT mit ihrer Methode nicht verifizieren, da die kleinste AusschluBgrenze

der von ihnen verwendeten UF-Membranen bei | kDa lag [JoTa 1991].

[nsgesamt liegt der ermittelte log Kpoc-Wert des graofiten Probenanteils mit 4.3 bis 4.4 unter den in der Literatur
angegebenen - mittels der Offline-FQT bestimmten - Werten fiir das System Pyren/Aldrich-HA. Darauf soll aber

in der Diskussion der Ergebnisse der Offline-FQT-Analysen genauer cingegangen werden.

Ein durch den apparativen Aufbau bedingter Faktor, der unmittelbar Einfluf auf die Hohe des ermittelten Kpoe-
Wertes nimmt, ist die Reaktionszeit zwischen der nach MolekiilgriBe aufgetrennten HA-Probe und der Sorp-
tiviosung. Diese wird durch die Gesamtflufirate beider Volumenstréme und die Volumina des Intensivmischers
sowie der nachfolgenden Kapillaren und der DAD-MeBzelle bestimmt. Aus dem Volumen der
Verbindungskapillare zwischen dem Intensivmischer und den nachfolgenden Detektoren, sowie der FluBrate von
0.9 mlmin" ergibt sich eine Reaktionszeit von ca. 25 s. Um eine deutliche Erhéhung der Kontaktzeit zu
erreichen, miiten betrichtlich ldngere Verbindungskapillaren eingesetzt werden; bis hin zu einem
Kapillarvolumen, in der der gesamte Peak ohne signifikante axiale Vermischung ..geparkt” werden kann.
Zeitaufgeldste Offline-FQT-Experimente haben gezeigt, daB sich die Sorptionsgleichgewichte zwischen PAK
und geldsten HAs sehr schnell einstellen [SCHLAUTMANN 1993]. Fir Pyren und Anthracen in Wechselwirkung
mit Suwanee River HA in 0.1 M NaCl (pH 5) fanden sie Werte fiir die vollstindige Einstellung des
Gleichgewichtes von 15 - 20 s. Einen geringfiigigen Abfall des Fluoreszenzsignals von Pyren in Gegenwart ¢iner
Fulvinsdure in den ersten 5 min beobachtete Zimmermann durch eine zeitaufgeldste Fluoreszenzanalyse. Der

erste Datenpunkt konnte daber nach 10 s aufgezeichnet werden. Die Fluoreszenzintensitit der luftgesdttigten
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Probe blieb dabei iiber einen Zeitraum von ca. 500 Tagen stabil [ZIMMERMANN 1996B]. Eine verzigerte
Einstellung des Gleichgewichts bei FQT-Analysen beobachteten dagegen KOPINKE et al. Wihrend sie fiir einen
groBen Anteil des Pyren eine schnelle Sorption im Bereich von Sekunden fanden. bendtigte ein kleiner Anteil
(15 - 25 % der Gesamtmenge an sorbiertem Pyren) einen deutlich lidngeren Zeitraum (in einer Groflenordnung
von 30 min) zur Sorption an geloster Roth-HA. Dies lidfit sich mit einem einfachen Verteilungsmodell, analog
der Verteilung zwischen zwei fliissigen Phasen oder der Verteilung zwischen Wasser und einem
Mizellenverband, nicht mehr hinreichend erkldren. Deshalb wird auch fiir geloste HAs - dhnlich wie fiir
partikuliire oder feste HAs - ein zweistufiges Sorptionsmodell postuliert, in dem es durch die Diffusion des
Sorbats in tiefer gelegene Schichten des Sorbens zu der beobachteten (formalen) Unterteilung in zwei
verschiedene Sorptionsgeschwindigkeitskonstanten kommt [KOPINKE 2001B].

Um den EinfluB} einer deutlich erhéhten Kontaktzeit auf den log Kpoe-Wert zu untersuchen, wurde eine
unfraktionierte Aldrich-HA-Lésung (IS = 0,1 M, pH = 7) mit einer Pyren-Losung vermischt. Nach einer
Aquilibrierungszeit von | h wurde die Losung iiber Kapillaren direkt in die MeBzellen des DAD und des
nachfolgenden FLD mittels einer Glasspritze injiziert. Des weiteren wurden Losungen aus Aldrich-HA/Eluent
und Eluent/Pyren auf diese Weise in beiden Detektoren untersucht. Aus den jeweils im Signal-Plateau erhaltenen
Werten, den notwendigen Korrekturen (Eigenfluoreszenz und IFE der HA-Losung), sowie der DOC-
Konzentration der Losung wurde ein Wert fur die unfraktionierte Aldrich-HA-Probe von log Kpoe = 445
berechnet. Damit ist dieser log Kpoc-Wert zwar (geringfligig) héher als die in den Online-Experimenten
berechneten molmassen-aufgeldsten log Kpoe-Werte (4.3 bis 4,4), weicht aber dennoch deutlich von dem oben
zitierten Literaturwert ab. Dieses einfache Experiment zeigt, dafl eine Erhdhung der Kontaktzeit zwischen
Sorptiv und Sorbens von mehreren Sekunden auf eine Stunde in diesem Fall nicht zu einer drastischen Erhéhung
des log Kpoe-Wertes fiihrt. Durch die Kontaktzeit von einer Stunde sollte jedoch eine (nahezu) vollstindige

Gleichgewichtseinstellung erhalten werden.

Bei Verwendung von Pyren als Sorptiv besteht — aufgrund seiner starken Hydrophobie (log Kow = 5,2) — eine
starke Neigung zu hydrophoben Wechselwirkungen mit unpolaren Sorbentien (Dichtungsmaterial usw.). Aber
auch eine Sorption an Glaswiinde wird hiiufig beobachtet. So konnte eine Sorption von Pyren an den
Glasfenstern der MeBzellen die Messung der Fluoreszenzldschung beeinflussen: Bei Online-Experimenten
andert sich die Konzentration des frei geldsten Pyren je nach HA-Gehalt. So kénnte z. B. zu Beginn der Analyse
(also in Abwesenheit von HA im Ausgangsflull der GroBentrennmethode) Pyren an die Glaswandungen der
MeBzellen sorbieren. In Gegenwart von HA kann dieses sorbierte Pyren verstirkt riickgeldst werden und somit
die gemessene Fluoreszenzintensitit F., erhdhen. Damit wiirde der Kpoc-Wert zu niedrig bestimmt. Von einer
Oberflichenpassivierung der MeBzellen (z. B. durch Silanisierung) wurde jedoch abgesehen, da eine derartige
Prozedur die teuren optischen Fenster unbrauchbar machen konnte. Gegen einen groien Einflufy der Pyren-
Sorption an die Zellwandungen auf den Sorptionskoeffizienten spricht jedoch das Ergebnis des oben
dargestellten Semi-Batchexperiments. Hier wurden die Fluoreszenzintensititen und UV-Absorptionen mit dem
gleichen experimentellen Aufbau der Online-Detektion bestimmt und daraus der Sorptionskoeffizient berechnet.
Abweichend von den Online-Experimenten wurden jedoch Lésungen mit konstanten Konzentrationen an Pyren
und HA jeweils getrennt voneinander analysiert, was somit der Durchfiihrungsweise der Batchexperimente
entspricht. Der so ermittelte Wert fiir den Sorptionskoeffizienten ist jedoch nur geringfligig hoher im Vergleich

zu den Online-Experimenten.
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Im Gegensatz zu Pyren neigt Naphthalin weniger zu derartigen (unerwiinschten) sorptiven Wechselwirkungen
mit dem Glasmaterial. Deshalb wurde die Sorption von Naphthalin an Aldrich-HA ebenfalls mittels der Online-
FQT-Methode untersucht. Die verschiedenen FLD- bzw. DAD-Signale sind in der nachfolgenden Abbildung

zusammengetalit.
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Abb. 4-33: Zusammenstellung der Detektorspuren des Online-FOT-Versuchs mit Naphthalin (2 ppm) und
Aldrich-HA (e = 10 g1') nach Grifentrennung mittels AF' und anschliefiender Online-FOT-

Analyse.

Die Eigenfluoreszenz der Aldrich-HA bei den entsprechenden Anregungs- und Emissionswellenlingen (A..: 275
nm, A.,: 335 nm) ist deutlich geringer als bei den Wellenldngen. die fiir die Analyse von Pyren verwendet
wurden (Ao 335 nm, Ay, 390 nm). Lediglich im Voidpeak der Aldrich-HA-Probe wird bei den zuvor genannten
Wellenlingen eine nennenswerte Signalintensitit gefunden. Das Fluoreszenzsignal des AF*-Blindlaufes (Eluent)
mit Naphthalin zeigt bei dem gewihlten experimentellen Vorgehen eine deutliche, aber reproduzierbare
Abhingigkeit von der (Elutions-)Zeit. Die Abnahme der Fluoreszenzsignalintensitit in Anwesenheit von
Aldrich-HA ist sehr gering und von periodischen Schwingungen (bedingt durch die das Sorptiv transportierende
HPLC-Pumpe) tiberlagert.

Nach der erforderlichen Korrektur der oben abgebildeten Chromatogramme (Eigentluoreszenz und IFE) wurde

der Verlauf des Quotienten Fy/F, als Funktion der (Elutions-)Zeit erhalten.
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Abb. 4-34: duswertung des Online-FQT-Experiments von Naphthalin (ca. 2 ppm) und Aldrich-HA (¢ = 10
') nach Grafentrennung mittels AF’. Neben der Auftragung des Verlaufs der DOC-Konzentration
als Funktion der Zeit ist der Quotient der Fluoreszenzintensititen von Pvren hei 4b- und
Anwesenheit von Aldrich-HA (unter Beriicksichtigung der IFE-Korrektur entsprechend Gl. 2-33)

dargestellt.

Der Verlauf des berechneten Quotienten zeigt, dali dieser wihrend der Elution von Aldrich-HA groBtenteils
unter einen Wert von 1 absinkt, wihrend in den Flanken des Aldrich-HA-Peaks Werte nahe um | erhalten
werden. Wie schon in Abb. 4-33 ersichtlich, ist die Abnahme der Fluoreszenzintensitit von Naphthalin in
Anwesenheit von Aldrich-HA gering. Unter der Annahme eines log Kpoe-Wertes fiir Naphthalin an entaschter
Aldrich-HA von 3,4 [REIMER 2002] bewirkt eine DOC-Konzentration von 10 mg-l" eine Abnahme der frei
geldsten Naphthalin-Konzentration von 1.3 %. Eine derart geringe Abnahme ist mit dem hier verwendeten
experimentellen Aufbau nicht mefibar. Die Schwelle der hier als signifikant angesehenen Abnahme der freien
Sorptiv-Konzentration liegt bei 10 %. Bei vollstindiger Abwesenheit einer Fluoreszenzldschung wiirde fiir den
Quotienten Fy/Fi.» ein Wert von 1 erwartet werden. Werte flir Fy/Fy,, unter | deuten auf einen geringen
systematischen Fehler der Korrekturen hin. Dieser wird durch den Korrekturterm fi,, und die damit getroffenen
Niherungen der [FE-Korrektur der HA verursacht. Dieser Korrekturterm besitzt immer Werte gréler | und fithrt
dazu, daB fiir den log Kpoc-Wert bei Anwendung der Korrektur kleinere Werte erhalten werden (gegentiber den
unkorrigierten Werten). Ein Kpoe-Wert fiir einen Betrag des Quotienten Fy/Fyor < | kann nicht berechnet
werden.

Eine sichere Bestimmung des Kpoc-Wertes kann dann erfolgen, wenn einerseits die Abnahme der Fluoreszenz-
intensitit (ausgedriickt durch Kpoe * ¢poe) grof ist und andererseits die Fehler der Bestimmung der Fluoreszenz-
intensitit bzw. der DOC-Konzentration klein sind. Letztere sind durch die verwendeten Detektionsmethoden
bestimmt und kénnen kaum beeinfluBlt werden. Eine Optimierung der Sorptivkonzentrationen und der FLD-

Einstellungen wurde bereits vorgenommen. Eine deutliche Erhéhung der DOC-Konzentration ist nicht maglich,
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weil dadurch eine Uberladung der verwendeten analytischen GriBentrenntechnik stattfindet. Dies wiirde zu einer
drastischen Abnahme bis hin zum Verlust der GréBenauftrennung der HA-Probe fiihren.

Bei einer maximalen DOC-Konzentration von 10 mg-l" im Peakmaximum wiirde sich so erst bei einem log
Kpoc-Wert von 4 eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit gegeniiber dem Ausgangswert (in Abwesenheit von
HA) von 10 % ergeben, dic als signifikant angeschen wird. Fiir die Analyse von Systemen mit ecinem
Sorptionskoeffizienten von log Kpoe < 4 ist die Methode nicht geeignet. Die vorstehend beschriebenen Online-
Experimente mit Naphthalin haben nicht zur Bestimmung von Sorptionskoeffizienten gefiihrt, wohl aber einen

Beitrag zur Validierung der experimentellen Methode geleistet.

4.8 Offline-FQT-Experimente
4.8.1 Ermittlung des Sorptionskoeffizienten Kpoc bei verschiedenen lonenstirken

Viele der oben angegebenen Kpyoo-Werte aus der Literatur wurden bei niedriger 1S (< 0,1 mol-1") ermittelt und
lassen sich daher nur eingeschrinkt auf die hier ermittelten Online-Kpoe-Werte ibertragen. Um die Online-
Werte direkt mit FQT-Werten, die mit der etablierten Offline-Messung bestimmt worden sind, vergleichen zu
kénnen, wurde das System Pyren/Aldrich-HA in einer 0.1 M NaNO;-Losung (pH 7) zundchst als eine nicht nach
MolekiilgroBe aufgetrennten  Gesamtprobe mittels der Offline-FQT  untersucht. Dazu  wurde eine
Verdiinnungsreihe  der Aldrich-HA-Stammlésung  hergestellt. Die Ergebnisse der FQT-Analysen sind

nachfolgend in der tiblichen Stern-Volmer-Auftragung dargestellt. Der Sorptionskoeffizient KLF)?;. wird darin

als Steigung der Geraden einer linearen Regressionsanalyse erhalten.
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Abb. 4-35: Aufiragung des Quotienten aus Fluoreszenzintensitdt in Abwesenheit und der nach LakowICZ et al.
korrigierten Fluoreszenzintensitiit in Anwesenheit von unbehandelter Aldrich-HA  gegen  die
Konzentration an DOC (Stern-Volmer-Darstellung) fiir das Svstem Pyvren/Aldrich-HA in 0.1 M
NaNOs-Losung (pH 7.0). Die Datenpunkte bei hohen DOC-Konzentrationen (36,7 und 63,4 mg-l)
wurden nicht beriicksichtigt. Aus der Geradensteigung wurde ein Kpoc=Wert von 4.3-107 kg

erhalten.

Das hier untersuchte System von Pyren/Aldrich-HA in 0,1 M NaNO;-Losung unterscheidet sich von den
Systemen in der zitierten Literatur vor allem durch die hohe [S. Diese resultiert aus der Anpassung des
Losemittels/Eluenten an die Notwendigkeiten der den FQT-Experimenten vorgeschalteten AF-, vor allem aber
der SEC-Molekiilgrofentrennung. Dies stellt einen deutlichen Nachteil der Online-Kopplung von
Groflentrennmethoden und FQT dar, da die Freiheitsgrade bei der Auswahl der Losungsparameter flir die FQT-

Untersuchungen deutlich einschriinkt werden.

Der Einflufl der IS auf den Kpoe-Wert ist in der Literatur kontriir beschrieben. So fanden z. B. CARTER und
SUFFETT einen geringeren Kpoc-Wert fiir die Sorption von DDT an HA mit steigender 1S der Losung [CARTER
1982]. Ebenfalls einen geringeren Kpoc-Wert mit steigender IS konnten SCHLAUTMAN und MORGAN fiir die
Sorption von Pyren an einer aquatischen HA bei pH 7 beobachten. Dabei sank der Kpoe-Wert beim Ubergang
von einer 0,001 M auf eine 0,1 M NaCl-Losung um ca. 40 % [SCHLAUTMAN 1993].

Fiir eine HA, die aus Kompost extrahiert wurde, und Naphthalin als Sorptiv konnten TRAINA et al. [1989] keine
Abhingigkeit von der [onenstirke (0,05 bis 0.5 M) nachweisen. Desgleichen fanden CHEN et al. [1992] keinen
signifikanten Effekt der Konzentration von KCl zwischen 0,001 und 0,5 M auf den Kpe-Wert von [-Naphthol
fiir emne [HSS-HA.

Die verringerte Fliichtigkeit von Pyren in einer wélirigen Losung, die mit N-Gas durchspiilt wird, bei

gleichzeitiger Anwesenheit von HA, nutzten YATES III et al. zur Untersuchung des Einflusses der IS und der
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lonenart auf’ das AusmaB der Riickhaltung im Vergleich zur rein wiiirigen Losung aus. Der Grad der
Riickhaltung (und somit das Ausmal} der Sorption von Pyren an HA) nahm bei Erhdhung der IS zu. Der Zusatz
von MgCls bewirkte einen grofieren Einfluf} auf den Rickhaltegrad als die Zugabe von KCI. Insgesamt wurde in
diesen Experimenten die IS allerdings nur auf einem sehr niedrigen Niveau variiert, (resultierende
Konzentrationen von 10™ bis 107 M) [YATES [II 1997]. Ebenfalls durch Anwendung der Gaspurging-Methode
fanden JoTA und HASSETT fiir die Sorption von 2.2°,5,5 -Tetrachlorbiphenyl (TCB) an Aldrich-HA zuniichst
einen Anstieg des gemessenen Kjoe-Wertes mit zunehmender 1S der Lésung (0,006 bis 0.5 M NaCl). Da ein
mittels der Gaspurging-Methode bestimmiter Kpoe-Wert (im Gegensatz zur FQT) von der Aktivitit des Analyten
bestimmt wird, fiihrten sie eine Korrektur der aus den Mefdaten berechneten Kpoe-Werte durch Division durch
den Aktivititskoeftizienten des Analyten durch. Die so korrigierten K.);,L-'-Werte zeigten keine signifikante
Abhingigkeit von der IS der Ldsung. Daher fithrten sie die beobachteten Effekte der IS auf die
Wechselwirkungen von TCB mit der wilrigen Phase selbst und weniger auf Wechselwirkungen zwischen TCB
und der HA zuriick [JOTA 1991].

Allgemein miissen also zwei sich iiberlagernde Effekte berticksichtigt werden. Die [S wirkt sich auf die Aktivitit
des Analyten und die Konformation der HA aus. Beide Auswirkungen sollen hier kurz getrennt betrachtet
werden.

Eine Erhohung der IS erhoht die Aktivitdt von hydrophoben Verbindungen in wiilfriger Losung. Dadurch
verringert sich ihre Loslichkeit. Dieser Zusammenhang wird tiblicherweise als , Aussalzeffekt™ bezeichnet. Eine
Quantifizierung dieses Effektes ist durch Anwendung der empirisch getundenen Setschenow-Gleichung und
weiterer tabellierter Parameter moglich, Zusammenfassend liBt sich sagen, dal} der Effekt auf den Kjyoc-Wert (z.
B. von PAKS) durch die Erhdhung des Aktivititskoeffizienten infolge der Gegenwart von Salzen wie NaCl oder
NaNQ; bei einer Salzkonzentration von < | M als gering angeschen werden kann [SCHWARZENBACH 1993].
Wiihrend eine Anderung der IS der Losung den Aktivitdtskoeffizienten der eingesetzten Sorptive nur geringfiigig
beeinfluBt, kann sic die Konformation der HA - des Sorbens - stark verindern. So fanden REN et al. durch
Anwendung der dynamischen Lichtstreuung (DLS) eine deutliche Auswirkung der 1S der Lésung auf die
Konformation, d. h. die MolekiilgroBe der HA [REN 1996]. Hierbei sank der z-gemittelte Radius R, einer aus
Boden extrahierten HA bei Erhohung des NaCl-Gehaltes der HA-Lésung von iiber 90 nm (ohne Zusatz von
NaCl) auf unter 50 nm (bei 0.1 M NaCl). Fiir die Durchfiihrung der DLS-Experimente war allerdings cine
Gralienfraktionierung der extrahierten HA notwendig und es wurde nur die UF-Fraktion > 50 kDa verwendet

[REN 1996].

Aus den kontriiren Literaturergebnissen kann keine eindeutige SchluBfolgerung fiir die Auswirkungen der IS auf
das hier untersuchte System erhalten werden. Deshalb wurden zwei Ansitze einer Aldrich-H A/Pyren-Lésung mit
unterschiedlicher IS miteinander verglichen. Dabei wurde jeweils nur eine Konzentration an HA (Einwaage: 50
mg-1") untersucht. In den vorstehend beschriebenen Ergebnissen des Stern-Volmer-Plots konnte bereits gezeigt
werden. daf} diese Konzentration in einem Bereich liegt, fiir den ein linearer Zusammenhang zwischen dem
Quotienten Fy/Fy,r und cpoc gilt.

Um eine niedrige IS von 0,01 M in der Losung sicherzustellen, wurde auf eine gereinigte Aldrich-HA-Probe
zurtickgegriffen. Die IS wurde hier durch die Zugabe von NaCl eingestellt. Aus den FQT-Analysen wurden dic

nachfolgend tabellierten Ergebnisse erhalten.
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Tab. 4-9: Einflufp der lonenstéirke der Lisung auf den log Kpoc-Wert von Pvren und Aldrich-HA bei pH 7,
hestimmt mit Hilfe der FOT. Die Einwaage an Aldrich-HA betrug jeweils 50 mg ' Die DOC-

Konzentrationen wurden mittels des in dieser Arbeit beschriebenen DOC-Derektors bestinmt.

Prohe log Kpoc
Entaschte Aldrich-HA (H-Form) in 0,01 M NaCl 497+0,16
Aldrich-HA (Na-Form) in 0,1 M NaNO; 4,66 0,20

Im Mittel wird ein héherer Wert fiir den log Kpoe der Losung bei niedrigerer IS gefunden. Aufgrund des
berechneten Gesamtfehlers ( + o) ldlit sich aber ein signifikanter Einflul der IS auf den ermittelten log Kpoce-
Wert nicht ableiten. Mit der um Faktor 10 reduzierten IS liegt der log Kpoe-Wert aber in einer GroBenordnung,
wie er in der zitierten Literatur fiir das System Pyren/Aldrich-HA beschrieben wird. Der mittels der
Einpunktbestimmung erhaltene Wert flir eine IS von 0.1 M entspricht dem aus der Stem-Volmer-Auftragung
erhaltenen Wert von log Kpoe = 4,64 und verdeutlicht, dafl auch eine Einpunktbestimmung - bei Giiltigkeit der
Linearititsbedingung der Stem-Volmer-Auswertung - einen belastbaren Wert fiir den log Kpoc liefern kann.,

Da sich aus dem Vergleich der obigen log Kpoe-Werte eine tendenzielle Abhingigkeit des
Sorptionskoeffizienten von der Anwesenheit einer gréfleren Menge an NaNO; erkennen ld8t. wurde der Einflufi
der Nitrat-lonen auf die Fluoreszenz von Pyren gesondert untersucht. Dartiber hinaus wurde in der Literatur ein
Hinweis gefunden, daff Nitrat als ein Quencher der Pyren-Fluoreszenz fungieren kann [GOODPASTER 2001]. Als
Grundelektrolyt wurde deshalb eine 0.2 M NaCl-Lisung verwendet, so dal} ein weiterer Zusatz von NaNO;-
lonen zu der Lasung (resultierende Konzentration = 0,1 M) zu ciner nur geringfiigigen Anderung der Gesamt-1S
der Losung fithrt. Zur Bestimmung des Sorptionskoeffizienten wurden zwei verschiedene Pyren-Lésungen
(jeweils 50 ppb) vermessen. Die eine enthielt neben dem Leitelektrolyt NaCl lediglich 200 ppm NaN,, wihrend
der anderen zusitzlich unbehandelte Aldrich-HA mit einer resultierenden Konzentration von 50 mg" zugesetzt
wurde. Beiden Losungen wurde nach der ersten Fluoreszenzanalyse eine NaNOs-Losung zudosiert. Nachfolgend
wurden die Losungen intensiv geschiittelt und wiederum auf ihre Fluoreszenzintensitit hin untersucht’. Dabei
erwies sich eine emeute Begasung mit N als notwendig, da hierdurch héhere Werte der Fluoreszenzintensitit im
Vergleich zu den Lasungen erhalten wurden, die direkt nach dem Schiitteln vermessen wurden. Wahrscheinlich
wird infolge des intensiven Schiittelns wieder Sauerstoff in die Losungen eingetragen. Dieser fithrt infolge der
dynamischen Fluoreszenzléschung zu den beobachteten, niedrigeren Fluoreszenzsignalen. Die zudosierte
NaNQ;-Losung besal eine hohe Konzentration (10 M), um die Pyren- und HA-Konzentration durch die Zugabe
von wenigen ul Nitrat-Lésung nur vernachlissigbar zu verringern und somit vergleichbare Konzentrationen
beizubehalten.

Durch den Zusatz von Nitrat-Lésung zu den Pyren-haltigen Losungen wurde sowohl fiir die Aldrich-HA-freie
als auch Aldrich-HA-haltige Losung eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit des Pyren beobachtet. Die
Mittelwerte der gemessenen Fluoreszenzintensititen sind zusammen mit den Standardabweichungen in der

nachfolgenden Tabelle zusammengefalit.

2 Des weiteren wurden ehenfalls analoge, aber Pyren-freie HA-Ldsungen zur Bestimmung der Eigenfluoreszenz analysiert,
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Tab. 4-10: Mittelwerte der gemessenen Fluoreszenzintensitditen hei verschiedenen Salzoehalten der Losuneen in
o (el (e

Ab- (Fy) und Anwesenheit von unbehandelter Aldrich-HA (Fuad. sowie der korrigierten

Fluareszenzintensitit (Fy,.). Mit angegeben sind die Standardabweichungen der Mittelwerte hzw.

die Gesamtfehler der Quotienten.

Lisung Fluoreszenzintensitdt /a.u. Quotient
Pvren  Pyren + Aldrich-HA ~ Pyren + Aldrich-HA Fo/ From
(F,) (F ) (From)
0,2 M NaCl (pH 7) 78 +8 21£2 40+6 1.95£0.34
0.2 M NaCl+ 0,1 MNaNOy(pH7) | 57=8 18+ 1 32+£3 1.80 +£ 0,29

Eine Analyse der Mittelwerte der Fluoreszenzintensitit des Pyren in Ab- und Anwesenheit von NaNO; ergab,
dali die Differenz der Werte fiir die Ldsungen ohne Aldrich-HA mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %
signifikant ist, d. h., daB ein Unterschied zwischen den beiden Mittelwerten besteht. Fiir die Lésungen mit
Aldrich-HA konnte bei gleicher Wahrscheinlichkeit kein signifikanter Unterschied der beiden Mittelwerte
gefunden werden. Ein Vergleich des Quotienten aus Fy und Fy,, fiir die jeweiligen Salzgehalte ist ebenfalls in
der obigen Tabelle dargestellt. Die dort angegebenen Gesamtfehler lassen keine Aussage iiber eine Abhingigkeit
der beobachteten Fluoreszenzintensititsverhiltnisse von der Anwesenheit des NaNO; (¢ = 0,1 M) zu. Da in
diesem Experiment eine identische HA-LOsung verwendet wurde, kann der Fehler bei der Bestimmung der
DOC-Konzentration hier vollstindig vernachlissigt werden: die Absolutwerte der so ermittelten log Kpoc-Werte
mdgen mit einem systematischen Fehler behaftet sein, fiir den Vergleich der beiden Quotientenwerte resultieren

dadurch jedoch geringere Werte fiir den Gesamtfehler.

Tab. 4-11: Einflufp der Zugabe von NaNO; auf den log Kpoc-Wert des Systems Pyren/dldrich-HA. Um den
Einflup der IS auf den Kpoc-Wert zu minimieren enthielt die Lisung bereits 0.2 M NaCl als

Grundelektrolvt.

Probe log Knoc
Aldrich-HA in 0.2 M NaCl (pH 7) 4,70 +£0,17
Aldrich-HA in 0.2 M NaCl + 0.1 M NaNO; (pH 7) 4.63+0,18

Ein Unterschied in den log Kpoe-Werten, die durch eine Einpunktbestimmung ermittelt worden sind, kann
innerhalb der angegebenen Fehlergrenzen nicht sicher beschrieben werden. Ein Vergleich der Werte aus Tab.
4-11 mit den Ergebnissen in Tab. 4-9 zeigt aber. daf} eine gute Ubereinstimmung der log Kyoc-Werte bei hohen
IS (0.1 bis 0,3 M) gefunden wurde. Der Einsatz verschiedener einwertiger Salze (NaCl und/oder NaNOs) fiihrte
dabei zu keinem signifikanten Unterschied in den log Kpoc-Werten. Bei geringer IS resultierte ein deutlich
héherer - den angegebenen Literaturwerten vergleichbarer - Wert (log Kpoe = 4.97).

Eine Erklirung fur die Auswirkungen der [S auf die HA-Konformation und deren Auswirkung wiederum auf die
Ergebnisse von FQT-Experimenten haben SCHLAUTMANN et al. [1993] anhand des von SCHNITZER und KHAN
[SCHNITZER 1972] vorgeschlagenen HA-Modells qualitativ gedeutet: Eine Erhohung der IS eines einwertigen
Salzes reduziert die inter- und intramolekulare AbstoBung der polaren Gruppen einer HA. Dadurch kénnen sich
die funktionellen Gruppen der HA enger zusammenfinden, was zu einer Reduzierung des dufleren Radius der

HA fiihrt (vgl. [REN 1996]). Gleichzeitig mit dem dufleren Radius nimmt auch die Grafle der inneren Hohlraume
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und hydrophoben Dominen in der HA-Struktur ab. Der Zutritt fir Sorptive wird mit zunchmender IS immer
weiter eingeschriinkt. Daraus resultiert ein kleinerer Wert fiir den Sorptionskoetfizienten bei steigender [S. Die
Restriktion ist gleichfalls von der GriBe des Sorptivs abhiingig. Dies erklirt die erhaltenen Ergebnisse fiir
Perylen, Pyren und Anthracen [SCHLAUTMANN 1993] sowie Naphthalin [TRANA 1989]. Je kleiner das
Sorptivmolekiil ist, desto geringer ist der Einflu} der IS auf den Kpoc-Wert der Substanz. Fiir Naphthalin - als
das kleinste Molekiil in der obigen Aufzihlung - wurde keine Auswirkung der IS auf den Sorptionskoeffizienten
gefunden.

Das einfache Phasenverteilungsmodell versagt - wie von SCHLAUTMANN und MORGAN beschrieben - bei der
Erklirung der experimentellen Ergebnisse zur Auswirkung der IS auf den Sorptionskoeffizienten
[SCHLAUTMANN 1993].

Detaillierte Untersuchungen zur Auswirkung der IS auf Sorbenseigenschatten, die den Kpge-Wert von HOS an
HAs beeinflussen, konnten aber im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden.

Aus diesen Offline-Untersuchungen liBt sich jedoch keine Erklirung fiir die geringeren log Kpoe-Werte der

Online- gegeniiber dem Semi-Batchexperiment bei vergleichbarer, hoher IS ableiten.

4.8.2 Offline-FQT-Experimente zur Abhiingigkeit des Sorptionskoeffizienten von der
HA-Molmasse

Um die Ergebnisse der Online-FQT-Experimente durch eine weitere experimentelle Herangehensweise zu
iiberpriifen, wurden Offline-FQT-Experimente zur Untersuchung der Abhidngigkeit des Kpoc-Wertes von der
MolekiilgréBe durchgefithrt. Dazu wurde ein SEC-Peak nach Durchstromen des UV-Detektors in drei
(MolekiilgraBen-)Fraktionen unterteilt. Die Grenzen der jeweiligen Fraktionen sind im experimentellen Teil
genannt.

Entgegen der oben erwithnten Instabilitit von HA-GréBenfraktionen, die durch UF erhalten worden waren
[ASTER 1996], fanden MULLER et al. [2000] fiir Fraktionen aus einer SEC-Trennung keine derartige Instabilitit.
Die Giiltigkeit dieses Ergebnisses wurde fiir die hier verwendete Aldrich-HA noch einmal tberpriift. Dazu
wurden die erhaltenen drei Fraktionen nacheinander erneut iiber die SEC-Siule eluiert. Die UV-Peaks der drei
Fraktionen weisen dabei deutlich voneinander verschiedene Retentionszeiten auf. Die Peakmaxima der einzelnen
getrennten Fraktionen entsprechen dabei gut den Konzentrationsschwerpunkten und den Mittelwerten der
Fraktionsgrenzen des urspriinglichen Aldrich-HA-Peaks, aus dem sie erhalten wurden. Die beobachtete
Peakverbreiterung iiber beide Seiten der eigentlichen Retentionszeitgrenzen der Fraktion deuten eher auf einen
chromatographischen Verbreiterungseffekt, als auf eine reale Anderung der MolekiilgroBenverteilung der HA-
Fraktionen hin. Die Addition der einzelnen UV-Spuren der drei Fraktionen flihrt zu einem ,Gesamtpeak™,
welcher in seiner Lage leicht von dem Signal des Ausgangspeaks der drei Fraktionen abweicht. Das zu einem
hoheren Retentionsvolumen hin verschobene Peakmaximum des aufsummierten ,,Gesamtpeaks™ deutet auf einen
Verlust an hohermolekularen HA-Bestandteilen bei der SEC-Analyse zur Fraktionierung und/oder der
nachfolgenden Re-Injektion der Fraktionen hin. Die deutlich geringere Masse des aufsummierten

.Gesamtpeaks™ erklirt sich aus der jeweiligen Injektion eines Aliquots des urspriinglichen Fraktionsvolumens.
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Abb. 4-36: SEC-Chromatogramme einer Aldrich-HA-Probe (¢, = 1 g'ff). Der Peak der gesamien Aldrich-HA-
Probe wurde in drei Fraktionen unterteilt. Ein Aliquot des Fraktionsvolumens wurde anschlieffend
unter gleichen Bedingungen als Einzelprobe re-injiziert. Mit dargestellt ist die Addition der UV-
Spuren der drei Einzelpeaks. SEC-Bedingungen: 0.1 M NaNO; (pH 7); Flufrate: [ mi-min™: 200-u-
Probenschleife.

Eine tigliche Injektion eines Teilvolumens der drei Fraktionen iiber einen Zeitraum von einer Woche zeigte
keine erkennbare Verdnderung der MolekiilgroBenverteilung der Jjeweiligen Fraktionen. Selbst eine ,.Stressung™
der Fraktionen durch das Anheben bzw. Senken des pH-Wertes auf pH 10 bzw. 4, Stehen iiber Nacht und
anschlieBende Riicktitration der Proben mit | M HCl bzw. NaOH auf pH 7 vor der emneuten [njektion in das
SEC-System zeigte keine erkennbare Auswirkung auf die Molekiilgroflenverteilung (Chromatogramme nicht
dargestellt). Daher kann auch fiir die verwendete Aldrich-HA davon ausgegangen werden, daB die durch SEC
erhaltenen MolekiilgroBentraktionen iiber einen lingeren Zeitraum stabil sind. Prinzipiell kénnen die Fraktionen
somit einer Offline-FQT-Analyse unterzogen werden. Damit 145t sich - mit deutlich geringerer Gréllenauflisung
als durch Online-FQT - die Abhingigkeit des Kpoc-Wertes von der Molekiilgrofle bzw. Molmasse der HA
untersuchen.

Problematisch ist hicrbei jedoch, dafll fiir die Offline-FQT-Experimente, trotz Verwendung einer
volumenreduzierten Kiivette, ein gréBeres Lésungsvolumen benétigt wird. Eine Erhéhung der aufgegebenen
HA-Konzentration oder die Verwendung einer groferen Probenschleife waren nicht méglich, da sonst die
Gefahr der Uberladung der analytischen SEC-Saulen bestand. Das Sammeln der Eluatfraktionen von bis zu 20
Analysenliufen ergab so ausreichende Volumina der Fraktionen fiir die Offline-Analysen (FQT- und DOC-

Experimente).
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Tab. 4-12: Resultierende log Kpoc-Werte (£ Gesamifehler) fiir Pvren bei Offline-FQT-Messung von drei durch
SEC-Analvsen erceugte Aldrich-HA-Fraktionen (0.1 M NaNO; pH 7). [FE-Korrektur nach
Lakowicz.  Anregungs-/Emissionswellenldnge: 333 nm / 393 nm. Bestimmung der DOC-

Konzentration in den einzelnen Fraktionen mittels DOC-Detektor. Fehlerangaben als £ o

Probe Cpoc /mg-l ¢ lng Kpoc

SEC-Fraktion I (33,7 - 16,9 kDa)™ 6,1 1.1 5,19 £0.20
SEC-Fraktion 2 (16,9 — 8.5 kDa) 152+08 477 +0,19
SEC-Fraktion 3 (8.5 — 4,3 kDa) 12,7+£3,7 4,98 =024

Die erhaltenen Ergebnisse weisen den gleichen Trend wie die Online-FQT-Experimente auf: Die beiden
Fraktionen der Randbereiche des SEC-Peaks besitzen héhere log Kpoc-Werte als Fraktion 2, die einer mittleren
MolekiilgroBe entspricht und den groBten Teil der Masse der aufgegebenen Aldrich-HA-Probe reprisentiert. Der
Wert fiir diese Fraktion liegt mit 4,77 + 0,19 iiber dem Wert, der fiir den Plateaubereich bei vergleichbarem
Retentionszeitbereich der Online-SEC/FQT-Analyse erhalten wurde (4.3 bis 4.4); er stimmt allerdings innerhalb
der Fehlergrenzen mit dem Wert, der fiir die unfraktionierte Aldrich-HA-Probe in 0,1 M NaNO; erhalten wurde,
iiberein. Die Werte fiir die DOC-Konzentration der Fraktion | und 3 sind aufgrund der geringen Konzentration
in diesen Fraktionen und durch deren Bestimmung mittels des DOC-Detektors mit einer gréfBeren Unsicherheit
belastet (relative Standardabweichung der Mittelwerte o von 17,5 % fiir Fraktion | bzw. 29.1 % fiir Fraktion 3
gegeniiber 5.4 % fiir Fraktion 2). Dies spiegelt sich besonders im héheren Gesamtfehler des log Kpoc-Wertes der
Fraktion 3 wieder.

Aus den obigen Werten fiir die Kjoe-Wert der drei getrennten MolekiilgraBenfraktionen liBit sich somit - wie
auch aus den Online-Experimenten - kein sicherer Nachweis fiir einen deutlich erhéhten Sorptionskoeftizienten
eines bestimmten Molekiilgroflenanteils der Aldrich-HA ableiten.

Als Mittelwert des log Kpoe aller drei SEC-Fraktionen ergibt sich ein Wert von 4.92. Hierbei wurden die
einzelnen log Kpoc-Werte entsprechend ihrer Konzentrationsverhdltnisse (als einer ihres Massenanteils
vergleichbaren Grofie) gewichtet. Der so gemittelte Kpoe-Wert liegt also in einer Groflenordnung, wie er fiir das
System Pyren/Aldrich-HA in ciner 0,01 M NaNO;-Losung erhalten wurde, obwohl hier - durch die SEC-
Fraktionierung bedingt - eine 0,1 M NaNO;-Lésung vorlag. Eine Erkldrung dafiir kann nicht gegeben werden, es
sei aber nochmals auf die relativ grofen Fehlerbereiche hingewiesen, die einen absoluten Vergleich zwischen
verschiedenen experimentellen Herangehensweisen fragwiirdig erscheinen lassen.

Die stets niedrigeren log Kpoc-Werte der Online-Analysen lassen sich durch die obigen Ergebnisse nicht ohne
weiteres erkliren. Die Tatsache, daf alle Offline-FQT-Experimente nach vorheriger Begasung der Losungen mit
N, durchgefiihrt wurden, liefert moglicherweise eine Begriindung abseits von lonenstirke-Effekten. Die
Anwesenheit von O; kann in den Online-Experimenten nicht ausgeschlossen werden. Zwar wurde der Eluent vor
und wihrend seiner Verwendung durch Anlegen von Unterdruck entgast, wie effektiv O, entfernt oder ob es
durch das nachtrigliche Zudosieren der Pyren-Losung erneut eingetragen wurde, kann nicht beantwortet werden.
Gleiches gilt fiir die Durchfiihrung des Semi-Batchversuches mit dem Online-Autbau. Da O, als dynamischer

Quencher gilt, wire das Ergebnis eine schwer zu interpretierende Uberlagerung von statischen und dynamischen

Y Die Molmassenbereiche wurden aus den jeweiligen Fraktionsgrenzen und der Funktion zur Kalibierung der SEC-Siulen mit PSS-
Standards berechnet.
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Quenchprozessen.

Die in dieser Arbeit gemessenen Datensiitze - Online- und Offlinedaten - stehen im Einklang mit der Aussage.
daB nur relativ geringe Unterschiede im Sorptionsvermdgen von HA-Fraktionen gleicher Provenienz. aber
unterschiedlicher Molekiilgrofie bestehen (< Faktor 3 in den Kyoc-Werten). Neben dieser zentralen Aussage gibt
es Hinweise darauf, daB mittlere Molekiilgroien-Fraktionen etwas geringere Sorptionskoeffizienten aufweisen
als kleinere und gréBere Fraktionen (ca. Faktor 2).

Eine (gedankliche) Extrapolation der Grofe von geldsten Huminstoffmolekiilen tiber den hier untersuchten
Bereich hinaus fiihrt zu partikuliren HSs. Deren Sorptionsvermégen fiir HOS ist in der wissenschaftlichen
Literatur ausfiihrlich dokumentiert [SABLIC 1995, BAKER 1997, SETH 1999]. Aus dem vorliegenden,
umfangreichen Datenmaterial kann man entnehmen, daB geloste und partikulire HSs gleicher Provenienz
dhnliche Sorptionskoeffizienten besitzen. Obwohl eine Reihe von Griinden die Aussagekraft eines solchen
Vergleiches mit Bezug auf die MolekiilgroBe abschwiichen (z. B. unterschiedliche ,Porenstruktur® in kolloidal-
geldsten und partikuldren Sorbentien), unterstiitzt er doch die prinzipielle Aussage dieser Arbeit, wonach bereits
relativ kleine HA-Molekiile oder -Aggregate (< 5 — 10 kDa) iiber das voll ausgepriigte Sorptionsvermdgen dieser
Stoffklasse fir HOS verfiigen. BALCKE [2000] konnte z. B. fiir eine kommerzielle HA (Roth) zeigen, dal der
Einfluf der HA-Speziation auf deren Sorptionspotenzial fiir PAKs gering ist. Fiir Pyren erhielt er mit Hilfe der
SPME-Methode folgende Sorptionskoeffizienten: log Kuoee wa = 339 log Kpsrickr = 35.62:
log Kjia-couting = 3.70.

Trotzdem ist es verniinftig anzunchmen, daB geloste Sorbentien eine MindestgroBe besitzen miissen, um mit
HOS von der GroBe eines PAK-Molekiils hinreichend bestindige Wechselwirkungen einzugehen, die als
;Sorption* (z. B. als statische Fluoreszenzldschung bei der FQT oder als Aktivititsabsenkung bei der SPME-
Methode oder als Loslichkeitserhdhung bei der Solubility-Enhancement-Methode) detektiert werden kénnen.
Gleiche DOC-Konzentrationen in Form von geldsten niedermolekularen HOS, z. B. 100 ppm Toluol in Wasser,
bewirken keine solche Wechselwirkungen [KOPINKE 1997]. Das Sorbens HA geht also eine individuelle
Wechselwirkung mit dem Sorptiv Pyren ein, statt {iber einen ,anonymen* Cosolvens-Effekt die Eigenschaften
der wiflrigen Losung zu modifizieren, Fiir diese individuelle Wechselwirkung ist offenbar eine Mindestgrafie
der hydrophoben Domine im Sorbens erforderlich. Fiir Pyren (MW = 202 gmol”', 16 C-Atome) als
Sorptivmolekiil wire eine Domidne mit mindestens ebenso vielen C-Atomen plausibel. Die tatsichlich
notwendige untere Grenze fiir HA-Molekiile kann aus den Daten der vorliegenden Arbeit nicht abgeleitet

werden. Abb. 4-30 lifit eine solche Untergrenze bis zu einer MolekiilgréBe von ca. 0,8 kDa nicht erkennen.
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49 SPME

Nachfolgend seien die Ergebnisse der Headspace-SPME-Analysen kurz dargestellt. Der Verteilungskoeffizient
wurde mit Hilfe von Gl 2-57 berechnet. In diesem Fall betrug a = | (gleiche Pyren-Konzentration in HA- und
Referenzldsung). Die DOC-Konzentration wurde aus der eingewogenen Masse an entaschter Aldrich-HA und

deren Kohlenstoffgehalt (58.3 Ma%) berechnet und mit der GroBeneinheit [kg'l'] in die Gleichung eingesetzt.

Tab. 4-13: Ergebnisse der SPME-Analyvsen. Es wurden zwei Ansdize hergestellt und eine vierfache Bestimmung
der Peakflichen (GC-MS) hei Anwesenheit von 200 mgl' entaschter Aldrich-HA (DOC-
Konzentration = 116,6 mg-l ) (0,01 M NaCl) im Vergleich zur Peakfliche von Pvren derselben

Konzentration (50 ppm) in Wasser durchgefiihrt.

Ansatz/Analyse 141 1/2 173 1/4 /1 2/2 2/3 2/4 Mittelwert +

log Kpoc 4.85 4,77 5.04 5.10 4.99 5.01 4.86 5,20 498 £0.14

Der mittels der SPME fiir das System Pyren/Aldrich-HA bei pH 7 bestimmte log Kpoce betrigt 4.98 £ 0,14 und
stimmt damit gut mit dem Offline-FQT Wert von 4.97 £ 0,16 (Tab. 4-9) iiberein. GEORGI [1998] hat fiir eine
Vielzahl von FA und HA deren Sorptionsvermdgen fir HOS mittels SPME bestimmt. Dabei erhielt sie log
Kpoc-Werte flir die Sorption von Pyren im Bereich von 4,01 £ 0,18 fur eine FA aus einem Braunwassersee
(HO10-FA) bis 5,02 +0.07 fir eine HA aus einer Schwelwasserdeponie (SV-TW-HA). Die kommerziell
erhiltliche, braunkohlestimmige Roth-Huminsdure besitzt einen log Kpoe-Wert fiir Pyren von 495 £0,07.
Dieses Ergebnis fiir die Roth-HA ist gut mit dem der Sorptionsexperimente an Aldrich-HA vergleichbar, da
letztere ebenfalls braunkohlestimmig 1st.

Einen Vergleich zwischen den mittels der SPME-Methode und der FQT ermittelten Kpoe-Werte flihrten DOLL et
al. [1999] und MACKENZIE et al. [2002] durch. Ubereinstimmend erhielten die Autoren hohere Werte fiir den
KE%TC -Wert als fur den KI¥F -Wert des gleichen Systems. Sie begriindeten dies damit, daf die beiden
Sorptionskoeffizienten unterschiedliche Wechselwirkungszustinde des Analyten mit dem Sorbens beschreiben.
Der durch die SPME gemessene Sorptionskoeffizient stellt einen aktivititsbasierten Verteilungskoeffizienten
dar, wihrend der mit FQT gemessene ein konzentrationsbasierter Sorptionskoeffizient ist. Derartige
Unterschiede in den Sorptionskoeffizienten von SPME und FQT konnten in dieser Arbeit jedoch nicht

festgestellt werden.
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4.10 Ergebnisse und Diskussion der Isotopenfraktionierungsexperimente

4.10.1 Einstufiger Sorptionsversuch (Batchexperiment)

Das Ziel dieses Versuches war die Untersuchung des Ausmalies der [sotopenfraktionierung, das durch einen
Sorptionsschritt hervorgerufen wird. Die Sorptionsrate, die dem Quotient aus der sorbierter Stoffmenge Analyt
(Nyoitien) dividiert durch die gesamte Stoffmenge Analyt (Ngesare) entspricht, wurde aus den experimentellen Daten
unter Berlicksichtigung der unterschiedlichen Konzentrationen der Analyten in der wilirigen und der
huminstoffthaltigen Losung ermittelt. Mittels GC-MS-Analysen wurde so in Anwesenheit von 100 al!

Huminsiure eine Sorptionsrate von 97 % fiir Cyclohexan bzw. von 80 % fiir Toluol bestimmt,
Y

Aus den GC-C-irMS-Analysen der Headspacephase™ wurden fiir Cyclohexan und Toluol die folgenden

Mittelwerte und deren Vertrauensintervalle (P =95 %) der 8" C-Werte erhalten:

Tab. 4-14: Minelwerte wund Vertrawensintervalle (P = 95 “0) aus den GC-C-irMS-Analvsen  der
Headspacephase.

Substanz Mittelwert 6°C Wasser /%o Mittelwert 8 "C Huminsdure-Suspension /%o

Cyclohexan -303+£0,5 -30,1 205

Toluol -28,0+0.3 -27.7+£0.2

Ein Vergleich der beiden Mittelwerte fiir Wasser und die Huminstoff-Losung mittels cines t-Tests [DOERFFEL
1987] ergab, dall fur die beiden Mittelwerte sowohl beim Cyclohexan, als auch beim Toluol mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95 % kein signifikanter Unterschied besteht.

In Analogie zu den Ergebnissen von SLATER et al. zur einstufigen Sorption an Graphit bzw. Aktivkohle [SLATER
2000] bewirkt offenbar auch die Sorption an Huminsiure im Verlauf einer Gleichgewichtseinstellung keinen

meBbaren Isotopenfraktionierungseftekt.

Zur quantitativen Beschreibung der Sorption an OC und bei isotopenaufgeldsten  Vergleichen der
Sorptionseigenschaften wird in der Literatur tiblicherweise der Koc-Wert verwendet. Dieser Verteilungs- oder
Sorptionskoeffizient stellt das Verhilmis zwischen der Konzentration des sorbierten Anteils (bezogen auf die
Masse des Sorbens, ¢* i) und der Konzentration des frei in der wiiBirigen Phase gelosten Anteils des Analyten
(bezogen auf das Volumen der wilirigen Lasung, cn) dar. Gleichwertig dazu kann die Konzentration des
sorbierten Anteils ebenfalls auf das Lasungsvolumen bezogen werden: Cypmien = €*sarbien * Coc. Die Summe beider

Analytkonzentrationen (Cogbiert + Cirei) entspricht der Gesamtkonzentration (€yes) des Analyten in der Losung.

' Bei Anwendung der GEC-C-irMS-Analytik zur Bestimmung der Isotopenverteilung unpolarer Substanzen beim Ubergang aus reiner Phase
bzw. wiillriger Lisung in dic Gasphase konnten SLATER et al. zeigen, daB innerhalb der Meligenauigkeit der Methode kein
[sotopeniraktionierungseffekt nachweisbar ist [SLATER 1999].
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€ orbiert 1 _ Coes ~Crei ! Cues

=i

Gl. 4-7 Koe =
Ciei  CoC Cirei Coc Cirei Coc

Aus den experimentellen Daten wurden die log Koe-Werte fiir Cyclohexan und Toluol bei Sorption an Roth-
Huminsiiure berechnet’™ und sind in Tab. 4-15 Literaturwerten gegeniibergestellt. Die Literaturwerte stellen
bewertete Ergebnisse aus verschiedenen Bestimmungsmethoden und Huminsduren unterschiedlicher
Abstammung von mehreren Arbeitsgruppen dar. Die Abweichungen der eigenen experimentellen Ergebnisse
von den Literaturwerten kénnen also zum Teil auf die verwendete Methode und die Herkunft der Huminsiure
zuriickgeflihrt werden. Dartiber hinaus erschwert sicherlich die hohe Fliichtigkeit des Cyclohexans bei der
angewandten Methode eine exakte Bestimmung des log Kyc-Wertes fiir diese Substanz. Die genaue Bestimmung
der Kge-Werte war fiir die Auswertung nicht notwendig, es sollte hier lediglich die Gréfienordnung des

Sorptionsgrades ermittelt werden.

Im Gegensatz zu einigen in der Literatur beschriebenen Versuchen wurden in den hier durchgefiihrten
Experimenten keine vollstindig ‘C-markierten Substanzen verwendet. Die zitierten Autoren haben so von
diesen vollstindig markierten Substanzen lediglich die unmarkierten Substanzen als zweite Molekiilart
unterschieden. A priori miissen aber neben Stellungsisotopomeren noch Molekille mit einem, zwei, drei usw.
“C-Isotopen im Molekiil unterschieden werden. Aufgrund der geringeren relativen Hiufigkeit des Be-Isotops
sollten aber fiir niedermolekulare Verbindungen von den méglichen Isotopomeren die rein *C-haltigen und

_r 3 2 3 : 16 i i s n r
solche mit einem “C-Atom weit tiberwiegen. Deshalb wurden in dieser Arbeit in erster Niherung nur zwei in

ihrem Sorptionsverhalten unterschiedliche Arten von Molekiilen betrachtet: solche ohne und solche mit einem
“C-Atom (Isotopomere). Weiterhin wurde angenommen, daB sich bei letzteren Stellungsisotopomere nicht in
ihrem Sorptionsverhalten unterscheiden Diese Annahme ist jedoch weder theoretisch begriindet noch

experimentell bewiesen. Fiir das Verhiltnis der Ky-Werte der beiden Kohlenstoffisotopomere ergibt sich so:

s
| [t
Ko, oA ¢
OC frei oc
Gl 4-8 e
oc e 1
[k}
C .
€ frei Coc

Nach Umstellen der vorstehenden Gleichung erhilt man den folgenden Ausdruck:

]
Cues
12 1 13
“C o o C
. Koc “Coc +1 | Cri C frei
Gl. 4-9 o =g =
Kl:)C “Coe + 1 Cges‘
13
Ll
Cirei
** Dabei wurde vereinfachend angenommen, dafi fiir die verwendete Roth-Huminsdure gilt: coc = 0.5 com-

' Denkbar ist auch der Fall, dal ein Molekiil zwei (oder sogar mehr) "C-Isotope besitzt. Der Anteil derartiger Molekiile an der Gesamtheit
ist aufgrund der geringen natirlichen Hiufigkeit des ""C-lsotops von 1,1 % jedoch vernachldssigbar gering.
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Hierin sind die Quotienten der frei geldsten Konzentrationen ( ¢ ; ) und der Gesamtkonzentrationen (¢ .. ) der

rel e
Isotopomeren in Losung als Terme erhalten. Diese lassen sich entsprechend der Definition fiir R (vgl. Gl. 2-58)

dem Wert von R yg bzw. Ry, wie folgt zuordnen:

CI\CW (CHL
Gl.4-10 =Rus bzw. |5 =Ryp
C

Da die R-Werte nicht fiir dic fliissige Phase, sondern mittels der Headspaceanalyse fiir dic Gasphase (R')
bestimmt wurden, weichen thre Absolutwerte aufgrund des durch den Verdampfungsvorgang verursachten
[sotopenfraktionierungseffektes (vgl. Kap. 2.6) geringfiigig und systematisch von den Werten der fliissigen
Phase ab. Bei der Bildung des Quotienten heben sich diese systematischen Abweichungen aber gegenseitig auf’

Der Quotient (Ryg/RYy ) besitzt den gleichen Zahlenwert wie der Quotient (Rys/Ryy ). Somit lassen sich

die durch die Headspaceanalyse gewonnenen R*-Werte hier einsetzen. Aus der in GI. 4-10 genannten Zuordnung

folgt:

Gl 411 Koc “Cac +1 _ Ry

11
C a
Koc -ege +1 Ripo

Unter der Voraussetzung, dali Koc - coc >> 1 ist, 1t sich die Gleichung vereinfachen zu:

Gl. 4-12 =—" @

Aus den experimentell ermittelten Verhilmissen der Kohlenstoffisotope (RH‘[, bzw.RHSJ kann somit das

Verhéimis der Koc-Werte der beiden stabilen Kohlenstoffisotope erhalten werden. Dieses soll mit o’ bezeichnet
werden.
Bezichen sich die gemessenen 8'°C-Werte auf den gleichen Standard (Rg,), so kann anhand der folgenden

Gleichung [CLARK 1997]

R 53C ) +1000
Gl 4_13 HS _ ( )Hh

Ryo (SHC)HIO +1000

der o’ -Wert direkt aus den 8"*C-Werten berechnet werden.
Der Wert von o ist das Mal} flir einen thermodvnamischen Isotopenfraktionierungseffekt. o’ ist nicht mit dem
binlagischen (kinetischen) Isotopenfraktionierungsfakior (o) identisch, da letzterer ein MaB fiir den Unterschied

in den Abbaugeschwindigkeiten von zwei [sotopomeren ist (z. B. a =k nelkng )
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Wie bereits oben gezeigt wurde, sind die Unterschiede in den §"°C-Werten der Analyten iiber der wiilirigen
Lésung bzw. Huminsiuresuspension nicht signifikant und damit mit der angewandten Methode nicht
nachweisbhar. Trotzdem lalit sich aus den obigen Daten ein maximal maglicher - mit der Methode gerade nicht
mehr nachweisbarer - Unterschied in den Verteilungskoeffizienten abschidtzen. Der Fehlerbereich fir die a'-

Werte ergibt sich aus den Vertrauensintervallen der gemessenen 8'*C-Werte.
g g

Tab. 4-15: Experimentell ermittelte Werte und Literaturwerte fiir log Koc wund  thermodvnamische

Isotopenfraktionierungsfaktoren (¢') bei der Sorption an geldster (suspendierter) Huminsdure.

Substanz log Koe (Exp.) log Koe (Lit.) a’
Cyclohexan 2.81 3,447 0,9998 +0,0010
Toluol 1,90 2,26% 0,9997 +0,0006

Aus dem einstufigen Serptionsexperiment kann die Schlufifolgerung gezogen werden, dafl der Unterschied in
den Sorptionskoeffizienten der Kohlenstoffisotopomere fiir Cyclohexan bei 0,9988 < «” < 1,0098 und fiir Toluol
bel 0,9991 < o’ < 1,0003 liegt. Ein Vergleich mit den maximal zu erwartenden o'-Werten, die HARRINGTON et
al. mit threr Methode aus den Untersuchungen mittels mehrstufiger Sorption auf einer RP-HPLC-Saule fiir
vollstindig C-markiertes Benzol (0.986 < o’ < 1.014) bzw. Toluol (0,988 < &’ < 1,012) berechnet haben (vgl.
Kap. 2.6), zeigt, daB die Werte in Tab. 4-15 einen um mindestens eine Grdflenordnung kleineren
Fraktionierungsetfekt (o.” - 1) belegen [HARRINGTON 1999]. Der hier angewandte methedische Ansatz ist also

deutlich empfindlicher als der von HARRINGTON et al. verwandte.

4.10.2 Isotopenfraktionierungsexperimente mit einer RP-HPLC-Siule

Das einstufige  Sorptionsexperiment  (vgl. Kap. 4.10.1) zeigte i(einen nachweisbaren  Isotopen-
fraktionierungseffekt. Um die Empfindlichkeit der Methode weiter zu steigern, wurde die Elution von Analyten
iiber eine RP-HPLC-Siule als ein vielstufiger Sorptions-Desorptions-Prozef3 durchgefiihrt. Dadurch wird das
Ausmal} eines [sotopenfraktionierungseffektes verstirkt. Der Verlauf der Naphthalinkonzentration, die aus den
GC-MS-Analysen der 40 einzelnen Fraktionen erhalten wurde, stimmt sehr gut mit dem Verlauf des UV-Signals
wiihrend der Fraktionierung iiberein.

In der nachfolgenden Abbildung sind der Verlauf der Gesamtkonzentration unabhéngig vom Isotopenmuster,

sowie das [sotopenverhiltnis der einzelnen Fraktionen fiir Naphthalin dargestellt

3

" aus [EPA 1996
* aus [SANGSTER 1989]
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Abb. 4-37: Verlauf der Naphthalin-Konzentration in den 40 Fraktionen (ermittelt durch GC-MS-Analyse) und
der Isotopenverhiilmisse —~ dargestellt aly Mittelwert + Vertrauensintervall (P = 95 %) der & Werte
(ermittelt durch GC-C-irMS-Analyse). sowie Isotopenverteilung des Ausgangsmaterials (5°C =

-20.1 = 0,7 %o).

Bei zweimaliger Versuchsdurchfithrung mit identischen Resultaten wurde fir Naphthalin qualitativ der gleiche
Verlauf der [sotopenfraktionierung wie von [CAIMI 1997] (vgl. Kap. 2.6) auf einer priparativen RP-Cy-Siule fiir
Hexadecansiuremethylester gefunden: Gegenilber dem Ausgangsmaterial mit einem 8"°C-Wert von -26.1 %o
wird fiir den Beginn des eluierenden Peaks eine starke Anreicherung des ”C—Isotops gefunden (-18.2 bzw.
-20.,5 %o). Der 8"C-Wert nimmt dann drastisch ab. Die Fraktion mit der hochsten Naphthalinkonzentration
besitzt noch einen Wert von -23,7 %o. Im weiteren Verlauf sinkt das Verhdltnis unter den 8-Wert des
Ausgangsmaterials auf einen minimalen Wert von -28,5 %o ab und steigt im hinteren Bereich des Peaktailings
wieder bis in den Bereich des 5-Wertes des Ausgangsmaterials an. Eine magliche Erklirung fiir den
Wiederanstieg der 3-Werte im hinteren Teil des Peaks ist darin zu sehen, daB hier Naphthalin-Molekiile aus der
Siule cluieren, die einem nicht-idealen chromatographischen Prozefl unterlagen. Das Peaktailing konnte

beispielsweise auf das Vorliegen von Totvolumina zuriickzufiihren sein.

Wie Abb. 4-37 zeigt. konnte ein Isotopenfraktionierungseffekt auf der HPLC-Saule nachgewiesen werden. D. h.,
es mull ein Unterschied in den Verteilungskoeffizienten der Kohlenstoffisotopomere vorliegen. Dieser
Unterschied soll anhand eines Modells im Folgenden berechnet werden.

Als Konzentrationsverlauf fiir das “C- und das "“C-Isotopomer sollte - bei idealer chromatographischer
Trennung - jeweils ein gauBformiger Peak erwartet werden, Die Maxima der beiden Peaks des *C- und des '*C-
Isotopomers sollten schr eng beieinander liegen, d. h. im Bereich des Maximums fiir den Gesamtkohlenstoffpeak
(GC-MS- bzw. UV-Peak). In diesem Bereich besitzt der Gesamtkohlenstoffpeak anniihernd eine Gaulitorm. Der

Verlauf der 8"°C-Werte als Funktion der Retentionszeit kann hier niherungsweise als Gerade beschrieben
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werden. Zur Bestimmung der Retentionszeiten der Peakmaxima der '*C- und “C-Isotopomere wurde nur der
Bereich um das Peakmaximum des Gesamtkohlenstoffpeaks beriicksichtigt. Es wurde davon ausgegangen, dal}
in diesem Bereich die Substanz am ehesten unter idealen chromatographischen Bedingungen eluiert. Der Verlauf
der Anderung der Isotopenverhiltnisse wurde als Ergebnis einer lincaren Regressionsanalyse der drei
Datenpunkte um das Peakmaximum erhalten. Die Datenpunkte (dargestellt als gefiillte Kreise), sowie die Gerade

mit der dazugehérigen Geradengleichung sind in der nachfolgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 4-38: Verlauf der Naphthalin-Konzentration bei Elution iiber die HPLC-Sdule (vgl. Abb. 4-37) und
Aufiragung der Isotopenverhéltisse von *C und BC als 8°C-Werte der einzelnen Fraktionen. Die
drei ausgefiillten Svmbole repriisentieren die SC-Werte um das Peakmaximum (e = 10.4 min).

Das Ergebnis der linearen Regressionsanalyse fiir diese drei Werte ist im Diagramm dargestellt.

Der Konzentrationsverlauf einer eluierenden Substanz in Form eines idealen Peaks liBt sich in der
Chromatographie durch eine Gleichung auf der Basis einer GauB-Verteilung beschreiben [LEIPNITZ 1970]. Der
Verlauf der Analytkonzentration, ausgedriickt als Konzentration an Analvtkohlenstoff im Eluenten ([Cy.]) mit

[Coesl = [*C] + [°C], wurde in Abhingigkeit von der Bruttoretentionszeit (t,) daher wie folgt modelliert:

Lt

n, 1

B —
vV V2r-o

o

Gl. 4-14 [Cw]z

Hierbei entspricht nyder in den Volumenstrom des Eluenten ( V) injizierten Kohlenstoffmenge des Analvien. Der
Wert fiir die Standardvarianz der GauB-Verteilung o errechnet sich aus der Breite in halber Peakhihe (bys)

dividiert durch den Wert 2,35. t,,, ist die Retentionszeit des Maxinums des UV-Peaks.
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Durch Umstellung der 6-Wert-Definition (Gl. 2-60) und Einbezichung der durch lineare Regression ermittelten
Geradengleichung fiir "C=f)=a- L + b (siche oben) kann die Gesamtkonzentration an Kohlenstoff in die

Anteile fiir *C und "C aufgeteilt werden:

(CET,
il 4-15 = +1|-Rg,
Probe

g 1000

Gl 4-16 [”C} _EH—C'I-R
| e -1 L1000 *
e
—41|-Ry
[c] \|000+1 > ;
Gl. 4-17 _ :
[Cza:s] 5 I li
¢ [+ ——[-Rg, +1 fb-l.?c
L 1000 8 C e
Lmoo )
12 13
Gl 4-18 [ee] | [3]

Durch Einsetzen von Gl. 4-17 bzw. Gl. 4-17 und Gl. 4-18 in Gl. 4-14 erhiilt man den Verlauf der (idealisierten)
*C- bzw. "C-Peaks als f(t), wobei fiir den Wert von 8°C hier der Term der Geradengleichung der linearen

Regressionsanalyse der drei Datenpunkte um das Peakmaximum des jeweiligen Substanzpeaks eingesetzt wurde.
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Die Lage der Peakmaxima konnte durch numerische Ermittlung der jeweiligen Nullstelle der ersten Ableitung
dieser beiden Gleichungen fir den Verlauf des “C- bzw. "C-Peaks unter Zuhilfenahme von Microsoft Excel mit
einer Genauigkeit von =0,0001 min bestimmt werden. Die nachfolgende Tabelle zeigt die Ergebnisse der

Berechnungen.

. ; . . ; 2 i3
Tab. 4-16: Ergebnis der Modellierung der Retentionszeiten der Maxima der > C- und “C-Isotopomerenpeaks.

Substanz Retentionszeir Maximum '=C /min Retentionszeit Maximum " C /min

Naphthalin 10,4000 10.3990

Verwendet man als Normierungsfaktor (f) die relativen Atom-Hiufigkeiten von "*C und "C des eingesctzten,

nicht-chromatographierten Naphthalins mit f,,, = Fe +fu. =1und

Gl 4-21 S
Gl. 422 [5c)=fue - [C )
so fithren diese Terme in Gl. 4-14 eingesetzt zu:
(totuas |
Gl 4-23 [Fe)eto, 2L 3

Gl. 4-24 s W T R
v

Setzt man die oben berechneten Retentionszeiten fiir die Kohlenstoffisotopomeren und die Werte fiir £ (mit

fizp =0.98917 und f;. =0,01083) in Gl. 4-23 baw. Gl. 4-24 ein, so erhiilt man den nachfolgend dargestellten

Konzentrationsverlauf fiir *C bzw. '"C (zur besseren Darstellung mit dem Faktor 100 multipliziert). Der &'°C-
Verlauf, der sich aus dem Verhiiltnis der *C- und "C-Konzentrationen berechnen Lifit, ist als Datenpunktreihe
mit der Ausgleichsgeraden einer linearen Regressionsanalyse dargestellt. Man erkennt, daB die Uberlagerung
dieser beiden gauliformigen Peaks tatsiichlich in sehr guter Niherung durch eine Gerade beschrieben werden
kann. Dies wurde fir das Modell als Niherung vorausgesetzt und wird hier bestitigt. Eine theoretische
Begriindung fiir diese (zundchst empirische Approximation) liefert folgende Ableitung. Aus Gl. 4-14 ergibt sich
mit 8°C; = 1000 - (R;/ Ry, — 1) bzw. R, = (5"C, / 1000 + 1) - Rg;:™

Y Unter der Niherung, daf o fiir beide Isotopomeren identisch ist.
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BC] 6[3(:‘
Gl. 4-25 In =|nR; =Inl +1[-Rg =

Unter Anwendung der bekannten Niherung lim x — 0 von In(1 + x) = x folgt daraus

1000 [ . ¥ 1000 1 |2 1 |2 5
Gl. 4-26 "SHCI =—1'(trmlt.\ - \‘mfx )' e ) '{tllﬂucx] _J:tr‘n.ii] -2 -In RS[]_
(o2 Fila i

Dies ist die oben postulierte lineare Funktion 5"°C; = f(t,). Thre Steigung ist proportional zur Differenz der

Peakretentionszeiten der beiden Isotopomeren.
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Abb. 4-39: Naphthalin-Peak aus Modellierung mit Gaufifunktion und Berechnen der Retentionszeiten der

Peakmaxima fiir "C (10,4000 min) und " C (10,3990 min), sowie resultierende JC-Werte.

Eine Verkniipfung von apparativen, den Sdulentyp kennzeichnenden Groflen mit dem Verteilungskoeffizienten

zwischen stationirer und mobiler Phase findet sich bei [DOERFFEL 1990]:

v, K
Gl. 4-27 K=K —=—
p
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Der dimensionslose Retentionsfaktor™ (k') ist danach dem Verteilungskoeffizienten (K) direkt proportional. Der
Kehrwert der Proportionalititskonstante wird als Phasenverhdltnis (B) bezeichnet. Es ist der Quotient der
Volumina der mobilen und stationéiren Phase in der Trennsiule (V,, / V.). Der Wert von B ist hier fiir alle
Isotopomeren gleich.

Mit Hilfe von k” kann das Elutionsverhalten von Substanzen bei unterschiedlichen Sédulenparametern (Lénge,
Durchmesser, Flieigeschwindigkeiten. usw.) verglichen werden. Er wird aus der Peakietentionszeit (toex) und
der Torzeir (ty) wie folgt berechnet [UNGER 1989]:

Trax — ty

Gl. 4-28 k'=
Ly

Der Wert fiir oo als Verhiltnis zweier Verteilungskoeffizienten K wie auch die Koo-Werte des Siulenmaterials
(Gl. 4-12) fiir beide [sotopomere lassen sich also unter Kiirzen der fiir die Isotopomeren identischen Werte von p
und ty als Verhdlinis der Nettoretentionszeiten (1, Mit G = Goae — i) der Peakmaxima fiir °C und *C wie

folgt berechnen:

K¢ ¢
GI, 4_29 a. = - s ﬂ‘_I“.!.\
(3] g

ninax
[m Fall des Naphthalins errechnet sich bei einer Totzeit fiir die HPLC-Siule von t; = 1.85 min ein Wert von

. 10400 min—1.85min
e —

10,399 min— 1,85 min

=100012.

Dieser Fraktionicrungseffekt (o - 1) ist um zwei GroBenordnungen geringer als der von HARRINGTON et al,
angegebene Unschirfebereich fiir die Fraktionierung von unmarkiertem und vollstindig “C-markiertem Toluol
(@ =1£0.012) bzw. Benzol (o = | £0,014) (vl Kap. 2.6) [HARRINGTON 1999].

Der Vergleich mit dem in 4.10.1 abgeschiitzten, maximal méglichen o' -Wert fiir Cyclohexan (0,9988 < o’
= 1.0098) bzw. fir Toluol (0.9991 < a’ < 1,0003) bei einstufiger Sorption verdeutlicht, warum erst durch
Verstirkung des [sotopenfraktionierungseffektes mit Hilfe einer HPLC-Trennsiule ein signifikanter Meleftekt

mit der GC-C-irMS-Methode nachgewiesen werden konnte.

* Der Retentionsfaktor (k) wird auch als Kapazititsfaktor oder —verhiltnis bezeichnet,
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4.10.3 Priiparation einer huminsidurehaltigen Siule

Um aquifernahe Bedingungen einzustellen, sollten als stationdre Phase Huminsdure und als mobile Phase
Wasser verwendet werden. Um fir die beabsichtigte GC-C-irMS-Analyse eine ausreichend hohe Konzentration
an Analyt in den Fraktionen zu erreichen, wurde bei Verwendung von Wasser als Eluent auf Toluol an Stelle von
Naphthalin als Analyt ausgewichen. Dies besitzt mit Sy = 520 me1” eine deutlich hohere Wasserloslichkeit

als Naphthalin (33 mg-1").

4.10.3.1 Partikulire Huminsdure als Sdulenfiillmaterial

Die Basizitit des Aldrich-Huminsiure-Na-Salzes (63 - 400 pum Fraktion) fiithrte wahrscheinlich zu einer
Anhebung des pH-Wertes des auf pH 2 eingestellten, HCl-sauren Wassers, infolge derer verstirkt partikulires
Material in Lésung ging. Dies fiihrte bereits withrend des Packens der leeren HPLC-Siule zur Verstoptung der
Sidule. Die H-Form der Roth-Huminsiure (63 - 400 pm Fraktion) hingegen ist unter den Bedingungen deutlich
schlechter loslich und es lieB sich eine befiillte Sdule herstellen. Unter Variation der Flufirate des Millipore-
Wassers (pH 2) von 0,5 bzw. 1,0 ml'min” wurden fiir die Analyte Toluol und Naphthalin keine diskreten Peaks
gefunden. Lediglich fir die Losemittel der Analyt-Stammldsungen (Toluol in Ethanol bzw. Naphthalin in
Methanol) wurden Peaks mit Retentionszeiten gefunden, die etwas iiber der des inerten Tracers KNOs lagen.

Es wurde vermutet, dal es aufgrund der relativ grolen Huminsiurepartikel (es wurde die Grofenfraktion 63 -
400 pm verwendet) und der daraus resultierenden langen intrapartikuliren Diffusionswege fiir die
Analytmolekiile zu einer extremen Verbreiterung der Peaks kommt. Somit sind sie aufgrund der geringen

Konzentration am Sdulenausgang nicht mehr detektierbar.

4.10.3.2 In einer Quarzsandsuspension ausgefillte Huminsiure

Um den Durchmesser der Huminsiurepartikel als stationiire Phase zu verringern und damit die Diffusionswege
der organischen Analyten in tiefere Schichten eines Huminsdurepartikels zu verkiirzen, wurde die geldste
Huminsiiure als Flockulat, durchmischt mit einem inerten Siulenfiilimaterial, ausgefillt.

Experimente mit diesem Siulenfiillmaterial fiihrten zu detektierbaren, jedoch extrem breiten Peaks. Aufgrund
der sehr niedrigen Trennstufenzahl wurde dieser Ansatz nicht weiter fiir Versuche zur Isotopenfraktionierung

verfolgt.
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4.10.3.3 Huminsiiure als Coating auf o- und y-ALO;

Da auch bei Verwendung von Huminsdureflockulat als Sdulenfiillmaterial kein zufriedenstellendes
Elutionsverhalten beobachtet werden konnte, sollte durch eine weitere Verkiirzung der Diffusionswege des
Analyten in der stationdren Phase eine héhere Trennstufenzahl erzielt werden. Dazu wurde die Huminsiure als
diinner Film auf der Oberfliche sowohl von o~ als auch y-Al,O; als Trigermaterial aufgebracht. Das y-AlLO;
besitzt dabei aufgrund seiner Porositit cine wesentlich gréBere spezifische Oberfliche.

Trotz Aktivierung der Obertliche des o-AlLOs-Trigermaterials mit HNO; bzw. durch eine kombinierte sauer-
alkalische Vorbehandlung, konnte fiir zwei KorngriBenfraktionen (74 - 149 und 10 - 44 um) nur eine maximale
Beladung mit organischem Kohlenstoff von 0,08 Ma% erzielt werden. Bei derart niedrigen OC-Gehalten ist nur
cine sehr geringe Retardierung von miBig hydrophoben organischen Verbindungen zu erwarten. Aus diesem
Grund wurde das Material nicht fiir Siulenversuche zur Isotopenfraktionierung eingesetzt.

Fiir y-AlLO; wurde aus einer Reihe von Ansitzen als bestes Ergebnis eine Kohlenstoftbeladung von 2.3 Ma%
erreicht.

Ein einstufiges Sorptionsexperiment (Batchexperiment) mit Naphthalin als Sorptiv und dem mit Roth-
Huminsiure beschichteten y-Al,Oy ergab einen Sorptionskoeffizient von log Kee = 2.47. Dieser Wert liegt in der
GroBenordnung eines Literaturwertes fiir Naphthalin von log Koe = 3.0 [EPA 1996].

Aus einer mit diesem Siulenfiillmaterial (vgl. Kap. 1.2.3.1) gepackten Siule eluierten sowahl Naphthalin als
auch Toluol mit schmalen Peaks, jedoch mit Retentionszeiten nahe der eines konservativen Tracers (Aceton). In
einem weiteren Versuch wurde die Sdule lediglich mit dem inerter Trigermaterial y-AlO; (ohne
Huminsdurebeschichtung) gefiillt und es wurden die gleichen Analytidsungen unter identischen Bedingungen
eluiert. Fir alle dret Substanzen wurden nahezu identische Retentionszéiten gefunden. wie fir die Siule. die
Huminsiure auf y-Al,O; enthielt. Die Aceton-Peaks besafien eine identische Form (Peakhéhe und -breite), die
Peaks des Naphthalins und Toluols zeigten aber im Vergleich zur huminsdurehaltigen Sidule héhere
Signalintensititen. Hieraus 1Bt sich vermuten, daf ein Teil des aufuegebenen Naphthalins bzw. Toluols an dem
organischen Anteil des Saulenfiillmaterials sorbiert. Der gréBere Anteil des Analyten eluiert jedoch weitgehend
ohne Wechselwirkungen mit dem Siulenfillmaterial z. B. iiber bevorzugte FlieBwege, wie sie durch eine
ungleichmifige Packung des Fiillmaterials in der Siule entstehen konnen. Moglicherweise ist fiir ein Material in
diesem KomgréBenbereich ein Packen unter Druck unerldfilich. Die hier verwendete Siule wurde jedoch nur

unter Anwendung von Ultraschall gepackt,

4.10.4 Isotopenfraktionierungsexperimente mit dem HPLC-Siulenmaterial, an das die

Huminsiiure kovalent gebunden ist

Nach mehreren Fehlversuchen mit Trennsiulen, die
¢ Huminsiurepartikel der Gréfie 63 - 400 pm enthielten,

e Huminsiure enthielt, welche zusammen mit SiO- und Eisennitrat aus einer Lésung gefillt wurde,
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e Huminsiure enthielt, die als Beschichtung auf a- bzw. y-Al-O; aufgebracht wurde,

wurde eine kovalent an das Trigermaterial gebundene Huminsdurephase pripariert (vgl. Kap. 3.9.3.4).

CH
¥ [
#-SItOH +  H,C,0-Si—{—CH;}5-NH,
¢ CH
-EtOH
AT
#=Si+0—Si——CHz}5-NH,
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Abb. 4-40: Schematische Darstellung der Reaktionen auf einer mit 3-Aminopropyi-dimethvi-ethoxysilan
modifizierten SiO»-QOberfliche: Kovalente Verankerung von Huminsdure (rechter Pfad) und

Abhdecken von nicht mit Huminsdure umgesetzten, freien Amino-Gruppen (linker Pfad).

Die obige Abbildung zeigt dabei die Reaktionen, die zur Verankerung der (Roth-)Huminsdure auf der
modifizierten Si0,-Oberflidche notwendig waren. Nach Waschen der Oberfliche wurden die Silanol-Gruppen
mit 3-Aminopropyl-dimethyl-ethoxysilan unter Freisetzung von Ethanol in einer Veretherungsreaktion
umgesetzt. Das so modifizierte SiO, wurde zu einer Huminsiure-Losung gegeben. Dabei reagieren die
Carboxyl-Gruppen der Huminsiure mit den Amino-Gruppen des modifizierten SiO, unter Wasserabspaltung zu
einer Amid-Bindung. Diese Bindung ist nach [YANG 1999] in einem pH-Bereich von 2.5 bis 7.5 stabil. Daneben
sind jedoch weitere Verkniipfungsreaktionen denkbar (z. B. 1.4-Addition an chinoide Strukturen). Durch die
sterischen Anforderungen der Huminsdure koénnen nicht alle oberflichlich gebundenen Amino-Gruppen
umgesetzt werden. Die freien Amino-Gruppen tragen eine positive Ladung (NH;"). Sie wiirden so zu einer
Nettooberflichenladung des Sidulenmaterials fithren, die fiir Huminstoffe ungewdhnlich ist und somit nicht das
.normale® Verhalten von Huminsidurecoatings oder der partikuldren organischen Substanz in einem Agquifer

widerspiegeln. Die freien Amino-Gruppen wurden deshalb in einem weiteren Reaktionsschritt abgedeckt.
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Wiihrend in der Arbeit von [KOOPAL 1998] N-(3-dimethylaminopropyl)-N -ethylearbodiimid-Hydrochlorid
(EDC) noch als Verankerungsreagenz fiir die Huminsiure verwendet worden war, wurde es hier als
Kondensationsreagenz zusammen mit Na-Acetat zur Umsetzung der freien Amino-Gruppen verwendet. Der
Komplex aus EDC und Na-Acetat reagiert dabei ebenfalls unter Wasserabspaltung und Ausbildung einer Amid-
Bindung.

Nachfolgend sind typische Chromatogramme abgebildet. die unter Verwendung einer HPLC-Séule mit dem

oben beschriebenen Fiillmaterial erhalten wurden:
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Abb. 4-41: Zusammenstellung von Einzelchromatogrammen  fiiv die Elution von KNO;, Benzol, 2.4-
Dimethviphenol (2,4-DMP) und o-Xviol iiber eine Trennsdiule mit kovalent gebundener Huminséiure

(Eluent: Millipore-Wasser (pH 5, IS = 0,01 M) mit einer Flufirate von | ml-min’).

Die Giite einer Trennsiule wird in der Chromatographie iblicherweise durch die Zah! der theoretischen Béden
(N)'"" beschrieben. Sie ist der Quotient aus der Léinge der Trennséule und der Hihe eines thearetischen Bodens
(HETP). Die Zahl der theoretischen Trennstufen errechnet sich fir gauBformige Peaks aus der

Bruttoretentionszeir des Peakmaximums (L) und der Peakbreite bei hather Peakhihe ( by 5) nach:

timl.\

by s

(
Gl.4-30 N = 5.54-L

' Aus der modellhaften Vorstellung einer Anzahl an (theoretischen) Trennbaden kann nicht direkt auf die Zahl der Sarptions-Desorptions-
Schritte als Multiplikator fiir einstufige Sorptionsergebnisse geschlossen werden.
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N ist dabei sdulen- und in erster Niherung nicht substanzspezifisch. Unter idealen chromatographischen

Bedingungen sollte N fiir viele Substanzen auf einer Siule gleich sein. Nicht-ideales™

chromatographisches
Verhalten, wie es z. B. durch das lange Tailing der Peaks von 2.4-DMP und o-Xylol angezeigt wird, fihrt zu
einer Abweichung von dieser GesetzmiBigkeit. Die N-Werte fiir Benzol und KNO;, das als inerter Tracer gilt,
lagen fiir die Huminsiiure-Siule in dem Bereich, der fiir Naphthalin auf der kommerziellen RP-HPLC-Siule

gefunden wurde. Die Werte fiir ty,,, bys und N sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengestellt.

Tab. 4-17: Retentionszeit des Peakmaximums und Peakbreite bei halber Peakhihe der einzelnen Substanzen
(Naphthalin: RP-HPLC-Séule hzw. KNO;, Benzol, 2,4-DMP und o-Xyvlol: kovalent gebundene

Huminsdure-Saule) und resultierende Zahl der theoretischen Béiden.

Substanz Ly /2N by.s /min N

Naphthalin 10,4 0.6 1660
KNO; 2,020 0.08 3530
Benzol 4,618 0.34 1020
2.4-DMP 5.948 0.83 285
o-Xylol 10,077 1.33 320

Die Auswertung dieser Isotopenfraktionierungsexperimente erfolgte analog der in Kap. 4.10.2 beschriebenen
Vorgehensweise. Sie soll hier verkiirzt noch einmal dargestellt werden:

Unter der Annahme, dali die Elution der Substanzen unter idealen chromatographischen Bedingungen erfolgt,
wurde der Verlauf der Gesamtkonzentration (UV-Signal) durch die Funktion einer Gaul-Verteilung beschrieben
(Gl. 4-14). Das Tailing des Originalpeaks wurde dabei nicht beriicksichtigt, da lediglich der Bereich um das
Peakmaximum des UV-Peaks fiir die Bestimmung der Retentionszeiten der Peakmaxima der - und -
[sotopomeren interessant ist.

Die Anderung des §"C-Wertes iber den modellierten Peaksektor wurde mit Hilfe einer Geradengleichung
beschrieben, die anhand des 8"*C-Verlaufs im Bereich des Peakmaximums der Substanz ermittelt wurde.

Die Verkniipfung von 8"C = f(t,) und der GauB-Funktion fiir den Verlauf der Gesamtkonzentration ergab die
Konzentrationsverliufe fir C und “C (Gl 4-23 bzw. Gl. 4-24). Von diesen wurde die Lage der Maxima

ermittelt.

Tab. 4-18: Ergebnisse der Modellierung der Retentionszeiten der Maxima der 2C- und " C-Isotopomerenpeaks.

Substanz Uiiace “C /min T S fmin
Benzol 4,61800 4,61771
2.4-DMP 5.94801 5,94663
o-Xylol 10,07708 10,06967

* Aufgrund der hohen Wanderungsgeschwindigkeit des Analyten innerhalb der chromatographischen Siule kann davon ausgegangen
werden, daB ein vollstindiges Verteilungsgleichgewicht zwischen mobiler und stationdrer Phase nicht erreicht werden kann. Diese
chromatographische Bedingung wird als nichi-ideal bezeichnet. Dariiber hinaus sollen aber auch Effekte, die z. B, durch cine Uberladung
der Siule, Totvolumina oder starke Adsorptionsplitze hervorgerufen werden, unter der Bezeichnung _nichi-ideale chromatographische
Bedingungen™ zusammengefafit werden.
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Nach GI. 4-29 und mit einer Totzeit fiir den inerten Tracer KNO; auf der Huminsiure-Siule von t, = 2,02 min
konnte aus dem Verhiltnis der Nettoretentionszeiten der "“C- und PC-Isotopmeren das Verhilmis der

Sorptionskoeffizienten (o0”) berechnet werden.

Tab. 4-19: Zusammenstellung der log Koc-Werte und der mit Gl 4-29 aus den Nettoretentionszeiten

berechneten Verhdltnisse der Sorptionskoeffizienten o

Substanz log Ko s o

Benzol 1,77 100011
o-Xylol 2,56 1,00092
2.4-DMP 2,32 1.00035

Der a’-Wert flir Benzol an HA mit Wasser als Eluent liegt in der gleichen GréBenordnung, wie er fiir Naphthalin
mit Acetonitril / Wasser als mobile Phase auf der RP-HPLC-Séule gefunden wurde. Fiir 0-Xylol und 2.4-DMP
sind die Werte deutlich hiher. Da beide Verbindungen Substituenten am aromatischen Ring tragen. liegt die
These  nahe, daB  die  Substituenten einen  deutlichen  Beitrag  zum sorptionsbedingten
[sotopenfraktionierungseftekt ciner Substanz leisten. Diese These konnte aber im Rahmen dieser Arbeit nicht
tiberpriift werden.

Eine andere Erklirung fiir das Ansteigen des berechneten a-Wertes mit zunehmend hydrophoben Eigenschatten
des Analyten ist die ebenfalls zunehmende Abweichung der gemessenen Peakform von der einer idealen
GauBlkurve. Je schlechter das Modell die Realitat widerspiegelt, um so geringer ist die Relevanz der ermittelten
Modellparameter zu bewerten. Danach wiire der Anstieg des ¢ '-Wertes vom Benzol zum o-Xylol zumindest

teilweise ein Modellartefakt.

4.10.5 Ubertragung der experimentellen Ergebnisse auf ein Aquifermodell

4.10.5.1 Modell der (eindimensionalen) instationiiren Schadstoffahne

Die in Laborexperimenten an einer huminsiurchaltigen Siule gewonnenen Daten sollten auf die Situation eines
realen Aquifers Gbertragen werden. Dadurch sollte dargestellt werden, in welchem MaBe sich - unter
aquiferrelevanten  Parametern - der durch die Sorption an organische Substanz resultierende
Isotopenfraktionierungseffekt auswirkt. Zur Ubertragung der Siulenergebnisse auf einen Aquifer wurde zunichst
der Retardationsfaktor (R) verwendet. Er beschreibt das Verhiltnis der mittleren FlieBgeschwindigkeit eines
konservativen Tracers zur mittleren FlieBgeschwindigkeit eines Analyten. SR kann bei Kenntnis von Parametern

der stationidren Phase und des Kc-Wertes des Analyten nach folgender Gleichung berechnet werden:

Taus [EPA 1996]
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R l-¢ 5
Gl. 4-31 R=1+ = Koc foc P resstorr

Hierbei ist die Porositiit (¢) als Quotient aus Poren- und Gesamtvolumen ein Parameter der Siulenpackung. Als
Parameter der stationidiren Phase enthilt die Gleichung den auf ein organisches Sorbens (hier Huminsdure)
bezogenen Sorptionskoeffizienten eines Analyten (Koc) und den Anteil von organischem Kohlenstoff an der
Masse des Feststofts (foe). sowie die Dichte des Packungsmaterials der Sdule ( prgg o ). Dabei entspricht die
Dichte des Packungsmaterials mit der kovalent gebundenen Huminsdure ungefihr der des unbehandelten

Packungsmaterials ( pg;p, ).

Zur vereinfachten Schreibweise wurden die Parameter (1-£) / & und prggor 24 L [g'ml '] zusammengefaBt. Die

Retardationsfaktoren fiir '*C und *C lassen sich dann wie folgt bestimmen:
" 20 ke o .
Gl. 4-32 R=1+Ko& Foe I,

Gl. 4-33 o= TR e T F

Zur vollstindigen Ubertragung der Ergebnisse auf einen Aquifer muBte der chromatographische Parameter
Elutionszeit (t;) in aquiferrelevante Parameter umgewandelt werden. Dazu wurde vereinfachend ein
eindimensionaler Transport angenommen. Dadurch konnte Gl. 4-14 auch zur Beschreibung der im Aquifer
wandernden Substanz verwendet werden. Aus der zeitaufgelosten Beobachtung eines Chromatogramms am
Ende einer Trennsiule mit konstanter Linge wird beim Ubergang von einer Trennsiule zu einem Aquifer eine
ortsaufgeldste Beobachtung zu einem bestimmten Zeitpunkt. Zeit und Ortskoordinaten werden ineinander
umgerechnet mit t, = x / u. Da die Wanderungsgeschwindigkeit u flir jede Komponente i aber unterschiedlich ist,
mul} die Koordinatentransformation komponentenspezifisch durchgefiihrt werden mit t. = %,/ u; = x;/ (u/ R;).
Die chromatographische Elutionszeit des Peakmaximums (tn.) wurde durch einen Term, der den Abstand der
maximalen Konzentration der Substanz von der Quelle (L), die Absiandsgeschwindigkeit des Grundwassers im
Aguifer (u, mit einem typischen Wert von | m-d”) und R enthilt, ersetzt:
L

Gl. 4-34 Ly = — R
u

Der variable Laufzeitparameter (t.) in Gl. 4-14 wurde entsprechend durch den variablen Abstandsparameter des

Analyten (x, mit x = 0 als Ort der Quelle) substituiert:
Gl. 4-35 t, =— R

Zusammenfassend wurde der in Gl. 4-14 verwendete Term (t,~t,,,) somit durch den folgenden Ausdruck ersetzt:



=0
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Gl. 4-36 t, =t =—(x-L)

Der Wert von N wird als Produkt aus der Bodenzahl pro Meter (N') und der betrachteten Léinge des Flieffweges

(L) 1m Aquifer erhalten:

Gl. 4-37 N=N"-L

[n einem Tracerversuch mit ungestortem, sandigen Aquifermaterial wurde im eigenen Labor ein Wert von N° =
3 m™ bzw. in einem Feldversuch an einem Aquifer von 0,5 m” [SCHUTH 2002] ermittelt. Diese Werte dienten als

Orientierung fiir die GrélBienordnung des Parameters N”,

N steht mit dem Parameter o zur Beschreibung der Peakbreite in Gl 4-14 nach folgender Gleichung in

Bezichung **:

(it [
Gl. 4-38 N:Aﬂ&J { mﬂ*}

Nach Umstellen der Gleichung und Einsetzen von Gl. 4-34 sowie Gl. 4-37 wurde folgende Gleichung erhalten:

5

: —-R 2
Gl.4-39 o = Lo L“ J :L.(fJ
N N'L N \u

Die aus Gl. 4-39 resultierenden Ausdriicke fiir die beiden Kohlenstoffisotopomeren kénnen in guter Niherung
gleichgesetzt  werden. Dadurch lassen sich bei der Berechnung des Verhdlisses der beiden

Kohlenstoffisotopomere an der Stelle x (R,) die jeweiligen praexponenticllen Faktoren in Gl. 4-14 kiirzen. Der
Wert fir L'C wurde aus L"C =("9%/ "% ). L C erhalten. In dem Fall, in dem das Verhaltnis der beiden
Retardationstaktoren (u('*.l?f HC‘.H) als Faktor in der beschriebenen Gleichung auftritt, kann dieser in guter

Naherung ¢ins gesetzt werden. Die Differenzen miissen hingegen beriicksichtigt werden. Unter Beriicksichtigung

der oben genannten Vereinfachungen und Anwendung von Gl. 4-36 resultiert fiir R, die folgende Gleichung;

13 . . Be e
°C fise N 1+ Ko foe - 2412
Gl 4-40 R, :[ k 2 -s:xp'( - il N -[xt(ﬂ‘) J
L L™ \1+Koc -foc  f;

™ Der Abstand der beiden Wendepunkie der gaulischen Glockenkurve wird mit 26 bezeichnet. Er entspricht der Peakbreite in 60.7 % der
Gesamthohe.
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Die Normierung der Konzentrationsverhiltnisse von “C und '"C der eingesctzten Verbindung erfolgte durch die

Haufigkeitsfaktoren £, . bzw. fi: .. Diese wurden aus dem 5"%C-Wert des hier verwendeten Benzols berechnet.

Tab. 4-20: Relative Héufigkeit der Kohlenstoffisotope "C bzw. "C fiir das hier verwendete Benzol.

Substanz 3 C-Wert Mo fio. Atom - 100 % ki fire ZAtom% - 100 o5t

Benzol -26,0 0.98917 0,01083

Durch Einsetzen der relativen Hiufigkeiten der Kohlenstoffisotope, der Werte fiir die Parameter N”, L‘:c , foe
und f, und der Kyc-Werte aus Tab. 4-19 in Gl. 4-40 kann der jeweilige Quotient R entlang der Laufstrecke (x)
bestimmt werden. Die entsprechenden 5''C-Werte kénnen mit Gl. 2-60 berechnet werden.

Fiir Benzol wurden die Auswirkungen der Variation der Werte fiir die Aquiferparameter fi,e, N” und L (die
Werte fiir u und f, wurden konstant gehalten) auf die Anderung des resultierenden 5" C-Wertes (A8"C)

untersucht. Die Werte der Parameter wurden dabei wie folgt variiert:

Tab. 4-21: Zusammenstellung der im Modell fiir Benzol variierten Werte der Aquiferparameter foc, N und L.

Aguiferparameter Werte
foc 0,0005 und 0,005
(entspricht einem Gehalt an organischem Kohlenstoff von 0,05 bzw. 0,5 Ma%)
N’ 0,5:2,5und 5.0 m’'
L 100 und 500 m

Konstant gehaltene Parameter: u =1 md! und f, =4 g-mi'l.

Unter der Voraussetzung, daf der berechnete [sotopenfraktionierungseftekt allein eine Funktion des Gehalts an
OC in der stationciren Phase eines Aquifers (foc), der Zahl der theoretischen Bdden pro Meter (N') und der
Laufstrecke des Analvien im Aquifer (als Position des Peakmaximums, L) ist und eine gauBférmige Peakform
vorliegt, wurden unter Anwendung von Gl. 4-40 und Gl. 4-42 die in Tab. 4-22 zusammengefafiten Resultate

erhalten.

Die Konzentration von ¢ = 0,1 ¢y flr das ”C-[sotopomere und der damit verkniipfte Abstand von dessen
12 . .1 = . o 3
Peakmaximum ( me ) wurden willkiirlich gewiihlt. An dieser Stelle sollte die Konzentration des Analyten noch

ausreichend hoch sein, um eine [sotopenverhiltnisanalyse durchfiihren zu kénnen. Dadurch sollte ermittelt

werden, welcher Isotopenfraktionierungseffekt an der dem Maximum vorauslaufenden Flanke gefunden wird,

12 * - . .
Die Werte fiir x = L”,C kénnen durch die folgende Gleichung bestimmt werden:

Gl. 4-41 LS=L"Cs

Dabei entspricht das Ergebnis mit L',:UC > L€ dem Wert der vorauslaufenden Flanke.
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Durch Einsetzen von L.mt fir x in Gl 4-40 kann der Wert fiir R an dieser Stelle erhalten werden (R,). Die
Differenz der 8''C-Werte bei x = LI;.C und im Peakmaximum bei x = L © (AS"C) zeigt an, wie grofi der durch

. . . g ~ e . . 2 . . el
Sorption an OC in einem Agquifer hervorgerufene Effekt ist, wenn man bei me eine Probe im Aquifer
genommen hitte.

Die Abb. 4-42 verdeutlicht die entsprechenden Parameter.

R

>
x=0

. " . 2 1
Abb. 4-42: Schematische Darstellung des Peakverlaufs der Konzentration der *C- hzw, " C-Isatopomeren
entlang der Ausbreitungsrichmmng x (°C iiberhéht dargestellr). Bei einer stationdiren Fahne hzw.
einer instationdren Fahne ohne biologischen Abbau ist im Plateau der Wert fiir R konstant und

entspricht der (Ausgangs-) Zusammensetzung in der Quelle bei x = ().

Bei der graphischen Darstellung des Konzentrationsverlaufs entlang der Ausbreitungsrichtung L ist zu beachten,
dafd hier das “C- dem "C- Isotopomer vorauslduft, der GauBpeak der *C-Konzentration also gegeniiber dem
"*C-Peak nach rechts verschoben ist. Bei der Auftragung von ¢ gegen t, ist es umgekehrt.

Bei den bisherigen Ausfihrungen wurde — analog zu den chromatographischen Bedingungen — eine
diskontinuierliche (punktuelle) Aufgabe des Analyten bzw. Schadstoffes betrachtet. Dies ist fiir eine reale
Agquiferkontamination aber selten der Fall. Zumeist handelt es sich um eine Quelle mit grolem Inhalt, die
langsam - aber kontinuierlich — ausgelaugt wird. Ist ihr Inhalt ausreichend groB, kommt es nicht zu einer
Veréinderung der Isotopenzusammensetzung durch das Abstromen des Schadstoffes. Im weiteren wurde von
einer homogenen singulidren Quelle ausgegangen. Weiterhin wurde angenommen, daf} es weder zur Verdiinnung
noch zum biologischen Abbau entlang der (eindimensionalen) Ausbreitungsrichtung des Schadstoffes (x)
kommt. Fiir diesen Fall kdnnen die folgenden Aussagen getroffen werden:

e Es handelt sich um eine instationdire Fahne, deren Konzentrationsverlauf weitgehend dem einer

Durchbruchskurve bei Frontalelution einer chromatographischen Siule entspricht (vel. Abb. 4-42),
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o Das weniger stark sorbierende "'C-Isotopomer lauft dem "*C-Isotopomer voraus. Bei gleicher Lauflinge der
beiden Isotopomere in der auslaufenden Flanke der Fahne (rechter Ast der GauBfunktion ** in Abb. 4-42)
besitzt das “C-Isotopomere eine hohere Konzentration als im Plateaubereich. Damit wirkt der
Sorptionseffekt in die gleiche Richtung wie ein biologischer Abbau.

e Die gesamte Fahnenlinge (einschlieilich der Plateaustrecke) wirkt als Trennstrecke und trigt zum
[sotopenfraktionierungsetfekt durch Sorption bei.

Aus der modellhaften Vorstellung, daB die Flanke der Durchbruchskurve einer instationidren Fahne anndhernd

durch den rechten Ast einer GauBlverteilung beschrieben werden kann, leiten sich die folgenden Beziehungen ab:

Im Plateaubereich ist die Konzentration konstant, gleich der Ausgangskonzentration nahe der Quelle (c,) und

entspricht ¢, der Gaulikurve. Der Wert fiir R ist entlang des in Abb. 4-42 als Plateau bezeichneten Bereichs

cbenfalls konstant und entspricht dem Wert der Quelle bei x = 0 (Ry). Im Falle einer instationdren

Schadstoffahne kann eine Isotopenfraktionierung - in Abwesenheit eines biologischen Abbaus - nur in der

Flanke des Konzentrationsabfalls gemessen werden. Aus dieser Modellvorstellung leitete sich der Vergleich der
2 12 B

[sotopenverhiltnisse bei L',(,( (Ry) und bei L © (Ry) in Form des A8''C-Wertes ab. Der Wert fiir A3"C wird

nach der folgenden Gleichung erhalten:

Ry —-R
Gl. 4-42 AG‘JC:M-IUOU %o

RSl
=13 N . . e . 12 =
Tab. 4-22: Resultierende A" C-Werte fiir Benzol aus dem Vergleich von Ry bei LS und R, hei L € bei

Variation der Werte fiir die Aquiferparameter foc, N bzw. L7 und einem Wert von a = 1,00017

(herechnet nach GI. 4-40, Gl. 4-41 und GI. 4-42).

Joc NIt 57 46 7C /4o
0,0005 05 100 0,23
0.0005 0.5 500 0.45
00005 25 100 0.45
0.0005 25 500 0.94
0,0005 50 100 0,61
0,0003 5.0 500 1,30

0.005 05 100 1,06
0,005 05 500 2,17
0,005 25 100 2,17
0.005 25 500 4,67
0.005 5.0 100 3,01
0,005 5.0 500 6.53

* Streng mathematisch geschen sind der Verlauf des rechten Astes einer gauBschen Glockenkurve und der Verlaul einer symmetrischen s-
farmigen Durchbruchskurve nicht gleich. Dies sollte aber wegen der Modellhaftigkeit des Ansatzes unberiicksichtigt bleiben.
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Wie zu erwarten, nimmt bei einem hdheren Gehalt an organischem Kohlenstoff der Aquifermatrix (fic). einer

groferen Zahl von theoretischen Biden pro Meter (N') und/oder bei zunehmender Fahnenldnge ( L } der Wert
fiir A3"C zu.

Setzt man einen kleinsten mefbaren Unterschied von £0,5 3-Einheiten bei Anwendung der GC-C-irMS-Methode
voraus [HOEFS 1997], so fiihrt erst eine hohe Fahnenlinge und eine hohe Anzahl von theoretischen Béden pro
Meter bei dem geringen Gehalt an organischem Kohlenstoff von 0,05 Ma% zu einem A8"'C-Wert fiir Benzol
grober 1.0 %o. Kleinere Unterschiede in den 3'°C-Werten kénnten nicht mit ausreichender Sicherheit (P = 95 %)
nachgewiesen werden.

Betrachtet man die AG"'C-Werte fiir einen Gehalt an organischem Kohlenstoff von 0.5 Ma% im Aguifer, so
liegen sic alle oberhalb der | %o-Grenze. konnen also als signifikanter Unterschied durch die Melimethode erfalit

werden.

Die oben dargestellten Berechnungen gingen vom Isotopenfraktionierungseffekt aus, welcher fiir Benzol als
Unterschied in den Koe-Werten auf der Huminstoff-Siule gemessen wurde. Dieser Effekt war im Vergleich zu
24-DMP und o-Xylol klein. Es wurde also eher ein konservativer Fall betrachtet. Das Ausmal der
Uberbewertung  des biologischen ~ Abbaus  aufgrund  eines  durch  Sorption  verursachten
Isotapenfraktionierungseffektes sollten also fiir 2.4-DMP und o-Xylol noch grofler sein als im Fall des Benzols.
Aus diesem Grund wurden anhand eines Satzes an Aquiferparametern die §"'C-Werte fiir L,],C der drei
Substanzen berechnet. Unter der Annahme. daBl diese A8 C-Werte ausschlicBlich einem biologischen Abbau
zuzuschreiben sind, wurde hieraus ermittelt, welcher Abbaugrad fiir die Substanzen unter Anwendung der
Rayleigh-Gleichung filschlicherweise bestimmt wiirde. Es wurden die folgenden Werte fiir die
. o 12 s - . - o ¥
Aquiferparameter verwendet: u= 1 m-d": L% = 100 m: foc = 0.0005: N'=25m™": f.=4 g:ml :
Aus dem &"“C-Wert fur Ry und dem 8"C-Wert der (nicht-chromatographierten) Ausgangsverbindung mit Ry,

(=T /fi.) kann bei Kenntnis des biologischen Fraktionierungsfaktors o der vermeintliche biologische

Umsatz in Prozent ermittelt werden. Vereinfachend wurde hier ein mittlerer Fraktionierungsfaktor von o = 1,002
fiir den aeroben biologischen Abbau sowohl von BTEX-Aromaten als auch von 2.4-DMP angenommen.

Nach Gl. 2-59 berechnen sich daraus die nachfolgenden Werte ¢,/ ¢ fiir einen vermeintlichen biologischen
Abbau.

3 A
Tab. 4-23: Zusammensteliung der nach dem Sorptionsmodell berechneten 5 C-Werte bei L w im Vergleich
zum 6 PC-Wert der A usgangssubstanz (butk), der Isotopenverhiiltnisse R, bzw. Ry und des daraus

resultierenden Verhdlinisses ¢/ ¢y unter Annahme eines biologischen Abbaus mit o= 1,002,

sowie dem entsprechenden Abbaugrad in %,

Substanz S1C, 10 %0 8C bulk %o Ry R, ciad Co Abbau /%
Benzol -25518 -25,985 0,010950 0,010945 0,7867 21
0-Xylol -14,994 -29.106 0,011069 0,010910 0,0007 99,93
2.4-DMP -19.342 -23,112 0,011020 0,010977 0,1452 85
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Das bedeutet, bei einer Wegstrecke von L‘lz.,c = 114 m( L7¢ =100 m) wiirde das gemessene Isotopenverhiltnis
des Benzols auf einen biologischen Abbau von ca. 21 % hindeuten. Im Falle des 2,4-DMP wiirde man auf einen
Abbaugrad von ca. 85 % und beim o-Xylol sogar auf tiber 99 % schlieflien. Fiir die gewihlten Aquiferparameter
wiirden die Sorptionsvorginge wihrend der Wanderung durch einen Aquifer bei einer Probenahme an der Spitze
einer Schadstoffahne gerade fiir das 0-Xylol und das 2,4-DMP eine deutliche Uberschitzung des Abbaus durch
Mikroorganismen zur Folge haben.

Diese Betrachtungen sind qualitativ gesichert. Der quantitative Aspekt steht jedoch unter dem Vorbehalt, daB das
Fraktionierungsverhalten insbesondere der stiarker hydrophoben Substanzen (2,4-DMP und o-Xylol) noch
hinreichend durch die angewandten Modellvorstellungen beschrieben werden kann (siehe auch Diskussion zu

Tab. 4-19).

4.10.5.2 Modell einer stationiiren Schadstoffahne

In 4.10.5.1 wurde nur eine instationdre (sich ausbreitende) Fahne betrachtet, in der die durch Sorption

verursachte [sotopenfraktionierung unter Ausschlul3 eines biologischen Abbaus modelliert wurde.

In der Praxis findet man aber hiufig stationdre Schadstoffahnen. Sie sind dadurch gekennzeichnet, dal die

Ausbreitung des Schadstoffes durch Nachlieferung aus der Quelle und sein biologischer Abbau an der Front mit

gleicher Geschwindigkeit erfolgen. Ein biologischer Abbau erfolgt dabei vor allem an der auslaufenden Flanke

der (eindimensionalen) Schadstoffahne und fiihrt hier zu einer Senkung der Schadstoftkonzentration. Im

Platcaubereich hingegen kann die Schadstoffkonzentration als konstant angenommen werden, da hier z. B.

aufgrund des Mangels an Elektronenakzeptoren ein biologischer Abbau nur schwer erfolgen kann. An der Front

der Schadstoffahne iiberlagern sich jedoch die durch Sorption und durch biologischen Abbau verursachten

Isotopenfraktionierungseffekte. Im Folgenden soll fir diesen (in der Praxis hdufigen) Fall die qualitative

Auswirkung dieser Uberlagerung der Isotopenfraktionierung durch Sorption und durch den biologischen Abbau

betrachtet werden.

Zusammengefalt sollen fiir die modellhafte Betrachtung einer stationdren Fahne folgende Annahmen gelten:

¢ Der Abbau und die Nachlieferung des Schadstoffes erfolgen mit gleicher Geschwindigkeit, d. h. die
Entstehungsgeschichte der Fahne (Zeit) bzw. die Lauflinge (L) spielen keine Rolle mehr.

e [m Plateau sind die Konzentration und das [sotopenverhiiltnis der Schadstoffe konstant und mit den Werten
in der Quelle identisch.

e Als Trennstrecke, die zu einem sorptionsbedingten Isotopeneffekt beitrigt, steht nur noch die Abbaustrecke
jenseits des Plateaus zur Verfligung, wodurch das Ausmal} der Fraktionierung gegeniiber dem instationdren
Fall verringert wird.

Fiir den Fall einer (Abbau-)Kinetik 1. Ordnung beziiglich des Schadstoffes ist die Anderung der Konzentration

an Kohlenstoff fiir den betrachteten Schadstoff pro Zeiteinheit gleich dem negativen Betrag aus der

Geschwindigkeitskonstante (k) multipliziert mit der Konzentration an Kohlenstoff [C]:

d[C]
Gl. 4-43 — =-k-[C]
dt
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[n der integrierten Form mit den [ntegralgrenzen Ly und L lautet das Geschwindigkeitsgesetz:

Gl. 4-44 In =k-At

Der Term At entspricht der Zeit, die zum Transport der Schadstoffmolekiile zwischen den beiden Melipunkten L,
und L, notwendig ist und die fiir einen Abbau zur Verfiigung steht. Nimmt man zunichst den einfachen Fall an.

dal} der Abbau keinen Isotopenfraktionierungsetfekt hervorruft, so ist k = ki3 = kys. Fiir diesen Fall gilt, daB dem

weniger stark retardierten (schnelleren) *C-Isotopomer zwischen L, und L, weniger Reaktionszeit fiir einen
Abbau zur Verfiigung steht als dem ’:C-lsolopumcr (At > Aty ). Sein Umsatz ist geringer, es reichert sich
dadurch an. Das Verhiltnis der unterschiedlichen Transportzeiten entspricht dem Verhiltnis der

Retardationsfaktoren (vgl. Gl. 4-31):

Gl. 4-45 k [C l.:] e _ nﬁlu:f _ ‘.Ruc _ (] £ K(:;l(t -f”(- - f‘}._)t K{;}L
in [CL,] A["c ‘R“(- [] + Kng ‘foc ° Fn:] KD(L‘.
[CL:] He

Die Vereinfachung gilt nur unter der Voraussetzung, dall K [ <[, >> 1 ist. Die Werte fiir fuc und f, sind
fiir beide Kohlenstoffisotopomere gleich und lassen sich somit bei Anwendung der oben genannten
Vereinfachung kiirzen.

Im Folgenden soll der Fall betrachtet werden, daB auch der durch den biologischen Abbau verursachte
Isotopenfraktionierungseffekt mit in die qualitativen Betrachtungen einbezogen wird. Dabei gilt neben

Alie > Al (siche oben) auch k 2o >k ne- Somit ergibt sich unter Anwendung von Gl. 4-44 und GI. 4-45 als

Quotient aus den Parametern der Transport- und Abbauvorginge der beiden Isotopomeren:

2
C Kac

13 & & 11ps
kue Btue ke 1+Kof “foe fy,  kne Ko

c

120+
Gl. 4-46 Mee _kag 1+Koc focf, ke

fe.]
[CL~} e klrc
]

Die Randbedingung, fiir die die Niherung giiltig ist, wurde bereits fiir die GI. 4-45 genannt,

Die relative An- oder Abreicherung eines Isotopomers zwischen den Probenahmepunkten L, und L, wird nach
Gl. 4-46 durch zwei Terme bestimmt. Der erste Term resultiert aus dem kinetischen Isotopeneffekt der
Abbaureaktion, der zweite Term aus den unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten der beiden

Isotopomeren, néherungsweise ausgedriickt als das Verhiltis ihrer Sorptionskoeffizienten.
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Fiir den untersuchten Fall der Kohlenstoffisotopomere verstirken sich beide Effekte, da die "“C-Tsotopomere
schneller reagieren (k. / ki > 1) und die C-Isotopomere schneller wandern (K¢ / K;;(( >1). Die "C-
[sotopomere werden dadurch im Vorlauf der Schadstotfahne angereichert.

Ein Vergleich von typischen a-Werten fiir den Abbauisotopeneffekt (vgl. Kap. 2.6) mit den o -Werten fiir den
Sorptionsisotopeneffekt  (Tab.  4-19)  zeigt fir Benzol und 24-DMP, dall der kinetische
[sotopenfraktionierungseffekt deutlich grofier ist. Fir das o-Xylol besitzen beide Effekte die gleiche
Gréfenordnung, so dafl der Sorptionsisotopeneffekt hier nicht vernachldssigt werden kann. Die in Gl 4-46
aufgestellte Bezichung gilt fir eine stationdre Fahne. Gegeniiber dem Fall der instationéiren Fahne bzw. der
chromatographischen Trennung ist die Kombination von Abbau- und Sorptionsisotopeneffekt hier unabhingig
von der effektiven Trennstufenzahl des Aquifers und der Fahnenlinge. Dies konnte die Bedeutung fiir Studien im
Feld erhohen.

Bislang wurde nur die Gesamtkonzentration des Schadstoffes in die Uberlegungen einbezogen. Die Ko -Werte
der  beiden Isotopomeren  dienten dabei lediglich zur  Beschreibung der  verschiedenen
Wanderungsgeschwindigkeiten. Thr Zahlenwert bestimmt aber auch das Verhiltnis der Konzentrationen des
sorbierten zum frei geldsten Anteil des Analyten (vgl. Gl. 2-2). Eine weit verbreitete Annahme geht davon aus,
daf nur der frei geloste Anteil bioverfligbar ist, d. h. einem biologischen Abbau unterliegt [HAITZER 1998 und
darin zitierte Literatur]. Fiir die These, daB8 nur frei geloste Molekiile zu einer Reaktion befihigt sind, gibt es
auch einige Gegenbeispiele (z. B. Redoxreaktionen mit Huminstoffen oder die heterogen katalysierte Hydrolyse
an Tonmineralien [LAOR 1996, PERLINGER 1996, PERLINGER 1998, O'REILLY 2001]). Unterstellt man einen
direkten Abbau in den Zellen von Mikroorganismen, sollte die Annahme aber gerechtfertigt sein.

Die Konzentration des geldsten Kohlenstoffs liBt sich, wie oben erwihnt, durch den Koe-Wert und die
Gesamtkohlenstoffkonzentration  [Cueamo] —ausdriicken. Damit  édndert sich die Gleichung fir das
Geschwindigkeitsgesetz |. Ordnung (Gl. 4-43) zu:

lc

gesamt J

d[c LLEHTM ]
i-—t:_k"[C‘l,’el<'.)sl]:7k' R R
dt I+ Koe foc -

Gl. 4-47

In der integrierten Form der Geschwindigkeitsgleichung folgt aus Gl. 4-47:

[cgcsumll _ -k

= At
[Cgesuml,fj] 1+ KOC ! ff)C : rr:

Gl 4-48 In

In Analogie zur Gl. 4-46 mit C = C oo und Cp, = C o geschrieben:
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Bei Vergleich von Gl. 4-46 und Gl. 4-49 erkennt man, daB in den Quotienten der Sorptionskoeffizienten in Gl.
4-46 der Koeffizient fir "C und in Gl. 4-49 der Koeffizient fir C im Nenner steht. Dic durch Sorption
hervorgerufenen Unterschiede in den Reaktionszeiten bzw. in den frei gelosten Antwilen fir °C- und "C-
Isotopomere heben sich also gegenseitig auf, so daB nur der kinetische Isotopeneffekt Gibrig bleibt.

Die Uberlagerung der Isotopeneffekte im Falle einer stationiiren Fahne fiihrt - unter der Annahme, dali nur der
frei geloste Anteil des Schadstoffes bioverfligbar ist - also dazu, daB nur der kinetische Isotopenetfekt des
biologischen Abbaus zu dem beobachteten Isotopenshift einen Beitrag leistet. Dies a6t sich in Worten wie folgt
erkliiren:

Das ”C—[smopomcrc wandert aufgrund seines niedrigeren Koc-Wertes schneller als das '*C-Isotopomer. Wegen
der kiirzeren Reaktionszeit zwischen L; und L ist sein Umsatz geringer als im Fall des 2C-Isotopomeren.
Gleichzeitig liegt es aufgrund des geringeren Kc-Wertes aber auch in hdherem Mal als das 1*C-Isotopomere in
frei geldster, fir einen biologischen Abbau verfiigbarer, Form vor.

Bei Giiltigkeit der oben genannten Randbedingungen fiir den biologischen Abbau it sich sogar schluf3folgern,

daB sich die Sorptionseffekte auch quantitativ gegenseitig autheben.

4.11 Theoretische Betrachtungen zum homogenen und heterogenen

Aquifermodell

Bislang wurde vereinfachend nur ein gleichmiBiger Flull des Schadstoffes durch einen homogenen Aquifer
angenommen. D. h., von der Schadstoffquelle nimmt die Startkonzentration ¢, mit dem Isotopenverhiltnis R,
durch einen biologischen Abbau mit einem einheitlichen Fraktionierungsfaktor e bis zum MeBpunkt ¢ auf eine
Konzentration ¢, mit einem Isotopenverhilinis R, ab. Dabei ist die mikroskopische Vermischung von etwaigen
Teilstromen schneller als die Geschwindigkeit des biologischen Abbaus. Dies bedeutet, dafi in einem Teilstrom
oder einem segregierten Volumenelement des Aquifers der Umsatzgrad vor deren Riickvermischung im
Vergleich zum Gesamtumsatzgrad zwischen den MeBipunkten 0 und ¢ klein sein mufl. Diese Homogenitit ist fiir
einen realen Aquifer nicht ohne weiteres zu erwarten. Auch bei einem makroskopisch einheitlichen Aquifer kann
der Schadstoff Mikrobereiche (z. B. Porenriume) mit unterschiedlichen Abbaubedingungen (z. B.
Redoxbedingungen) durchflieBen. Dabei konnte im Extremfall in einem Teilstrom auch eine vollstandige
Umsetzung des Schadstoffes erfolgen (¢, = 0), withrend ein anderer Teilstrom keinen Umsatz aufweist {c; = cqy).
Als Resultat beobachtet man in diesem Fall keine [sotopenfraktionierung (R, = Ry). obwohl dabei ein beliebig

hoher mittlerer Abbaugrad erreicht wird.
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Der Einflu} dieser Heterogenitit auf die Anwendbarkeit der Methode der Isotopenfraktionierung zur

Berechnung von Abbaugraden soll beispielhaft an dem folgenden Modell untersucht werden.

homogener Flull ¢, R, + c. R

%\. Cue R{I
\‘;’3/ Cpss R.‘:

Abb. 4-43: Schematische Darstellung der Parameter bei homogenem bzw. heterogenem Flufi in einem Aquifer.

heterogener FluB ¢, R,

Ein einheitlicher, vollstindig mikrovermischter FluB ¥ soll mit einem gemischten FluB v, + v, verglichen
werden. Beim heterogenen Fluf sinkt dabei die Konzentration von ¢, auf ¢, und ¢;» in den beiden separierten
Teilstromen ab. Der “C-Gehalt steigt auf’ R,; und Ry an. Der Grad der Heterogenitit wird dabei durch die
unabhiingigen Parameter x und v beschrieben, die wie folgt definiert werden sollen:

|

X=— und y= mit Vi +vy =V,

: ™
Die Rayleigh-Gleichung (Gl 2-59) beschreibt fiir geschlossene Systeme die Anreicherung (bei a > 1) des
schwereren '“C-Isotops mit dem Fraktionierungsfaktor o als Funktion der verbleibenden relativen
Restkonzentration ¢, / ¢. Anstelle der relativen [sotopenverhiiltnisse R, / Ry kann man auch die Verschiebung des
5-Wertes (A3C) des Analyten betrachten. Um die Formeln zu vereinfachen und da nur die relative Anderung
betrachtet werden soll, wird hierbei vereinfachend Ry, = Ry gesetzt; daraus folgt &, = 0.

Somit ergibt sich aus Gl. 2-60 fir A3,
S
. R (c: o
Gl. 4-50 A8, =1000-| ——1]|=1000-| | — -1

Der Verlauf des Wertes fiir A8, in Abhingigkeit von der relativen Restkonzentration (¢, /¢) ist fiir einen
Fraktionierungsfaktor o von 1,002 in der folgenden Abbildung dargestellt. Man erkennt, dal mit steigendem
Umsatzgrad die Anreicherung des "*C-Isotops exponentiell zunimmt (durchgezogene Linie). Die Konzentration
des Analyten in diesem Teilstrom nimmt parallel dazu ab. Der Beitrag jeder Teilfraktion i zum gesamten Ad-
Wert eines Stoffes ist gegeben aus dem Produkt der relativen (Rest-)konzentration des Teilstromes (¢, / ¢o); und
dem entsprechenden Ad,;-Wert. Dieser Wert ist in Abhingigkeit von der relativen Restkonzentration als

durchbrochene Kurve in der untenstehenden Abbildung dargestellt.



Ergebnisse und Diskussion 161

0.8
07
. 06
0.5

L oa

46"C %o
€icyad"’C Mo

0.3

0.2

a1

Abb. 4-44: [sotopenfraktionierung berechnet als Funktion der relativen Restkonzentration ¢,/ ¢, des Analvten

mit einem Fraktionierungsfakior e = 1,002,

Diese Kurve besitzt ein breites Maximum und fillt zu hohen Umsatzgraden hin steil ab. Der Abszissenwert des

Maximums liBt sich aus der ersten Ableitung der Funktion (¢, / ¢y)-Ad, bestimmen:

Cp |u c,
c, R d|— —
dl| — A(\)I €y Cy 1 -
¢ = ‘
Gl. 4-51 B =1000- =(c,/cy) * lo—1=0
gl 4 &
€y | €y

Bei o = 1,002 ergibt sich daraus ein Wert fiir (e/¢4) e VON:

o

C

Gl. 4-52 =L =o'~ =037

Co max

Dieser Wert ist fiir a-Werte im relevanten Bereich von 1,001 bis 1.05 nahezu konstant.

Der Verlauf der durchbrochenen Kurve zeigt auch, daB geringe und hohe Umsatzgrade nur einen geringen
Beitrag zum A&-Wert ¢ines Gemisches im Vergleich zu mittleren Umsatzgraden liefern. Der 6-Wert des
Gemisches wird von den Fraktionen mit einem hohen Analytanteil bestimmt.

Konsequenzen dieser Zusammenhinge sollen an einem Beispiel verdeutlicht werden:
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Fiir dcn. homogenen Fall LBt sich bei ¢inem Umsatzgrad von 50 % aus Abb. 4-44 eine Anreicherung des “C-
Isotops im verbleibenden Anteil von Ag, = 1.39 %o entnehmen. Setzt man im heterogenen Fall die Mischung aus
zwei gleich grofien Teilstromen (v, = v, ) zusammen, wobei deren Umsiitze 10 % bzw. 90 % betragen sollen, so
ergibt sich ebentfalls ein mittlerer Umsatzgrad von 50 %. Der Ad-Wert der Mischung betrigt jedoch mit (0.9 -
021 +0.1-4,6) /(0.9 + 0.1) = 0.65 %o nur ungetihr halb so viel wie im homogenen Fall.

Berechnet man aus diesem Ad-Wert den Umsatz fiir den homogenen Fall, so erhdlt man ¢ / ¢, = 0.72,
entsprechend einem Wert fiir den Umsatz von nur 28 %. Der Umsatz wird also im Vergleich zum tatsichlichen

Abbau von 50 % erheblich unterschiitzt.

Im Folgenden soll die [sotopenanreicherung im allgemeinen Fall - bei Annahme eines heterogenen bzw.
homogenen Szenarios - als Quotient (R, / Ry)ne / (Ry / Ry)nom flir gleiche mittlere Umsitze, d. h. gleiche Werte
von ¢, / ¢y, betrachtet werden.

Unter den Voraussetzungen

. I’Cl
S| ®
C | c
Gl. 4-53 | = Ry und
0 S het ZV'
/C.
Zv]-[—'] R,
R, | ¢
Gl. 4-54 {— et N folgt fiir
R [4
0 /het R”AZQII[‘J
i Co 4
Rl - LW
; ZVI‘ 7 R|| |) L, '
‘ €a /i 7 i 2
Gl. 4-55 Bob, i =[leyx" [(+y)" (lexy) " =fxy)
- Y )

ist der Quotient der beiden [sotopenverhiiltnisse (R, / Ryhyw / (Ri/ Ry)yom unabhiingig vom mittleren Umsatzgrad
des Analyten, ausgedriickt als ¢, / ¢y und nur noch von den beiden Heterogenititsparametern x und y abhingig.
Fiir die Grenzfille, daB o = 1 oder x = | oder y = 0 ist, folgt in jedem Einzelfall aus Gl. 4-55 f(x, y) = |. In
Worten ausgedriickt: Es gibt dann keinen Unterschied zwischen den beiden Szenarien.

Aus Gl. 4-55 errechnet sich mit o = 1,002, x =9 und y = 1 ein Wert fiir (R, / Ry)her / (R / Ry)pom von 0,999265.
Fiir das obige, konkrete Beispiel wurde auf direktem Rechenweg (Bilanz der einzelnen Teilstrome)
(R / Rt / (R / Ry = 1.000649 / 1,001385 = 0,999265 erhalten; also ein identischer Wert.

Schreibt man das Verhiltnis der [sotopenverhiiltnisse der beiden Szenarien als Quotient der 3-Werte, so enthilt

der Ausdruck den Umsetzungsgrad des Analyten - ausgedriickt als (¢, / ¢;) - als expliziten Term:
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wobei f(x, y) Gl. 4-55 entspricht.
Ziel der ,quantitativen® Isotopenfraktionierungsmethode ist es, aus den gemessen [sotopenverhiltnissen (R, / Ry)
auf einen Umsatz durch biologischen (oder allgemeiner chemischen) Abbau zu schlieffen. So soll im Folgenden

nun die Auswirkung der beiden Szenarien auf den scheinbaren Umsatz untersucht werden. Fiir den Umsatz folgt:

Unter Zuhilfenahme von Gl. 4-56 ergibt sich daraus fiir den heterogenen Fall:

i

Gl. 4-58 Ul.hel = 1+f(x'y)l o '(ULhUm - l]

Kénnte durch einen mathematischen Beweis gezeigt werden, daBl f(x, y) £ 1 ist, so folgt daraus, dali die
Isotopenfraktionierungsmethode stets einen zu kleinen, nie aber einen zu groflen Umsatz im heterogenen — als
dem realistischeren — Fall liefert. Dies kann gezeigt werden, da die Extremwertbestimmung der Funktion f(x, y)
durch die erste Ableitung mit der Bedingung df/ dx = 0 nur einen einzigen Extremwert bei x, = | liefert. Mit
fix.) = | ergibt sich daraus, daB an dieser Stelle ein (lokales) Maximum vorliegt. Die [sotopentraktionierungs-
methode liefert deshalb fiir reale Aquifers unter dem Aspekt der Mikroheterogenitiit stets zu niedrige mittlere
Abbaugrade des Schadstoffs. Sein Abbaugrad wird unterschitzt, nicht iiberschitzt. Dies ist eine wichtige

Verallgemeinerung der modellhaft abgeleiteten Aussagen.



5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Sorption von nicht-ionischen, hydrophoben organischen Substanzen (HOS) an
Huminstoffe (Humic Substances, HSs) untersucht. Dabei wurden im ersten Teil Wechselwirkungen mit geldsten

HSs und im zweiten Teil der Arbeit Wechselwirkungen von HOS mit immobilisierten HSs betrachtet.

Um den Zusammenhang zwischen dem Sorptionspotential von HSs und deren Molekiilgrofe unter realititsnahen
Bedingungen untersuchen zu konnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine schnelle Methode entwickelt, die
eine Bestimmung des Sorptionskoeffizienten von HOS online gekoppelt an eine MolekiilgréBentrennmethode
ermoglicht.

Als GroBentrennmethoden wurden die GréBenausschluBchromatographie (Size Exclusion Chromatographie,
SEC) bzw. die Asymmetrische FluB-FeldfluBfraktionierung (AF®) eingesetzt. Um Molmassenverteilungen
berechnen zu kénnen. bediirfen beide Methoden der Kalibrierung mit Standardpolymeren mit einer dem
Analyten  vergleichbaren  Molekiilform.  Die  Auswahl  der  Kalibriersubstanzen — und  der
FlieBmittelzusammensetzung (lonenart und —stirke, pH-Wert der Ldsung) kann deshalb die Ergebnisse der
Molmassenbestimmung malBgeblich beeinflussen, wie es in der Literatur beschrieben ist und auch in dieser
Arbeit gezeigt wurde. Aus der SEC-Analyse unter Anwendung einer wiBrigen 0,1 M NaNO;-Lasung bei pH 7
als Eluent wurden zahlengewichtete bzw. massengewichtete Molmassenmittelwerte (M, bzw. M) von 2.3 kDa
bzw. 11.4 kDa fiir diec Huminsédure (Humic Acid. HA) der Fa. Aldrich (Aldrich-HA) und 1,9 kDa bzw. 10,3 kDa
fir die Huminsiure der Fa. Roth (Roth-HA) bestimmt. Die erhaltenen Werte fiir Aldrich-HA liegen in
Bereichen, wie sie unter Verwendung des gleichen Eluenten und von Polystyrolsulfonaten (PSS) und Aceton als
Kalibrierstandards auch in der Literatur bestimmt worden sind. Da der gleiche Eluent und die gleichen
Kalibrierstandards aus den SEC-Untersuchungen auch fiir die AF'-Analysen verwendet wurden, lassen sich die
ermittelten mittleren Molmassenwerte direkt vergleichen. Fiir Aldrich-HA wurden ein M,-Wert von 7.4 kDa und
ein M,-Wert von 29.2 kDa sowie fiir Roth-HA von 7,0 kDa und 25,4 kDa erhalten. Die deutlich hoheren M-
Werte aus der AF'-Analyse lassen sich auf die AusschluBgrenze der eingesetzten SEC-Siulenkombination
zuriickfiihren, da der M,-Wert besonders durch die hochmolekularen Probenanteile beeinfluit wird. Diese
hochmolekularen Anteile konnen mit der SEC-Analyse (im Gegensatz zur AF'-Analyse mit einem
programmierten linear abnehmenden Kraftfeld) nicht mehr aufgetrennt werden und eluieren beim
AusschluBvolumen der verwendeten SEC-Siulen. Die ebenfalls hoheren M,-Werte bei Anwendung der AF-
Methode werden durch den Verlust von niedermolekularen Anteilen der HA-Proben infolge der bei dieser
Technik zu verwendenden Ultrafiltrationsmembran (UF-Membran) und ihrer AusschluBgrenze (Cut-off)
verursacht. Bei den AF*-Analysen wurde eine vergleichsweise geringe Wiederfindungsrate von 56 % unter
Trennbedingungen erhalten, was auf den relativ hohen nominellen Cut-off von 4 kDa der (zum Zeitpunkt der
Anfertigung dieser Arbeit verfiigbaren) UF-Membranen zuriickzufiihren ist. Fir die SEC wurde eine
Wiederfindungsrate von §1 % erzielt. Insgesamt laBt sich sagen, dali beide experimentellen Methoden mit
praktisch nicht vermeidbaren, systematischen Fehlern behaftet sind. sich jedoch vorteilhaft erginzen.

Auch wenn eine exakte Bestimmung der mittleren Molmasse von HA mittels der SEC und der AF' kaum
realisierbar zu sein scheint, kénnen relative Anderungen im allgemeinen mit beiden Methoden sehr gut

untersucht werden. Aus der Anderung der Peakgestalt (Hohe, Elutionsvolumen und Modalitit) von HS-Proben
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bei der SEC-Analyse unter Verwendung eines im basischen pH-Bereich puffernden Eluenten (0.1 M Na,B,0-.
pH 9.2) wurden in der Literatur Riickschliisse auf den Aufbau von HSs gezogen und als .Piccolo-These:
[PrecoLo 19964, PICCOLO 19968, PICCOLO 1999] bekannt. Auch in dieser Arbeit konnte fiir Aldrich-HA und die
verwendete SEC-Siulenkombination eine Anderung der Peakgestalt bei Zugabe von Essigsiure, nicht aber bei
Zusatz von HCI, zu den huminsiurehaltigen Proben in den SEC-Chromatogrammen beobachtet werden. Durch
die parallele Anwendung der auf einem anderen Trennprinzip beruhenden AF*-Methode konnte jedoch gezeigt
werden, dali es sich dabei um SEC-Artefakte handeln muB: Eine vergleichbar signifikante Anderung der Gestalt
der Molekiilgrolienverteilung unter Einwirkung der organischen Siuren, wie sie bei den SEC-Analysen erhalten
warden ist, konnte bei Anwendung der AF*-Methode hier nicht beobachtet werden, obwohl die experimentellen
Bedingungen bei Zutreffen der Piccolo-These eine solche erwarten lieBen. Es wurde aus diesen Experimenten
also kein Hinweis darauf gefunden. daB die héher- und hochmolekularen Huminstoffmolekiile lediglich aus

Agglomeraten von eher niedermolekularen Bausteinen bestehen.

Zur molekiilgroBenaufgeldsten Bestimmung von (auf geldsten Kohlenstoff normierten) Sorptionskoeffizienten
(Kpoc) online im Anschluss an eine GréBentrennung von Huminstoffen bietet sich der Einsatz eines Detektors
zur simultanen Erfassung des geldsten organischen Kohlenstoffs (Dissolved Organic Carbon, DOC) an. Fiir
diesen Zweck wurde im Rahmen dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Nichtklassische Chemie
(INC) an der Universitit Leipzig ein einfacher und damit preiswerter Online-Detektor zur selektiven DOC-
Detektion entwickelt und seine Leistungsfihigkeit charakterisiert. Als Nachweisgrenzen fiir den DOC-Detektor
wurden im Oftline-Modus ein Wert von 34 ng Kohlenstoff und im Online-Betrieb von ca. 100 ng Kohlenstoff
crhalten. Die Bestimmung erfolgte bei einem injizierten Probenvolumen von jeweils 20 pl. Die universelle
Verwendbarkeit als weitgehend diskriminierungstreien, kohlenstoffsensitiven Detektor konnte anhand der
Analyse von drei unterschiedlich leicht oxidierbaren Kohlenstottfquellen wie Kaliumhydrogenphthalat (KHP),
tert.-Butanol und Aldrich-HA demonstriert werden. Beim Einsatz des Gerites wurden jedoch zwei Probleme
offensichtlich: Zum einen fithrt das groBle Volumen des Oxidationsreaktors sowie der nachtfolgenden Melzelle
zu einer unspezifischen Peakverbreiterung des DOC-Signals im Vergleich zum zuvor aufgezeichneten UV-Peak.
Eine derartige symmetrische Peakverbreiterung wiire mathematisch korrigierbar oder bei breiten Ausgangspeaks
eventuell vernachlissigbar. Bei der Kopplung der SEC mit dem UV- und dem nachfolgenden DOC-Detektor
wurde fiir Aldrich-HA dariiber hinaus eine unsymmetrische Peakverbreiterung erhalten. Eine einfache
mathematische Korrektur ist dadurch nicht méglich, da hier nicht einfach zwischen der volumenbedingten
(symmetrischen) Peakverbreiterung und anderen Effekten unterschieden werden kann.

Aus den dargestellten methodischen Griinden war ein direkter Einsatz des Online-DOC-Detektors zur Ermittlung
der Kohlenstoffkonzentration fiir die Auswertung der Online-FQT-Analysen nicht méglich. Die nur geringen
Unterschiede in den spezifischen UV-Absorptionen iiber den gesamten Elutionsbereich der verwendeten
Aldrich-HA sowie weitere Literaturbefunde rechtfertigten jedoch die Verwendung eines UV-Detektors zur
niherungsweisen Bestimmung der Kohlenstoffkonzentration,

Fir die hier verwendete Aldrich-HA konnte gezeigt werden, daB durch eine SEC-Trennung erhaltenc
GroBenfraktionen tber einen Zeitraum von sieben Tagen in ihrer MolekiilgroBenverteilung stabil blieben. Somit
war ein Vergleich der mittels der Online-Kopplung der beiden Groflentrennmethoden SEC bzw. AF' mit der

Fluoreszenzloschtechnik (Fluorescence Quench Technique, FQT) bestimmten molekiilgroBenaufselssten
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Sorptionskoeffizienten mit den offline - e¢benfalls durch FQT - bestimmten Sorptionskoeffizienten der
verschiedenen MolekiilgriBBenfraktionen maglich.

Fiir die online ermittelten Sorptionskoeffizienten von Pyren an Aldrich-HA wurde ¢in nahezu konstanter Wert
von log Kpoe = 4.3 - 4.4 tiber einen sehr breiten Bereich der Molmassenverteilung der HA erhalten. Dies gilt
sowohl fiir die GroBentrennung mittels der SEC als auch mittels der AF*. Lediglich an den &ufleren Flanken der
Peaks wurden etwas hohere Werte fiir den Sorptionskoeffizienten gefunden. Die berechneten
molekiilgrolienaufgeldsten Sorptionskoeffizienten besallen jedoch insgesamt geringere Werte, als sie fur das
System der unfraktionierten Aldrich-HA und Pyren ermittelt worden sind. Verantwortlich hierfiir kénnte der
hohe Gehalt an Nitrat-lonen im Eluenten (0,1 molare Lésung) der SEC bzw. AF' sein. Nitrat kann u. U. als
Loschermolekiil ebenfalls zu einem Ausldschen der Fluoreszenz des Pyrens fithren und die Berechnung von
Absolutwerten ftir die Sorptionskoeffizienten auf der Basis der Quenchwirkung von HSs verfilschen. Ein
eindeutiger Beweis fiir dicse These konnte aus den durchgefithrten Experimenten jedoch nicht erhalten werden.
Aus den Offline-Untersuchungen der drei SEC-Groflenfraktionen wurde der aus den Online-Experimenten
beobachtete Trend noch etwas deutlicher. Auch hier besitzt die mittlere Fraktion einen etwas niedrigeren
Sorptionskoeffizienten (log Kpoe = 4,8 £ 0,2) als die hoch- bzw. niedermolekulare Fraktion (log Kpoe = 5.2 =
0,2 bzw. 5.0 £ 0.2). Die Effekte sind jedoch gering. Zusammenfassend 146t sich sowohl aus den Online- als auch
aus den Offline-Experimenten schluBfolgern, dal die Molekiilgrole keinen deutlichen EinfluB auf das
Sorptionspotential der HA hat. Dies gilt zumindest flir den auswertbaren Melibereich der angewandten
Methoden von einigen 100 bis zu mehreren 100.000 Da. Offensichtlich verfiigen bereits relativ kleine HA-
Molekiileinheiten iiber das gleiche Sorptionspotential beziiglich HOS. wie es der Gesamtheit der HA-Probe
zugeschrieben wird. Es ist jedoch verniinftig anzunchmen, dal3 geloste Sorbentien eine Mindestgrile besitzen
miissen, um mit HOS in der GriBBe eines PAK-Molekiils hinreichend bestindige Wechselwirkungen einzugehen,
die als ,Sorption” (z. B. als statische Fluoreszenzloschung bei der FQT) detektiert werden konnen. Fiir Pyren
(MW = 202 g-moI". 16 C-Atome) als Sorptivmolekiil wire eine (hydrophobe) Domine mit mindestens ebenso
vielen C-Atomen plausibel. Aus den Daten der vorliegenden Arbeit kann die Schlussfolgerung gezogen werden,

daf die notwendige untere Grenze im Fall der Aldrich-HA unterhalb von 0.8 kDa liegt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte anhand von [sotopentraktionierungsexperimenten sowohl fiir eine RP-C x-
HPLC-S#ule, als auch fiir eine Trennsdule, bei der Huminsidure kovalent an ein anorganisches Trigermaterial
gebunden wurde, gezeigt werden, daf} die Sorption von organischen Substanzen an diese stationidren Phasen zu
einer Fraktionierung der Kohlenstoftisotope fiihrt. Dabei bewirkt die Sorption an diese stationiren Phasen cinen
Isotopenfraktionierungsetfekt, der in seiner Richtung mit dem des biologischen Abbaus identisch ist: Durch
beide Prozesse reichern sich die '*C-haltigen Isotopomere in der mobilen Phase an.

Durch Uberfiihrung der experimentellen Ergebnisse in ein Aquifermodell konnten die substanzspezifischen
Isotopenfraktionierungseftekte in Abhidngigkeit von den gewihlten Aquiferparametern dargestellt werden.

Fiir den Fall einer instationdren Schadstoffahne konnte - unter Annahme eines ausschliellich biologischen
Abbaus mit einem biologischen Fraktionierungsfaktor (o) - aus dem sorptionsbedingten Fraktionierungseffekt
ein scheinbarer biologischer Abbaugrad in der vorauslaufenden Flanke berechnet werden. Die aus dem
Modellansatz erhaltenen 3'°C-Werte fiir 2 4-Dimethylphenol (2,4-DMP) und o-Xylol filhren zu ecinem
signifikanten scheinbaren Abbaugrad. Wird der sorptionsbedingte Isotopenfraktionierungseffekt nicht

beriicksichtigt, so kann dies zu einer Uberschitzung des biologischen Abbauvermégens des Aquifers flihren. Die
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Messung eines Isotopenmusters (und seiner Anderung im Vergleich zur Ausgangszusammensetzung) in der
auslaufenden Flanke einer instationiren Schadstoffahne allein reicht demzufolge als Nachweis fiir einen
biologischen Schadstoffabbau nicht aus.

Im Fall einer stationdren Schadstoffahne, d. h. wenn die Nachlieferung und der biologische Abbau des
Schadstoffes mit gleicher Geschwindigkeit ablaufen, ist die Linge der FlieBstrecke der Schadstoffahne fiir den
sorptionsbedingten  [sotopenfraktionierungseffekt irrelevant.  In  diesem Fall wird nicht mehr der
chromatographische Effekt der [sotopenfraktionierung wirksam, sondern der Effekt, daB fiir beide [sotopomeren
aufgrund ihrer unterschiedlichen Retardation verschiedene Reaktions-/Abbauzeiten zwischen zwei Mefipunkten
zur Verfigung stehen. Zusiitzlich kann die unterschiedliche Verteilung zwischen sorbiertem und frei geldstem
Zustand zu einer Isotopenfraktionierung fiihren, wenn beide Zustinde einem biologischen Abbau unterschiedlich

gut  zuginglich  sind.  Die  letztgenannten  Effekte  haben  gegeniiber  einem  biologischen
Isotopenfraktionierungseffekt dann eine Relevanz, wenn die @- und o -Werte in einer vergleichbaren
Grobenordnung liegen. Es wurde gezeigt, daB sich die sorptionsbedingten Isotopenfraktionierungseffekte unter
bestimmten Bedingungen autheben und nur der kinetische Isotopenfraktionierungseffekt des biologischen
Abbaus einen Beitrag leistet.

Ein weiterer Aspekt, der sich erschwerend fiir die Anwendung der Isotopenverhiltnisanalyse zur
Charakterisicrung des mikrobiellen Abbaus in Aquiferen auswirke, ist die Tatsache, dafi in Aquiferen hiufig
Teilstrome  vorhanden  sind.  Verwendet man den vereinfachten reaktionstechnischen Ansatz  eines
Stromungsrohres zur Beschreibung eines homogenen Aquifersystems sowie das Modell ciner Reaktorkaskade
mit unterschiedlichen Reaktionsbedingungen fiir cin heterogenes Aquifersystem, so gelangt man iiber den
Vergleich beider Systeme zu ciner bemerkenswerten Aussage: Besteht der Grundwasserstrom  eines
makroskopisch homogenen Aquifers aus Teilstromen mit unterschiedlichen Abbaukapazititen, so resultiert fiir
den aus diesen Teilstromen zusammengesetzten Gesamtstrom gegeniiber einem einheitlichen Strom bei gleichen
mittleren Umsiitzen (¢, /cy) stets ein geringerer [sotopenfraktionierungseffekt. Dies fihrt dazu, daB das
biologische Abbauvermégen eines solchen — realistischen — Aquifers auf Basis der Ergebnisse der

Isotopenmessungen niemals iiberschitzt, sondern stets unterschiitzt wird.
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Teil B: Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

ACN Acetonitril

AF? Asymmetrische FluB-FeldfluBfraktionierung

Aldrich-HA Huminsiure der Firma Aldrich

APCI chemische lonisierung unter Atmosphirendruck (Atmospheric Pressure Chemical

lonization)

AU Absorptionseinheit (Absorbance Unit)

au. willkiirliche Einheit (arbitrary unit)

BTEX Benzol, Toluol, Ethylbenzol und Xylole

CMC kritische Mizell-Bildungskonzentration (Critical Micellization Concentration)

CPMAS Kreuzpolarisation mit Rotation um den magischen Winkel von 54,7° (Cross Polarization

Magic Angle Spinning)

Da Dalton (entspricht g-mol™)

DAD Diodenarray-Detektor

DDT Dichlordiphenyltrichlorethan

DLS Methode der dynamischen Lichtstreuung

DMP Dimethylphenol

DOC geloster organischer Kohlenstoff (Dissolved Organic Carbon)

DOM geldste organische Substanzen (Dissolved Organic Matter)

DOSY diffusionsaufgeloste NMR-Spektroskopie ( Diffusion Ordered SpectroscopY')
EDC N-(3-Dimethylaminopropy!)-N "-ethylcarbodiimidhydrochlorid

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure (EthyleneDiamineTetraacetic Acid)
EPA Umweltschutzbehdrde (der USA) (Environmental Protection Agency)
ESI Elektrosprayionisierung (ElectroSpray chemical loniozation)

FA Fulvinsiure (Fulvic Acid)

FAs Fulvinsiuren (Fulvic Acids)

F-F* FluB-FeldfluBfraktionierung

FID Flammenionisationsdetektor

FLD Fluoreszenzdetektor

FQT Fluoreszenzléschtechnik (Fluorescence Quench Technique)

GC Gaschromatographie

GPC Gelpermeationschromatographie

HA Huminsiure (Humic Acid)

HAs Huminsduren (Humic Acids)

HOS hydrophobe organische Substanzen

HPLC Hochleistungs- bzw. Hochdruck-Flissigkeitschromatograpie (High Performance bzw.

High Pressure Liquid Chromatography)
HPSEC Hochdruck-GréBenausschluBchromatographie  (High  Pressure  Size  Exclusion
Chromatography)
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HSs
IFE
INC
irMs

kDa
KHP

LSER
MALDI

MALLS
MS
MW
NA
Naphthalin
NDIR
NMR
NOE
NOM
NWG
ocC

OM
PAA
PAKs
PCB
PCE
PDB
PDMS
PES
pIFE
PMT
POM
ppm
PSS
Pyren
Roth-HA
S:N

'S,

g,
SEC

Huminstofte (Humic Substances)

Innerer Filter-Effekt

[nstitut fiir nicht-klassische Chemie, An-Institut der Universitit Leipzig
Isotopenverhiltnis-Massenspektrometrie (isotope ratio Mass Spectrometry)
lonenstirke

Kilo-Dalton (entspricht 1000 g-mol™)

Kaliumhydrogenphthalat

Loschermolekiil

lineare Solvatationsernergie-Bezichung (Linear Solvation Energy Relationship)
matrixunterstiitzte  Laser-Desorptionsionisierung  (Matrix Assisted Laser Desorption
lonization)

Methode der Vielwinkellaserlichtstreuung (multi angle laser light scattering)
Massenspektrometrie (Mass Spectrometry)

Molekulargewicht (Molecular Weight)

natiirlicher Riickhalt und Abbau (eines Schadstoffes) (Natural Attenuation)
Naphthalin

Nicht-dispersive Infrarot-Spektrometrie

magnetische Kernresonanz(-Spektroskopie) (Nuclear Magnetic Resonance (spectroscopy))
Kern-Overhauser-Effekt (Nuclear Overhauser Effect)

nattirliche organische Substanzen (Natural Organic Matter)

Nachweisgrenze

organischer Kohlenstoff (Organic Carbon)

organische Substanzen (Organic Matter)

Polyacrylsiure (PolyAcrylic Acid)

polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe

polychlorierte Biphenyle

Perchlorethen

PeeDee Belemniten (KopftiiBer-Fossil aus der Jura- und Kreidezeit)
Polydimethylsiloxan

Polyethersulfon

primirer innerer Filter-Effekt

Sekundérelektronenverfielfacher mit Detektor (Photo Multiplier Tube)
partikuldre organische Substanzen (Particular Organic Matter)
parts-per-million (hier | mg-kg")

Polystyrolsulfonat

Pyren

Huminsidure der Firma Roth

Signal-zu-Rausch-Verhiiltnis (Signal-to-Noise ratio)
Singulett-Grundzustand

angeregter Singulett-Zustand

Grolienausschluchromatographie (Size Exclusion Chromatography)
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SF* symmetrische FluB-FeldfluBfraktionierung

SIFE sekundirer innerer Filter-Eftekt

5L Fluorophor-Lascher-Grundzustandskomplex

SLS Methode der statischen Lichtstreuung

SOM bodenstimmige organische Substanzen (Soil Organic Matter)
SPME Festphasenmikroextraktion (Solid Phase Micro Extraction)

SUVA spezifische UV-Absorption

TCB Tetrachlorbiphenyl

TCE Trichlorethen

TOC gesamter organischer Kohlenstoff (Total Organic Carbon)
TOF-MS Flugzeitmassenspektrometrie (Time-Of-Fligth Mass Spectrometry)
TRIS Tris(hydroxymethyl)amino-methan

UF Ultrafiltration

uv Ultraviolett

VPO Dampfdruckosmometrie (Vapor Pressure Osmometry)
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Teil C: Verzeichnis der verwendeten Variablen
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D
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Faktor zur Korrektur unterschiedlicher Analytkonzentrationen bei SPME-Analysen
Extinktion bei der Emissionswellenlinge [cm™)

Extinktion bei der Anregungswellenlinge [em™']

Oberfliche der Anreicherungswand [em?]

Peakflache des Analyten bei SPME-Analysen ciner in Anwesenheit von DOC
gemessene Extinktion bei der Emissionswellenlinge [AU]

gemessene Extinktion bei der Anregungswellenlinge [AU]

Peakfliche des Analyten bei SPME-Analyse einer Lésung in Abwesenheit von DOC
kinetischer Isotopentraktionierungsfaktor einer chemischen oder mikrobiellen Umsetzung
Isotopenfraktionierungstaktor fiir die Sorption an organische Substanzen
Kanalbreite [cm]

Peakbreite bei halber Peakhéhe [min]

Phasenverhiltnis, Quotient der Volumina der mobilen und stationiiren Phase
Konzentration [mol-I"'] oder [g1"] oder [mol-kg™']

Startkonzentration ciner Komponente [mol-"]

Kenzentration an geldstem organischen Kohlenstoff [g-17]

Konzentration des frei gelosten Anteils des Sorptivs in Wasser [mol-I"'] oder [g1"]

frei geléste Konzentration von "*C bzw. 'C [mol-mol™'] oder [mol1"] oder [Atom% C]

eingesetzte Gesamtkonzentration des Analyten in Wassers [mol-I"'] oder [g1]

Gesamtkonzentration von "C bzw. C [mol-mol™'] oder [mol-1"] oder [Atom% C]

Konzentration des gelésten oder partikuliren Kohlenstoffs in Wasser (g1

Konzentration des sorbierten Anteils des Sorptivs in Wassers [mol-I"'] oder [e1"]
Konzentration des sorbierten Anteils des Sorptivs im Sorbens [moi-kg't] oder [g'kg ']
verbleibende Konzentration einer Komponent nach der Reaktionszeit t [mol-I"] oder [g-1]
Kenzentration zur Zeit t im Teilstrom 1 bzw. 2 eines heterogenen Aquifers

Konzentration der Substanz x [mol-1"'] oder [g"]

Konzentration des Substanz x in der Phase y [mol-"'] oder [g'"]

(Konzentration an) geléstem Kohlenstoff

Summe der stabilen Kohlenstoffisotope '*C und '°C

(Gesamtkonzentration an) Kohlenstoff bzw. (Ausgangsgesamtkonzentration an Kohlen-
stoff) [mol-I"] oder [g1"]

(Konzentration an) Kohlenstoff an der MeBstelle L, bzw. L,

geometrische Parameter [cm]
hydrodynamischer Durchmesser [m]
Diffusionskoeffizient [cm™s™']

Dispersivitiit
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T Kohlenstoff-Isotopenverhilinis einer Kompoenente in Delta-Notation [%o]

8 Cug Kohlenstoff-Isotopenverhiltnis einer Komponente in rein willriger Lasung in Delta-

- Notation [%o]

81C s Kohlenstoff-Isotopenverhiltnis  des frei gelosten Anteils einer Komponente in
huminsdurehaltiger Losung in Delta-Notation [%e]

KEar G g Wanderungszeit (zwischen zwei MeBstellen in einem Aquifer) einer Komponente, des "*C-
bzw. des "C-Isotopomers [min]

€ Porositit

f Reibungskoeftizient

fizg e Normierungsfaktoren zur Anpassung der relativen Atomhaufigkeiten von "*C bzw. *C

foc Masseanteil des organischen Kohlenstoffs an der Masse eines Feststoffs

Fror Term zur Korrektur des inneren Filter-Effektes

fi Parameter zur zusammengefaften Beschreibung des Einflusses von € und peeggiarr [g~ml"]

F Kraft

Fen gemessene Fluoreszenzintensitit [a.u.]

Fiia Intensitdt der Eigenfluoreszenz einer Huminséureldsung [a.u.]

Fise um dem Term fi,, korrigierte Fluoreszenzintensitiit Fgopy [2.u.]

Fiorpiiv Fluoreszenzintensitit des frei gelosten Sorptivs [a.u.]

H; Signalhohe der Fraktion i

n dynamische Viskositiit [Pa-s]

Ti Nettoflul der Molekiilgesamtheit in x-Richtung [mol-m™s™]

k Boltzmann-Konstante (k = 1,380658-107™ J-K™)

k' Retentionsfaktor, Kapazititsfaktor oder —verhiltnis

W Reaktionsgeschwindigkeitskonstante des '*C- bzw. “C-Isotopomers [s7']

qu Geschwindigkeitskonstante der Desaktivierung eines angeregten Fluorophors

K. Komplexbildungskonstante

Ka Verteilungskoeffizient einer Komponente

K"]f('; K:C Verteilungskoeffizient des *C- bzw. des B C-Isotopomers [I'kg™]

Kpoc Verteilungskoeffizient eines Sorptivs zwischen der geltsten organischen Substanz und der
Losungsphase, bezogen auf den Gehalt an geldstem eorganischen Kohlenstoff (kg™

Key Verteilungskoeffizient einer Substanz im System SPME-Faser/Umgebung

Ky Verteilungskoeffizient einer Substanz im System wiillrige Phase/Gasraum

Koc Verteilungskoeffizient eines Sorptivs zwischen der partikuliren organischen Substanz und
der Lésungsphase, bezogen auf den Gehalt an organischem Kohlenstoff [Ikg™]

Ktlx.c K(’)‘E auf den organischen Kohlenstoffgehalt bezogener Sorptionskoeffizient des C- bzw. des
BC-Isotopomers [I'kg™]

Kow Verteilungskoeffizient einer Substanz im System n-Octanol/Wasser

L mittlerer Abstand der Zone des Analyten x zur Anreicherungswand [um]

L Linge des Flielweges im Aquifer [m]
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12p 1355
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zuriickgelegte Weglinge einer Komponente i, des "*C- bzw. des ' C-Isotopomers [m]

Weglinge auf der Frontseite einer Fahne oder cines Peaks [m], bei der die Konzentration
von "*C 1/10 der maximalen Konzentration annimmt

Retentionsparameter der Komponente i

Wellenlinge [nm]

Emissionswellenlinge [nm)|

Anregungswellenlinge [nm]

Masse [g]

Masse der Fraktion i [g]

Molmasse [g-mol™'] oder [Da]

Molmasse der Fraktion i [g'mol™] oder [Da]

zahlengewichtete Molmasse [g-mol™'] oder [Da]

Molmasse im Peakmaximum einer Molmassenverteilung [g-mol™'] oder [Da]
gewichtsgemittelte Molmasse [g'mol™'] oder [Da]

z-gemittelte Molmasse [g'mol™'] oder [Da]

Analytmenge [mol]

in den Volumenstrom des Eluenten injizierte Kohlenstoffimenge des Analyten [mol]
Zahl der theoretischen (Trenn-)Béden

Zahl der theoretischen (Trenn-)Béden pro Meter [m™)

Zahl der Molekiile der Fraktion i [mol]

Trigheitsradius [m]

Kohlenstoffisotopenverhiiltnis (der stabilen Kohlenstoffisotope)

Kohlenstoffisotopenverhiltnis der Ausgangskomponente vor einem Fraktionierungsprozel3
12
Kohlenstoffisotopenverhiltnis an der Stelle L, "

Retentionsverhiltnis
Kohlenstoffisotopenverhiltnis des frei gelosten Anteils einer Komponente in einer Losung,
die geloste oder partikulidre Huminséure enthiilt

Kohlenstoffisotopenverhiltnis einer Komponente in rein wiiliriger Losung

Kohlenstoffisotopenverhiltnis des Referenzmaterials (Vienna Pee Dee Belemnit)
Kohlenstoffisotopenverhiltnis der Ausgangskomponente nach der Reaktionszeit t
[sotopenverhiltnis zur Zeit t im Teilstrom | bzw. 2 eines heterogenen Aquifers
Kohlenstoffisatopenverhiltnis einer Komponente bei der in einem Aquifer zuriickgelegten
Wegstrecke x

Retardationsfaktor einer Komponente, des '*C- bzw. des *C-Isotopomers

Dichte eines Feststoffs [kg1"]

geometrische Parameter [em)

Varianz der GauB-Verteilung [min] oder [m]
Zeitvariable [min)]

Totzeit bzw. Retentionszeit eines konservativen Tracers [min]
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ft [:\5;1 [I:uu\ Retentionszeit des Peakmaximums ciner Komponente, des '*C-Peaks bzw. des "C-Peaks
[min]

t, Nettoretentionszeit [min)]

r::.fm.\: ["I-‘.gm Nettoretentionszeit des '*C- bzw. ""C-Peakmaximums [min]

L (Brutto-)Retentionszeit [min]

T Temperatur [K]

u GrundwassertlicB- bzw. Abstandsgeschwindigkeit [m-d™']

u; mittlere Wanderungsgeschwindigkeit der Komponente i [m-s™]

U, Umsatz zur Zeit t

Uy QuerfluBgeschwindigkeit in (transversaler) x-Richtung [ms™]

Vione Geschwindigkeit der Analytzone [m's™']

v(x) Geschwindigkeit in x-Richtung [m-s™']

<y> mittlere (makroskopische) Geschwindigkeit einer laminaren Stromung [ms']

ViV Vs FluB in einem homogenen Aquifer bzw. Teilflull 1 und 2 in einem heterogenen Aquifer

Vi Zwischenkorn-, AusschluB- oder Totvelumen [ml]

Vip inneres Porenvolumen [ml]

V; Retentions-/Elutionsvolumen der Komponente 1 [ml]

Vi Volumen der mobilen Phase [ml]

V. Retentions-/Elutionsvolumen [ml]

V, Volumen der stationidren Phase [ml]

vV, (totales) Permeationsvolumen [ml]

v FluBrate des Eluenten [ml-min']

\',:i“ (Pumpen-)flufirate des EingangsfluBes [ml'min’']

Vmu Kanalausgangs- bzw. Detektorflufirate [ml-min™]

v, Querflufrate [ml-min™']

w Kanaldicke [pm]

X Entfernungsparameter [m] mit x = 0 als Position der Schadstoffquelle
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Teil D: Molmassen und Dispersivititen der verwendeten PSS-Standards

Tab. 7-1: Molmassen (M), Dispersivitit (Dy) und Grad der Sulfonierung der Poly(stvrol)-Ausgangspolymere
der verwendeten  Polv(stvrolsulfonat)-Natriumsalz-Standards  (PSS)  laut Hersteller-Zertifikat

(ermittelt durch SEC-Analvse).

Bezeichnung M, /Da M, /Da M, /Da Dy Grad der Sulfonierung
PSS 1120 1120 k.A. 1100 <12 >90%

PSS 4480 4480

PSS 6710 6710 k.A. 6780 <12 > 90%

PSS 13400 13400 k.A. 13200 <1,2 >90%

PSS 35700 35700

PSS 82800 82800 k.A. 77400 < 1,1 > 90%

PSS 356000 356000 kA 350000 <1, >90%

Teil E: SEC-Vorversuche in Analogie zu den Experimenten von PICCOLO et al.

zur Frage der Huminsdure-Struktur mit Roth-HA

siche Abbildungen auf den folgenden Seiten
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pH 11,8
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Abb. 7-1: Chromatogramme der SEC-Analysen einer Roth-Huminséureprobe (ca. 1 gl ") bei pH 11.8 und nach
Zusatz von Essigséiure (50 % bzw. 100 % fiir pH 2,0) zur Einstellung des entsprechenden pH-Wertes.
Bedingungen: 0.02 M Borat-Puffer (pH 9.2), | mlmin’, 20-ul-Probenschleife.
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0.08

pH 2,0

0.04 |

0,08 pH 3,0

0,04

0.04 -

pH 5.0

002 |

UV-Signal bei 280 nm /a.u.

0.02
pH 8,0

pH 11,8

Retentionszeit /min
Abb. 7-2: Chromatogramme der SEC-Analvsen einer Roth-Huminsiureprobe bei pH 2.0 wund nach
(Riick-)Titration —mit 0,5 M KOH zur Einstellung des entsprechenden pH-Wertes,
Bedingungen: 0,02 M Borat-Puffer (pH 9.2), I ml-min”, 20-pl-Probenschleife.
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HCl
pH 2.0

0.08

0.04

0,12
EDTA
pH4.9

0.08 |

|
0.04

012 Roth-HA
pH 11,8
0.08
0.04
L — R —

0.12
Zitronensaure
pH22

UV-Signal bei 280 nm /a.u.
o

Zitronensdure |
pH 2,0 |

0,08

0.04

Zitronensaure

ah pH 1.3

0.4

w 1 - 20 ' 25
Retentionszeit /min
Abb. 7-3: Chromatogramme der SEC-Analvsen einer Roth-Huminsdureprobe bei pH 11,8 und nach Zugabe von
a) 1 M HCI auf pH 2,0; b) von ca. 75 mgml' EDTA als Komplexbildner auf pH 4.9; ¢) von
unterschiedlichen Mengen Zitronensdtre auf  pH 2,2; 2.0 hzw. 1;3.

Bedingungen: 0,02 M Borat-Puffer (pH 9.2). 1 ml-min’, 20-pl-Probenschleife.
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Teil F: Einflul} des Eluenten und der verwendeten Metallhiilse auf die

Temperatur innerhalb des Reaktorrohres des DOC-Detektors
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Abb. 7-6: Aufheiz- und Abkiihlverhalten des Reaktors in Abhéngigkeit von der verwendeten Metallhiilse. Im

stationéiren Zustand wurde der Wasserfluff abgeschaltet und der Temperaturanstieg am Boden der

Metallhiilse iiber die Zeit aufgezeichnet. Nach 300 bzw. 420 Sekunden wurde eine Flufirate von

1 mi-min” eingestellt und der Temperaturabfall gemessen.
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Teil G: Formeln zur Berechnung des Gesamtfehlers der Fluoreszenzquench-

untersuchungen von Pyren und Aldrich-HA bei Anwendung der Gleichung nach
Lakowicz zur IFE-Korrektur

| a1
AF,,, = ‘lo(jAn )Atm] -AF

gem

Gl. 7-1

L L
+’_10£1Aﬂ tAem) ARy, |+

% ’ (Fgcm = FHA ) 10&’““ f%A

+ 4

Fa (Fgcm —Fya ) IO(L:A‘I\+%AEM} -In(1 0)‘ CAA

). ln{lO)‘ AR,

1

Gl. 7.2 AK =|
e |(Fkorr'cnoc

-AF,
)

Cpoc~

+‘ “F |-AF +—H i —l}- 1 ]A‘
3 korr S Cpoc
‘(ka' 'CDDC)I | A



Zusammenfassung der wissenschaftlichen Ergebnisse
zur Dissertation

Untersuchungen zur Sorption an Huminstoffen: Molekulargewicht und
Kohlenstoff-Isotopenfraktionierung

Der Fakultét fir Chemie und Mineralogie der Universitat Leipzig
eingereicht von

Diplom-Chemiker Michael Voskamp
im Februar 2004

Angefertigt in der Sektion Sanierungsforschung des UFZ-Umweltforschungszentrum
Leipzig-Halle GmbH

Einleitung und Problemstellung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Sorption von nicht-ionischen, hydrophoben,
organischen Substanzen (HOS) an Huminstoffe (Humic Substances, HS). Dabei werden im
ersten Teil die Wechselwirkungen mit geldsten HS und im zweiten Teil der Arbeit die
Wechselwirkungen von HOS mit immobilisierten HS betrachtet.

Die Wechselwirkungen mit gelésten HS filhren zu  einer (scheinbar) héheren
Wasserldslichkeit der sonst gering 8slichen HOS und somit zu einer verstirkten Ausbreitung
der Substanzen in der Umwelt. Die Aufklirung der Bindungsmechanismen von HOS an
geloste HS war in der Vergangenheit bereits Ziel von zahlreichen Untersuchungen. Der
EinfluBl der MolekiilgroBe der HS auf deren Sorptionspotential beziiglich HOS wurde dabei
jedoch bislang nur unzureichend differenziert untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
eine Methode entwickelt, die eine Bestimmung des Sorptionskoeeffizienten Kpoe von HOS
online gekoppelt an eine MolekiilgroBentrennmethode ermaglicht.

Die Sorption von HOS an in der Bodenmatrix immobilisierte HS bewirkt hingegen eine
Retardierung der Ausbreitung dieser Substanzen. Ein eventuell gleichzeitig stattfindender
mikrobieller Abbau der HOS fiihrt aufgrund der bevorzugten Verstoffwechselung von '*C-
haltigen Substraten zu einer Anderung der Kohlenstoffisotopenzusammensetzung in Richtung
zunehmender "C-Gehalte in der verbleibenden Fraktion. Dieser Effekt der mikrobiell
bedingten Isotopenfraktionierung wird in jiingster Zeit als ein Werkzeug zur Einschitzung des
Selbstreinigungsvermégens eines Grundwasserleiters (Aquifer) eingesetzt. Die [sotopenfrakt-
tonierung iRt sich aber nur dann quantitativ. dem mikrobicllen Abbau zuschreiben, wenn

andere physikalisch-chemische Vorginge keine Anderung des [sotopenverhiltnisses



bewirken. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden deshalb grundlegende Untersuchungen zum
Einflul der Sorption von HOS an eine huminstoffhaltige stationdre Phase auf die

Isotopensignatur der HOS durchgefiihrt.

Ergebnisse und Diskussion
. Molekiilgriflenanalvse von Huminsédureproben mittels der

Grifienausschluffchromatographie und der Asvmmetrischen Fluf-Feldflubfraktionierung

Zur GroBenauftrennung der Huminsdure (Humic Acid, HA)-Proben wurden die Grofenaus-
schlufchromatographie (Size Exclusion Chromatography, SEC) und die Asymmetrische
FluB-FeldfluBfraktionierung (AF?) eingesetzt. Um Molmassenverteilungen berechnen zu
konnen, bediirfen beide Methoden einer externen Kalibrierung mit Standardsubstanzen mit
einer dem Analyten vergleichbaren Molekiilform. Dabei zeigte sich auch in dieser Arbeit, dall
die Zusammensetzung des Eluenten die Ergebnisse der GréBlenbestimmung entscheidend
beeinflussen kann. Unter den gewihlten Bedingungen wurden aus der SEC-Analyse
zahlengewichtete bzw. massengewichtete Molmassenmittelwerte (M, bzw. M,,) von 2,3 kDa
bzw. 11,4 kDa fiir Aldrich-HA und 1,9 kDa bzw. 10,3 kDa fiir Roth-HA erhalten. Aus der
Anwendung der AF'-Technik wurden M,- und M,-Werte fiir Aldrich-HA von 7,4 kDa und
29.2 kDa sowie fiir Roth-HA von 7.0 kDa und 25.4 kDa erhalten. Die deutlich héheren M-
Werte aus der AF'-Analyse lassen sich auf die AusschluBgrenze der eingesetzten SEC-
Siulenkombination zuriickfithren, da der M.-Wert besonders durch die hochmolekularen
Probenanteile beeinfluBt wird. Im Gegensatz zur AF*-Analyse mit einem programmierten
linear abnehmenden Kraftfeld kénnen diese hochmolekularen Anteile bei der SEC-Analyse
nicht mehr aufgetrennt werden und eluieren beim Ausschlufvolumen der verwendeten SEC-
Siulen. Die ebenfalls hisheren M,-Werte bei Anwendung der AF'-Methode werden durch den
Verlust von niedermolekularen Anteilen der HA-Proben infolge der bei dieser Technik zu
verwendenden Ultrafiltrationsmembran (UF-Membran) und ihrer Ausschlufigrenze (Cut-off)
verursacht. Insgesamt a6t sich sagen, daf} beide experimentellen Methoden hinsichtlich der
Bestimmung von Absolutwerten fiir die Molekulargewichtsverteilung von HS mit praktisch
nicht vermeidbaren, systematischen Fehlern behaftet sind. Auf Grund der unterschiedlichen

Trennprinzipien kénnen sich beide Methoden jedoch vorteilhaft ergéinzen.



2. Untersuchungen zum Aufbau von Huminsdureproben mittels der

Grafsenausschlufichromatographie und der Asymmetrischen Fluf-F eldflufifraktionierung

Auch wenn eine exakte Bestimmung der mittleren Molmasse von HS mittels der SEC und der
AF" kaum realisierbar zu sein scheint, kénnen relative Andemngen im allgemeinen mit
beiden Methoden sehr gut untersucht werden. Aus der Anderung der Peakgestalt (Hohe,
Elutionsvolumen und Modalitit) von HS-Proben bei der SEC-Analyse wurden in der Literatur
Riickschliisse auf den Aufbau von HS gezogen und als ,Piccolo-These* [1. 2, 3] bekannt. Die
von Piccolo et al. beschriebene Anderung der Peakgestalt konnte auch in dieser Arbeit fiir
Aldrich-HA und die verwendete SEC-Siulenkombination beobachtet werden. Durch die
erstmalige parallele Anwendung der auf einem anderen Trennprinzip beruhenden AF-
Methode konnte jedoch gezeigt werden, daB es sich dabei um SEC-Artefakte handeln muf:
Eine vergleichbar signifikante Anderung der Gestalt der MolekiilgréBenverteilung unter
Einwirkung von organischen Siuren, wie sie bei den SEC-Analysen erhalten worden ist,
konnte bei Anwendung der AF*-Methode hier nicht beobachtet werden, obwohl die
experimentellen Bedingungen bei Zutreffen der Piccolo-These eine solche erwarten lieBen. Es
wurde aus diesen Experimenten also kein Hinweis darauf gefunden, dall die héher- und
hochmolekularen Huminstoffmolekiile - wie von Piccolo et al. postuliert - lediglich aus

Agglomeraten von niedermolekularen Bausteinen bestehen.

3. Entwicklung eines Online-Detektors zur Bestimmung des geldsten organischen

Kohlenstoffs

Zur Online-Bestimmung von (auf geldsten Kohlenstoff normierten) Sorptionskoeffizienten
(Kpoc) nachfolgend zu einer MolekiilgroBentrennung ist die simultane Bestimmung der
Konzentration des geldsten organischen Kohlenstoffs (Dissolved Organic Carbon, DOC)
notwendig. In Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Nichtklassische Chemie (INC) an der
Universitit Leipzig wurde im Rahmen dieser Arbeit ein einfacher, robuster und preisgiinstiger
Online-DOC-Detektor entwickelt. Als Nachweisgrenzen wurden im Offline-Modus ein Wert
von 34 ng Kohlenstoff und im Online-Betrieb von ca. 100 ng Kohlenstoff erhalten. Seine
universelle Verwendbarkeit als weitgehend diskriminierungsfreier, kohlenstoffsensitiver
Detektor konnte anhand der Analyse von drei unterschiedlich leicht oxidierbaren Kohlenstoff-
quellen wie Kaliumhydrogenphthalat, tert.-Butanol und Aldrich-HA demonstriert werden.
Neben einer symmetrischen Peakverbreiterung - bedingt durch das notwendige grolie

Volumen des Oxidationsreaktors - fithrte eine durch den DOC-Detektor verursachte



unsymmetrische Peakverbreiterung bei der Online-Kopplung dazu, dal ein direkter Einsatz
des DOC-Detektors zur Ermittlung der Kohlenstoftkonzentration bei der Online-Kopplung
von Molekiilgréfentrennung und Kpoc-Bestimmung nicht moglich war.

Die nur geringen Unterschiede in den spezifischen UV-Absorptionen zwischen den verschie-
denen MolekiilgroBenfraktionen der verwendeten Aldrich-HA sowie weitere Literaturbefunde
rechtfertigten jedoch die Verwendung eines UV-Detektors zur ndherungsweisen Bestimmung

der Kohlenstoftkonzentration.

4. Kombination von Grdflentrennmethoden und der Fluoreszenzldschtechnik zur Evmittlung

von molekiilgrdfenaufgeldsten Sorptionskoeffizienten von HOS an geldster HA

Die in dieser Arbeit entwickelte Online-Kopplung von Gréflentrennmethoden wie der SEC
bzw. der AF" mit der Fluoreszenzldschtechnik (Fluorescence Quench Technique, FQT) stellt
eine  schnelle Methode zur  Bestimmung  von molekiilgroBenaufgeldsten
Sorptionskoeffizienten dar. Fiir die online ermittelten Sorptionskoeffizienten von Pyren an
Aldrich-HA wurde ein nahezu konstanter Wert von log Kpoc = 4.3 - 4,4 iiber einen sehr
breiten Bereich der Molmassenverteilung der HA erhalten. Dies gilt sowohl fiir die
GrofBentrennung mittels der SEC als auch mittels der AF*. Lediglich an den duBeren Flanken
der HA-Peaks wurden etwas héhere Werte fiir den Sorptionskoeffizienten gefunden.

Mit Hilfe von Offline-Untersuchungen der drei SEC-GréBenfraktionen wurde der aus den
Online-Experimenten beobachtete Trend bestitigt. Auch hier besitzt die mittlere Fraktion
einen etwas niedrigeren Sorptionskoeffizienten (log Kpoc = 4.8 £ 0,2) als die hoch- und
niedermolekulare Fraktion (log Kpoc = 5,2 = 0,2 bzw. 5,0 £ 0,2). Die Effekte sind jedoch
gering. Zusammenfassend 143t sich sowohl aus den Online- als auch aus den Offline-
Experimenten schluifolgern, daf} die Molekiilgréfe innerhalb des auswertbaren Bereichs der
angewandten Methoden von einigen 100 bis zu mehreren 100.000 Da keinen deutlichen
EinfluB auf das Sorptionspotential der HA hat. Offensichtlich verfligen bereits relativ kleine
HA-Molekiileinheiten iiber das gleiche Sorptionspotential beziiglich HOS, wie es der
Gesamtheit der HA-Probe zugeschricben wird. Es ist jedoch verniinftig anzunehmen, dal3
geloste Sorbenzien eine Mindestgrofe besitzen miissen, um mit HOS in der GrolBe eines
PAK-Molekiils hinreichend bestindige Wechselwirkungen einzugehen. Aus den Daten der
vorliegenden Arbeit kann die Schlussfolgerung gezogen werden, daf} die notwendige untere

Grenze im Fall der Aldrich-HA unterhalb von 0,8 kDa liegt.



3. Ergebnisse der Siulenexperimente zur Isotopenfraktionierung

Anhand von Fraktionierungsexperimenten konnte sowohl fiir eine RP-C4-HPLC-Séule als
auch fiir eine Trennséule, bei der HA kovalent an ein anorganisches Trigermaterial gebunden
wurde, gezeigt werden, daff die Sorption von organischen Substanzen an diese stationiiren
Phasen zu einer signifikanten Fraktionierung der Kohlenstoffisotope fiihrt. Dabei bewirkt die
hydrophobe Sorption einen Isotopenfraktionierungseffekt, der in seiner Richtung mit dem des
biologischen Abbaus identisch ist: Durch beide Prozesse reichern sich die BC-haltigen
Isotopomere in der mobilen Phase an. In Analogie zum biologischen Fraktionierungsfaktor o
konnten fiir Benzol, e-Xylol und 2,4-Dimethylphenol (2,4-DMP) auf der HA-Siule
sorptionsbedingte Fraktionierungsfaktoren o.'= Koce'*“ / KUC'JC von 1,00011; 1,00092 bzw.

1,00035 berechnet werden.

6. Anwendung eines einfachen Aquifermodells auf die Ergebnisse der Sciulenexperimente zur

Isotopenfraktionierung

Durch Uberfithrung der experimentellen Ergebnisse in ein Aquifermodell konnten die
substanzspezifischen Isotopenfraktionierungseffekte unter Berticksichtigung der relevanten
Aquifereigenschaften, wie Fahnenlinge und -zustand (stationir oder instationdr), Gehalt an

organischem Kohlenstoff und Trenneffizienz, abgeschiitzt werden.

a) Fall der instationéiren Schadstoffahne

Bei instationdren Schadstoffahnen wirkt die gesamte Fahnenlinge als Trennstrecke. Der aus
der Sorption resultierende Isotopenfraktionierungseffekt ist an der vorauslaufenden Flanke
der Fahne zu erwarten. Fir den Fall, daB dieser sorptionsbedingte Fraktionierungseffekt
filschlicherweise ausschlieBlich einem mikrobiellen Abbau (mit einem entsprechenden
Fraktionierungsfaktor) zugeschrieben wird, wurden fiir verschiedene Szenarien der scheinbare
biologische Abbaugrad in der vorauslaufenden Flanke berechnet und fiir o-Xylol und 24-
DMP signifikante, scheinbare Abbaugrade ermittelt. Somit konnte gezeigt werden, daB bei
Vernachldssigung  des durch  Sorption an die stationire Phase bedingten
[sotopenfraktionierungseffektes das biologische Abbauvermogen des Aquifers iiberschiitzt
werden kann. Die Messung eines Isotopenmusters (und seiner Anderung im Vergleich zur
Ausgangszusammensetzung) in der auslaufenden Flanke einer instationdren Schadstoffahne
allein  reicht nach diesen Modellrechnungen als Nachweis fiir einen biologischen

Schadstoffabbau nicht aus.



h) Fall der stationdiren Schadstoffahne

Fiir den in der Praxis hdufig anzutreffenden Fall einer stationiren Schadstoffahne ist die
Linge der FlieBstrecke der Schadstoffahne fiir den sorptionsbedingten Isotopenfraktio-
nierungseftekt irrelevant. In diesem Fall wird nicht mehr der chromatographische Effekt der
Isotopenfraktionierung wirksam, sondern der Effekt, daf fiir beide Isotopomeren aufgrund
ihrer unterschiedlichen Retardation verschiedene Reaktions-/Abbauzeiten zwischen zwei
MeRpunkten zur Verfiigung stehen. Zusitzlich kann die unterschiedliche Verteilung zwischen
sorbiertem und frei geldstem Zustand zu einer Isotopenfraktionierung fithren, wenn beide
Zustinde fiir einen biologischen Abbau unterschiedlich gut zugidnglich sind. Die letzt-
genannten Effekte haben gegeniiber einem biologischen Isotopenfraktionierungseffekt dann
eine Relevanz, wenn die o- und o’-Werte in einer vergleichbaren Grofienordnung liegen. Es
wurde gezeigt, dafl sich die sorptionsbedingten Isotopentraktionierungseffekte unter bestimm-
ten Bedingungen aufheben und dann nur der kinetische Isotopenfraktionierungseffekt des

biologischen Abbaus einen Beitrag leistet.

7. Einfluf3 von Heterogenitditen im Aquifer auf die Anwendung der Isotopenverhiiltnisanalytik

Ein weiterer Aspekt. der sich erschwerend auf die Anwendung der Isotopenverhiltnisanalyse
zur Charakterisierung des mikrobiellen Abbaus in Aquiferen auswirkt, ist die Tatsache, dal} in
Aquiferen hiufig Teilstrome vorhanden sind. Indem der vereinfachte reaktionstechnische
Ansatz eines Strémungsrohres zur Beschreibung eines homogenen Aquifersystems sowie das
Modell einer Reaktorkaskade mit unterschiedlichen Reaktionsbedingungen fiir ein hetero-
genes Aquifersystem angewandt und beide Systeme verglichen wurden, konnte ecine
bemerkenswerte Aussage abgeleitet werden: Besteht der Grundwasserstrom eines makros-
kopisch homogenen Aquifers aus Teilstromen mit unterschiedlichen Abbaukapazititen, so
resultiert fiir den aus diesen Teilstromen zusammengesetzten Gesamtstrom gegeniiber einem
einheitlichen Strom bei gleichen mittleren Umsitzen (c./co) stets ein geringerer
Isotopenfraktionierungseffekt. Dies fiihrt dazu, dafl das biologische Abbauvermdgen eines
solchen - realen - Aquifers auf Basis der Ergebnisse der Isotopenmessungen niemals

iiberschiitzt, sondern stets unterschitzt wird.
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