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Haufig verwendete Abkirzungen und Symbole

A Absorbanz

AosalAszs Verhaltnis der Absorbanzen bei 254 und 436 nm

Abb. Abbildung

AnEx-LC Anionen-Austausch-Flissig-Chromatographie, ,,Anion Exchange

Liquid Chromatography”

AS Atomspektrometrie

AAS Atom-Absorptions-Spektrometrie

ASV Anodische Strippingvoltammetrie

CE Kapillarelektrophorese

C. Konzentration der labilen Metallspezies

Cosy Zweidimensionale Korrelationsspektroskopie, ,2D-Correlation Spektroscopy”
CPMAS Cross Polarization Magic Angle Spinning

D Dialyse

Da Dalton, g/mol

DOC geloster organischer Kohlenstoff, ,Dissolved Organic Carbon”
DPP differentielle Pulspolarographie

EC elementarer Kohlenstoff, ,Elemental Carbon”
ED Elektrodialyse

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FA Fulvinsaure, ,Fulvic Acid”

FAAS Flammen-Atom-Absorptions-Spektrometrie
FFF Feldflu3-Fraktionierung

GC Gaschromatographie

GFAAS Graphit-Ofen-Atom-Absorptions-Spektrometrie
GPC Gelpermeations-Chromatographie

HA Huminsaure, ,Humic Acid”

HETCOR Heteronuclear Correlation Spectroscopy

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

HS Huminstoff, ,Humic Substances”

HYPHAN 1-(2-Hydroxyphenyl-azo)-2-naphtol

ICP-OES Induktiv-gekoppeltes-Plasma-Optische-Emissions-Spektrometrie
IHSS International Humic Substances Society

IMAC immobilisierte-Metallchelat-Affinitats-Chromatographie

IR Infrarot(-Spektrometrie)

ISE lonenselektive Elektrode



Ka thermodynamische Austauschkonstante

Ki konditionelle thermodynamische Stabilitdtskonstante
K summarische thermodynamische Stabilitatskonstante
ki Geschwindigkeitskonstante

KKe konditionelle Komplexierungskapazitat fir das Metall Me
L Ligand

Lk konkurrierende Liganden

MAC Metallaffinitats-Chromatographie

Me Metall

Mek konkurrierende Metalle

MF Mikrofiltration

MS Massenspektrometrie

MST-UF Mehrstufen-Ultrafiltration

MWG Massenwirkungsgesetz

n.m.w.cut-off nominal molecular weight cut-off

NDIR nicht dispersiver Infrarot(-Detektor)

NF Nanofiltration

NMR Kernresonanzspektroskopie, ,Nuclear-Magnetic-Resonance-Spektroscopy”

NOESY Kern-Overhauser-Effekt-Spektroskopie, ,Nuclear-Overhauser-Effect-
Spectroscopy”

ocC organischer Kohlenstoff, ,,Organic Carbon”

P-UF Parallel-Ultrafiltration

RO umgekehrte Osmose, ,Reversed Osmose”

ROS refraktare organische Substanzen

RPC Umkehrphasen-Chromatographie, ,Reversed Phase Chromatography”

RPLC Umkehrphasen-flussig-Chromatographie, ,RP Liquid Chromatography”

SAK Spektraler Absorptionskoeffizient a(A)

SOC partikularer organischer Kohlenstoff, ,Suspended Organic Carbon”

t Zeit

1 Halbwertszeit

Tab. Tabelle

TEM Transmissions-Elektronenmikroskopie

TC gesamter Kohlenstoff, ,Total Carbon”

TRFA Totalreflexions-Rontgenfluoreszenz-Analyse

UF Ultrafiltration

UV/VIS ultravioletter und sichtbarer Wellenlangenbereich

XAD 8 Austauscherharz zur Isolierung von Huminstoffen



Inhaltsverzeichnis

| 1. HUMINSTOFFE IN AQUATISCHEN SYSTEMEN.......ccciiiiiiiiiiiiiicie s 1]
P. VOR-ORT-ANALYTIK: MOTIVATION UND AUFGABENSTELLUNG ...........coooieiiiiiiieiiiieeee 3|
B. CHARAKTERISIERUNG VON HUMINSTOFFEN ........cccuiiiiiitiiieeeeiieee e 5|

B.1. DOC-BESTIMMUNGEN........cceuveeeeeeseeeesseneeseneeseneessnneessnneeseneesaneseseneessnneesoneessneseseneessneeeseneessneeseneesns 5|
B.2. ELEMENTARANALYSE . ... ttteiutteauteaestttasateeesuteaasteaessteaaassaessseasntetesaseasassaessseesasseesnseesnsesessseesssseesnseeans 5|
B.3. STRUKTURELLE CHARAKTERISIERUNG. ... vveetveeetteeetveessteeessseessseesssseesseeessseesnsssessseesssessssseesnsseesseesn 6|
B4, LOSUNGSSTRUKTUREN........cccuveeeteeeetteeeteeeeusesesseesssessessseensesssssesnsessessesssssessseesnsesenseeesssessssesessnees 11]
B.5. FRAKTIONIERUNGSVERFAHREN ......cctvieiutireistieseeiesesersstsseesesesnsssessenssssssssessssesessesssssessssesesssesesseees 13|
B.5.1. EIEKITOPNOIESE ... 14|
B.5.2. ChrOMALOGIAPNIE .......eeeeieiiei ettt e ettt e e et e e st e e ebeeeanbeaenneesneeas 15|
B.5.3. GrORENKIASSIEIUNG. .........eeeeiviieeeeeteieeeeetteeeeeeteeeeeetteeeeetteeeeeetteeeesetteeeesenseeeesenseesesansseeeenseneas 17|
B.5.3.1. GelpermeationSChroOMatOGraADNIC ... e e e 17|
B.5.3.2. MeMDIANFIIAtON .......oeevieiieceie ittt e et se e e e s erereesssensersssrenserarenis 17|

B.6. HUMINSTOFF/METALL-WECHSELWIRKUNGEN .....0eeutettistesseeseesesssessessesssessesssassessessessessessessesssessens 21|
B.6.1. Metall-Komplexierungskapazitat aguatischer HUMINStOe............ccveveeeeeeeeveeeeeeerevennn. 23|
B.6.2. Charakterisierung von Huminstoff-MetallkompleXen..............cccccocvvevcveeiieesiveescieesveennen. 24|
B.6.3. Liganden- bzw. Metall-Austausch an Huminstoff-Metallkomplexen...............c...ccoccun........ 26|
B.6.3.1. AUSTAUSCIKINETK ... eeeeeeeeeeeeeeneeameeeeneas 27|
B.6.3.2. GIEICNGEWICTE ..ovoviiei i 29|

B. EXPERIMENTE, ERGEBNISSE UND DISKUSSION .....ccuiiitiiitiiiiiiiiiieiieiiesiesiesesisesseeesseessessseeans 30|
B 1. PROBENNAHME ......vitititsitessisisesseseseesessetess et essese s esessess et es et ess et ess et essese s ess s ass s ers st essasessatessasearaseans 30|
B.1.1. DEr HONIONSEE ...ttt sttt et et ese st esessess st e asesereesassansrensanas 30|
B.1.2. DAS VENNET MOOT .......eccvieeetieeeeteeeeeeeeeeeeeeteeeteeeeeeete e et eeeteaesnteeeenseesnseeseseeesnseeanseesneens 31|
B.1.3. Der ArNSDEIGEr WAIH ...........coovuuiiieiieeeieietieeieeeieeeeeseteeeie et ae s eeeeneeeseeessneeeseneeesseranenas 32|
B.1.4. Referenz-HUMINSIOME ... ..ottt eresresnans 32|
8.2, HUMINSTOFF-ISOLIERUNG ......visiessisieisisseie s ieseses e ss s sess s st er s s s srsas s arersese: 33|
B.2.0. XAD 8-VEITANIEN........cccuveeeeieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e eetaeeenteesteeesnteeeeeeaneens 33|
.2.2. Praparative URTATITATION .............cueeeueeieeieeeeeeeeeeeees e eeeeeeeaeseeseeeeeeneseeesseenesnnesneeas 34|
#.3. BESTIMMUNG GELOSTER HUMINSTOFFE .....eeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeaeseeeeeseeeesnenesseneeseneessneas 34|
#.3.1. DOC-Bestimmung mittels KohlenstoffanalySator .............c.cccveeieiiieiiceseisieesee e 34|
.3.2. Vor-Ort-Bestimmung mittels UV/VIS-SPeKIrOMEetrie...........cc.ueeeuveeeueeeeeeeeieeeeeeerieeereannn, 39|
#.4. MOLEKULGRORENKLASSIERUNG MITTELS ULTRAFILTRATION ......ceeevieeeeeeeeeeeseeereseneseensssensseneessneass 41|
KA. 1. VOr-Ort-GrORENKIASSIEIUNG ....oceoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeesnneeeeananneeeesnnnneeessnnnees 41)
$.4.1.1. Mehrstufen-Ultrafiltration (Kaskadenverfahren) .........c.coeecevevererieiiieiii e, 41]
i.4.1.2. Parallel-Ultrafiltration (ParallelVerfaren) ..............coooeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaans 44
B.4.2. Metallverteilung in GrolBenfraktiONeN............ccuuveceeerieeeeeeieeeteeseeeeeeeseeeesieaesneeeseeeeneeas 46|




B.4.3. Strukturelle UNterSUCNUNGEN .......c..vciviieieiieeiieeetieeeeeeeteeeeeeta e aeetvaesntaestvaesnbeeenseeenseas 53|

B.4.3.1. UV/VIS-SPEKITOMELIIE. ...t eeeseeeseeseeesaneessenessnesassesesnesnsesnsessssees 53|
$.4.3.2. NMR-SPEKITOSKODIE .. iveieieiiiiiiiteieieisi sttt 55|
4.4.3.3. 2D-FIUOre€SZENZ-SPEKITOSKODIC..........vveieeieieeeeieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeesseeeeeneesssesesneeesneseneeesees 59|

#.5. LIGANDEN-AUSTAUSCH AN HUMINSTOFF-IMETALLSPEZIES .....cc.vvveietieeeeeeseieeseteeesneeeseeeesneeesnseneseeens 61|
B.5.1. VOr-Ort-AUStauSCh Mt EDTA..........ooeeiiuiiieeietiiieeeeiiieeeeetiieeeeetieeeeeeiteeeeeteeeaeeetteeeesenseeeesannens 63|

#.6. BELADUNG GELOSTER HS MIT METALLIONEN ....uviuiiutisiesiisiesessessesesessessessassesssssesessessessessessessassaseas 76|
#.6.1. Konditionelle Komplexierungskapazitaten..............cccuvuvuveereiioreiiiiiieeeeeeseeeneeeneeeeens 76|
#.6.2. Thermodynamische StabilitatSKONSTANTEN ..........c..eevvveeiiieiieeeeeeeeeeeeee e eeeeseeeneeeas 77|

#.7. METALL-AUSTAUSCH AN HUMINSTOFF-METALLSPEZIES ......vveivieeeeveeeeeieeeeveeeeteeeeeeeeeteeesnseeeeseeesneeess 79|
B.7.1. Vor-Ort-Austausch mMit CU)-IONEN .............ccureiueeeerieeeieeeieeeeieeeeeeeieeeeeeeeieeeteeeeareeennns 79|
B.7.2. Cu(ll)-Austausch an naturlichen, vorangereicherten und artifiziellen HS-Metallspezies..... 92|

#.8. TRANSFORMATIONSVORGANGE IN HUMINSTOFFEN. .....c..tvteeieesetieseeeeseeeesneeeesnenesneenesneeeseenesneessssees 94|
K.8.1. Anderungen der MolekUlgroRenverteilung............c..eeeeeueeeeeeueeeeeeiieeeeeiieeeeeieeeeeeieeeeeneeae 94|
#.8.2. Anderungen der Metallgehalte, -komplexierungskapazitaten und -verfiigbarkeiten ........... 98|
f.8.3. Strukturelle VEranderUNGEN ............uuiiueieiriieeeieeeeeeteesee et s e ree e 106|

B. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK ......ccuiiiitiieiiiieeieeieeeteeeeiaeeaessiaesneeeesneeesneeaesneeeeneeeas 110
B. GERATE- UND CHEMIKALIENLISTE.....uiiiiitiitietiesteesssesseeseesssessesssessseesssessessessssssseeseesesssees 114|
[7. LITERATURVERZEICHNIS .....ooutiiitiiiti ettt e eteeeteeetvestveesbeesteesteeesseesseeseesseesseessseaseesseessaesseas 116|

vi



1. Huminstoffe in aquatischen Systemen

Die Huminstoffe (HS) sind in der Biosphéare weit verbreitet und stellen die Hauptsenke fur
refraktaren organischen Kohlenstoff in Boden und Gewassern dar Aktuellen Schat-
zungen zufolge belauft sich die Masse des schwer abbaubaren organischen Kohlenstoffs
(als Element C gerechnet) in Boden-HS auf etwa 2 bis 3 x 10'* t und in aquatischen HS auf
etwa 1 x 102 t, rund funf mal mehr als in der auf der Erde lebenden Biomasse vorhanden ist
[E]. In Oberflachen-, Grund- und Meerwasser bestehen etwa 50 % des darin gel6sten
organischen Kohlenstoffs (Dissolved Organic Carbon, DOC) aus HS [E|| Sie entstehen durch
komplizierte, erst zum Teil aufgeklarte mikrobielle Abbauprozesse aus pflanzlichen bzw.
tierischen Ruckstanden, sowohl in aquatischen Systemen (aquatische HS) als auch in Boden
(pedogene HS) [@. Die wichtigsten pflanzlichen Ausgangsstoffe sind Cellulose und Lignin,
z.Tl. auch Peptide. Aufgrund ihrer komplexen Genese sind HS keine einheitlichen Stoffe
definierter Struktur, sondern polydisperse, kaum auftrennbare Mischungen sich ahnelnder
Makromolekiile mit variierenden MolekilgréRenverteilungen, Strukturen und Funktio-
nalitaten, die stark von ihrer Genese und dem Grad ihrer Humifizierung gepragt werden.
Meistens bestehen HS aus einer Vielzahl von aliphatischen, aromatischen, Kohlenhydrat-
und Peptid-Substrukturen, die irregular miteinander verknipft sind und zudem ein breites
~Spektrum” an funktionellen Gruppen aufweisen. Hinzu kommt noch, dal HS in aquatischen
Systemen &auRerst komplexe kolloidale Lésungsstrukturen ausbilden kdnnen [E] HS-
Gemische in Boden und Gewassern lassen sich grob nach ihrem Ldslichkeitsverhalten in
walRriger Phase in saurel6sliche Fulvinsauren (Fulvic acids, FA), saureunlésliche, aber

alkalilosliche Huminsauren (Humic acids, HA) und praktisch unlgsliches Humin unterteilen.

Aufgrund ihrer strukturellen und funktionellen Vielfalt sind HS an zahlreichen Prozessen in
der Umwelt beteiligt [B] und nicht zuletzt fiir die Fruchtbarkeit des Bodens verantwortlich [f].
Eine besondere Relevanz haben die HS auch fur die Bindung, den Transport und die
Deposition von organischen und anorganischen Schadstoffen, speziell von Pestiziden [B]P]
und Schwermetallionen [LOJL1]2] in Béden und Gewdassern. Geloste und partikulare HS
verhalten sich prinzipiell wie makromolekulare, polyfunktionelle Komplexbildner, die
insbesondere mit Schwermetallionen sehr stabile Komplexe bilden kénnen [[L3]. Dadurch
beeinflussen HS in vielen Gewassern nachhaltig die dort vorliegenden Metallbindungs-
formen. Bedingt durch ihre ausgepragte Polyfunktionalitat und -dispersitat kommt es dabei
zur Bildung von komplexen HS-Metallspezies-Mischungen, die nicht durch einheitliche
Strukturen bzw. durch klassische thermodynamische Stabilitdtskonstanten beschrieben
werden kénnen . Die Stabilitat aquatischer HS-Metallspezies, die quasi als ein Maf3 fur

ihre biologische ,Verfigbarkeit” anzusehen ist, setzt sich in verwickelter Weise aus



thermodynamischen und kinetischen Faktoren zusammen, wie aus aktuellen Arbeiten

abzuleiten ist [[L5].

In Gewassern konnen HS und andere makromolekulare Stoffe komplizierte dynamische
Hydrokolloide ausbilden, haufig in Verbindung mit anorganischen Wasserinhaltsstoffen, wie
Elementoxidhydraten und Mineralstoffen. Nattrliche Kolloide dieser Art, die zudem schnellen
Verédnderungen unterliegen kdénnen , zeigen z. T. starke Wechselwirkungen mit vielen
Schadstoffen, einschliel3lich Schwermetallionen. Bislang existieren jedoch kaum zuver-
lassige Informationen Uber organisch gepragte Gewasserkolloide und die von ihnen gebil-
deten Schadstoffspezies. Die Charakterisierung von HS und ihren Wirkungen, insbesondere
der Metallbindung, hat sich in der bisherigen HS-Forschung vorrangig auf isolierte HS, also
auf einen operationell wesentlich veranderten ,Ausschnitt” des urspriinglichen Gewasser-
kolloids beschrankt. Bei ihrer konventionellen Isolierung werden aquatische HS jedoch zum
einen einem relativ sauren Sorptionsprozel3 an technischen Adsorbentien, z.B. XAD 8, und
zum anderen einer stark alkalischen Elution unterworfen, wobei die urspringlichen
Metallspezies zwangslaufig einer hydrolytischen Spaltung unterliegen [. Die so
gewonnenen HS bzw. artifiziell daraus nachgebildeten Modellspezies sind in ihren Strukturen
bzw. Wirkungen wohl nur bedingt mit den urspriinglichen Metallspezies vergleichbar, wie in
einer vorausgehenden Arbeit am Institut fir Spektrochemie bereits gezeigt werden konnte
. Dabei wurde festgestellt, dald artifiziell erzeugte HS-Metallspezies generell eine
schnellere und hoéhere Metall-Verfugbarkeit, beispielsweise gegenuber konkurrierenden
Chelatbildnern wie etwa EDTA, aufwiesen als die urspriinglichen Spezies. Demnach sind die
meisten bisherigen Arbeiten zur Metallspeziation in aquatischen HS, die lediglich mit Hilfe
isolierter HS und Metallionen in vereinfachten Modellversuchen durchgefiihrt wurden, mit
Skepsis zu betrachten . Ihre unkritische Ubertragung auf natirliche Metallspezies in HS-
dominierten Gewdassern ist kaum statthaft. Dartiber hinaus ist zu bericksichtigen, dal3
natirliche HS-Metallspezies in Wasserproben schon bei ihrer Lagerung analytisch uner-
wlnschten Transformationen unterliegen kénnen [@, die bei ihrer nachgeschalteten
Charakterisierung im Labor systematische Artefakte nach sich ziehen. Demnach ist die
Metallspeziation in aquatischen HS, so wie sie bisher in vielen Arbeiten praktiziert wurde, mit

erheblichen systematischen Unsicherheiten behaftet.

Eine zuverlassigere, wirklich ,naturnahe” Analytik von aquatischen HS und ihren
urspriinglichen Metallspezies erfordert deshalb deren unmittelbare Charakterisierung am,
wenn moglich sogar direkt im Gewasser. Aufgrund eines unzureichenden methodischen
Instrumentariums war jedoch bisher eine derartige Vor-Ort- bzw. in-situ-Analytik an

aquatischen HS-Metallspezies kaum mdglich.



2. Vor-Ort-Analytik: Motivation und Aufgabenstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, eine leistungsfahige, mdglichst einfach zu
handhabende Feldmethodik fur die Vor-Ort-Charakterisierung aquatischer HS und ihrer
kolloidalen Metallspezies in DOC-reichen Gewassern aufzubauen. Die Arbeit an diesem
Projekt ist eingebettet in das aktuelle Sonderschwerpunktprogramm ROSIG (Refraktare
organische Sauren in Gewassern) der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) im
Bereich der Wasserforschung. Das seit 1994 |laufende Sonderschwerpunktprogramm DFG-
ROSIG hat sich zum Ziel gesetzt, mit Hilfe neuer bzw. weiter entwickelter bekannter
Methoden die Charakterisierung von ,ROSIGs” und ihrer Genese sowie der von ihnen
beeinfluRten Prozesse in Gewassern nachhaltig zu verbessern. Ein wesentlicher ROSIG-
Kernpunkt war auch, die Kenntnisse Uber Strukturen bzw. Funktionalitdten aquatischer HS

sowie die von ihnen gebildeten Metallspezies zu vertiefen.

Hydrokolloide in HS-haltigen Gewaéssern kdnnen bereits kurz nach Probenahme starken
Veréanderungen in ihrer GroRRenverteilung unterliegen . Auf ahnlich signifikante Unter-
schiede zwischen ,MolekllgroRen”-Verteilungen von HS und ihren natirlichen Metallspezies
aus frisch geschopften Referenzwasserproben und den hieraus isolierten Referenz-HS
wurde auch im Rahmen eines vorausgehenden ROSIG-Projekts am ISAS hingewiesen [.
Demnach sollten z.B. charakteristische GroRenverteilungen von Hydrokolloiden und den von
ihnen gebildeten naturlichen Metallspezies moglichst schon am oder besser noch im
Gewasser erfal3t werden. Hierflr eignet sich in besonderer Weise die mehrstufige
Tangentialflu3-Ultrafiltration (MST-UF) in der am ISAS konzipierten Kaskaden-Technik [@,
die vom Prinzip her Spezies-Differenzierungen vor Ort bzw. in-situ ohne systemveréndernde
Hilfsstoffe, z.B. Puffer oder Elektrolyte, ermdglicht. Fir diesen Zweck war im Rahmen der
vorliegenden Arbeit eine einfach durchfihrbare Feldtechnik der MST-UF zu entwickeln, die
moglichst rasche Vor-Ort-Fraktionierungen naturlicher Hydrokolloide und ihrer Metallspezies
sowohl im ,subpartikularen” (< 0.45 bis 0.1 um) als auch im ,makro-molekularen” Bereich
(< 100 bis 1 kDa) erlaubte. Signifikante Verschiebungen der GroRenverteilung von HS-
reichen Hydrokolloiden in Referenzwasserproben, die sich eventuell wahrend deren Lage-

rung ergaben, sollten ebenfalls mit dieser UF-Technik verfolgt werden.

Fur die Bewertung natlrlicher HS-Metallspezies und ihrer Prozesse ist es weniger von
Bedeutung, deren genaue Strukturen zu ermitteln, als vielmehr, sie maoglichst hinsichtlich
ihrer Stabilitat bzw. Labilitat (,Metall-Verfigbarkeit”) zu differenzieren. In der Laboranalytik an
HS-Metallspezies werden hierfir mit Erfolg lonenaustauschverfahren in Form von chromato-
graphischen Flie3techniken eingesetzt [. In einem ROSIG-Projekt, das der

vorliegenden Arbeit voranging, konnte bereits gezeigt werden, dal auch Austauschreak-
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tionen mit gelésten Chelatbildnern, z.B. EDTA, kombiniert mit einer zeitkontrollierten
Ultrafiltration, eine operationell einfache Differenzierung zwischen labilen und inerten HS-
Metallspezies in walrigen Proben ermdglichen. Fur die hier angestrebte Vor-Ort-
Charakterisierung aquatischer HS-Metallspezies (HS-Me) nach ihrer ,Metall-Verfligbarkeit”
erschienen deshalb Austauschreaktionen mit konkurrierenden Liganden (Ly) bzw. Metall-

ionen (Mey), wie im nachstehenden Schema skizziert, besonders aussichtsreich:

Ly Mek
HS + L-Me *+— HS-Me &> HS-Mex + Me (2)

Aus der Kinetik bzw. den Gleichgewichten dieser Austauschreaktionen, als Feldtechnik am
Gewasser durchgefihrt, lassen sich differenzierende Aussagen zur kinetischen bzw.
thermodynamischen Stabilitdt der vorliegenden HS-Me ableiten. Natirliche HS-Me, die sich
auch nach langerer Reaktionszeit nicht an derartigen Umsetzungen beteiligen, werden
operationell als ,inert” eingestuft. Zur eigentlichen Quantifizierung der vor Ort differenzierten
Metallspezies dienen anschlie3end konventionelle atomspektrometrische Labormethoden
(z.B. AAS, ICP-OES, TRFA). Der so konzipierte Verbund aus Vor-Ort-Differenzierung und
instrumentellen Bestimmungen im Labor sollte eine moglichst zuverlassige ,kinetische” und
sthermodynamische” Speziation an realen, nicht durch Probentransport und -lagerung
eventuell veranderten HS-Me ermdglichen. Zum Vergleich kdnnen in-vitro erzeugte HS-Me
aus isolierten HS und verschiedenen Metallionen herangezogen werden. Die Differenzierung
labiler/inerter HS-Me mittels Liganden- bzw. Metallaustausch sollte aufRerdem gewisse
Ruckschlisse Uber die biologische Verflgbarkeit der entsprechenden Me im Gewasser
erlauben. Liganden- wie auch Metallaustausch sind zudem nattrliche Transformationswege

realer HS-Me, Uber die bisher kaum etwas bekannt ist.

Aquatische HS und ihre HS-Me, die mit Hilfe der neu entwickelten Methodik vor Ort
fraktioniert bzw. charakterisiert wurden, sollten auch mittels molekllspektroskopischer
Labormethoden, z.B. UV-VIS, Fluoreszenz, *H- und *C-NMR, auf strukturelle Unterschiede

hin untersucht werden.

Insgesamt war zu erwarten, dal} das hier skizzierte methodische Instrumentarium einen
wesentlichen Beitrag zu einer vertieften Analytik von aquatischen HS und ihren Metall-

spezies in Gewéassern leisten kann.



3. Charakterisierung von Huminstoffen

Die strukturelle bzw. chemische Charakterisierung von aquatischen HS in Hinblick auf ihr
Metallbindungsvermégen erfordert in der Regel deren vorhergehende Isolierung bzw.
Anreicherung aus Gewasserproben. Eine derartige Probenvorbereitung ist jedoch prinzipiell
mit dem Risiko systematischer Veranderungen an den HS verbunden, da diese bei der
Abtrennung pH-Anderungen zwischen pH 2-13 durchlaufen. Eine prinzipiell wiinschenswerte
in-situ-Analytik von HS, also ihre direkte Charakterisierung im Gewasser oder zumindest in
der urspriinglichen Wasserprobe, ist bisher auf wenige vor Ort durchfiihrbare Methoden, z.B.
lonenselektive Elektrode (ISE) [, beschrankt. Eine detailliertere Charakterisierung von HS
erfordert ein enges Zusammenspiel leistungsfahiger Methoden einschlief3lich geeigneter

Trennverfahren.

3.1. DOC-Bestimmungen

Aquatische HS bestehen zu rund 50 % aus organischem Kohlenstoff [. Deshalb ist der
geldste organische Kohlenstoff (DOC) eine wichtige Kontrollgrof3e fur die HS-Massenbilanz
bei Anreicherungs- und Fraktionierungsverfahren und hat sich als operationelles Mal3 fir die
geldsten HS-Konzentrationen etabliert . Der HS-Gehalt in aquatischen Systemen kann
stark variieren und betragt im Meerwasser ungefahr 0.1, in Flissen 3.5 und in Moorgebieten
10 mg/L und mehr. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden DOC-Bestimmungen mit
Hilfe eines speziellen Kohlenstoffanalysators durchgefihrt, der am ISAS entwickelt wurde
und unter Punkt 4.3.1. naher erlautert wird [25]. Mit Hilfe dieses Analysators kann
organischer Kohlenstoff unter verschiedenen definierten Bedingungen, z.B. Temperatur,
Katalysator und Temperatur/Zeit-Rampe, zu CO, verbrannt und durch einen CO,-NDIR-

Detektor quantifiziert werden.

3.2. Elementaranalyse

Die Elementaranalyse von HS dient als wichtige Basisgréf3e fir die Quantifizierung von
Partialstrukturen [24]. Im allgemeinen bestehen HS aus etwa 50 % C, 35 % O, 5 % H, 2-3 %
N, 0.5-2 % S und 1-5 % mineralischer ,Asche”, die operationell als anorganischer Rickstand
von HS definiert ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Kohlenstoffgehalt der HS mit Hilfe

des oben genannten Kohlenstoffanalysators bestimmit.



3.3. Strukturelle Charakterisierung

Aufgrund ihrer extrem hohen Komplexitat und der Tatsache, daf es kaum vollig gleiche HS-
Molekule in einer Probe oder Fraktion gibt, ist es nicht moglich, HS durch einfache
chemische Strukturformeln darzustellen. In den letzten dreiig Jahren wurde jedoch eine
Reihe von Modellen entwickelt, um HS-Strukturen zu veranschaulichen und ihr Verhalten in
der Umwelt zu verstehen. Diesbezlgliche Strukturvorschldge wurden beispielsweise von
Buffle (1977) , Schnitzer (1978) und von Stevenson (1982) [4] gemacht. Aktuelle
Computerberechnungen durch Schulten und Leinweber (1996) ergaben Strukturvorschlage
(z.B. Abb. 1), die auf Elementaranalysen, Pyrolyse, spektroskopischen Analysen,
Elektronenmikroskopie, oxidativem und reduktivem Abbau sowie Kolloiduntersuchungen
basieren [. Anorganische Partialstrukturen sind, obwohl aufgrund der Elementaranalyse
postuliert, mit den genannten Methoden nicht erfaBbar. Eine &hnlich komplexe
dreidimensionale Struktur, die auch die Komplexierung von Schwermetallen bericksichtigt,
wurde von Kleinhempel (1970) entwickelt [@ In Anlehnung an das Kleinhempel-Modell
zeigt Abbildung 2 ein fiktives HS-Molekidl mit verschiedenen Partialstrukturen, die sich

summarisch aus am ISAS gewonnenen NMR-Daten von aquatischen HS ableiten lassen.
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Abb. 1: Hypothetisches HS-Molekil nach Schulten und Leinweber [26]
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Abb. 2: Hypothetisches HS-Molekl

Die vorgeschlagenen Strukturen fur aquatische HS-Molekdle sind lediglich als anschauliche
Modelle zu verstehen. Experimentelle Daten Uber HS belegen, dal3 diese Uber eine ,flexible”
Struktur verfigen, die aus einzelnen Bausteinen besteht. In Losung werden sie durch inter-
oder intramolekulare Bindungen (Wasserstoffbriicken, elektrostatische und ionische
Wechselwirkungen) zusammengehalten, wobei diese Aggregation von der HS-Konzen-
tration, dem pH-Wert und der lonenstarke abhangt [@. Der folgende Abschnitt gibt einen
Uberblick Gber wichtige molekiilspektroskopische Methoden, die fir die strukturelle

Charakterisierung von HS genutzt werden:

UV/VIS-Spektroskopie

HS-Molekile lassen sich durch Absorption von elektromagnetischer Strahlung mit einer
Wellenlange zwischen 200 und 800 nm in einen elektronisch angeregten Zustand
tberfiihren. Im UV-Bereich (200-380 nm) absorbieren HS in der Regel durch Anregung von
delokalisierten Elektronensystemen wie z.B. O (n-1t*) in C=0 oder - 1¢ -Ubergénge in
Aromaten, im VIS-Bereich durch Anregung von freien Elektronenpaaren und ,Charge

Transfer’-Banden in chinoiden Strukturen oder in konjugierten ungesattigten C=C-, C=0-
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und N=O-Strukturen . Hiermit a3t sich auch die gelb-braune Farbe von HS-L6sungen
erklaren. Insgesamt zeigen HS und ihre Fraktionen, z.B. HA und FA, unstrukturierte UV/VIS-
Spektren. Mit steigender Wellenlange nimmt ihre optische Dichte kontinuierlich ab. Chen [
konnte zeigen, dal3 das Absorbanz-Verhdltnis bei den Wellenldangen 465 und 665 nm
(Ases/Ases) groRer wird, wenn der Anteil kondensierter aromatischer Strukturen im Gemisch
abnimmt. In der Wasseranalytik wird haufig der spektrale Absorptionskoeffizient (SAK, a(A))
verwendet, der unter Punkt 4.3.2. erlautert wird und fuor HS-Konzentrationsbestim-

mungen nach dem Lambert-Beer schen Gesetz genutzt werden kann [.

IR-Spektroskopie
Wie andere organische Makromolekile lassen sich HS-Molekiile durch Absorption von
elektromagnetischer Strahlung mit einer Wellenldnge zwischen 2500 und 25000 nm

(Wellenzahl V 4000 bis 400 cm™) in angeregte Schwingungszusténde uberfiihren. Die
resultierenden IR-Spektren der HS weisen eine Reihe charakteristischer Banden auf, aus
denen die Existenz HS-typischer funktioneller Gruppen abgeleitet werden kann. Die hierbei
ermittelten Wellenzahlen sind von den Massen der Atome und von der Starke der Bindungen
zwischen den Atomen im Molekul abhéngig, die an der Schwingungsbewegung beteiligt sind,

wie Gleichung (2) verdeutlicht.

o — K
V =gl )

Hierbei ist V die Resonanzwellenzahl, ¢ die Lichtgeschwindigkeit, k die Kraftkonstante der

Bindung und M, die reduzierte Masse.

Um ein IR-Spektrum aufnehmen zu koénnen, muR eine Anderung des elektrischen
Dipolmoments p im Molekil auftreten. Die Grundlagen der IR-Spektroskopie, wie sie bei der
HS-Charakterisierung genutzt wird, werden eingehend in [ behandelt. Die konventionelle
IR-Spektroskopie liefert detaillierte Aussagen uber wichtige funktionelle Gruppen bzw.
Unterstrukturen in HS, wie z.B. O-H (Alkohole, Carbonsauren, Phenole), C-H (Aliphate), C=C
(Aromaten), C=0 (Aldehyde, Carbonsauren, Ester, Ketone), C-O (Carbonsauren, Ether,
Polysaccharide) und -NH (Aminos&uren).

Schwankende spektrale Absorptionskoeffizienten der in den HS-Molekulen vorliegenden

Unterstrukturen erlauben jedoch keine zuverlassige Quantifizierung.



Fluoreszenz-Spektroskopie

Wenn man organische Molekile, wie z.B. HS, mit UV/VIS-Strahlung anregt, gehen sie von
einem elektronischen Grundzustand in einen elektronisch angeregten Zustand tber. Durch
Schwingungsrelaxation wechseln die meisten Molekile wieder in den Grundzustand, wobei
die freiwerdende Energie durch Stof3prozesse mit der Umgebung als Warme abgegeben
wird. Einige Molekiille senden jedoch einen Teil dieser Energie als elektromagnetische
Strahlung (Fluoreszenz) aus. Die Fluoreszenzstrahlung besitzt deshalb eine groRere
Wellenlange als die anregende Strahlung, was durch das Jablonski-Diagramm verdeutlicht
wird [@. Fluoreszenzspektren von HS bestehen aus vielen leicht unterschiedlichen Signalen
fluorophorer Gruppen. Deshalb erhdlt man kaum aufgeloste Fluoreszenzsignale. Die
Fluoreszenzspektroskopie ist demnach wenig geeignet flr eine Charakterisierung
funktioneller Gruppen in HS. Die Fluoreszenzintensitat der HS nimmt jedoch durch Bindung
von Metallen oder Xenobiotika stark ab (,Quenching”), was zur Charakterisierung dieser
Wechselwirkungen genutzt werden kann [8,@]. Fluorophore Gruppen der HS sind z.B.

konjugierte Doppelbindungen und aromatische Ringsysteme.

NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie hat sich in den letzten zwanzig Jahren als wichtigste Methode zur
strukturellen Charakterisierung von HS etabliert . Bei der NMR-Spektroskopie von HS
werden, wie bei anderen organischen Molekilen , durch Radiowellen Ubergange
zwischen magnetischen Energiezustanden von Atomkernen angeregt, die sich in einem
aulleren Magnetfeld befinden. Atomkerne, die eine ungerade Anzahl an Protonen und/oder
eine ungerade Anzahl an Neutronen besitzen, haben eine Kernspinquantenzahl | # 0 (z.B.
H, ¥¥c, N, ZAl, #sj, *'P) [B1]k2]. Diese Atomkerne sind NMR-aktiv und kommen auch fiir
die NMR-Spektroskopie von HS in Frage. Die NMR-Spektroskopie liefert damit bei der
strukturellen Charakterisierung von HS wertvolle Informationen und besitzt den grof3en
Vorteil gegenlber anderen analytischen Methoden, dal? sie quantitative Struktur-
informationen liefert. Sie hat jedoch den Nachteil, dal3 sie relativ unempfindlich ist. So
kénnen *C-NMR-Messungen mehrere Tage dauern, ehe ein auswertbares Signal/Rausch-
Verhaltnis der Signale erreicht wird. Aufgrund der Komplexitat der HS sind die *H-NMR-
Aufnahmen wenig aufgeldst; in Kombination mit der **C-NMR kénnen aber Partialstrukturen
in HS quantifiziert werden. 'H-NMR-Spektren von HS lassen sich in vier verschiedene
Signalbereiche unterteilen, wéhrend aus ihren **C-NMR-Spektren fiinf verschiedene
Strukturbereiche abgeleitet werden kdnnen. Die chemischen Verschiebungsbereiche o der
'H- und **C-NMR von gelosten HS werden in Tabelle 1 dargestellt [43].



Tab. 1: Typische Integrationsbereiche in 'H- bzw. 13C-NMR-Spektren von HS

5 'H-NMR, ppm Protonentyp 5 BC-NMR, ppm  Kohlenstofftyp
0-1.6 CH,-C (aliphatisch) 0-50 CH, (aliphatisch)
1.6-3.0 CH,-CO, CH,-CN, 60 - 100 CH,-O, CH,-N
NCH,-Aryl 100 - 160 C (aromatisch)
3.3-45 CH,-OR 160 - 190 C (carboxylisch)
55-9.0 H (aromatisch) 190 - 230 C (carbonylisch)

Neuere NMR-Pulstechniken erlauben sogar die Aufnahme von NMR-Spektren, in denen nur
noch Signale bestimmter Strukturelemente auftreten, wie z.B. isolierte paraffinische Methyl-
gruppen mittels *H-Spinecho-NMR . Auch zweidimensionale NMR-Mehoden (2D-NMR)
werden mit zunehmendem Erfolg fur die HS-Charakterisierung genutzt [. Tabelle 2 gibt
eine Ubersicht Gber wichtige 2D-NMR-Methoden, die prinzipiell zur Charakterisierung von
HS genutzt werden konnen. Die diesbezuglichen Grundlagen der NMR-Spektroskopie
werden ausfuhrlich von Glnther diskutiert [@I Darlber hinaus besteht auch die Mdglichkeit,
HS mittels Festkdrper-NMR zu untersuchen. Festkérper-NMR-Spektren fiir die Kerne **C
und N werden fiir HS mit der CPMAS-Technik (Cross Polarization Magic Angle Spinning)
aufgenommen [. Dabei rotiert die Probe in einem Winkel von 54.7° zum &uf3eren
Magnetfeld. Die Rotationsfrequenzen liegen zwischen 4 und 25 kHz. Diese Rotation soll die
Anisotropie der chemischen Verschiebung, die zu starken Verbreiterungen in den
Festkorper-NMR-Spektren fihrt, eliminieren. Zusatzlich wird durch ,High Power Decoupling”
die starke dipolare Spin-Spin-Kopplung zwischen *H-Kernen und dem zu messenden Kern
(*3C oder *N) aus den Spektren entfernt.

Es resultieren Spektren mit Linien von 1 bis 2 Hz Breite, d.h. mit Linien, die nur wenig breiter
sind als solche in Flussigkeits-NMR-Spektren. Die Quantifizierung von Festkérper-NMR-
Spektren wird erschwert durch die Abhangigkeit der Signalintensitaten von der Grol3e der
dipolaren Kopplung. Diese ist flr quartéare Kohlenstoffatome kleiner als fur protonierte, d.h.
guartare Kohlenstoffsignale erscheinen mit geringerer Intensitéat als die Signale protonierter
Kohlenstoffatome. Auch Methylgruppen zeigen relativ kleine dipolare Kopplungen und sind

daher im Spektrum unterreprasentiert.

10



Tab. 2: Ubersicht von 2D-NMR-Methoden firr aquatische Huminstoffe

Methode strukturelle Information

NOESY 'H - *H, raumliche Kopplung
H,H-COSY 'H - 'H, Uber 2 und 3 Bindungen
HETCOR Bc .y

HMQC 13C - H, inverse Detektion

Pyrolyse-GC-MS

Sehr haufig werden zur Charakterisierung aquatischer HS auch Pyrolysemethoden
eingesetzt . Durch eine Pyrolyse von HS entstehen hunderte von Einzelverbindungen,
die mittels Gaschromatographie (GC) getrennt und mittels Massenspektrometrie (MS)
detektiert werden kénnen . Dies geschieht ,on-line” durch die Kopplung Pyrolyse-GC-
MS. Da aber meist nur rund 10 % der urspringlichen HS im Pyrolysat zugeordnet werden
konnen, sind selbst semiquantitative Aussagen kaum maoglich. Es weiteres Problem ist, daf3
man wegen der drastischen Reaktionsbedingungen bei der Pyrolyse nicht zwischen
priméren Spaltprodukten und den durch Sekundarreaktionen entstandenen Verbindungen

unterscheiden kann.

3.4. L6ésungsstrukturen

Niedermolekulare organische Verbindungen sind allgemein durch eine charakteristische
molare Masse gekennzeichnet, die eindeutig bestimmt werden kann. Organische Makro-
molekile lassen sich in zwei Kategorien unterteilen. Zum einen in homogene, einheitliche
Makromolekiile, bei denen alle Molekile die gleiche molare Masse haben (monodispers) und
zum anderen in polydisperse Makromolekiile, die durch eine breite Verteilung der molaren
Masse gekennzeichnet sind. Fir aquatische HS-Molekile ist eine sehr breite molare
Massenverteilung von 1 kDa bis 1000 kDa typisch. Geloste HS sind deshalb als polydisperse
Mischung von Makromolekilen anzusehen. In natirlichen Gewassern liegen HS haufig auch
als Schwebstoffe vor, deren Teilchengrdf3en meist im Bereich von 0.05 bis 10 um liegen [@.
Konventionelle Methoden, die zur Molmassenbestimmung von HS eingesetzt werden, liefern
lediglich mittlere Molmassen. Haufig werden mittlere Molmassen von HS wie folgt
beschrieben [50J:
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« Die Uber die Molekulzahl gemittelte Molmasse I\Wn (number average weight):

ni |:I}‘/Ii
M, == (3)

i=1
wobei n, die Anzahl der betrachtenen Molekule i und M, die molare Masse jedes einzelnen
Molekdls i darstellt.

« Die Uber das Gewicht gemittelte Molmasse I\WW (weight average weight):

w, M,
M —4i=t (4)

i=1
Ersetzt man w;, =n, [M,, dann erhélt man:

ni |:IMiZ
M, = 2— (5)
n, M,

i=1

Die gemessenen mittleren Molmassen von HS sind vom physikalischen Prinzip der

eingesetzten Mel3technik abhéngig. So bestimmt man M Uber kolligative Eigenschaften

n
wie Gefrierpunktserniedrigung oder Osmose [EI@ I\WW mittels Streumethoden (z.B.

Rontgenkleinwinkelstreuung) [63]64], Gelpermeationschromatographie [65]66] und Ultra-
zentrifugation [ﬁ@ Fur monodisperse Makromolekile ist I\WH=I\WW, fur polydisperse

dagegen ist M,>M_ . Das Verhdltnis M, /M, ist als MaR fir die Polydispersitat von

Makromolekilen nutzbar. Werte zwischen eins und zwei zeigen eine betrachtliche und

solche von groRRer als zwei eine extrem hohe Polydispersitat der vorliegenden Molekile an.

Da M, sehr stark durch die Zahl kleiner Molekile beeinfluRt wird, hat sich M, fir die

Charakterisierung von HS als besser geeignet erwiesen [@.

Generell sind HS von polydisperser Natur. Geléste HS besitzen keine starre globulare
Gestalt, wie frGher angenommen wurde [@. Nach neueren Untersuchungen bilden HS in
Losung flexible Ellipsoide, die eine willkirlich gewickelte polymere Konformation haben
kénnen [. Aus weiteren Studien hat man auch kugelférmige und fadenférmige HS-
Strukturen abgeleitet, die durch die Konzentration der HS, den pH-Wert und die lonenstarke
der Loésung veranderbar sind . Neueste Messungen an HS mittels Transmissions-
Elektronenmikroskopie (TEM) zeigten, dal3 mit zunehmendem pH-Wert oder HS-
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Konzentration ein geflochtenes Netzwerk von verlangerten Fasern entsteht, die schlielich
zu einer blattartigen gelocherten Struktur zusammenwachsen. Aufgrund dieser Struktur
kénnen HS auch andere organische sowie anorganische Wasserinhaltsstoffe an sich binden
. HS in Losungen bilden auch micellare Strukturen aus, die durch Wasserstoffbriicken, 1¢
Bindungen und hydrophobe Wechselwirkungen aus HS-Molekiilen entstehen [. So haben
Barak and Chen micellare HS-Strukturen in Losung nachgewiesen, bei denen sich die
hydrophilen Gruppen an der Grenzflache und die hydrophoben im Inneren befinden [@.
Demnach sind HS nicht durch einfache Lésungsstrukturen zu beschreiben, sondern eher als
variables kolloidales System. In Gewassern sind HS an einer grof3en Zahl von Prozessen
wie Sorption und lonenaustausch beteiligt, die zu ihrer Koagulation fiihren. Wasserstoff-
briickenbindungen sind die Hauptursache der HS-Koalugation, aber auch Dipol-Dipol- und
Van-der-Waals-Wechselwirkungen, elektrostatische Anziehungskrafte und Komplexbildung
mit Charge-transfer-Ubergangen tragen zu ihrer Koalugation bei. Elektrostatische AbstoRung
und sterische Hinderung zwischen HS-Molekilen, z.B. bei erhéhtem pH-Wert, hemmen
hingegen die HS-Koalugation. In aquatischen Systemen verlduft die Koagulation von HS
meist reversibel. HS in Gewassern kénnen deshalb als dynamische Aggregate betrachtet
werden, die Bestandteile eines komplexen, leicht veranderlichen Hydrokolloids sind.

3.5. Fraktionierungsverfahren

Aquatische HS sind, wie gerade betrachtet, extrem komplexe, kaum auftrennbare
Mischungen sich ahnelnder Polyelektrolyte. Aufgrund dieser Komplexitat sowie der sehr
geringen Zahl gleicher oder zumindest isomerer HS-Molekdle ist bisher kein Hochleistungs-
Trennverfahren fur HS-Molekule verfugbar, allenfalls Fraktionierungsverfahren. Eine
Fraktionierung von gelésten HS und ihren Metallspezies kann durch deren unterschiedliche
Laslichkeit, durch ihre Wechselwirkung mit hydrophoben, hydrophilen oder metallbeladenen
Trennphasen, ihre unterschiedliche Beweglichkeit in elektrischen Feldern sowie ihre unter-
schiedlichen MolekulgroRen erreicht werden. Diesbezlgliche Fraktionierungsverfahren und
Literaturhinweise werden in Tabelle 3 zusammengefaldt. Sie ermdglichen eine deutliche
Herabsetzung der Polydispersitat in natirlichen HS-Gemischen und damit differenzierende
Untersuchungen, in welcher Weise Strukturen, Funktionalitditen und deren Wirkungen, z.B.

das Metallbindungsvermdgen in HS, verteilt sind.
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Tab. 3: Fraktionierungsverfahren fir HS

Trennverfahren Fraktionen Literatur
saure und basische Extraktion Fulvinsdure, Huminsaure, Humin 671
organische Losungsmittel-Extraktion nach Loslichkeit, diskrete Fraktionen [
Umkehrphasen-Chromatographie (RPC) ein bis zwei Signale [@

Gelpermeations-Chromatographie (GPC) breite Verteilung nach Molekiilgréf3en [@

Metallaffinitats-Chromatographie (MAC)  drei bis vier Fraktionen [

Elektrophorese ~Fingerprint”, je nach HS [

Kapillarelektrophorese (CE) ~Fingerprint” im Fall von nieder- [
molekularen HS

FeldfluR-Fraktionierung (FFF) breite Verteilung 74lf75]

Ultrazentrifugation getrennte Fraktionen nach [57]
Molekulgréfe

Mehrstufen-Ultrafiltration (MST-UF) operationelle Fraktionen [I@

Die nachsten Abschnitte erlautern kurz das Prinzip, die Vor- und Nachteile von haufig

benutzten Trennverfahren fur aquatische HS.

3.5.1. Elektrophorese

Aquatische HS verfiigen meist Uber betrdchtliche Gehalte an geladenen funktionellen
Gruppen, insbesondere Carboxylgruppen und phenolischen Funktionen [. Diese
ermdglichen ihre prinzipielle Trennung in elektrischen Feldern, z.B. bei der Elektrophorese.

Unter Elektrophorese versteht man die Wanderung geladener Teilchen, z.B. HS-Poly-
anionen, in einem elektrischen Feld. Bei der Kapillarelektrophorese (CE) wird eine mit
Elektrolyt gefiillte Kapillare als geeigneter Trager benutzt. Die Trennung erfolgt aufgrund der
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten (v) der geladenen Teilchen. Sie ist ab-
hangig von der Form, der GrolRe und der Ladung der Teilchen, dem pH-Wert, der
Temperatur, der Viskositat (n) und der elektrischen Feldstarke (E). Die Kraft (F), die ein lon

mit Ladung g in einem angelegten elektrischen Feld (E) erfahrt, ist:
F=qlE (6)

Bei der Bewegung in Lésung wirkt dieser elektrostatischen Kraft die Stokessche Reibungs-

kraft, entgegen:
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F=6mbHu ()

Dies gilt fur ein kugelférmiges Teilchen mit Radius r. Das lon bewegt sich mit konstanter

Geschwindigkeit v in Richtung der entgegengesetzt geladenen Elektrode (aus Gl. (6) und

(N):

VvV = £ (8)
6Ll hy
Seine Geschwindigkeit bei einer Feldstarke von 1 V/cm wird definiert als elektrophoretische

Mobilitéat pep :

q

6 07T ) ®)

—V—
/'lep _E_

Die elektrophoretische Mobilitdt wird jedoch haufig durch den sogenannten elektro-

osmoatischen Flul3 (EOF) Uberlagert, der aktiv zum Probentransport beitragt.

Die beobachtete Mobilitat der lonen setzt sich aus einem elektrophoretischen und einem
elektroosmotischen Anteil zusammen. Bei der Kapillarelektrophorese benutzt man meistens
.Fused-Silica”-Kapillaren (Si-O™ an der Oberflache), und der EOF ist stark vom pH-Wert und
vom Elektrolyten abhéngig. Aus aktuellen CE-Arbeiten geht hervor, daf3 sich aquatische HS
in effizienter Weise mit dieser Methode fraktionieren lassen [73,78Jf9JB0]. Der groRe
Nachteil ist, dal} man bei solchen pH-Werten und Elektrolytkonzentrationen arbeiten muf3,
bei denen schon Anderungen an den natirrlichen HS und ihren Metallspezies auftreten, denn
meistens werden Phospat-, Formiat- oder Boratpuffer benutzt.

Aus den angefuhrten Grinden kommen elektrophoretische Verfahren fiir die Vor-Ort-

Charakterisierung von aquatischen HS und deren Spezies kaum in Frage.

3.5.2. Chromatographie

Chromatographische Verfahren spielen bei der konventionellen Fraktionierung geloster HS
und ihrer Spezies eine tragende Rolle. Hierzu dienten bisher eine Reihe von Trennphasen

mit unterschiedlichen Trennmechanismen, wie in Tabelle 4 kurz dargestellt wird.
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Tab. 4: Chromatographische Verfahren fir HS und deren Trennprinzipien

Stationare Phase Trennprinzip Abkirzung Literatur
Umkehrphasen, Hydrophobe Wechselwirkung RPLC [B1]
z.B. C-18, C-Phenyl

Anionenaustauscher, lonenaustausch AnEXx-LC [B2]
z.B. DEAE-Cellulose

Metallbeladene lonenaustauscher, Immobilisierte Metallchelate IMAC [B3]
z.B. Hyphan-Fe(lll) mit Affinitat zu HS

Gelpermeationsphasen Trennung nach Molekilgrol3e GPC [

Umkehrphasenchromatographie (RPC)

Die RPC wurde bereits in einer Reihe von Arbeiten zur HS-Fraktionierung genutzt [81,.
Das Trennverfahren basiert auf der unterschiedlich ausgepragten Affinitat der HS-Molekule
zu chromatographischen Trennphasen, die mit unpolaren Alkylketten von 4 bis 18 Kohlen-
stoffatomen, z.B. RPC-18, substituiert sind. Als mobile Phase wird ein polares Ldsungs-
mittel, meist Wasser, Methanol oder Acetonitril, benutzt. Unpolare HS-Strukturen haben eine
groBere Wechselwirkung mit der stationaren Phase als polare, sodal letztere als erstes
eluiert werden. Bei der RPC von HS besteht jedoch das Problem, daf3 diese irreversibel an
der stationaren Phase adsorbiert werden. Um derartige Verluste zu minimieren, benutzt man

haufig waldrige Puffer, die jedoch das Chromatogramm stark verandern konnen.

Metallaffinitatschromatographie (MAC)

Neuerdings konnte auch die MAC erfolgreich zur HS-Fraktionierung genutzt werden.

Das Trennverfahren basiert auf der unterschiedlich ausgepragten Affinitat der zu trennenden
HS-Molekile zu bestimmten Metallionen, z.B. Fe(lll), die durch Komplexierung an Chelat-
liganden der stationaren Phase immobilisiert wurden. Zur HS-Elution aus dieser Trennphase
kénnen Losungen mit einem pH-Gradienten oder steigenden Elektroytgehalten oder auch
EDTA gewahlt werden. Die Fraktionierung basiert nicht auf der MolekilgrofRe sondern auf
dem unterschiedlichen Metallbindungsvermégen der vorliegenden HS-Molekiile. Burba et al.
konnten auf diese Weise aquatische HS an Fe(lll)-beladener Cellulose auftrennen,
wobei die erhaltenen Fraktionen ansteigende Metall-Komplexierungskapazitaten aufwiesen.
Eine ahnliche Klassifizierung mittels Niederdruck- und Hochdruck-MAC mit HYPHAN-Fe(lIl)
als Trennphase wurde von Aster ausgefuihrt .
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3.5.3. GrofRenklassierung

Eine wesentliche Stoffeigenschaft, mit der sich geloste HS-Molekile und ihre Metallspezies
unterscheiden lassen, sind ihre stark differierenden Molekilmassen bzw. -grol3en.
So erstrecken sich Molekiilmassen-Verteilungen von HS in Gewéssern haufig von 10° bis
10° g/mol (Dalton). Deshalb spielen Trennverfahren zur GréRenklassierung geldster HS eine

zentrale Rolle bei ihrer Charakterisierung.

3.5.3.1. Gelpermeationschromatographie

Die Gelpermeationschromatographie (GPC) ist das konventionelle Referenzverfahren zur
GroRenfraktionierung von HS und bereits vielfach dafiir eingesetzt worden [. Die GPC
arbeitet nach folgendem Trennprinzip: HS-Molekile, deren Durchmesser groBer als die
mittlere Porengrol3e des Gels ist, werden als erstes eluiert, wahrend kleinere HS-Molekiile in
die Poren diffundieren und dadurch eine langere Verweilzeit in der Gel-Saule haben. Das
entstandene HS-Chromatogramm wird meist mit einem UV-Detektor erfaldt und mittels
Fraktionssammler aufgeteilt. Die Durchfiihrung der GPC ist ohne Zusatz von Puffer bzw.
Elektrolyt nur sehr eingeschrankt mdoglich. Diese kdnnen aber den kolloidalen Zustand
aquatischer HS deutlich &ndern [@] Ein weiteres Problem ist, dal3 HS teilweise irreversibel
adsorbieren, sodald die Retentionszeit nicht mehr allein von der Porengrol3e des Gels
bestimmt wird. Durch die irreversible Adsorption gehen erhebliche Probenanteile verloren,
die nur durch extreme Elutionsmittel, die jedoch Strukturdnderungen hervorrufen, eluiert
werden konnen. Deshalb wurden in jingster Zeit vermehrt Membran- bzw. Ultrafiltrations-
Techniken (UF) zur GréfRenklassierung von HS genutzt [@l.

3.5.3.2. Membranfiltration
Die Membranfiltration ist bereits vielfach als Fraktionierungstechnik fir aquatische HS
eingesetzt worden, wie diesbeziiglichen Ubersichten zu entnehmen ist [. Die Qualitat

dieser HS-Fraktionierungen erwies sich als stark abhéngig von den genutzten Membranen

P1].

Membranen

Prinzipiell versteht man unter einer Membran eine partiell durchlassige Schranke zwischen
zwei Phasen. Membranen erlauben eine eingeschrankte und/oder regulierte Passage von
einer oder mehreren Spezies zwischen den vorliegenden Phasen. Die verfligbaren
Membranen konnen verschiedene Eigenschaften aufweisen, wie z.B. natirlich oder
synthetisch, porés oder nicht porés, adsorptiv oder diffusiv, osmotisch, ionenaustauschfahig
oder inert, die sich unterschiedlich fir Filtrationsprozesse eignen. Bei der Mikrofiltration (MF),
Ultrafiltration (UF), Nanofiltration (NF) und umgekehrten Osmose (RO) gel6éster Makro-

molekile nimmt man den hydraulischen Druck zu Hilfe, um den Transportprozel3 zu
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beschleunigen. Bei der Dialyse (D) hingegen erfolgt die Trennung durch Diffusion aufgrund
der unterschiedlichen Konzentration der permeablen Spezies zu beiden Seiten der
Membran. Abbildung 3 zeigt, fur welche Grolienbereiche aquatischer Inhaltsstoffe Membran-

verfahren angewendet werden kénnen.

[ lonen | Makromolekiile/Kolloide Mikro-Partikel
ED
< >
D
< >
RO
NS>
NF
+———> MF
UF < >
< >
[ T T T 0 T T T 1
0.1 nm 1nm 10 nm 100 nm 45 1um 10 pm 100 pm
I I I I I
10? Da 10' Da 10° Da 10° Da 10" Da

Trennbereich

Abb. 3: Trennbereiche verschiedener Membranverfahren

Fur aquatische Makromolekiile bzw. Kolloide im GroéRRenbereich von 0.45 pm bis 1 nm hat
sich die UF als ,sanftes” Fraktionierungsverfahren etabliert ]. Die Korrelation zwischen
molekularer Gré3e und Molmasse wird bei der UF meist durch Kalibrierung mit globularen
Standardmolekiilen (z.B. Proteine) abgesichert. Die Tabelle 5 veranschaulicht, welche
Gruppen von Wasserinhaltsstoffen mit den verschiedenen Membranmethoden getrennt
werden konnen. So konnen mittels RO geldste Substanzen praktisch vollstandig vom
Losungsmittel Wasser abgetrennt werden. Bei der UF kénnen grol3e von kleinen Molekilen
durch eine Membran mit bestimmtem n.m.w.cut-off separiert werden. Fir die UF von

Wasserinhaltsstoffen wurden bisher sehr unterschiedliche Membranmaterialien genutzt [.

18




Tab. 5: Fraktionierung mit Membranverfahren

Methode Retentat Filtrat

MF suspendierte Partikel, Wasser geldste Substanzen, Wasser

UF grol3e Molekulle, Wasser kleine Molekile, Wasser

NF kleine Molekiile, dissoziierte Sauren, undissoziierte Sauren,
divalente lonen, Wasser monovalente lonen, Wasser

RO alle gel6sten Substanzen Wasser

D grol3e Molekile, Wasser kleine Molekile, Wasser

ED nicht ionisch geldste Substanzen, Wasser ionisch geléste Substanzen,

Wasser

Die Tabelle 6 gibt eine Ubersicht (ber die wichtigsten Filtermaterialien, die fir die UF

verwendet werden kénnen.

Tab. 6: Membranmaterialien fir die UF

Cellulose (regeneriert) Polyacrylnitril (PAN) Polyimid (PI)
Celluloseacetat (CA) Polyvinylalkohol (PVA) Polysulfon (PS)
Cellulosetriacetat (CTA) Polyamid (PA) Polyethersulfon (PES)

Regenerierte Cellulose sowie Celluloseacetat (CA) sind klassische Materialien fur die
Membranherstellung. Wichtig sind ihre hydrophilen Eigenschaften, die Herabsetzung von
Membranadsorptionseffekten (,clogging”-Effekt) und ihre giinstigen Kosten. Von Nachteil ist
ihr begrenzter pH-Arbeitsbereich und ihre mangelnde Resistenz gegentber Mikro-
organismen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Polyethersulfon-Membranen (PES)
bevorzugt, die sich bereits in vorausgehenden Arbeiten bewéahrt haben . Ihr nutzbarer
pH-Arbeitsbereich liegt zwischen 1 und 13, was ihre Aufbewahrung und Reinigung stark
erleichtert. PES-Membranen sind zudem bis 125 °C bestandig und kénnen von Mikro-
organismen nicht zerstért werden. PES hat jedoch den Nachteil gegentiber CA, dal3 es
hydrophober ist und starkere ,clogging”-Effekte hervorruft. Die Strukturen von PS und PES
sind in Abbildung 4 dargestellit.
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Abb. 4: Struktur von PES (OMEGA: Hochleistungsflachmembran) und PS

Die SO,-Gruppen verleihen dem PES und PS eine hohe chemische Stabilitat, weil sie mit
Resonanz-Elektronen benachbarter aromatischer Ringe wechselwirken. Der Sauerstoff
dieser Gruppen bietet zudem jeweils zwei freie Elektronenpaare an, die Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen Solvent (Wasser) und Membran ermdglichen. Die sich
wiederholenden Phenyl-Ringe behindern eine Rotation innerhalb des Molekils. Dies tragt
zur mechanischen Stabilitéat dieser Membranmaterialien bei. Eine Membran besitzt keine
einheitliche PorengrofRe und wird deshalb durch eine s-formige Permeationskoeffizienten-
Kurve charakterisiert. Diese laf3t sich durch eine Reihe von Referenz-Makromolekilen, z.B.

globularen Proteinen, ermitteln.

Konventionelle UF

In der wasseranalytischen Praxis wird die UF meist in geschlossenen Rihrzellen
durchgefihrt. Eine solche Zelle wird mit einer Membran mit passendem n.m.w.cut-off
bestlickt. Unter Druck (Inertgas, z.B. N,) wird die Probe durch diese Membran filtriert.
Konventionelle Rihrzellen lassen sich nur mit erheblichem Aufwand off-line und on-line in
Reihe schalten . Bei dieser Verfahrensweise wird jedes Filtrat, angefangen bei der
Membran mit dem grof3ten n.m.w.cut-off und darauf folgend mit Membranen abnehmender
n.m.w.cut-offs fraktioniert, wobei nach jeder Fraktionierung noch ein Waschschritt
erforderlich ist . Diese Methode hat den Nachteil, da? man eine langere Zeit bendtigt, die
HS-Probe durch eine Reihe von Ultramembranen zu filtrieren bzw. nachzuwaschen. Der
zweite Nachteil ist, dall durch einen relativ starken Filtrationsdruck Konzentration-
polarisations- und ,clogging”-Effekte auf der Membranoberflache beguinstigt werden und in

einem geschlossenen System gearbeitet werden muf3 [30].

20



Mehrstufenultrafiltration (MST-UF)

Verglichen mit der konventionellen UF in Membran-Ruhrzellen stellt die mit Tangentialfluf3
arbeitende MST-UF eine vorteilhafte Alternative fur HS-Fraktionierungen dar. Bei der MST-
UF werden geloste HS sukzessiv im Tangentialflul3 tber Hochleistungs-Flachmembranen mit
definierter Porengrof3e geleitet. Prinzipiell besteht die ,online”-MST-UF aus einer Kaskade
von Flachmembranen mit abnehmender Porengrol3e. Die aufzutrennende HS-L&sung wird
kontinuierlich mittels Mehrkanal-Schlauchpumpe tber die Membranen der MST-UF gepumpt.
Ein schneller Tangentialflu3 der Probe verhindert weitgehend Konzentrationpolarisations-
und ,clogging”-Effekte auf der Membran. HS-Molekule, die kleiner als der n.m.w.cut-off der
Membran sind, passieren diese und werden zu der nachsten geleitet, die gréReren
verbleiben im DurchfluBreservoir. Nach einem Waschschritt werden die einzelnen Fraktionen
guantitativ aus den einzelnen Reservoiren gesplilt.

Der Verlauf einer HS-Trennung mittels MST-UF wird von einer Reihe physikalischer und
chemischer Parameter beeinfluldt, die eine Verschiebung der charakteristischen Molekil-
grofRen-Verteilung zur Folge haben kdnnen. Diese Parameter sind bereits durch Aster et al.
untersucht und optimiert worden. Dieser Arbeit zufolge sind stérende Adsorptionseffekte,
wie sie z.B. bei der GPC auftreten, bei der MST-UF kaum zu erwarten. Weitere Vorteile sind,
daf3 bei der MST-UF keine Puffer bzw. Elektrolyte erforderlich sind und diese UF-Technik mit
relativ. wenig Aufwand als analytisches Feldverfahren nutzbar ist. Der Nachteil der
Kaskaden-Methode ist der betréchtliche Zeitaufwand. Eine zeitglnstigere Alternative ist
moglicherweise die TangentialfluB-UF im Parallelverfahren. Bei der Parallel-Ultrafiltration
(P-UF) werden Fraktionen erhalten, die nach Subtraktion voneinander mit den Ergebnissen
der MST-UF vergleichbar sind. Vom Prinzip her ist die P-UF ein einfaches und schnelles
Verfahren fur die Molekilgréenfraktionierung von HS vor Ort wie auch in-situ. Die hier
eingesetzten MST-UF- und P-UF-Techniken werden ausfuhrlich unter Punkt 4.4.1.

beschrieben.

3.6. Huminstoff/Metall-Wechselwirkungen

Aufgrund ihres relativ hohen Gehalts an unterschiedlichen funktionellen Gruppen kdnnen HS
starke Wechselwirkungen mit gelosten Metallionen eingehen und eine Vielzahl von
Komplexen bilden. Derartige HS-Metallwechselwirkungen sind fir die Metallmobilitat in der
Umwelt von besonderer Relevanz und bei Transportprozessen, Deposition und
(Bio-)Verfugbarkeit von Schwermetallen stets zu bertucksichtigen. Die (Bio-)Verfugbarkeit
und die mdgliche Toxizitat der Metalle wird bei ihrer Komplexierung mit HS teilweise stark
herabgesetzt, da die freien Metallionen meist eine gréf3ere toxische Wirkung ausiiben als die
in Makromolekilen gebundenen. Sauerstoff-, Stickstoff- und Schwefel-Gruppen in HS

kommen als Elektronendonatoren fur die Komplexierung von Metallionen in Frage . Der
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Sauerstoff ist hauptséchlich in Carboxyl- und phenolischen Gruppen, der Stickstoff in
Aminogruppen und der Schwefel in Sulfon- und Thiolgruppen von HS gebunden. Die
Metallbindung an aquatische HS ist von vielen Faktoren wie der HS- und Metall-
konzentration, der Art des HS und Metallions, vom pH-Wert und der lonenstarke abhangig
@. Die ,Gesamt-Stabilitat” von HS-Metallspezies setzt sich in verwickelter Weise aus ihrer
thermodynamischen und kinetischen Stabilitdt zusammen, wie Abbildung 5 schematisch
verdeutlichen soll. Beide Faktoren sind maf3gebend fur die sogenante Labilitat von HS-

Metallkomplexen, d.h. fir deren Dissoziations- und Austauschfahigkeit.

Kinetische Stabilitat
Stabilitat

Labilitat

Abb. 5: Gesamt-Stabilitdt (GS) von HS-Metallspezies

Die Metallbindungsformen in HS sind als aufl3erst komplexe Mischung makromolekularer
Metallspezies zu betrachten, die sehr unterschiedlichen EinfluRgrofRen unterliegen, ins-
besondere:

* der Art der metallbindenden funktionellen Gruppen (O-, N-, S-haltige Liganden)

« der Komplexierungskapazitat der funktionellen Gruppen

» dem Beladungsgrad, der das Verhéltnis Beladung/Komplexierungskapazitat beschreibt

« moglichen Transformationsprozessen

* Einflissen eines kolloidalen Systems mit mineralischen Anteilen

 der Molekilgréfzen

Diese Parameter sind zu bericksichtigen, wenn HS-Metallspezies und deren Verhalten in
aquatischen Systemen umfassend charakterisiert werden sollen [fL8]. Uber die kinetische
Stabilitat, insbesondere Uber die wenig stabilen, d.h. labilen HS-Metallspezies und Uber

mogliche Transformationen gibt es bisher nur begrenzte Informationen. Untersuchungen zur
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Metallbindung in HS wurden bislang meist an artifiziellen HS-Metallspezies durchgefihrt, die
durch Komplexierung von Metallionen mit isolierten HS hergestellt wurden. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war es hingegen, natirliche HS-Metallspezies schon vor Ort oder wenn
madglich in-situ zu charakterisieren, um Informationen Uber ihr Verhalten in den urspring-
lichen aquatischen Systemen zu erhalten. Daneben ergab sich die Mdglichkeit, bisher kaum
bekannte Transformationsprozesse natirlicher HS-Metallspezies bei ihrer Lagerung zu

beobachten.

3.6.1. Metall-Komplexierungskapazitat aquatischer Huminstoffe

Eine wichtige KenngroRe von HS in Bezug auf ihr Metallbindungsvermégen ist ihre
Komplexierungskapazitat KK. Als KK eines HS wird seine maximale Bindungskapazitét
gegenlber Metallionen (Me), ausgedrtickt in mmol Me/g DOC bzw. mmol Me/g HS, definiert.
Dabei wird Uberwiegend von 1:1-Komplexen bei den betrachteten HS-Metallkomplexen
ausgegangen [@. Die KK eines aquatischen HS bezeichnet operationell die maximale
Metallbeladung, die er im gelosten Zustand aufnehmen kann. Wird seine KK berschritten,
konnen aquatische HS in Form von Humaten ausfallen. HS kdnnen insbesondere mit Cu(ll)-
lonen sehr stabile Komplexe bilden, die analytisch leicht erfal3bar sind. Deshalb wird die KK
eines HS vorzugsweise durch Beladung mit Cu(ll) charakterisiert. Eine Ubersicht ber

wichtige analytische Methoden zur Bestimmung der Cu(ll)-KK geldster HS gibt die Tabelle 7.

Tab. 7: Verschiedene Methoden zur Bestimmung der KK¢,j) von HS

analytische Methode Literatur
anodische Strippingvoltammetrie (ASV) 07
differentielle Pulspolarographie (DPP) 37
Cu(ll)-sensitive Elektrode 23]
Fluoreszenz-Quenching 98
Ultrafiltration / AS 99

Teilweise ergaben sich starke Unterschiede in den KKy )-Werten, wenn diese mit
verschiedenen Methoden ermittelt wurden . Fur die meisten aquatischen HS liegt der
Wert fur die KKcyqy im Bereich von 1 bis 2.5 mmol Cu(ll)/g DOC. Die KK ist jedoch nur als
eine summarische bzw. operationelle Kenngrof3e fur das Metallbindungsvermégen von HS
zu betrachten, die stark abhé&ngig vom untersuchten Metallion ist [.

Wenn man die KK von HS direkt in Gewasserproben bestimmt, ist diese als konditionelle KK
zu betrachten, da die im Gewasser vorliegenden HS von Natur aus schon partiell mit

Metallen beladen sind.
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3.6.2. Charakterisierung von Huminstoff-Metallkomplexen

Ein wichtiger Parameter zur Charakterisierung von HS-Metallkomplexen ist die Bestimmung
ihrer thermodynamischen Stabilitdt. Wie schon erwéhnt, setzt sich die ,Gesamt-Stabilitat”
von HS-Metallspezies in verwickelter Weise aus der thermodynamischen sowie der
kinetischen Stabilitat zusammen. Die thermodynamische Stabilitat von Metallspezies ist ein
Mafd dafir, inwieweit diese unter bestimmten Bedingungen aus ihren Ausgangsstoffen
gebildet bzw. gespalten werden kénnen, wenn sich das System im Gleichgewicht befindet.
Die kinetische Stabilitat von Metallspezies bezeichnet darlber hinaus die Geschwindigkeit
ihrer Umwandlung, die bei austauschtrdgen Metallionen wie z.B. Cr(lll) sehr langsam
verlaufen kénnen [. Gegen Dissoziation bzw. Metallaustausch kinetisch weniger stabile
Metallspezies werden als labil bezeichnet [.

Bei Annahme, dal3 zwischen einer Ligandensorte (L) im HS und einem Metall (Me) fast
ausschlieBlich einfache 1:1-Komplexe MeL gebildet werden , ergibt sich folgendes
thermodynamische Gleichgewicht (10):

Me + L =" MelL (10)

Fur die Dbetrachteten Metallkomplexe MeL ergibt sich als thermodynamische

Gleichgewichtskonstante K:

K =_LMeL] (11)
[Me][L]

Diese einfache Betrachtung gilt jedoch nur fir einheitliche funktionelle Gruppen L bzw.

Komplexe MeL, beispielsweise wenn Metallionen sich selektiv nur an eine Art von HS-

Gruppen binden, wie z.B. Hg(ll) an schwefelhaltige Liganden. Da es sich bei HS aber um

eine polydisperse Mischung verschiedener Liganden L; bzw. Metallkomplexe MeL; handelt,

erhalt man eine summarische thermodynamische Stabilitatskonstante [fL04]:

n
[MeL,]
K=—"1*=2 _ - (12)
[Me]O [L]
i=1
Hierbei kann man folgende Vereinfachungen durchfiihren:

n

* [MeL;]=[Me,], die Gesamtkonzentration an gebundenem Metall
i=1
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[Li]=((KKMe [ﬂHS])— [Meb]), die konditionelle KK dieses HS fur das betreffende Metall-

i=1

ion multipliziert mit der HS-Konzentration [HS] minus die Gesamtkonzentration an

gebundenem Metall

Auf Basis dieser Vereinfachungen ergiebt sich eine konditionelle thermodynamische

Stabilitatskonstante K;:

K. = [Me, ]
" [Me]{(KK,, [HS])-[Me,])

(13)

Ki-Werte lassen sich durch die Bestimmung von KKy, [Me, ], [Me] und [HS] ermitteln. Die
so ermittelten K, -Werte sind jedoch keine reinen Konstanten, sondern von verschiedenen

Parametern abhangig, z.B. von Metallbeladungsgrad, Elektrolytart und -stérke.

In natlrlichen Wasserproben zeigen HS neben ihrer Polyfunktionalitat gegentber Metallen
auch physikalische Wechselwirkungen, die in dieser summarischen thermodynamischen
Stabilitatskonstanten noch nicht berticksichtigt sind. Hierzu zahlen das Verhalten von HS als
inhomogene Polyelektrolyte bzw. Kolloide, ihre Tendenz zu inter- und intra-molekularen
Aggregationsprozessen sowie ihre Sorption an Feststoffoberflichen. Diese physikalischen
Wechselwirkungen sind in natirlichen Wasserproben bzw. HS-Lésungen schwer erfal3bar,
sodal} sie nur sehr bedingt in die betrachtete Stabilitdtsfunktion fir HS-Metallkomplexe
aufgenommen werden kdnnen. Aus diesem Grund werden HS-Metallkomplexe meist mit
vereinfachten Komplexierungsmodellen beschrieben, wie z.B. das diskrete Liganden- oder
kontinuierliche Multiliganden-Modell. Das diskrete Liganden-Modell geht von nur wenigen,
meist zwei bis drei unterschiedlichen Ligandenformen bzw. Bindungsplatzen aus. Das
kontinuierliche Multiliganden-Modell dagegen geht von einer grof3en Anzahl von leicht
unterschiedlichen an der Metallbindung beteiligten Liganden aus, die durch gleichverteilte
Stabilitatskonstanten charakterisiert werden kénnen.

Hochmolekulare Komplexe zwischen gel6sten HS und Metallionen lassen sich jedoch nicht
in eindeutiger Weise durch ihre thermodynamische Stabilitat charakterisieren. Das
Dissoziationsvermogen bzw. die Labilitat von kolloidalen HS-Metallspezies in Gewassern
wird in hohem MalR3 auch durch kinetische Faktoren gesteuert [. So kann es sein, dal3
z.B. Metallionen, die im ,inneren” Bereich von HS-Aggregaten (Kolloiden) gebunden sind, vor
ihrer Dissoziation erst nach aul3en transportiert werden muissen. Deshalb liegt die Metall-
Labilitat von HS-Metallspezies oft wesentlich niedriger, als es eine rein thermodynamische

Betrachtung erwarten liel3e.
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3.6.3. Liganden- bzw. Metall-Austausch an Huminstoff-Metallkomplexen

Metallkomplexe, die sich zwischen gelésten HS und Metallionen bilden, kénnen durch eine
Reihe (elektro-)chemischer und spektroskopischer Methoden, z.B. ISE, metallselektive
Reagenzien, Chelationenaustauscher, Fluoreszenz-Quenching oder Metall-NMR (z.B. #’Al),
untersucht werden. Bei der Untersuchung labiler/inerter HS-Metallspezies haben sich
insbesondere lonenaustausch-Verfahren bewéhrt [.

Die bereits diskutierte Gesamt-Stabilitat natirlicher HS-Metallspezies (HS-Me) lafdt sich in
differenzierender Weise durch Austausch mit stark konkurrierenden Liganden Ly (z.B. EDTA)
wie auch Metallionen Mex (z.B. Cu(ll)) erfassen. Das nachstehende Reaktionsschema,
Abbildung 6, verdeutlicht eine solche Vorgehensweise, die im Rahmen dieser Arbeit zur Vor-
Ort-Charakterisierung von natirlichen HS-Metallspezies in DOC-reichen Wasserproben

gewahlt wurde.

Dissoziation
Me + HS
Ki, Ki
Liganden-Austausch Metall-Austausch
+ L + Mek
<« _—
LK-Me hEEEE— P HS-MeK
KL! kL KM61 kMe

Abb. 6: Gesamt-Stabilitdt von HS, vor Ort charakterisiert mittels Liganden- bzw. Metall-Austausch

Bei diesen Experimenten werden frisch geschdpfte Wasserproben mit stark konkurrierenden
Chelatbildnern, z.B. EDTA, bzw. Metallionen, z.B. Cu(ll), versetzt.

Die durch Austausch entstandenen Spezies lassen sich durch eine zeitkontrollierte,
einstufige TangentialfluR-Ultrafiltration (UF) in Abhangigkeit von der Reaktionszeit differen-
zieren. Die Metallanalytik erfolgt im Labor mittels z.B. AAS, ICP-OES und TRFA. Eine
derartige Differenzierung ist mdglich, da die gebildeten, niedermolekularen Liganden-
Komplexe (Lk-Me) bzw. die ,freien” Metallionen (Mek) eine UF-Membran mit geeignetem cut-

off (1 oder 3 kDa) durchdringen, wéahrend die hohermolekularen HS-Molekule und ihre
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Spezies zuriickgehalten werden. Aus den so charakterisierten Austausch-Kinetiken (k;, k.
und kye) bzw. Austausch-Gleichgewichten (K;, K. und Kye) lassen sich differenzierende
Aussagen zur kinetischen bzw. thermodynamischen Stabilitdt der urspriinglichen HS-Me
(z.B. Al, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Zn) ableiten. Aquatische HS-Metallspezies,
die durch einen groRen Uberschul? von Ly bzw. Mex auch nach langer Reaktionszeit nicht
erfal3bar sind, werden als inert eingestuft. Die Labilitat von HS-Me in Gewassern ist somit

eine Art operationeller Summenfunktion aus thermodynamischer und kinetischer Stabilitét.

3.6.3.1. Austauschkinetik
Den Liganden- und den Metall-Austausch an aquatischen HS-Me kann man durch folgende

Reaktionsgleichungen beschreiben:

HS-Me + Lk - HS + Me-Lg (24)
HS-Me + Meg < Me + HS-Mek (15)

Allgemein laRt sich folgende Reaktionsgleichung formulieren:
A + B <> C + D (16)

Wenn diese Reaktion insgesamt zweiter Ordnung ist in Bezug auf beide Ausgangs-
substanzen (A und B), dann lautet das Geschwindigkeitsgesetz mit Geschwindig-
keitskonstante k wie folgt [LO7]:

-IA - ke ar

Wenn [A], und [B]o die Anfangskonzentrationen sind, dann haben diese zum Zeitpunkt t um

den Betrag x abgenommen und liefern so:

- S~ g, - ) e, - %) (18)
Da

dt dt (19)
folgt:
S kgra, - x)rten, - (20)
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Bei Reaktionsbeginn t = 0 ist x = 0, sodal} in integraler Schreibweise:

KOdt= dx 1)
o o [A]=—X)UB,]-x)

wird. Hieraus folgt die integrierte Form des Geschwindigkeitsausdrucks fir die zweite

Ordnung:

qo_ 1 mn{[BO]EG[AD]—x)T 22)
[A1-[B,] | [A1dB,]1-x)

Wenn man die rechte Seite von Gleichung (22) gegen t auftragt, ergibt sich eine Gerade mit

der Steigung k als Reaktionsgeschwindigkeitskonstante.

Ist z.B. ein grofRer Uberschuf3 an Substanz B vorhanden, dann &ndert sich die Konzentration

[Bo] wahrend der Reaktion praktisch nicht, sodalf3:
[B1=[B,]
Dann wird Gleichung (17) mit k =k B,] zu:

_ﬂﬂﬂ:EmM

dt (23)

Dies ist eine Gleichung pseudo-erster Ordnung und IRt sich sehr einfach l6sen:

AIAl - % (24)
[A]
[A]=[A],(&™" (25)

Die Halbwertszeit ty, ist ein sehr anschauliches Mal3 fur die Reaktionsgeschwindigkeit, denn
sie gibt die Zeitspanne an, in der die Konzentration eines Reaktanden auf die Halfte seines
Anfangswertes fallt. Diese Halbwertszeit t;, erhdlt man, indem man in Gleichung (25) [A]
durch [A]o/2 ersetzt:

In2
t1/2 = kT (26)
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3.6.3.2. Gleichgewichte
Der Liganden- bzw. Metallaustausch an aquatischen HS-Metallspezies, wie in (14) und (15)
bereits formuliert, fihrt zu Gleichgewichten. Diese bestehen formal aus Hin- und RuUck-

reaktion, wie in nachstehender Gleichung (27) allgemein formuliert wird:
Ky
aA + bB ?cc + dD (27)
2
Fur die Geschwindigkeit von Hin- und Rickreaktion gelten die nachfolgenden Beziehungen:
v, =k A" OB und v, =k, [C]* (D’ (28)

mit v, bzw. v, fur die Hin- bzw. Ruckreaktionsgeschwindigkeit.

Nach einer bestimmten Zeit stellt sich das Gleichgewicht ein, sodal3:

k =K _[CT D]’ (29)

v, =V, L -
k, [A]®B]

Kist die Gleichgewichtskonstante unter bestimmten Temperatur- und Druckbedingungen

nach dem Massenwirkungsgesetz (MWG).

Von besonderem Interesse sind Austauschkonstanten K, mit denen sich die Austausch-
fahigkeit naturlicher HS-Metallspezies gegenliber stark konkurrierenden Metallionen, z.B.

Cu(ll), quantifizieren laft.
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4. Experimente, Ergebnisse und Diskussion

4.1. Probennahme

Die HS in natirlichen Gewdassern konnen sehr unterschiedliche Strukturen, MolekulgréRen-
verteilungen und Schwermetallbeladungen aufweisen, je nach Genese und Humifizierungs-
grad. Bei der Charakterisierung von HS gilt deshalb fast als Regel: Ein HS ist kein HS.
Deshalb ist es notwendig, aquatische HS und ihre Metallspezies von verschiedenen
Probenahmegebieten zu untersuchen. Zum Vergleich der Ergebnisse benétigt man gut
charakterisierte Referenz-HS. Zur Entwicklung und Erprobung der Vor-Ort-Analytik an
aguatischen HS dienten zwei typische Braunwasser-Seen bzw. ein Hochmoor-Sickerwasser
(Hohlohsee, Venner Moor bzw. Arnsberger Wald).

Dabei sind die Wassertemperatur und der pH-Wert sehr wichtige Einflu3grof3en auf die
gelosten HS. So steigt bei steigender Wassertemperatur allgemein die Aktivitat der
Mikroorganismen im Gewasser. Auf3erdem laufen chemische Transformationen an HS
schneller ab. Niederschlage wie auch Trockenheit haben einen deutlichen Einflu® auf die
Konzentrationen von HS. Bei niedrigeren pH-Werten im Gewasser sind viele Carboxyl-
Gruppen der HS in H-Form, sodal? HS-gebundene Metalle tUberwiegend dissoziiert sind.
Viele wasserchemische Parameter kdonnen in ihrer Summe betrachtliche, insbesondere

jahreszeitlich bedingte Veranderungen von HS verursachen [@.

4.1.1. Der Hohlohsee

Das Probenahmegebiet Hohlohsee liegt im Nordschwarzwald in der Nahe von Karlsruhe. Es
handelt sich um ein unter Naturschutz stehendes Hochmoor, das sich auf 950 m Ho6he
befindet und weitgehend frei von direkten anthropogenen Belastungen ist. Der stark braun
gefarbte See wird fast nur von atmospharischen Niederschlagen gespeist. Die umgebende
Vegetation besteht hauptsachlich aus Nadelbdumen und niedrigen Stréauchern. Der
Hohlohsee wird im Rahmen von DFG-ROSIG als Referenzgewéasser genutzt.

Bei der Probenahme wurden je 100 L der HS-haltigen Wasserprobe in 1 bis 5 m Entfernung
vom Ufer und aus 0.25 m Wassertiefe mit einer Forderpumpe enthommen und in zehn
hochgereinigte PolyethylengefaRe (10 L) abgefillt. Die eingesetzte Forderpumpe besal’
einen integrierten Grobfilter zur Partikelabtrennung. Unmittelbar nach der Probenahme
wurden Temperatur, Leitfahigkeit, Redoxpotential und der pH-Wert der Wasserprobe
gemessen; die Ergebnisse sind fir die Referenz-HO-Proben in Tabelle 8 zusammengefalit.
Alle drei Wasserproben erwiesen sich als relativ elektrolytarm und schwach sauer. Sie waren
durch ein relativ hohes Redoxpotential gekennzeichnet. Die Vor-Ort-Charakterisierung der

HS in den Wasserproben erfolgte nach einer konventionellen 0.45 pum-Filtration zur
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Abtrennung partikuldrer Wasserinhaltsstoffe. Hierzu dienten ebenfalls Polyethersulfon-

Flachmembranen (47 mm Durchmesser).

Tab. 8: Physikalische und chemische Parameter der Hohlohsee-Wasserproben (HO)

Bezeichnung HO14 HO16 HO17
Datum 28-07-1997 14-07-1998 02-06-1999
Wassertemperatur 16.8 °C 145 °C 22.0°C
pH-Wert 3.5 3.5 4.2
Leitfahigkeit 45.8 uS/cm 44.5 puS/cm 33.0 uS/cm
Redoxpotential 368 mV 354 mV 324 mV

4.1.2. Das Venner Moor

Das Probenahmegebiet Venner Moor liegt 12 km stdwestlich der Stadt Munster (Nordrhein-
Westfalen). Es ist ein unter Naturschutz stehendes Moor, das vor ca. 6000 Jahren durch
Versumpfung eines Birken- und Kiefernwaldes entstanden ist. Der starke Torfabbau bis in
die 50er Jahre hinein fuhrte zu einer zunehmenden Austrocknung des Gebietes, sodal? sich
das nasse Hochmoor in ein Heidemoor umgewandelt hat. Die dort befindlichen
Braunwasser-Seen werden vorwiegend von Grundwasser bzw. atmospharischen
Niederschlagen gespeist. Die umgebende Vegetation besteht im wesentlichen aus Kiefern
und Birken.

Fur die Untersuchungen wurden jeweils 100 L Wasserprobe aus dem See geschopft, vor Ort
Uber einen Filter grob filtriert und in vorgereinigte Polyethylenkanister tberfihrt. Unmittelbar
nach der Probenahme wurden Temperatur und pH-Wert jeder Wasserprobe gemessen. Die
Ergebnisse fur die Venner Moor-Proben (VM) sind in Tabelle 9 zusammengefafit. Die Vor-
Ort-Untersuchungen erfolgten unmittelbar nach einer 0.45 um-Filtration wie im Fall der HO-
Proben. Mobile Messgerate zur Erfassung von Leitféahigkeit und Redoxpotential waren zur
Zeit der Probenahmen nicht verfligbar. Wie aus friiheren Messungen von VM-Proben zu
ersehen ist, liegt deren Leitfahigkeit etwa doppelt so hoch (ca. 85 uS/cm) und ihr

Redoxpotential gleich hoch wie bei den HO-Proben [15].
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Tab. 9: Physikalische und chemische Parameter der Venner Moor-Wasserproben (VM)

Bezeichnung VM7 VM8 VM9
Datum 25-05-1998 17-11-1998 21-07-1999
Wassertemperatur 21.2 °C 8.9 °C 20.1°C
pH-Wert 4.0 4.2 41

4.1.3. Der Arnsberger Wald

Das Probenahmegebiet ,Stimmstamm” im Arnsberger Wald ist dem Regierungsbezirk
Arnsberg (Nordrhein-Westfalen) zugeordnet. Das dortige Hochmoor liegt auf rund 550 m
Hohe und wird von mehreren kleinen, stark braun gefarbten Bachen entwassert. Die
umgebende Vegetation besteht hauptsachlich aus Erlen, Birken und anderen Laubbaumen.

Fur die Untersuchungen wurden je 100 L Wasserprobe entnommen und analog zu den VM-

Proben behandelt. Die Mel3ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengefalit.

Tab. 10: Physikalische und chemische Parameter der Arnsberger Wald-Wasserproben (AW)

Bezeichnung AW3 AW4
Datum 27-01-1999 04-10-1999
Wassertemperatur 2.9°C 11.1°C
pH-Wert 3.9 4.2

4.1.4. Referenz-Huminstoffe

Im Rahmen des DFG-Schwerpunktprogrammes ROSIG wurden allen beteiligten
Arbeitsgruppen frisch gewonnene Referenz-HS zur Verfigung gestellt, um die eingesetzten
analytischen Methoden und die mit ihnen erhaltenen Ergebnisse Uberprifen zu kénnen, wie
z.B. die der DOC-Bestimmung. Bei gemeinsamen Probennahmen am Hohlohsee wurden
Referenzwasserproben genommen, mit denen die einzelnen Arbeitsgruppen ihre
Untersuchungen durchfuhrten. Auf diese Weise konnten die Isolierungs- und Analyse-
Verfahren der verschiedenen Arbeitsgruppen uberprift werden. Das Engler-Bunte-Institut
(Prof. Dr. F. H. Frimmel) isolierte FA und HA aus den Referenzwasserproben (z.B. HO14 FA,
HO14 HA) in Form von Feststoffproben, die fir weitere Untersuchungen in den einzelnen

Arbeitsgruppen bereitgestellt wurden.
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4.2. Huminstoff-lsolierung

Naturliche Gewasser weisen in der Regel HS-Gehalte von wenigen bis ungefahr 100 mg/L
DOC auf. Fur die meisten spektroskopischen Charakterisierungen, wie z.B. NMR, ist deshalb
in der Regel eine vorherige Isolierung bzw. Anreicherung der HS aus den Wasserproben
erforderlich. Bevorzugte Anreicherungsverfahren sind die Isolierung durch Sorption an
unterschiedlichen festen Phasen (Aktivkohle, Al,Os, SiO,, synthetische Harze) [, sowie
Gefriertrocknung [B], Vakuumdestillation (Rotavap) und Ultrafiltration [94].

Die Isolierung ist als kritischer Bearbeitungsschritt zu betrachten, da es dabei oft zu
unerwunschten Fraktionierungen bzw. irreversiblen Strukturanderungen in den HS kommen
kann. Die Eigenschaften der isolierten HS sind deshalb stark von der gewahlten
Isolierungsmethode abhéngig. In der vorliegenden Arbeit wurde die HS-Isolierung nach der
Probenahme sowohl mittels praparativer Ultrafiltration wie auch nach dem konventionellen
XAD 8-Verfahren im Labor durchgefihrt.

4.2.1. XAD 8-Verfahren

Als Standardverfahren fur die Isolierung aquatischer HS hat sich deren praparative Sorption
an XAD 8 etabliert . Das XAD 8-Harz ist ein makropordses und maRig polares Polymer
auf Basis von Polyacrylsdureester und wird in Trennséulen verwendet . Das XAD 8
weist eine ausreichende Kapazitdat und Selektivitat gegeniber gelésten HS auf. Dieses
Verfahren wurde 1990 durch die IHSS (International Humic Substances Society) optimiert
und standardisiert.

Vor der HS-Abtrennung an XAD 8 wurden jeweils 40 L Originalprobe Uber ein 0.45 um-Filter
filtriert und dann mit konzentrierter HCI auf einen pH-Wert von 2 eingestellt, damit die
Carboxyl-Gruppen in protonierter Form vorlagen. Nach 24 h wurde die angesauerte Wasser-
probe mit einer peristaltischen Pumpe (3 mL/min FluBrate) auf eine vorgereinigte, mit XAD 8-
Harz gefillte Saule (30 cm Fullhdhe, 2 cm Durchmesser) gegeben, wobei die HS-Molekile
adsorbiert wurden. Die Beladung der Saule mit HS konnte aufgrund ihrer allmahlichen
Braunfarbung leicht verfolgt werden. Anschlielend wurden die adsorbierten HS mit
0.1 M NaOH eluiert. Das so gewonnene HS-Konzentrat wurde mit konzentrierter HC| auf
einen pH-Wert von 4 bis 5 gebracht und bei 4 °C dunkel gelagert.

Nachteile des XAD 8-Verfahrens sind eine begrenzte Ausbeute (60-75 %) und mogliche
Hydrolyseeffekte an den isolierten HS (Abtrennung bei pH 2.0 und Elution bei pH 13). Ein
weiterer Nachteil dieses Verfahrens liegt darin, da die urspringlichen HS-Metallspezies
zum groRRen Teil durch saure bzw. alkalische Hydrolyse gespalten werden. So bleiben vom
urspriinglichen Hydrokolloid nur noch metallfreie HS Ubrig. Die aquatischen HS, die durch
das XAD 8-Verfahren erhalten wurden, sind im Nachfolgenden mit dem Zusatz XAD 8
gekennzeichnet (z.B. HO14-XAD 8).
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4.2.2. Praparative Ultrafiltration

Bereits in vorausgehenden Arbeiten hat sich die praparative Ultrafiltration (UF) als
.schonendes” Anreicherungsverfahren fir makromolekulare Metallspezies wie HS-
Metallkomplexe erwiesen [15]. Sie hat den Vorteil, da der urspringliche pH-Wert der
Wasserprobe nicht verandert wird und somit keine Hydrolyseeffekte an den Metallspezies zu
befurchten sind.

Bei der praparativen UF wurden jeweils 60 L Originalprobe nach einer 0.45 um-Filtration
mittels Schlauchpumpe (2 bar) im Kreislauf tangential tber eine grof3flachige Ultrafiltrations-
membran (n.m.w.cut-off = 1 kDa) geflhrt. Diese Ultrafiltrationsmembran war Bestandteil
eines Pellicon-Kassettensystems der Firma Millipore und hatte eine Gesamtflache von
0.46 m?. Die DurchfluRrate betrug etwa 40 mL/min. Nach Anreicherung wurde das HS-
Konzentrat mit hochreinem Wasser aus dem UF-System herausgespult. Der Nachteil dieses
Verfahrens ist, da? HS-Fraktionen kleiner als 1 kDa nicht angereichert werden kénnen. Alle
HS-L6sungs-konzentrate, die mittels UF erhalten wurden, sind mit dem Zusatz UF
gekennzeichnet (z.B. HO14-UF).

4.3. Bestimmung gel6ster Huminstoffe

Die Summe aller gelésten organischen Verbindungen in nattrlichen Systemen wird in der
Wasserchemie operationell als gel6ster organischer Kohlenstoff (DOC) definiert. Aquatische
HS bestehen durchschnittlich aus etwa 50 % Kohlenstoff. Deshalb hat sich der DOC-Wert
als wichtige BezugsgrolRe fur die Charakterisierung von aquatischen HS etabliert. In stark
HS-haltigen Wasserproben kann der DOC-Wert somit als zuverlassige BezugsgréRRe fir die
HS-Konzentration genutzt werden. Diese Korrelation zwischen DOC und HS-Konzentration
diente auch in der vorliegenden Arbeit zur Quantifizierung von HS in Wasserproben und

deren Konzentraten.

4.3.1. DOC-Bestimmung mittels Kohlenstoffanalysator

Prinzipiell erfolgte die Bestimmung des DOC nach der Trocknung der Wasserprobe durch
Verbrennung im reinen O,-Strom (bis 1100 °C), wobei das entstandene CO, durch einen
NDIR-Detektor erfal3t wurde.

Dank ihrer Nachweisstarke hat sich diese thermographische Methodik bereits in einer
vorausgehenden Arbeit, insbesondere bei der Bestimmung von TC (,total carbon”), OC

(,organic carbon”) und EC (,elemental carbon”) in Feststoffproben, speziell in Luftstauben,

bewahrt [25].
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Die Kohlenstoffbestimmungen wurden mit einem Analysator durchgefiihrt, der als Eigenbau
am ISAS konzipiert wurde. Der Aufbau der vollstandigen Analyseneinheit ist in Abbildung 7
dargestellt, und in Tabelle 11 sind die Bezeichnungen der Einzelteile aufgefihrt. Bei der
Kohlenstoffanalyse wird die Probe durch eine Probenschleuse (j) in einem Quarzschiffchen
(m,3) auf einem blindwertfrei gegliihten Nickeltrager (n) in das Quarz-Verbrennungsrohr (k,4)
gebracht. Carbonathaltige Wasserproben werden vor der DOC-Bestimmung mit verdinnter
HCI auf pH 2 angeséauert. Zunachst wird die waldrige Probe mit Hilfe einer Heizspirale 10 bis
15 Minuten bei max. 80 °C im Quarzrohr im Ar-Strom getrocknet und danach in die
Analyseneinheit geschoben. Der Kern der Analyseneinheit besteht aus einem Quarzrohr,
welches in zwei Ofen eingebettet ist. In dem ersten Ofen (I) findet die thermische
Behandlung und Verbrennung statt (Temperaturbereich: Raumtemperatur-1100°C). Der
kontaktfreie, durch einen Halogenstrahler beheizte Spiegel-Ofen (l) ist in Abbildung 7 mit
dargestellt. Der zweite Ofen ist ein Pt-Katalysator-Ofen (p+q). Die Tragergase (a) Ar oder O,
werden durch ein Umschaltventil (d) gewahlt und dann durch ein Molekularsieb (f)
vorgereinigt. Das Ar wird (iber eine Oxisorb®-Patrone (g) geleitet, um Sauerstoffspuren zu
eleminieren. Der Gasvolumenstrom wird Gber einen regelbaren Flow-Controller (z) auf 12.5 £
0.5 NL/h O, bzw. Ar konstant gehalten und Uber jeweils fir O, bzw. Ar geeichte
DurchfluBmesser (i) kontrolliert. Die Temperatur im Analysenofen wird mittels eines Pt/Rh-Pt-
Thermoelements (0,2) zentrisch gemessen.

Bei Verbrennung der getrockneten Proben im O,-Strom entstehen CO, CO, und H,0O, die
durch Uberschiissiges O, aus der Verbrennungszone in den Pt-Katalysatorofen (p+q)
transportiert werden, wo CO in CO, und H-haltige Produkte in H,O umgewandelt werden.
Der Katalysator besteht aus einem Pt-Netz (p) und wird bei 825 °C betrieben.

Bei der Pyrolyse der Probe im Ar-Strom entstehen Kohlenstoff-Verbindungen, die mit dem
Tragergas in den dritten Ofen, den Kdrbl-Katalysatorofen (v), bei 650 °C geleitet werden, um
deren moglichst vollstdndige Oxidation zu erreichen. Der handelsiibliche Kérbl-Katalysator
besteht zum gréf3ten Teil aus AgMnO,. Das bei beiden Verfahren entstandene CO, und H,O
wird durch zwei nicht dispersive Infrarot-Detektoren (CO,-NDIR und H,O-NDIR) quantifiziert.
Uber ein 3-Kanal-Interface erfolgt ein Datentransfer (CO,-, H,O-, Temperatur-Signale) zur

Auswertung am PC.
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Abb. 7: Schematischer Aufbau des Kohlenstoffanalysators
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Tab. 11: Bezeichnung der Einzelteile des Kohlenstoffanalysators

1: Stabstrahler IR-05/RP, Strohlein, Kaarst e: Niederdruckminderer p: Pt-Netzkontakt

2: Thermoelement (Pt/Rh-Pt), Heraeus, Hanau f : Molekularsieb g: Katalysator-Ofen fur Pt, Horst, Bensheim

3: Schiffchen fur Proben, Felser, Dortmund g: Oxysorbpatrone, Messer Griesheim, Krefeld r: Temp.-anzeige Kat.-Ofen (Pt)

4: Quarz-Verbrennungsrohr, Felser, Dortmund h: 2 x Zweiwegeventil s: Temp.-anzeige IR-Ofen

5: Parabol-Reflektor (Au) i: Gasstromungsmesser 8842, Brooks t: Steuereinheit IR-Spiegelofen Binos 1004.2,
Instruments, Mannheim Fisher-Rosemount, Hanau

6: Wasserkihlung j: Probenschleuse u: Katalysator-Ofen Regelung

7: Sicherheitsschalter k: Quarzrohr+Heizspirale v: Katalysator-Ofen (Kdrbl-Kat.)

a: Gasversorgung I: IR-Spiegelofen (Detail), Stréhlein w: NDIR-Absorptionsdetektoren, Fisher-

Rosemount, Hanau

b: Hochdruckminderer, Druvar, Eppelheim m: Quarzschiffchen, Felser. x: Filter (gefullt mit Quarzwolle)

c: Nadelventile, Druvar, Eppelheim n: Nickelschiffchen, Goodfellow, Cambridge (GB) y: Membranpumpe (saugend), Sauer,
Wuppertal

d: Umschaltventil 0: Pt/Rh-Pt-Thermoelement z: Flow-controler (beheizt)
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Die Kalibrierung des Kohlenstoffanalysators wurde vorzugsweise durch thermische
Zersetzung von wasserfreiem CaCOj; (p.a.) zwischen 400 und 600 °C vorgenommen, woflr
Hg-Mengen von CaCOj; in ein ausgeglihtes Ni-Schiffchen eingewogen wurden. Der CO,-
NDIR-Detektor ist mit zwei Mel3bereichen (500 bzw. 5000 ppm, CO,) ausgestattet, wahrend
der H,O-Kanal nur einen MefRbereich (5000 ppm, H,O) besitzt. Letzterer kann durch
Zersetzung von LiSO4H,O kalibriert werden. Die Nachweisgrenze (NWG) fiir den 500 ppm,
CO,-Kanal betragt 245 ng C und wurde aus den operationellen Blindwerten ermittelt. Die
Reproduzierbarkeit wurde mit der Probe HO14 (29.9 mg C/L, n=6) bestimmt und betragt
+ 3.0 %.

Allgemein kann man davon ausgehen, dafl3 ,einfache” organische Verbindungen im
Temperaturbereich von 250 bis 400 °C und Ru um die 650 °C oxidiert werden.
Anorganische Kohlenstoffverbindungen wie Alkali- und Erdalkalicarbonate zersetzen sich
zwischen 500 und 850 °C. Die Verbrennung organischer Verbindungen im O,-Strom nimmt
in Abhangigkeit von der Temperatur einen charakteristischen Verlauf. So kénnen aus den
resultierenden Pyrogrammen qualitative RUckschlisse Uber die Oxidierbarkeit der
organischen Verbindungen gezogen werden. Als typisches Beispiel wird in Abbildung 8 ein
Pyrogramm vom Referenz-HS HO16-UF (895.5 mg/L DOC) dargestellt, das auf Basis einer

Heizrampe von 97 °C/min aufgenommen wurde.

T, °C

1,0E+06 1 r 1000
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8,0E+05 o I 800

6,0E+05 4 - 600

4,0E+05 4 [ 400
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2,0E+05 o - 200

- RT

0,0E+00
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Abb. 8: Pyrogramm von HO16-UF im Sauerstoff-Strom, (RT: Raumtemperatur)
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Dieses Pyrogramm laf3t sich in vier Bereiche mit CO,-Maxima bei 180, 290, 450 und 600 °C
aufteilen. Praktisch zu vernachlassigen ist der Anteil an anorganischem Kohlenstoff
(Carbonat), der etwa zwischen 550 und 850 °C zersetzt wird. Die zur Auswertung genutze
Software ermdglicht es, verschiedene Integrationsbereiche zu erfassen. Das Verfahren
funktioniert optimal, wenn man die Verbrennung bei einer niedrigen Heizrampe (50-
100 °C/min) durchfihrt. Alle HS und HS-Fraktionen, die im Rahmen dieser Arbeit anfielen,
wurden mit der beschriebenen Methodik bestimmt. Die Original-Wasserproben wiesen meist
einen DOC-Gehalt zwischen 10 und 110 mg/L auf, die Fraktionen von UF und MST-UF und
die XAD 8-Konzentrate Gehalte von wenigen hundert mg bis 4 g/L DOC. Tabelle 12 gibt die
DOC-Werte der verschiedenen HS-reichen Wasserproben wieder. Unterschiedlich gewahlte
Heizrampen von 97, 198 und 267 °C/min hatten praktisch keinen Einflul auf die
Analysenwerte. In Anlehnung an VDI 2465/2 sind mit dem genutzten Analysator auch
differenzierende C-Bestimmungen maoglich. Hierbei wird die Probe zunachst bei 650 °C in Ar
pyrolysiert, um den OC zu erfassen. Nach Abkuhlung des Rickstandes wird dieser im O,-
Strom verbrannt, um den EC zu erfassen. Der im Ar-Strom pyrolysierte Kohlenstoff wird

durch einen Oxidationskatalysator in CO, umgewandelt.

Tab. 12: DOC-Gehalte verschiedener Wasserproben (n=3)

Wasserprobe VM7 VM8 VM9 HO14  HO16 HO1l7  AWS3 AW4

DOC, mg/L 71.5 83.3 90.4 29.9 25.1 229 14.1 13.1

4.3.2. Vor-Ort-Bestimmung mittels UV/VIS-Spektrometrie

Der Kohlenstoffanalysator ist ein sehr nachweisstarkes Gerat fur DOC-Bestimmungen im
Labor. Die Vor-Ort-Analytik an kolloidalen organischen Metallspezies erfordert jedoch eine
einfachere, moglichst mobile Methode fir DOC- bzw. HS-Bestimmungen. Besteht der DOC
in den untersuchten Wasserproben hauptsachlich aus gelésten HS, kann hierflir eine mobile,
UV/VIS-spektroskopische Methodik genutzt werden. Voraussetzung sind allerdings spektrale
Absorptionskoeffizienten (SAK, a(A)) der HS, die moglichst geringen naturlichen
Schwankungen unterliegen. In der Praxis werden geldste HS bevorzugt mit ihren SAK
a(254nm) quantifiziert [L10].

A(A) = A, | L 1,
d DOC ' | mlng

(30)

wobei Ax die Absorbanz bei einer bestimmten Wellenl&nge A ist. Der DOC wird in mg/L und

die Schichtdicke der Kuvette d in m ausgedrtickt.
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Die Nutzung der UV/VIS-Spektroskopie zur Vor-Ort-Quantifizierung von HS im Gewasser ist
stark abhangig von der Schwankungsbreite des SAK, z.B. des a(254). Vor einem eventuellen
Einsatz der UV/VIS-Spektroskopie fir HS-Bestimmungen vor Ort wurden deshalb naturliche
Schwankungen der SAK, vorzugsweise a(254nm) und a(436nm), in ausgewahlten
Gewassern untersucht. Hierzu wurden DOC-Gehalte bzw. UV/VIS-Spektren dieser
Gewasser, z.B. des Hohlohsees, bei verschiedenen Probenahmen gemessen. Als typisches
Beispiel sind in Tabelle 13 die DOC-Werte bzw. SAK-Werte fur den Hohlohsee im Verlauf
von funf Jahren zusammengefaldt. Die nattrliche Schwankungsbreite des a(254nm) liegt
zwischen 3.12 und 4.09 mit einem Mittelwert von 3.66. Bei Kenntnis dieses mittleren SAK-
Wertes konnen also in unbekannten Proben desselben Gewassers Vor-Ort-HS-
Bestimmungen vorgenommen werden, die mit tragbaren Fehlern behaftet sind. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurden solche Vor-Ort-Bestimmungen an HS mit Hilfe eines
neuartigen, mobilen UV/VIS-Spektrometers (Spekol 1200, Analytik Jena GmbH) erfolgreich
durchgefiihrt. So ergab sich im Fall von HO17 eine recht gute Ubereinstimmung zwischen
Labor- (22.9 mg/L DOC) und vor Ort-Messung (24.9 mg/L DOC).

Tab. 13: Natirliche Schwankungen des SAK a(\A) der Hohlohsee Referenzwasserprobe

Huminstoff DOC*, mg/L a(A), A=254 nm a(A), A=436 nm
HO10 21.1 4.09** 0.31**
HO13 23.6 3.98** 0.33**
HO14 29.9 3.12 0.30
HO16 25.1 3.45 0.34
3.66 + 0.46 0.32+£0.02

* DOC-Werte im Labor bestimmt mittels Kohlenstoffanalysator
** Gemessen am Engler-Bunte-Institut, Karlsruhe

Mittelwerte der SAK, die fur verschiedene HO-, VM- und AW-Proben aus DOC-
Bestimmungen und den Absorbanzen A(254nm) und A(436nm) ermittelt wurden, sind in

Tabelle 14 zusammengestellt.

Tab. 14: Mittelwerte des SAK a(A) von HO-, VM- und AW-Proben

Probe a(A), A=254 nm a(A), A=436 nm
HO (n=5) 3.72+0.42 0.32+0.02
VM (n=3) 3.71+0.13 0.39+0.02
AW (n=2) 3.85+0.01 0.30+0.01
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4.4. MolekulgroRRenklassierung mittels Ultrafiltration

4.4.1. Vor-Ort-GroRBenklassierung

Wie schon in Punkt 3.5.3. erlautert, ist die UF eine ausgesprochen schonende Methodik, um
HS und ihre Metallspezies in Gewasserproben nach ihren MolekilgroR3en zu fraktionieren.
Eine solche Vor-Ort-Klassierung erscheint notwendig, wenn die zu untersuchenden
Hydrokolloide raschen GroRRenveranderungen unterliegen. Die Grof3enklassierungen aqua-
tischer HS und ihrer Metallspezies wurden in der vorliegenden Arbeit im Kaskaden- wie auch

im Parallelverfahren durchgefiihrt.

4.4.1.1. Mehrstufen-Ultrafiltration (Kaskadenverfahren)

Der apparative Aufbau der mobilen Mehrstufen-Ultrafiltrations-Einheit (MST-UF), die in
Kooperation zwischen dem Vernadsky Institut in Moskau und dem ISAS [ entwickelt und
im Rahmen dieser Arbeit fir den Vor-Ort-Einsatz optimiert wurde, ist in Abbildung 9 dar-

gestellt.

In der Apparatur sind fiunf Membranen abnehmender Porengréf3e (z.B. My: 100, M,: 50, Mas:
10, M4: 5, Ms: 3 kDa) in Kaskade geschaltet (Kaskadenverfahren). Mit Hilfe einer Mehrkanal-
Schlauchpumpe wird die zu fraktionierende HS-Ldsung (200 mL) im Kreislauf Gber die erste
Membran (M;) gepumpt. HS-Molekile, deren Durchmesser kleiner als der n.m.w.cut-off der
ersten Flachmembran ist, gelangen durch einen FlieRkanal auf die zweite Flachmembran
(M2) und so weiter. Die HS-Molekile, die grof3er sind als die mittlere Porengréf3e einer
bestimmten Flachmembran (M;), gelangen in die entsprechenden Reservoire (R;). Nach der
Trennung erfolgt ein Waschdurchgang mit deionisiertem Wasser und anschlie3end werden

die verschiedenen Fraktionen (F;) aus den verschiedenen Reservoiren herausgespiilt.

Fur HS-Trennungen im ,subpartikularen” Grof3enbereich von 0.45 bis 0.1 pum wurde eine
zweite MST-UF-Zelle mit anderen Trenngrenzen benutzt. Die Flachmembranen hatten einen
cut-off von My: 0.45 um, M,: 0.22 um und die letzte Trennstufe M; bestand aus drei
Flachmembrane von 0.10 um die parallel geschaltet waren. Bei der Vor-Ort-Fraktionierung
von HS wurde zunachst eine MST-UF-Trennung im subpartikularen Bereich (0.45-0.1 um)
und dann eine im molekularen Bereich (100-1 kDa) durchgefuhrt. Bei Nutzung eines

Zwischenreservoirs konnen beide MST-UF-Einheiten ,online” betrieben werden.
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Abb. 9: Apparativer Aufbau der MST-UF; F;: Fraktion i, R;: Reservoir i und M;;: Membran i

Vor jeder Fraktionierung wurden Zelle und Membranen mit 0.1 N NaOH gereinigt und
danach mit deionisiertem Wasser neutral gespult. Wéahrend der Fraktionierung entstehen
zunehmend Ablagerungen von Makromolekilen auf der Membranoberflache und in den
Poren. Diese Ablagerungen verringern die FlieBgeschwindigkeit durch die Membran und
reduzieren den effektiven Porendurchmesser, sodal} eine Verfdlschung der GréRRen-
verteilung auftreten kann. Die FlieRgeschwindigkeit ist ein sehr wichtiger Parameter, den
man immer kontrollieren muf3, denn wenn sie sinkt, muf3 man die Membran reinigen oder
austauschen. Bei unseren Fraktionierungen konnte man drei bis finf Fraktionierungen mit
der gleichen, gereinigten Membran durchflihren. Die kommerziellen Membranen (Flach-
membranen OMEGA, Polyethersulfon, 47 mm Durchmesser, Firma Pall-Filtron) sind durch
einen definierten Porendurchmesser gekennzeichnet, der mit Hilfe einer Reihe von
Referenz-Makromolekilen, wie globularen Proteinen, festgelegt wird. Eine Schwierigkeit ist,
dall man keine HS-Molekiile fur die Kalibrierung benutzen kann, da diese eine Molmassen-
Verteilung besitzen. Die verwendeten globuléaren Proteine besitzen den Nachteil, daf3 sie
eine andere Form aufweisen als die HS-Molekule. Der Einflud von pH-Wert, Elektrolyt-
Konzentration, Auswaschvolumen und zeitlicher Unterbrechung auf die Fraktionierung wurde
von Aster [[L5] beschrieben.

Vom Prinzip her ist das MST-UF-Gerat eine kompakte mobile Anlage, die einfach
durchfuhrbare Vor-Ort- wie auch in-situ-Fraktionierungen kolloidaler Wasserinhaltsstoffe

ermdglicht. Als Antrieb dient eine tragbare Pumpe und zur Stromversorgung eine
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transportable 12 V Autobatterie (65 Ah Kapazitat), deren Gleichstrom bedarfsweise auch auf
230 V Wechselspannung transformiert werden kann. Die Vor-Ort-Grof3enklassierungen der
vorliegenden Hydrokolloide wurden mit zwei verschiedenen MST-UF-Zellen (Subpartikulér-
und Molekularbereich) in verschiedenen HS-reichen Gewdassern durchgefuhrt. Die so
erhaltenen GroRRenfraktionen wurden im Labor metallanalytisch und molekulspektroskopisch
untersucht und die DOC-Werte mittels Kohlenstoffanalysator bestimmt. In Tabelle 15 sind die
so erhaltenen GroRRenfraktionen von verschiedenen Referenzwasserproben zusammen-
gefaldt, die vor Ort mittels MST-UF erhalten wurden. Die Fraktionen im subpartikularen
Bereich (0.45-0.1 pm) wurden mit der ersten MST-UF-Einheit erhalten, die makro-
molekularen Fraktionen mit der zweiten MST-UF-Einheit. Die DOC-Wiederfindungsraten
lagen insgesamt zwischen 84 und 96 % (s. Tab. 15). Demnach wurde ein kleiner Teil der HS
an den inneren Oberflachen der MST-UF-Einheit adsorbiert. Fir alle untersuchten HS war
die Fraktion von < 3 kDa die kohlenstoffreichste Fraktion mit einem mittleren DOC-Anteil von
ungefahr 50 %. Die DOC-Verteilungen verschiedener Gewasser hinsichtlich der HS-GréRen-
fraktionen sehen relativ ahnlich aus. HS aus dem gleichen Gewéasser (z.B. HO16 und HO17)
zeigen jedoch teilweise deutliche Unterschiede. Alles in allem lassen sich aquatische HS-

Kolloide mittels MST-UF vor Ort schonend und zuverlassig fraktionieren.

Als Nachteil der Vor-Ort-MST-UF ist ihr erheblicher Zeitbedarf (ca. 2 h) anzusehen. Deshalb
wurde als einfacheres und schnelleres Alternativ-Verfahren auch eine Parallel-UF makro-

molekularer Wasserinhaltsstoffe unter Vor-Ort-Bedingungen erprobt.

Tab. 15: DOC-Anteil (%) der GréRenfraktionen in verschiedenen Referenzgewassern, vor Ort
klassiert mittels MST-UF. DOC-Wiederfindung Uber Gesamt-DOC berechnet

Fraktion HO16 HO17 VM7 VM8 AW3 AW4
0.45-0.22 pm 6.5 0.4 11.6 8.5 2.0 0.9
0.22 - 0.10 pm 0.8 0.4 0.3 1.6 1.7 0.6
0.10 pm -100 kDa 7.8 2.7 5.4 6.0 6.7 6.1
100 - 50 kDa 11 4.6 6.6 1.6 2.1 4.3
50 - 10 kDa 9.1 4.7 111 6.0 9.3 4.9

10 - 5 kDa 9.6 12.3 15.2 11.3 13.4 12.3
5-3kDa 1.2 1.6 6.1 4.9 6.7 6.0

< 3 kDa 50.8 62.3 35.8 44.2 52.8 55.4

DOC-Wiederfindung 869 890 921 841 947 955
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4.4.1.2. Parallel-Ultrafiltration (Parallelverfahren)
Fur die Vor-Ort-GroRRenklassierung von Wasserinhaltsstoffen mittels Parallel-Ultrafiltration
(P-UF) diente eine Serie von TangentialfluR-UF-Zellen im Parallelbetrieb.

Der prinzipielle Aufbau der verwendeten Zellen ist in Abbildung 10 gezeigt.

von Schlauchpumpe

l

Eingang Ausgang
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Abb. 10: Aufbau einer Tangentialflu3-UF-Zelle fur die P-UF

Hierbei wird wie bei der MST-UF eine 400 mL-Probe im Kreislauf mittels Schlauchpumpe
(etwa 2 bar) mehrfach tangential Gber die Membran gefuhrt (siehe grine Pfeile). Wenn die
Molekdle kleiner als der n.m.w.cut-off der Membran sind, kénnen sie die Membran passieren
(siehe rote Pfeile). Die Zelle ist kommerziell erhaltlich (Crossflow-Filtration, Sartocon®-Micro,
Firma Sartorius) und mit einer Polyethersulfon-Membran von 50 cm? Flache ausgeriistet. Die
Reinigung und Kalibrierung kann wie bei der online-MST-UF erfolgen. Die zu untersuchende
Wasserprobe wird vor Ort parallel durch Einzelzellen, die verschiedene n.m.w.cut-offs (5, 10,
50 und 100 kDa) aufweisen, filtriert. AnschlieRend werden die Inhaltsstoffe der einzelnen
Filtrate im Labor gemessen. Durch Subtraktion der fur die Filtrate erhaltenen Analysenwerte
(s. Seite 44) erhalt man das Ergebnis fir die jeweils gewiinschte Fraktion (z.B. 10-50 kDa).
Die P-UF erwies sich als relativ schnelles Verfahren, um Vor-Ort-Gréf3enklassierungen
durchzufuhren. Der Zeitbedarf der P-UF-Fraktionierungen (5, 10, 50 und 100 kDa) lag bei 30
Minuten. Die erhaltenen Filtrate wurden im Labor metallanalytisch und molektlspektro-

skopisch untersucht und die DOC-Werte mittels Kohlenstoffanalysator bestimmt.

Tabelle 16 zeigt eine typische Auswertung der P-UF am Beispiel der Wasserprobe AW3. Die

in den einzelnen Filtraten gemessenen DOC-Gehalte werden in Relation zum Gesamt-DOC

44



von AW3 (14.1 mg/L DOC) gesetzt. Aus der Differenz (A % DOC) der aufeinander folgenden

Einzelfiltrate ergibt sich dann der DOC-Anteil der jeweiligen Fraktionen.

Tab. 16: Vor-Ort-P-UF von AW3: DOC-Verteilung (%) auf die Fraktionen; Gesamt DOC 14.1 mg/L

Membran, n.m.w.cut-off DOC* % DOC A % DOC Fraktion
100 kDa 13.1 92.9 135 —» 100-50kDa
50 kDa 11.2 79.4 255 —» 50 — 10 kDa
10 kDa 7.6 53.9 71— 10 -5 kDa
5 kDa 6.6 46.8 46.8 —» <5 kDa
*DOC in mg/L

In Tabelle 17 sind die DOC-Verteilungen in den GroRenfraktionen verschiedener Gewasser-
proben zusammengefaldt, die vor Ort mittels P-UF fraktioniert und wie eben beschrieben
analysiert wurden. Auch hier verhalten sich die Molekulgréenfraktionen verschiedener
Gewasser in Bezug auf ihren DOC relativ ahnlich. Die Fraktion von < 5 kDa ist mit Aus-
nahme von HO16 und VM9 die kohlenstoffreichste Fraktion. Bei der P-UF konnten keine
Trennzellen mit einem cut-off im subpartikularen Bereich und < 3 kDa verwendet werden, da

sie nicht kommerziell erhaltlich waren.

Tab. 17: Vor-Ort-P-UF an verschiedenen Gewéssern: DOC-Verteilung (%) auf die Fraktionen

Fraktion HO16 HO17 VM8 VM9 AW3 AW4
100 - 50 kDa 14.6 15.5 16.7 25.2 13.5 5.4
50 - 10 kDa 5.8 10.5 11.4 4.8 25.5 3.0
10 - 5 kDa 34.9 36.2 26.5 32.0 7.1 7.6
<5 kDa 33.9 37.1 38.1 26.7 46.8 65.7
DOC- Wiederfindung ~~ 89.2 993 927 887 929 817

Beim Vergleich der P-UF-Ergebnisse mit denen der MST-UF (s. Tab. 15) ergeben sich
starke Unterschiede. So liegen fir die P-UF die DOC-Anteile in den hohermolekularen
GroRenfraktionen signifikant hoher als die fur die MST-UF. Umgekehrt liegt der Fall bei
niedermolekularen Fraktionen (< 5 kDa). Vermutlich spielen Konzentrationpolarisations- und
.clogging™-Effekte bei der prinzipiell einstufigen P-UF eine wesentlich gréRere Rolle als bei
der online-MST-UF.

Hierdurch kommt es wahrscheinlich zu erheblichen cut-off-Verschiebungen im Fall der P-UF.
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4.4.2. Metallverteilung in GroRenfraktionen

Frihere Untersuchungen mittels MST-UF und Atomspektroskopie an gelagerten HS-Proben
haben bereits gezeigt, daR die Metallbeladungen natirlicher HS relativ ungleich auf die
GroRenfraktionen verteilt sind [L5].

Eine wesentliche Frage bei den vorliegenden Vor-Ort-Fraktionierungen an Referenz-
gewassern war deshalb, ob in natiurlichen aquatischen Systemen &hnliche Ungleich-
Verteilungen festzustellen sind. Hierzu wurden die gewonnenen MST-UF-Fraktionen im
Labor mittels Atomspektrometrie untersucht. Die hierfir verwendeten Methoden der

Metallanalytik werden im Folgenden kurz beschrieben.

Flammen-Atom-Absorptionsspektrometrie (FAAS)

Die FAAS nutzt das Phanomen der Resonanzabsorption, wobei ein durch ein angeregtes
Atom emittiertes Lichtquant von einem nicht angeregten Atom des gleichen Elements
absorbiert werden kann. Die zuvor notwendige Uberfilhrung von Elementen einer
chemischen Verbindung in den atomaren Grundzustand erfolgt durch thermische
Dissoziation in einer Acetylen/Luft- bzw. Acetylen/Lachgas-Flamme. Als Primarstrahler dient
meistens eine Hohlkathodenlampe oder eine elektrodenlose Entladungslampe, die das

betreffende Element im gasformigen Zustand enthalt.

Graphitrohrofen-Atom-Absorptionsspektrometrie (GFAAS)

Die GFAAS funktioniert nach dem gleichen Prinzip wie die FAAS, die Atomisierung wird
hierbei jedoch in einem stark aufgeheizten Graphitrohrofen erreicht. Um Untergrund-
absorptionen zu erkennen bzw. zu kompensieren, wird haufig der Zeeman-Effekt zu Hilfe
genommen. Die FAAS und GFAAS werden durch Welz ausfuhrlich beschrieben [.

Totalreflexions-Réntgenfluoreszenzanalyse (TRFA)

Die Roéntgenfluoreszenzanalyse lankt die Bestimmung von Analyten auf Basis ihrer
charakteristischen Rdntgenspektren zu. Sie entstehen durch Anregung mit energiereicher
Rontgenstrahlung, die durch Réntgenrdéhren (z.B. mit Mo-Anode) erzeugt wird. Bei der TRFA
trifft die Anregungsstrahlung unter einem sehr flachen Winkel (0.1°) auf die Probe, die auf
einem optisch glatten Probentrager (Quarz oder Plexiglas) deponiert ist, sodal3 der Strahl
total reflektiert wird. Der Si(Li)-Halbleiterdetektor befindet sich im 90°-Winkel gegentiber dem
Probentrager und kann so die Fluoreszenzstrahlung praktisch ohne gestreute Anregungs-
strahlung detektieren. Es ist eine nachweisstarke Multielement-Bestimmungsmethode fir
Elemente mit einer Ordnungszahl groRRer als 11 bis herunter in den pg-Bereich [. Die
TRFA hat den Vorteil, daf3 man mit einem geeigneten internen Standard (z.B. Ga oder Ge)

und kleinen Probenmengen (20 pL) arbeiten kann.
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Induktiv-gekoppeltes-Plasma/Optische-Emissions-Spektrometrie (ICP-OES)

In der OES werden Spektren detektiert und analysiert, die von angeregten Atomen
oder lonen durch spontane Emission elektromagnetischer Strahlung beim Ubergang von
einem Zustand hoherer Energie in einen solchen geringerer Energie ausgesendet werden,
wobei das Plancksche Gesetz befolgt wird. Die Wellenlangen des emittierten Lichtes sind
charakteristisch fir die in der angeregten Probe enthaltenen Elemente. Auf der
Proportionalitat zwischen Intensitat einer Emissionslinie und Konzentration des Analyten
beruht die Voraussetzung fur die Durchfiihrbarkeit quantitativer Analysen. Die heutzutage am
weitesten verbreitete Anregungsquelle fur die OES ist das ICP. Das ICP ist ein bei
Atmosphéarendruck betriebenes Hochfrequenz-Plasma und basiert auf dem Prinzip der
induktiven Aufheizung eines Gases. Zur Erzeugung des Plasmas strémt das Gas, meist
Argon, durch einen Brenner, der in der Spule eines HF-Generators aufgestellt ist. Im Plasma
werden die Tropfchen der zerstaubten flissigen Probe getrocknet, ihre Verbindungen
dissoziiert und die dabei gebildeten freien Atome oder lonen thermisch angeregt.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Meinhard-Zerstauber verwendet. Jede Probe wurde drei
Wiederholungsmessungen unterworfen, wobei insgesamt 9 mL zerstaubt wurden. Als
Detektor diente ein CID-chip (Charge Injection Device), der 512 x 512 Pixel in zwei-
dimensionaler Anordnung besitzt, sodal® innerhalb bestimmter Spektrenausschnitte die
Intensitaten mehrerer Linien simultan erfal3t werden konnten.

Fur die meisten Experimente konnte ein nachweisstarkes simultanes ICP-OES-Spektrometer
(IRIS/AP) benutzt werden. Tabelle 18 gibt die fur dieses Spektrometer ermittelten
Nachweisgrenzen (NWG) in pg/L wieder, die auf Basis von Gleichung 31 [ berechnet

wurden.
x=x0+3EL/§BB (31)

Hierbei ist X, der Mittelwert der Metallkonzentration in einer Reihe von Blindproben und sg

deren Standardabweichung.

Tab. 18: Nachweisgrenzen (ug/L) des eingesetzten ICP-OES-Spektrometers; TJA

Al 216 Co 20 Fe 2.0 Mn 0.3 Pb 115
Ca 0.2 Cr 11 K 7.4 Na 13.3 Sr 0.3
Cd 0.6 Cu 23 Mg 0.6 Ni 3.0 Zn 2.0

Bei den Blindproben handelte es sich um angesauertes hochreines MilliporeQ-Wasser
(0.2 mol/L HNOg3, suprapur). Bei der angegebenen HNOs-Konzentration kdnnen geldste
Metalle stabilisiert und Adsorptionen an den GefdRwénden minimiert werden. Von ihrer
Zusammensetzung her sind aquatische HS als relativ ,leichte” organische Matrix zu

betrachten. Bei relativ niedrigen HS-Konzentrationen von < 100 mg/L treten praktisch keine
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Analysen-Stérungen auf. Zur Kontrolle der ICP-OES-Signale kann eine Ar-Linie genutzt
werden: wenn diese an Intensitat abnimmt, ist mit einer Matrixstérung zu rechnen, z.B. bei
hohen DOC-Werten (> 50 mg/L). Meistens konnen Direktbestimmungen in HS-haltigen
Proben ohne aufwendige AufschluRprozeduren durchgefiihrt werden, was auch fiir die TXRF
[L17] zutrifft. Metallbestimmungen in HS-haltigen Proben mit der GFAAS erfordern jedoch
fast immer den Einsatz eines aufwendigen Standardadditionsverfahrens, da die Atom-
Absorptions-Signale im Graphitrohr, je nach Element, schon durch relativ geringe HS-
Gehalte verandert werden kénnen . Die GFAAS wurde deshalb nur benutzt, wenn die

Konzentration des zu bestimmenden Analyten fir die ICP-OES zu gering war.

Mit Hilfe der beschriebenen Methodik, bestehend aus einer Vor-Ort-MST-UF von Referenz-
wasserproben und nachfolgender Quantifizierung im Labor, wurden die Verteilungen der in
den beprobten Gewdassern vorliegenden Metalle auf die verschiedenen HS-Fraktionen
ermittelt. Aus friheren Untersuchungen an gréRenklassierten HS-Metallkomplexen ist bereits
bekannt, dal3 die Komplexierungskapazitat isolierter aquatischer HS mit deren Molekilgrofl3e
abnimmt, wie auch die Verflugbarkeit der Metalle gegentber EDTA [. Uber kolloidale
Metallspezies in Gewassern gibt es noch keine gesicherten Informationen.

Ein typisches Beispiel fur die Grolenklassierung von HS und deren Metallbeladung an
einem Referenzgewasser ist VM7 (Abb. 11), das nach einer 0.45 pm-Vorfiltration mittels
standardisierter MST-UF unter naturlichen Bedingungen, d.h. ohne Puffer- und Elektrolyt-
Zusatz vor Ort fraktioniert und im Labor mittels ICP-OES hinsichtlich der einzelnen
Fraktionen analysiert wurde. Im subpartikularen Bereich von 0.45-0.1 pm findet man
vergleichsweise wenig HS dargestellt als DOC-Anteil. Die Hauptfraktion wird von nieder-
molekularen HS im Grol3enbereich < 3 kDa gebildet (35.8 % des DOC). Die Metall-
beladungen reichen von 0.1 (z.B. Cu) bis 100 (z.B. Fe) pg Metall/mg DOC. Eine signifikante
Anreicherung von Metallen, mit Ausnahme von Ca ist in dem GréRenbereich 50-100 kDa zu
beobachten. Die Fraktion < 3 kDa enthalt nebeneinander .freie” wie auch an kleine HS-
Molekile gebundene Metallionen. Daneben ist eine gewisse ,Abreicherung” an Al, Fe, Mn
und Zn festzustellen. Fir die Referenzprobe VM8 ergab sich ein @hnliches Verteilungsbild fur
HS und deren Metallbeladung. Als weiteres Beispiel ist in Abbildung 12 die HS- und
Metallverteilung im Referenzgewasser AW4 dargestellt. Im Vergleich zu VM7 ist in dieser
Wasserprobe die Fraktion < 3 kDa (DOC-Anteil 55.4 %) noch dominierender geworden,
wahrend der subpartikulare Bereich (DOC-Anteil 1.5 %) an Bedeutung abgenommen hat.
Signifikante Unterschiede ergaben sich insbesondere fir Fe und Mn. Die AW3-Wasserprobe
fuhrte zu vergleichbaren Ergebnissen. Demnach ist in diesem Gewasser keine wesentliche

Jahreszeitabhéngigkeit (s. Tab. 10) der HS- und Metallspezies-Verteilung festzustellen.
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Abb. 11: Vor-Ort-GréRenklassierung aquatischer HS und ihrer Metallbeladung
(Probe: VM7, 200 mL Probe, pH 4.0, MST-UF)
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Abb. 12: Vor-Ort-GréRenklassierung aquatischer HS und ihrer Metallbeladung
(Probe: AwW4, 200 mL Probe, pH 4.2, MST-UF)

49




Als drittes Beispiel ist HO16 aus dem DFG-Referenzgewéasser Hohlohsee dargestellt
(Abb. 13). Im Vergleich zu den VM- und AW-Proben weist HO16 eine extrem ungleich
verteilte natirliche Metallbeladung auf mit einer starken Anreicherung in der subpartikularen
Fraktion von 0.22-0.1 um. Insbesondere fir Al und Fe betragen die Beladungsunterschiede
zwischen subpartikul&ren (0.22-0.1 pum) und niedermolekularen Fraktionen (5-3 kDa) Uber
drei Grolenordnungen. Die Fraktion < 3 kDa enthélt auch hier den Hauptanteil des DOC
(50.8 %).

Deutlich anders verhalt sich die Referenzprobe HO17, die etwa ein Jahr spater vor Ort
charakterisiert wurde (Abb. 14). Die Fraktion < 3 kDa (62.3 % des DOC) ist deutlich starker
vertreten als der subpartikulare Bereich (0.8 % des DOC). Die natirliche Metallbeladung ist

fast gleichmaRig Uber die verschiedenen GroRRenfraktionen verteilt.

Einen systematischen Vergleich der gréRenklassierten Al- und Fe-Spezies in den
untersuchten Referenzgewassern, ausgedriickt in pg Metall/mg DOC, ermdglichen die
Abbildungen 15 und 16. Demnach liegen die Al-Gesamtbeladungen der untersuchten VM-
und AW-Proben bei 10-20 ng/mg Gesamt-DOC und verteilen sich relativ gleichméRig auf die
Fraktionen zwischen 0.22 um und 3 kDa. Die betrachteten HO-Proben fallen hingegen stark
unterschiedlich aus: einerseits ergibt sich eine starke Al-Ungleichverteilung tber die HO16-
Fraktionen, andererseits eine gleichméaflige Verteilung tber die HO17-Fraktionen.

Ein dem Al &hnliches Verteilungsmuster ist fur die groenklassierten Fe-Spezies in den

untersuchten Wasserproben festzustellen (Abb.16).

Die hier vorgestellten Vor-Ort-Untersuchungen an gré3enklassierten Metallspezies in HS-
reichen Gewassern zeigen also auf, dal3 die gebundenen Metalle Uberwiegend gleichmafig
auf die subpartikularen und makromolekularen Fraktionen verteilt waren. Starke Metall-
Anreicherungen in den subpartikuldaren Fraktionen waren nur bei wenigen Wasserproben
(z.B. HO16) zu beobachten. Signifikante jahreszeitliche Unterschiede (AW3/AW4, VM7/VM8,
s. Tab. 9 und 10) in den Metallverteilungen konnten nicht festgestellt werden. Allerdings
erlaubt das bisher sehr begrenzte Probenkollektiv aus drei Gewadssern noch keine

Verallgemeinerung derartiger Aussagen.
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Abb. 13: Vor-Ort-GréRenklassierung aquatischer HS und ihrer Metallbeladung
(Probe: HO16, 200 mL Probe, pH 3.5, MST-UF)
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Abb. 14: Vor-Ort-GréRenklassierung aquatischer HS und ihrer Metallbeladung
(Probe: HO17, 200 mL Probe, pH 4.2, MST-UF)
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VM, AW, und HO
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4.4.3. Strukturelle Untersuchungen

Eine weitere wichtige Frage bei den vor Ort gewonnenen HS-Fraktionen war, wie HS-
Strukturelemente in naturlichen aquatischen Systemen auf die verschiedenen Molekulgrof3en
verteilt sind. Deshalb wurden verschiedene Gewasser-HS vor Ort mittels praparativer MST-
UF und P-UF fraktioniert. Deren Analyse wurde vor Ort mittels mobiler UV/VIS-Spektrometrie

und im Labor mittels NMR- und 2D-Fluoreszenz-Spektroskopie durchgefihrt.

4.4.3.1. UV/IVIS-Spektrometrie

Die Fraktionen der Gewasser-HS, die durch P-UF gewonnen worden waren, wurden noch
vor Ort mit einem mobilen UV/VIS-Spektrometer (Spekol 1200, Analytik Jena GmbH) im
UV/VIS-Bereich (200-600 nm) vermessen. Generell zeigen die UV/VIS-Spektren aquatischer
HS einen monoton steigenden Verlauf der Absorbanz vom sichtbaren zum ultravioletten
Bereich hin. Der spektrale Absorptionskoeffizient ays4 steigt mit abnehmender Molekilgrol3e
der HS. Aus dem Absorbanzverhaltnis A,sa/Aszs 18Rt sich abschatzen, ob die betreffenden
HS eher zur FA- oder zur HA-Fraktion zuzuordnen sind [33]. Demnach sind HA generell
durch niedrigere Ays4/Asze-Verhaltnisse gekennzeichnet.

Abbildung 17 zeigt als typisches Beispiel die UV/VIS-Spektren der Referenzgewasserprobe
HO17 und der aus ihr vor Ort mittels P-UF erhaltenen Grofenbereiche. Wie ersichtlich,
zeigen HO17 und die daraus gewonnenen MolekilgroRenbereiche einen HS-typischen
Verlauf. Aus dem UV/VIS-Spektrum der Gesamtprobe HO17 lalt sich ein Absorbanz-
verhaltnis Agss/Aszs von 11.2 ableiten, &hnlich wie bei HO14 und HO16 (s.Tab. 19). Etwas
niedriger liegt das Ass4/Asze-Verhdltnis in den VM-Proben, etwas héher das der AW-Proben.
Wie aus der Literatur ersichtlich, sind Azs4/A43s-Werte von 10 bis 15 typisch fir viele isolierte

aquatische HS und weisen auf relativ niedermolekulare FA hin [33].
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Abb. 17: UV/VIS-Spektren von HO17 und ihren P-UF-Grdl3enbereichen
Tab. 19: Absorptionsverhéltnisse A,s4/A436 VON verschiedenen Proben
Probe HO1l4 HO1l6 HO17 VMY VM8 VM9 AW3 AW4
Aosal Auze 10.5 10.3 11.2 9.2 10.4 7.8 13.6 15.6

54




4.4.3.2. NMR-Spektroskopie

Zu ihrer strukturellen Charakterisieung wurden die vor Ort gewonnenen Fraktionen der
Gewasser-HS im Labor mit einem 400 MHz NMR-Spektrometer (JEOL GX 400) vermessen.
Fir alle 'H-NMR-Messungen wurde ein C,H-Dualprobenkopf mit 5 mm Durchmesser
verwendet. Die walrigen HS-Fraktionen wurden zuvor im Rotationsverdampfer bei einer
Temperatur von 40 °C unter vermindertem Druck eingedampft. Die so erhaltenen festen
Ruckstande wurden mit 1 mL D,O in Ldsung gebracht. Als Standard wurde
3-(Trimethylsilyl)propionat-2,2,3,3-d, (Na*-Form) benutzt. Die *H-Spektren wurden in einem
Frequenzbereich von 5 kHz gemessen und mit 16 K Datenpunkten registriert. Die Pulswinkel
wurden anhand des HOD-Signals unmittelbar vor der Aufzeichnung des Gesamtspektrums
bestimmit.

Als typisches Beispiel gibt die Abbildung 18 die so erhaltenen ‘H-Spektren der HO16-
Fraktionen wieder, die mittels MST-UF gewonnen wurden. Diese Spektren lassen sich in vier

Integrationsbereiche einteilen, die folgende Strukturelemente beinhalten:

Bereich I; 0 — 1.6 ppm; CH,-C (aliphatisch): Dies ist der chemische Verschiebungsbereich
fur aliphatische CHs;- und CH,-Gruppen. Das Signal bei 0.9 ppm erscheint bei den Fraktionen
10-50 kDa und < 3 kDa deutlich separiert, was man auf die paraffinischen Methylgruppen
zurtckfihren kann. Das Signal bei 1.5 ppm stammt von (CH,),-Ketten und nimmt offenbar

bei kleineren Molekilgrof3en zu.

Bereich 1I; 1.6 — 3.0 ppm; CH,-CO, CH,-Aryl, CH,-CN: Das Signal bei 2.2 ppm gehort zu
den a-Kohlenstoffatomen von Fettsduren und nimmt mit Ausnahme von zwei Fraktionen mit
kleiner werdender Molekulgrof3e zu. Auffallend sind die breiten, nicht aufgeldsten Signale in
den Fraktionen 0.22-0.10 pm und 3-5 kDa.

Bereich 11l; 3.3 — 4.5 ppm; CH,-O-R: Dieser Bereich wird Kohlenhydratstrukturen sowie
Alkhol- bzw. Etherstrukturen zugeordnet. Wie ersichtlich, treten sie in praktisch allen

Fraktionen deutlich erkennbar auf. Das Singulett bei 3.6 ppm stammt von Malonséaure.

Bereich 1V; 5.5 — 9.0 ppm: Dieser Bereich wird aromatischen Protonen zugeordnet, die in

den Fraktionen kaum vorhanden sind.
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Abb. 18: *H-NMR-Ubersichtsspektren der HO16-GroéRenfraktionen, vor Ort fraktioniert mittels MST-UF
(Bereich 4.5 - 5.5: HDO-Signal)
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Aus diesen Ubersichtsspektren kann man schlieRen, daR die Fraktionen < 3 kDa und 5-
10 kDa zum grof3en Teil aus Fettsauren gebildet werden. Die anderen Fraktionen enthalten
Kohlenhydrate und Aliphate im Verhaltnis von ungeféhr eins zu eins. Durch Integration in
den vier Signalbereichen ergibt sich eine strukturelle Verteilung des Wasserstoffs in den HS-
Fraktionen, wie in Abbildung 19 dargestellt ist. Es gibt Maxima und Minima, aber keine
Trends. Offensichtlich sind fir HO16 die verschiedenen HS-Partialstrukturen ungleichmaRig
auf die GroRRenfraktionen verteilt. Die gezeigten Ergebnisse (Abb. 19) liegen klar auf3erhalb

der analytischen Fehlergrenzen, da der maximale Integrationsfehler ein Prozent betragt.
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Abb. 19: Signalbereiche in den *H-NMR-Ubersichtsspektren der (MST-UF) GroRenfraktionen von
HO16

Eine gleichméaflige Protonenverteilung ergibt sich in den grof3enklassierten Fraktionen von
AW3, wie aus Abbildung 20 zu entnehmen ist. Im subpartikularen Bereich sind jedoch fast
keine aromatischen Protonen zu finden. Bemerkenswert ist der relativ hohe Anteil an CH,-
Aryl/CO-Protonen in der Fraktion 0.22-0.10 pum.

Eindeutige Trends der Partialstrukturen sind auch hier nicht erkennbar. Signalbereiche aus
'"H-NMR-Ubersichtsspektren, die von P-UF-GréRenbereichen verschiedener Hydrokolloide
(AW3, VM8, HO17) aufgenommen wurden, sind in Abbildung 21 dargestellt. Wie ersichtlich
ist, sind in den ,integralen”, jeweils einseitig nach oben begrenzten Gréf3enbereichen dieser
Hydrokolloide die wasserstoffhaltigen Strukturelemente relativ gleichméaRig verteilt,

abgesehen von VM8.
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Abb. 21: Signalbereiche in den *H-NMR-Ubersichtsspektren der P-UF-GroRRenbereiche von

AW3, VM8 und HO17

Der Anteil an aromatischen Protonen ist in allen drei Proben relativ gering, weist jedoch

jeweils im GroRRenbereich von < 50 kDa ein Maximum auf.
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4.4.3.3. 2D-Fluoreszenz-Spektroskopie

Aquatische HS sind, wie bereits in Punkt 3.3. diskutiert, durch eine starke Fluoreszenz
gekennzeichnet, die zu ihrer Charakterisierung genutzt werden kann. Insbesondere die 2D-
Fluoreszenzspektroskopie ermdglicht die Erfassung charakteristischer Fluorophore in
geldsten HS . Je nach Anregungswellenldnge werden dabei unterschiedliche Fluorophore
angeregt. Aus diesem Grund wurden die vor Ort gewonnenen GrolRenfraktionen der
beprobten Referenzgewésser im Labor aufler durch NMR auch durch Fluoreszenz-
Spektroskopie (Spektrometer: Spex Fluoromax, Instruments SA) charakterisiert.

Hierzu wurden die zu untersuchenden Proben mindestens 30 Minuten mit Argon gespult
(ca. 10 NL/h) und dann unter thermostatisierten Bedingungen (T=23 °C) gemessen. Die
Anregungswellenlangen wurden von 200 bis 600 nm mit 200 Emmisionsscans pro 2 nm
gefahren. Es wurde ein Emissions-Filter von 310 nm verwendet. Die erhaltenen
Emissionswellenlangen wurden zwischen 350 und 700 nm detektiert. Die so erhaltenen
Spektren wiesen jeweils zwei Fluoreszenzmaxima mit unterschiedlicher Intensitdt und
Wellenlange auf. Als typisches Beispiel zeigt Abbildung 22 ein 2D-Fluoreszenz-Spektrum der
Referenzwasserprobe VM8, die 24 h nach ihrer Probenahme und nach 0.45 pm-
Vorfiltrierung unter standardisierten Bedingungen gemessen wurde. Dieses Spektrum weist
zwei charakteristische Fluorophore mit verschiedenen Intensitéten (counts per second, cps)
auf. Unter gleichen Bedingungen wurden die vor Ort gewonnenen Grol3enbereiche von VM8
mittels 2D-Fluoreszenz vermessen. Die diesbezlglichen Ergebnisse sind in Tabelle 20

zusammengefalt.
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Abb. 22: 2D-Fluoreszenz-Spektrum von VM8 (Probenlagerung ein Tag)
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Tab. 20: 2D-Fluoreszenz-Spektroskopie von VM8 und ihren P-UF-GroRenbereichen

GroRRenbereich  Anregungs- Emmissions- Intensitat, Intensitatsverhaltnis
wellenlange, nm  wellenldnge, nm cps

< 5kDa 328 442 4.50 - 10° 0.77
236 428 5.87 - 10°

< 10 kDa 334 454 12.0 - 10° 0.99
268 460 12.110°

< 50 kDa 338 454 12.1°10° 1.03
268 460 11.8 10°

<100 kDa 340 454 12.0 - 10° 1.15
269 460 10.4 - 10°

VM8 354 456 11.3 - 10° 1.52
272 463 7.46 - 10°

Wie ersichtlich, verschieben sich die Emmissionsmaxima der beiden Fluorophore und ihr
Intensitatsverhaltnis zueinander deutlich in Abhangigkeit vom HS-MolekilgréRenbereich: je
groRer dieser Bereich ist, desto héher werden die Emmissionswellenldngen. Der kleinste
Bereich < 5 kDa weist z.B. zwei Emmissionsmaxima bei 442 und 428 nm mit vergleichsweise
geringen Intensitaten auf. Wahrscheinlich sind die fir die HS-Fluoreszenz verantwortlichen
aromatischen Ringsysteme und konjugierten Doppelbindungen hauptséchlich in den
Bereichen mit hochmolekularen Einheiten enthalten, wahrend die kleinste Fraktion von
< 3 kDa ( aus MST-UF erhalten) relativ viel Fettsaure enthalt, wie das "H-NMR-Spektrum

diesbezilglich bereits aufzeigte.
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4.5. Liganden-Austausch an Huminstoff-Metallspezies

Die Gesamt-Stabilitat von HS-Metallspezies setzt sich, wie schon in Punkt 3.6. diskutiert, in
verwickelter Weise aus thermodynamischen und kinetischen Faktoren zusammen. Diese
Faktoren lassen sich mit Hilfe eines konkurrierenden Ligandenaustauschs (L) erfassen und
somit auch die Gesamt-Stabilitdt aquatischer HS-Metallspezies. In der vorliegenden Arbeit
wurde Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) als starker konkurrierender Ligand, in
Anlehnung an eine vorausgehende ROSIG-Arbeit [15], benutzt. Die entstehenden
Gleichgewichte der am Austausch beteiligten HS-Metallspezies lassen sich nach Gleichung

32 formulieren.
HS-Me + EDTA <™ HS + Me—-EDTA (32)

Mit einem Uberschuf® an EDTA lassen sich die Gleichgewichte in Gleichung 32 weitgehend

nach rechts verschieben.

Die durch Austauschreaktionen entstandenen Spezies (HS und Me-EDTA) lassen sich vor
Ort durch eine zeitkontrollierte einstufige Tangentialflul3-Ultrafiltration (TF-UF) in Abhangig-
keit von der Reaktionszeit differenzieren, die Metallanalytik folgt spater im Labor. In
Abbildung 23 wird das analytische Verbundverfahren dargestellt. Das Trennprinzip ist
einfach: die in Abhangigkeit von der Zeit gebildeten Me-EDTA-Komplexe werden praktisch
guantitativ durch die Membran filtriert, die noch nicht umgesetzten HS-Metallspezies
zurtickgehalten. Eine zeitkontrollierte Filtration kann durch zeitlich gesteuerten Druckaufbau
(max. 2 bar) Uber ein Ventil gesteuert werden, wobei der Tangentialfluf? von urspriinglich
15 mL/min um ungefahr 75 % reduziert wird. Auf diese Weise ist es mdglich, innerhalb von

zwei Minuten zeitlich definierbare Einzelfiltrate von je 2 mL zu erhalten.
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f TE-UF Konditionen:
TangentialfluR-Ultrafiltration (TF-UF) Membran: 47 mm
Typ: PES (Pall Filtron)
n.m.w. cut-off: 1 oder 3kDa
Druck: 2.0 bar
TangentialfluR: 15 mL/min
l FluBrate: 2mL/min
U U U U U U Labor AAS, TRFA
ICP-OES
200 mL-Wasserprobe Einzelfiltrate, je 2 mL

Abb. 23: Analytisches Verbundverfahren zur Vor-Ort-Charakterisierung von HS-Metallspezies

Vor den eigentlichen Austauschversuchen wurde die benutzte TF-UF-Einheit auf ihr
Sorptionsvermdgen gegenlber gelésten HS untersucht. Hierzu diente eine Probe von HO14
bei ihrem naturlichen pH-Wert von 4.0, die nach 19 Stunden durch eine 3 kDa-Membran
filtriert wurde. Die Membran wurde anschlieBend mit 50 mL 0.1 M NaOH eluiert, um
adsorbierte HS in Lésung zu bringen. Dieses ,Eluat” wie auch die Ausgangslésung wurden
dann bei 254 nm UV-spektroskopisch miteinander verglichen. Das Verhaltnis zeigte einen
HS-Verlust von 2.07 = 0.42 % (n=3), der durch Sorption auf der Membranoberflache
entsteht, entsprechend einer HS-Beladung von 9.15 ug DOC/cm?.

Daruber hinaus wurde auch die Penetration ,freier” und mit EDTA komplexierter Metallionen
durch die eingesetzte Membran untersucht. Hierzu wurden je 100 mL Cu?- und Fe®-
Losung (2.5 pg/mL) bei pH 5 filtriert und die Metallkonzentrationen im Filtrat und in der
Originallésung mittels FAAS bestimmt. In einem weiteren Experiment wurden Cu®'-, Fe*'-
und Zn**-lonen, je 40 umol/L, bei pH 5 mit einer equimolaren Menge an EDTA zusammen-
gegeben. Nach der UF wurden auch hier die genannten Metalle in Filtrat und Ausgangs-
I6sung mittels FAAS bestimmt. Die Tabelle 21 fal3t das Ergebnis dieser Experimente
zusammen, dargestellt in % Penetration fur die untersuchten Metallionen bzw. EDTA-

Komplexe. Diese UF-Experimente wurden jeweils dreimal wiederholt.

Tab. 21: TF-UF-Penetration durch ein 3 kDa-Membran

Spezies cu® Fe®* Cu-EDTA Fe-EDTA Zn-EDTA

A % 96.0+2.2 97.2+14 94.8+3.6 95.8+2.2 946+20
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Aus diesen Ergebnissen ist abzuleiten, dal’ die ,freien” wie auch die mit EDTA komplexierten
Metalle, wie gewtinscht, fast quantitativ durch die 3 kDa-Membran filtriert werden kdnnen.
Demnach eignet sich die TF-UF-Einheit, ausgeristet mit einer 3 kDa-Membran, fur die
geplanten Trennungen von HS-Metallspezies und freien bzw. EDTA-komplexierten Metall-
ionen. Erfahrungsgemaf konnen die benutzten PES-Membranen (Pall Filtron Omega) fir 5
bis 10 Trennversuche eingesetzt werden. Vor ihrer Benutzung wurden sie mit 0.1 M NaOH

bzw. mit 0.1 M HCI gereinigt und zum Schlufd mit deionisiertem Wasser neutral gesplilt.

45.1. Vor-Ort-Austausch mit EDTA

Das beschriebene analytische Instrumentarium, bestehend aus einem EDTA-Austausch
aquatischer Metallspezies und zeitkontrollierter TF-UF vor Ort mit nachfolgender Quanti-
fizierung im Labor, wurde an verschiedenen Referenzgewassern erprobt. Bei dem
eigentlichen Vor-Ort-Austausch mit EDTA wurde zunachst die HS-Konzentration in den
0.45 pm-filtrierten Wasserproben mittels mobilem UV/VIS-Spektrometer bestimmt, um grob
deren HS-Komplexierungskapazitat KK gegentiber Cu(ll) abschatzen zu kdnnen (meist etwa
2 pmol/mg DOC). Auf Basis der ermittelten KK wurde abgeschatzt, wieviel pmol EDTA einer
200 mL-Probe zugegeben werden muf3te, um ein KK/EDTA-Verhéltnis von 1/1 zu erhalten.
Vor der EDTA-Zugabe wurde die Probe zunachst ungefahr finf Minuten tangential tber die
Membran gepumpt, um diese zu konditionieren. Dann wurde eine erste Probe (,Nullprobe”)
filtriert, welche die ,freien” und an sehr kleine HS-Molekile gebundenen Metalle vor dem
EDTA-Austausch enthielt. Danach wurde die zuvor ermittelte Menge an EDTA zugegeben
und der Probe jeweils nach 5, 15, 30, 60, 150, 240, 480, 1440 und 2880 Minuten ein
Teilfiltrat von je 2 mL entnommen, das fir die nachfolgende Metallanalytik (AAS, TXRF, ICP-
OES) im Labor ausreichend war. Die Abbildung 24 gibt den zeitlichen Verlauf des EDTA-
Austausches von HO16 wieder, wobei C, die Konzentration der jeweiligen Metallspezies ist,
die sich bis zum Erreichen des Austauschgleichgewichtes (t — ) mit EDTA umgesetzt hatte.

Zum Vergleich sind die Metall-Gesamtkonzentrationen angegeben.

63



240

180

Gehalte, pug/L

CL
214
95
80
6

3

Gesamt
280 (Fe)
111 (Zn)
103 (Al)
9 (Mn)
3 (Sr)

120

mFe
Zn
e Al

randl d = Mn
60

& Sr

[ ]

Konzentration, pg/L

—

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Zeit, min

Abb. 24: Natirliche HS-Metallspezies: Vor-Ort-Austausch mit EDTA
(Probe: HO16, 0.45 pum-vorfiltriert, pH 3.5, KK/EDTA=1/1)

Wie ersichtlich, erreicht C. von Fe (76 %) erst nach rund 1000 Minuten seinen Gleich-
gewichtswert und C, von Zn (86 %), Al (78 %) und Mn (67 %) schon nach etwa 500 Minuten.

Diese Elemente zeigen gegeniber EDTA zwei unterschiedliche Austauschschritte, einen

relativ schnellen bis ungefahr 60 Minuten und nachfolgend einen relativ langsamen.
Abbildung 25 zeigt einen ahnlichen Verlauf des EDTA-Austausches der Metallspezies in
VM8 und Abbildung 26 in AW3. In diesen Wasserproben nimmt der EDTA-Austausch an den

naturlichen kolloidalen Metallspezies einen vergleichbaren Verlauf, auch wenn sich die

Metallgesamtgehalte teilweise deutlich voneinander unterscheiden.
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Abb. 26: Natirliche HS-Metallspezies: Vor-Ort-Austausch mit EDTA
(Probe: AWS3, 0.45 pm-vorfiltriert, pH 3.9, KK/EDTA=1/1)

In Tabelle 22 wird eine Ubersicht gegeben uber die untersuchten Referenzgewasser und die
Verfugbarkeit ihrer Al-, Fe-, Mn- Zn-, Mg-, Sr-, und Ca-lonen gegeniber EDTA, die in der
beschriebenen Weise vor Ort ermittelt wurde. Wenn man z.B. die EDTA-Verfugbarkeit von Al
in den verschiedenen Wasserproben vergleicht, ergibt sich ein Mittelwert von etwa 75 %,
VM9 ausgenommen. Fur Fe findet man eine mittlere EDTA-Verfugbarkeit von etwa 85 % und
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fur Mn eine solche von etwa 73 %. Bei den Erdalkaliionen Mg, Ca und Sr kann man nicht von
einer Gleichverteilung ausgehen. Diese lonen sind allerdings aufgrund ihrer relativ
schwachen EDTA-Komplexe mit Bruttostabilitatskonstanten K im Bereich von 10 bis 10° als
Sonderfall zu betrachten . Aus den gemessenen Gleichgewichtspunkten (horizontaler
Abschnitt der in Abb. 24-26 gezeigten Kurven), meistens drei, je nach Element, a3t sich ein
mittlerer Fehler von 1 bis 6 % fir die in Tabelle 22 angegebene EDTA-Verfligbarkeit
abschatzen. Vermutlich war die vorgegebene EDTA-Konzentration nicht ausreichend, um die
Erdalkali-Spezies weitgehend aus ihren HS-Bindungen zu verdrangen. Die VM9-Probe
wurde unter extremen Randbedingungen genommen, da das Venner Moor zum Zeitpunkt
der Beprobung (21.07.1999) zu einem grol3en Teil eingetrocknet war. Dies erklart die starken
Abweichungen von den anderen Proben. Man kann weiterhin sehen, dal’ innerhalb der
Proben aus einem Gewasser (VM, HO, AW) der EDTA-Austausch unterschiedlich verlauft,
z.B. ist bei VM8 C_ der verschiedenen Metalle grof3er als bei VM7. Das Gleiche findet man
auch bei den HO- und AW-Serien. Mdglicherweise spielen hier die verschiedenen

Jahreszeiten (s. Tab. 8-10), in denen die Beprobungen stattfanden, eine Rolle.

Tab. 22: Labilitdt von natirlichen HS-Metallspezies: Vor-Ort-Austausch mit EDTA

Element VM7 VM8 VM9 HO16 HO17 AW3 AwW4

Al-Gesamt, pg/L 650 714 732 103 80 490 550
EDTA-verfugbar, % 70+ 3 75+2 9+1 78 £2 65+1 70+3 91+1

Fe-Gesamt, ug/L 1657 1611 2250 280 217 877 819
EDTA-verfugbar, % 89 + 2 9%5+4 11+2 761 94+1 61+x4 99=x1

Mn-Gesamt, pg/lL 72 64 80 9 6 75 115
EDTA-verfugbar, % 65 + 2 95=+1 9+2 671 61+2 62+4 864

Zn-Gesamt, pg/L 108 84 85 111 81 53 96
EDTA-verfugbar, % 56 + 2 54+1 62 86+2 37+2 72+1 ¢

Mg-Gesamt, pg/L 912 820 1162 166 99 929 1625
EDTA-verfugbar, % 42 + 2 61+2 7+1 49 + 2 10+1 51+2 86 +6

Sr-Gesamt, pg/L 16 14 17 3 2 13 29
EDTA-verfugbar, % 44+1 50+*1 71 67 1 50** 62+1 802

Ca-Gesamt, ug/L 3093 3150 3054 479 248 2582 3393
EDTA-verfugbar, % 44 +2 54 +4 81 36+4 262 50+3 88+6

KK/EDTA=1/1, *nicht auswertbar, **abgeschatzter Wert
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Neben den beschriebenen Gleichgewichten des EDTA-Austausches lafl3t sich auch dessen
Kinetik zur Charakterisierung der untersuchten hydrokolloidalen Metallspezies heranziehen.
Allgemein geht man von der Existenz von 1:1-Komplexen zwischen einem Metallion Me und
einem HS-gebundenen Liganden aus, die im Gleichgewicht mit ihren Dissoziationsprodukten
stehen. Nach diesem kinetischen Modell [ sollte jeder Me-HS-Komplex in einfacher
Weise nach einer Reaktion erster Ordnung dissoziieren, wie in Reaktionsgleichung 33
dargestellt ist, wobei k; die Geschwindigkeitskonstante dieser Dissoziation ist. Das
dissoziierte Metall setzt sich dann mit dem konkurrierenden EDTA zum EDTA-Komplex um
(Gl. 33).

Die Komplexierung von Metallionen durch EDTA verlauft allgemein viel schneller als die
Dissoziation von HS-Metallkomplexen, sodafd die Dissoziation nach Gleichung 34 als

geschwindigkeitsbestimmender Schritt betrachtet werden kann (k; >> k).

Me-HS — X » Me + Hs (33)
k.
Me + EDTA—g® Me-EDTA (34)

Die Reaktionsgleichungen 33 und 34 fuhren schlie3lich zum Gleichgewicht (Gl. 35):

Me-HS + EDTA 4_’ Me-EDTA + HS (35)

Ein anderer denkbarer Reaktionsmechanismus ware eine vorausgehende Verbrickung
negativ geladener EDTA-Liganden mit positiv geladenen HS-Metallspezies. Dann ware der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt des EDTA-Austausches das Loésen der Verbrickung
unter Bildung des neuen EDTA-Komplexes. Wie in den Gleichungen 36 und 37 dargestellt.

Hierbei wird vorausgesetzt, dafd ki >> k.

K
Me-HS + EDTA —4® (Me-HS-EDTA) (36)
(Me-HS—-EDTA) —K_p Me-EDTA + HS 37)

Auch die Reaktionsgleichungen 36 und 37 fihren zu einem Gleichgewicht, wie in Gleichung

35 beschrieben.

Werden die betrachteten HS-Metallspezies durch EDTA in dieser Weise nach einer Kinetik
erster Ordnung ausgetauscht, 4Rt sich in beiden Fallen die allgemeine Geschwindigkeits-

gleichung (38) zur Charakterisierung nutzen.

c=c, ™" (38)
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Hierbei ist ¢, die Konzentration des jeweiligen HS-Metallkomplexes zum Zeitpunkt t=0. Da

nicht die gesamten Metallkomplexe mit EDTA reagieren sondern nur ihr verfigbarer EDTA-

Anteil C_, 1a3t sich der Umsatz x wie in Gleichung 39 definieren:
X=—% (39)

Hierbei ist c,,, die Konzentration des aus HS freigesetzten Metalls zum Zeitpunkt t und

c,_die Konzentration der labilen Metallspezies. Dabei ist jedoch zu berucksichtigen, dafd

bereits vor dem EDTA-Austausch geringe Gehalte an freien Metallionen vorliegen. Diese

sind formal C_ Beim Erreichen des Austauschgleichgewichtes gilt:

tIim x=1 (40)
Bei t=0 gilt:
limx=0 (41)

t-0

So ergibt sich folgende kinetische Beziehung (42):

X = Me 1 _ gkt (42)
CL

Durch Umformung erhalt man (43):

%m\ =k O (43)
CL

Tragt man die Konzentrationsabnahme (CL _CMe)/CL logarithmisch als Funktion der Zeit t

auf, erhalt man Geraden mit der Steigung -k;. Die Halbwertszeit t;,, der nach erster Ordnung

austauschenden Metallspezies kann man wie folgt berechnen:

te ='E—i2 (44)
Auf Basis von Gleichung 43 ist in Abbildung 27 der EDTA-Austausch natirlicher Metall-
spezies in der Referenzprobe kinetisch dargestellt. Wie ersichtlich, verlauft die EDTA-
Austauschkinetik in zwei recht unterschiedlichen Schritten weitgehend nach erster Ordnung.
Nach einer Stunde haben etwa 80 % der verfuigbaren Al-, Fe-, Sr- und Zn-Spezies und 94 %
des Ca mit EDTA ausgetauscht. Ihre weitere Konzentrationsabnahme erfolgt wesentlich
langsamer mit formalen Halbwertszeiten t;, zwischen 200 und 800 Minuten, je nach
Element. Nach 1000 Minuten liegt der Umsatz des EDTA-labilen Al und Fe bei 97 %, fur Ca
bei 98 % und fur Sr und Zn bei nahezu 100 %. In gleicher Weise ist in Abbildung 28 der Vor-
Ort-Austausch natirlicher Metallspezies mit EDTA in der Referenzprobe VM8 dargestellt.

Wie ersichtlich, verlauft der EDTA-Austausch auch in diesem stark HS-haltigen Wasser
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(83.3 mg/L DOC) in zwei unterschiedlich schnellen Schritten nach erster Ordnung,
abgesehen von ihrem Ubergangsbereich. Etwa 60 bis 80 % des Umsatzes entfallen auf
vergleichsweise schnell reagierende Metallspezies, z.B. Al, Fe, Mn und Zn. Die restlichen
Spezies reagieren nur sehr langsam mit dem angebotenen EDTA, mit Halbwertszeiten von
rund 400 Minuten. Einen &hnlichen Verlauf nimmt der EDTA-Austausch auch in der
Wasserprobe AW3 (Abb. 29). Eine Ubersicht tber die Kinetik des EDTA-Austausches
naturlicher Fe-Spezies aus verschiedenen Gewéssern bzw. Probenahmen vermittelt die
Abbildung 30. Demnach lassen sich die Fe-Spezies in den untersuchten Wasserproben
kinetisch in zwei Fraktionen unterteilen. Beide Fraktionen reagieren mit EDTA Uberwiegend
nach erster Ordnung. Die Fraktion der schnell reagierenden Fe-Spezies umfaf3t rund 70 bis
90 % des EDTA-labilen Fe, die relativ langsam reagierende Fe-Fraktion etwa 10 bis 30 %.
Die letztere zeigt zudem eine sehr unterschiedliche Austauschgeschwindigkeit in den
einzelnen Proben.
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Abb. 27: Vor-Ort-Austausch mit EDTA; Probe: HO16, 0.45 um-vorfiltriert, KK/IEDTA=1/1
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Die formalen Geschwindigkeitskonstanten k und Halbwertszeiten t,,,, die sich fir den EDTA-
Austausch der untersuchten Fe-Spezies nach erster Ordnung ergaben, sind in Tabelle 23

zusammengefalit.

Tab. 23: EDTA-Austausch an aquatischen Fe-Spezies: Geschwindigkeitskonstanten k und

Halbwertszeiten ty»

Wasserprobe VM7 VM8 VM9 HO16 HO17 AW3 AW4
ki, ht 1.79 3.09 2.65 4.01 5.17 2.02 5.43
tiam , h 0.39 0.22 0.26 0.17 0.13 0.34 0.13
kp, h™ 0.08 0.14 0.02 0.13 0.52 0.25 0.10
toar), h 8.35 5.02 46.2 5.33 1.35 2.76 6.86

Wie ersichtlich ist, schwankt die Geschwindigkeitskonstante k; der austauschschnelleren Fe-
Fraktion in den untersuchten Wasserproben zwischen 1.78 und 5.43 h™'. GemaR ihrer ko-
Werte ist die ,langsamere” Fe-Fraktion etwa um den Faktor 10 bis 50 reaktionstrager
gegenlber EDTA. Es ist denkbar, dal3 die erst genannte Fe-Fraktion aus HS-Fe-Komplexen
besteht, die dissoziationsfahig und damit fir das EDTA verflugbar sind. Mdglicherweise ist
die zweite Fe-Fraktion wesentlich schwerer ,zuganglich”, z.B. in inneren Bereichen von
Hydrokolloiden oder auch gebunden in mineralischen Teilchen, die natlrlicher Bestandteil
aquatischer HS sein kénnen . Daneben ist zu bertcksichtigen, dal an HS gebundenes

Fe haufig ein Gemisch von Fe(ll) und Fe(lll) darstellt [121][L22].
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4.5.2. EDTA-Austausch an naturlichen, vorangereicherten und artifiziellen HS-
Metallspezies

Eine vorausgehende Untersuchung hat bereits belegt, daR natirliche, mittels UF
vorangereicherte HS-Metallspezies eine ganz andere EDTA-Verfiigbarkeit aufwiesen als
artifizielle, die durch Beladung isolierter HS erzeugt wurden . Deshalb wurden im
Rahmen dieser Arbeit die vor Ort mittels EDTA-Austausch charakterisierten, nattrlichen HS-
Metallspezies, z.B. in der Referenzprobe HO17, einem analogen Vergleich unterzogen.
Hierzu dienten zum einen mittels UF vorangereicherte HS-Metallspezies aus derselben
Wasserprobe (HO17-UF) und zum anderen artifizielle HS-Metallspezies desselben HS
(HO17-XAD 8), die nach seiner Isolierung durch Metallbeladung erzeugt worden waren.

Im Fall von HO17-UF wurde das vorliegende UF-Konzentrat auf seine natirliche
Konzentration zurlickverdinnt, im Fall von HO17-XAD 8 mit den Metallionen Al(IIl), Ca(ll),
Cu(ll), Fe(lll), Mg(ll), Mn(ll), Pb(l), Sr(ll) und Zn(ll) so beladen, daf® die zugegebene
Metallkonzentration pro DOC-Einheit die gleiche war wie bei HO17 und HO17-UF. Nach 24
stundiger Komplexierung wurde der EDTA-Austausch vorgenommen. Beide Proben wurden
auf pH 4.2 eingestellt, damit sie untereinander und mit dem Referenzgewasser HO17
vergleichbar waren.

Der EDTA-Austausch in diesen drei Proben ist in den Abbildungen 31 bis 33 als Funktion der
Zeit dargestellt. In Tabelle 24 sind die EDTA-Verfligbarkeiten der Metalle in den besagten
Proben einander gegenubergestellt. Wie aus den Abbildungen 31 bis 33 ersichtlich, stellen
sich die Austauschgleichgewichte in allen drei Proben innerhalb von 400 bis 500 Minuten
ein, ausgenommen Sr in HO17. Besonders schnell verlauft der EDTA-Austausch in der
Probe mit den artifiziellen Metallspezies von HO17-XAD 8. Dabei erweisen sich Al, Fe und
Zn als weitgehend EDTA-verflugbar (s. Tab. 24), ahnlich wie Al und Fe in der natirlichen
Probe HO17. Die vorangereicherten Metallspezies in HO17-UF verlieren offensichtlich einen
groRen Teil ihrer EDTA-Verflgbarkeit, vermutlich aufgrund von Transformationsprozessen
wahrend der Lagerung. Ahnlich wie [15] belegt also auch diese Untersuchung, daR sich
artifizielle und natdrliche HS-Metallspezies signifikant in ihrer EDTA-Verflugbarkeit
unterscheiden. Natirliche HS-Metallspezies, die nach ihrer Voranreicherung mittels UF fur

langere Zeit gelagert werden, verlieren stark an Metall-Verfugbarkeit.
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Abb. 33: Artifizielle HS-Metallspezies: Austausch mit EDTA
(Probe: HO17-XAD 8, pH 4.2, KK/IEDTA=1/1)

Tab. 24: EDTA-Verfiuigbarkeit von Metallen in natirlichen, vorangereicherten und artifiziellen HS-

Metallspezies [%]

Element HO17* HO17-UF HO17-XAD 8
Al 65+1 54 +2 91+2
Fe 94 +1 93+2 100+ 2
Mn 61+2 71x1 36+2
Zn 372 69 +3 9+1
Mg 10+1 131 100+1
Sr 50** 8+9 33+3
Ca 26+2 60+4 77+2

*Vor-Ort-Austausch, **abgeschéatzter Wert

In den Abbildungen 34 a und b ist die Kinetik des EDTA-Austausches von Fe und Al auf
Basis von Gleichung 43 dargestellt. Auch hier kann man zwei unterschiedlich schnelle
Austauschschritte nach erster Ordnung sowie einen Ubergangsbereich feststellen. Der
EDTA-Austausch in der vorangereicherten Probe HO17-UF ist fir Fe bzw. Al langsamer als
in der natirlichen Probe HO17. In der artifiziellen Probe HO17-XAD 8 werden die Fe-Spezies
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schneller und die Al-Spezies langsamer ausgetauscht als in HO17. Auffallend ist der zeitliche
Nullpunkt in den Abbildungen 34 a und b fir HO17-XAD 8. Aufgrund erheblicher Gehalte an
“freien” Metallionen bereits vor dem EDTA-Austausch beginnt der Austauschumsatz formal
bei Werten kleiner eins. Der Al-Wert von 0.58 bedeutet z.B., dalR das vorliegende Al nur zu
58 % gebunden ist; fur Fe liegt der Wert bei 78 %. Verglichen mit der Originalprobe HO17
liegen diese Werte wesentlich niedriger. Demnach sind die artifiziellen Spezies auch nach
24 h Komplexierungszeit noch nicht vergleichbar mit den natdrlichen.

Wie in Tabelle 25 ersichtlich, sind die formalen Geschwindigkeitskonstanten k; und k, fir Fe
und k; fur Al am gréf3ten in HO17, wéahrend k, fur Al praktisch fur alle Proben gleich ist. Die
verschiedenen Geschwindigkeitskonstanten sind aus den Abbildungen 34 a und b berechnet

worden.
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Abb. 34: EDTA-Austausch natirlicher, vorangereicherter und artifizieller HS-Metallspezies: Kinetik
(a: Fe, b: Al)
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Tab. 25: EDTA-Austausch an HS-Metallspezies: Geschwindigkeitskonstanten k;

Probe HO17* HO17-UF HO17-XAD 8
Kige), N 5.17 2.52 1.07
Kogey, N 0.52 0.10 0.17
Kyay, h™ 2.72 0.38 0.98
Koy, h™ 0.08 0.09 0.08

*Vor-Ort-Austausch

4.6. Beladung geldster HS mit Metallionen

4.6.1. Konditionelle Komplexierungskapazitaten

Wie schon unter Punkt 3.6.1. erortert, ist die konditionelle Komplexierungskapazitat ein
wichtiger operationeller Parameter fir das Metallbindungsvermégen aquatischer HS. Sie
wird in der Regel mit Hilfe der sogenannten Cu(ll)-Komplexierungskapazitat KKcyg
charakterisiert. Die KK¢,g) gibt an, wieviel Cu(ll) die betreffende HS-Probe maximal binden
kann. Aus diesem Grund wurde die KK¢,qy in die Vor-Ort-Charakterisierung aquatischer HS
mit einbezogen. Zunachst wurde das hierfiir genutzte Metallbeladungsverfahren, kombiniert
mit TF-UF, an einer aquatischen HS-Ldsung erprobt. Hierzu diente die HS-Referenzprobe
HO14-UF, die schrittweise mit Cu(ll), Cr(lll), Fe(lll) bzw. Mn(ll) beladen wurde.

Bei diesen Versuchen wurde jeweils eine 200 mL-HS-Probe (DOC: 25 mg/L HO14-UF, bei
pH 5.0 und 0.05 M NaNOs) sukzessiv mit einem bestimmten Volumen einer schwach sauren
1g/L Cu(ll)-, Co(l)-, Cr(ll)-, Fe(lll)- oder Mn(ll)-Lésung versetzt. Jeweils nach zehn Minuten
wurde von der metallbeladenen HS-Probe ein kleines Teilvolumen (ca. 1 mL) mittels TF-UF
abfiltriert. AnschlieRend wurden Metall-Bestimmungen (FAAS, GFAAS) in den gesammelten
UF-Penetraten durchgefiihrt. Aus der Differenz zwischen der vorgegebenen und der freien
Metallkonzentration ergab sich die jeweilige Metallbeladung des gelosten HS. Die so
erhaltenen HS-Beladungskurven und die daraus ableitbaren konditionellen KK fir Cu(ll),
Co(ll), Cr(ll1), Fe(lll) bzw. Mn(lI1) sind in Abbildung 35 dargestellt. Wie ersichtlich ist, weist der
untersuchte HS stark unterschiedliche KK gegentber den einzelnen Metallionen auf. Sie
reicht von 0.1 mmol/g DOC fur Mn(ll) bis 4.66 mmol/g DOC fiur Fe(lll). Hierbei ist zu
berlcksichtigen, daf3 die vorliegende HS-Probe aufgrund ihrer Voranreicherung durch
praparative UF ihre natirliche Metallbeladung behalten hatte, die in Konkurrenz zur
artifiziellen Beladung steht. Die so ermittelten KK-Werte sind deshalb als konditionell
einzustufen. Wie hier exemplarisch gezeigt, ist die KK von HS stark abhangig vom

betrachteten Schwermetallion und von konkurrierenden anderen Metallionen. Demzufolge ist
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also das Metallbindungsvermogen geldster HS durch ihre KKgyuy nur unzureichend zu
beschreiben.

Die relativ hohe Fe(lll)-Kapazitat ist wohl dadurch zu erklaren, da3 das hinzugegebene
Fe(lll) nicht nur an organische Liganden gebunden wurde, sondern vermutlich auch an

anorganische Teilchen dieses HS.
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= W— 466+0.26Fe
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3
T 14 W Fe(l11)
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Abb. 35: Konditionelle Metallbeladungskurven eines aquatischen Referenz-HS: HO14-UF
(Probe: 25 mg/L DOC, 200 mL Probe, pH 5.0, 0.05 M NaNOs,)

4.6.2. Thermodynamische Stabilitdtskonstanten

Die schrittweisen Beladungen aquatischer HS mit Metallionen kdnnen gleichzeitig zur
Ermittlung konditioneller Stabilitdtskonstanten K; fir den entstandenen HS-Metallkomplex
genutzt werden.

Prinzipiell stellt jeder Punkt der erhaltenen Beladungskurven (Abb. 35) ein Komplexierungs-
gleichgewicht dar, das nach Gleichung 13 (s. Seite 25) zur Berechnung der konditionellen

Stabilitatskonstanten K; dienen kann.

Tabelle 26 gibt die ,freien” Metallkonzentrationen und die daraus berechneten Ki-Werte
verschiedener Metallionen bei natirlicher und 50 %-Beladung wieder. Wie ersichtlich ist,
nimmt die konditionelle Stabilitatskonstante K; fir Co und Cu stark ab mit zunehmender
Metallbeladung, nicht jedoch im Fall von Cr(lll), Mn(ll) und Fe(lll) (Tab. 27). Hier nimmt die
konditionelle Stabilitatskonstante mit der Beladung zu. Bei letztgenannten lonen ist zu

beachten, daf3 ihre natirliche Bindung an HS wahrscheinlich zu einem Gemisch
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unterschiedlicher Oxidationsstufen fuhrt (z.B. Fe(ll,lll),

Fe(lll), Cr(lll) und Mn(ll)) besteht. Die relativ niedrigen natturlichen Metallbeladungen dieses
HS wurden mittels GFAAS und die artifiziellen mittels FAAS bestimmt. Tabelle 27 beschreibt

eine stufenweise Fe(lll)-Beladung von HO14-UF, wobei mit steigender Beladung die

Cr(lILVI) und Mn(I1,IV)),

aufgestockte Beladung jedoch nur aus Metallionen mit einheitlicher Oxidationsstufe (z.B.

konditionelle Stabilitatskonstante K; dieses HS um uber eine Gré3enordnung zunimmt.

Tab. 26: Konditionelle Stabilitatskonstanten K; von HO14-UF

Metallion KK Beladung Jfreie” Metallkonzentration K;

mmol/g 0 von mo mo

llg DOC % KK L L/mol
Co(ll) 0.22 0 @M 9.3210°% 3.58 - 10°
50 1.99 - 10° 1.51 - 10°
Cr(l) 0.92 0P 2.87 107 4.39 10"
50 8.18 10° 1.22°10°
Cu(ll) 4.66 0" 1.10 107 3.6210°
50 2.50 10° 5.27 - 10°
Mn(l1) 0.10 0P 1.55 - 107 1.55 - 10°
50 3.49 10° 2.87 - 10°

YET-AAS (s,: 5-10%), Pnatiirliche Beladung, “artifizielle Beladung, F-AAS, (s, 2-5%)

Tab. 27: Konditionelle Stabilitatskonstanten K; von HO14-UF bei zunehmender Fe(lll)-Beladung

Metallion KK Beladung Jreie” Fe(lll)-Konzentration Ki
(mmol/g DOC) (% von KK) (mol/L) (L/mol)
Fe(ll) 4.66 0" 1.91 107 8.69 ' 10°
25° 7.63°10° 4.19 - 10*
50 1.46 - 10° 6.81 - 10*
759 1.92-10° 1.56 - 10°
98 6.5510° 7.40 10°

YET-AAS (s,: 5-10%), natiirliche Beladung, “artifizielle Beladung, F-AAS, (s, 2-5%)
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4.7. Metall-Austausch an Huminstoff-Metallspezies

Die artifizielle Vor-Ort-Beladung aquatischer HS mit Metallionen fihrt nicht nur zu
konditionellen Komplexierungsgleichgewichten, sie kann gleichzeitig auch zur Charak-
terisierung von Austauschprozessen zwischen den im Gewasser bereits vorliegenden HS-
Metallspezies (natirliche Spezies) und zusatzlich eingetragenen Metallionen, z.B. Cu(ll),
genutzt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden Cu(ll)-lonen als stark mit Me an HS-

Liganden konkurrierende Metallionen genutzt, im Sinne von Gleichung 47:

HS—Me + Cu(ll == HS—-Cu + Me™ (47)

Die durch Austauschreaktionen entstandenen Spezies (HS-Cu und Me) lassen sich vor Ort
in einfacher Weise durch TF-UF (n.m.w.cut-off: 1 kDa) differenzieren. Die Metall-
bestimmungen (z.B. ICP-OES, GFAAS) erfolgen spater im Labor.

4.7.1. Vor-Ort-Austausch mit Cu(ll)-lonen

Austauschreaktionen

Der Vor-Ort-Austausch naturlicher HS-Metallspezies mit konkurrierenden Cu(ll)-lonen
erfolgte an den bereits beschriebenen Referenzgewassern HO, VM und AW. Hierzu
dienten je 200 mL Wasserproben, die bei ihrem natirlichen pH-Wert durch ein 0.45 um-
Membranfilter vorfiltriert, sukzessiv mit Cu(ll)-lonen beladen und mittels TF-UF, wie
beschrieben, der Trennung in freie und gebundene Metallionen unterzogen wurden. Ein
typisches Beispiel einer solchen Vor-Ort-Cu(ll)-Beladung ist in Abbildung 36 a fir die
Referenzwasserprobe HO16 dargestellt, aus der sich eine konditionelle KKg,uy von 2.30
mmol/g DOC fur dieses Moorwasser ergibt. Gleichzeitig unterliegen die vorliegenden
natirlichen Metallspezies, wie in Abbildung 36 b dargestellt, einem zunehmenden Austausch
durch Cu(ll)-lonen. Bei stark erhohter Cu(ll)-Konzentration werden schlie3lich bestimmte
Grenzwerte fUr die austauschféhigen Metallionen, z.B. von Al, Fe, Mn, Zn, Ca, Mg und Sr in
HO16, erreicht.
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Abb. 36: Natirliche HS-Metallspezies: Vor-Ort-Austausch mit Cu(ll)-lonen
(a: Ermittlung der KK u); Probe: HO16, Gleichgewichte nach 10 min)
(b: Metallaustausch mit Cu(ll); Probe: HO16, KK/Cu =1/1)

In gleicher Weise sind in Abbildung 37 die ermittelten konditionellen KKg,qy (37 &) bzw. die
Metallaustauschkurven (37 b) von VM8 dargestellt. Die konditionelle KK¢yq) hat in diesem
Fall bei 2.54 mmol/g DOC noch nicht ganz ihren maximalen Wert erreicht. Der Metall-
austausch erreicht bereits bei einer .freien” Cu(ll)-Konzentration von 15 mg/L weitgehend
sein Maximum. Die Abbildung 38 faldt die Ergebnisse des Vor-Ort-Cu(ll)-Austausches an
AW3 zusammen. Wie ersichtlich ist, wurden auch in diesem HS-haltigen Waldbach &hnliche
konditionelle KKg,u- bzw. Metallaustausch-Werte ermittelt wie in den beiden anderen
Referenzproben. Bedingt durch relativ niedrige pH-Werte von < 4 liegt in VM8 und AW3 ein
groBer Teil der Metallspezies schon in Form freier lonen vor, die bereits ohne Cu(ll)-Zusatz

die eingesetzte UF-Membran durchdringen konnen.
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Abb. 37: Natirliche HS-Metallspezies: Vor-Ort-Austausch mit Cu(ll)-lonen
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(b: Metallaustausch mit Cu(ll); Probe: VM8, KK/Cu=1/1)
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Abb. 38: Natirliche HS-Metallspezies: Vor-Ort-Austausch mit Cu(ll)-lonen
(a: Ermittlung der KKc,qy; Probe: AW3, Gleichgewicht nach 10 min)
(b: Metallaustausch mit Cu(ll); Probe: AW3, KK/Cu=1/1)
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Eine Ubersicht tiber den Cu(ll)-Austausch an natiirlichen HS-Metallspezies in verschiedenen
Proben gibt die Tabelle 28.

Tab. 28: Cu(ll)-Austausch an natirlichen HS-Metallspezies in verschiedenen Referenzproben

Element VM7 VM8 VM9 HO16 HO17 AW3 AW4

Al-gesamt, pg/L 650 714 732 103 80 490 550
Cu(ll)-labil, % 57+5 48+5 33+2 16 +2 69+5 507 99 +2

Fe-gesamt, pg/L 1657 1611 2250 280 217 877 819
Cu(ll)-labil, % 9+4 20+ 2 2+1 52 23+3 27+10 85%3

Mn-gesamt, pg/L 72 64 80 9 6 75 115
Cu(ll)-labil, % 98+4 944 9zx2 100+10 100+2 954 992

Zn-gesamt, pg/L 108 84 85 111 81 53 96
Cu(ll)-labil, % 71+2 % 19+3 90+11 99+2 99+2 94+2
Mg-gesamt, pug/L 912 820 1162 166 99 929 1625

Cu(ll)-labil, % 94 +3 100+3 105 100+8 1001 92+2 9% +1

Sr-gesamt, ug/L 16 14 17 3 2 13 29
Cu(ll)-labil, % 90+ 2 100+4 8=zx4 99+8 100+1 91+2 932

Ca-gesamt, pg/L 3093 3150 3054 479 248 2582 3393
Cu(ll)-labil, % 82+2 1006 9%5 100+21 100+2 100+6 1003

KK/Cu=1/1; *nicht auswertbar

Das Austauschvermégen der untersuchten aquatischen Metallspezies gegeniber Cu(ll)-
lonen fallt recht unterschiedlich aus. So erweisen sich Ca, Mg, Mn, Sr und Zn in den DOC-
reichen Wasserproben weitgehend als austauschfahig, abgesehen von VM9 mit einem
grofBen Anteil an hochmolekularen Spezies. Die Austauschfahigkeit nattrlicher Al- bzw. Fe-
Spezies unterliegt offensichtlich einer starken Schwankungsbreite zwischen 16 und 99 %
bzw. zwischen 2 und 85 %, auch bei gleicher Probenherkunft (vgl. VM7-9). Damit liegt die
Verfluigbarkeit der natirlichen HS-Metallspezies in Gewassern gegentber Cu(ll) durchweg
niedriger als die gegenuiber EDTA (s. Tab. 22). Dennoch ist der Austausch aquatischer HS-
Metallspezies mit konkurrierenden Schwermetallionen als wichtiger Transformations-

mechanismus in Gewassern zu betrachten. Offen ist bisher die Frage der Austauschkinetik.
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Kinetik

Die Kinetik des Metallaustausches in aquatischen HS-Metallspezies wurde bisher kaum
untersucht, abgesehen von vereinzelten Isotopenaustausch-Arbeiten . Deshalb wurde
der Cu(ll)-Austausch von natirlichen Metallspezies in einer HS-reichen Wasserprobe (VM8)

als Funktion der Zeit verfolgt. Hierbei wurde ein KKc,qn/Cu(ll)-Verhaltnis von 2/1 gewahilt.

Der Verlauf dieses Metallaustausches ist in Abbildung 39 dargestellt. Wie ersichtlich, stellen
sich die Austauschgleichgewichte zwischen den untersuchten natirlichen HS-Metallspezies
(z.B. Al, Fe, Mn, Sr) und den Cu(ll)-lonen innerhalb von zehn Minuten weitgehend ein.
Deshalb wurde bei den anderen Austauschversuchen (s. Abb. 36-38) nach jeder Cu(ll)-
Zugabe mindestens zehn Minuten gewartet, bevor die entstandenen Spezies durch TF-UF
voneinander getrennt wurden. Aus der logarithmischen Auftragung des Cu(ll)-Austausches
als Funktion der Zeit (Abb. 40), in Anlehnung an Gleichung 43, ergibt sich eine Reaktion
erster Ordnung mit Halbwertszeiten ty;, von etwa ein bis zwei Minuten, je nach Element. Die
dem Cu(ll)-Austausch zuganglichen HS-Metallspezies reagieren also mit den zugesetzten
Cu(ID-lonen um GroRenordnungen schneller als mit EDTA. Mdglicherweise werden Kationen
wie Cu®" von negativ geladenen HS-Polyelektrolyten wesentlich schneller aufgenommen
bzw. ausgetauscht als negativ geladene Chelat-Liganden wie das EDTA. Es bleibt jedoch
offen, ob der Cu(ll)-Austausch nach erster Ordnung oder, aufgrund der hohen Cu(ll)-

Konzentration, nach pseudo-erster Ordnung verlauft.
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Abb. 39: Vor-Ort-Austausch natirlicher HS-Metallspezies mit Cu(ll)-lonen: Zeitabhangigkeit
(Probe: VM8, KK/Cu(Il)=2/1)

83




1.00

o
=
o

oA
mFe
EMn
mSr

0.01 4—

Konzentrationsabnahme, (C.- Cme)/CL

0.001 . . r — s

Zeit, min

Abb. 40: Vor-Ort-Austausch natirlicher HS-Metallspezies mit Cu(ll)-lonen: Kinetik
(C.: Konzentration an austauschfahigen Metallspezies, Probe: VM8, KK/Cu(ll)=2/1,
Punkte berechnet aus Abb. 39))

Ein ahnliches Bild fur die Kinetik des Cu(ll)-Austausches ergab sich im Fall der Wasserprobe
AWS3, wie den in Abbildung 41 bzw. 42 dargestellten Ergebnissen zu entnehmen ist.
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Abb. 41: Vor-Ort-Austausch natirlicher HS-Metallspezies mit Cu(ll)-lonen: Zeitabhangigkeit
(Probe: AW3, KK/Cu(ll) =1/1)
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Abb. 42: Vor-Ort-Austausch natirlicher HS-Metallspezies mit Cu(ll)-lonen: Kinetik
(C.: Konzentration an austauschfahigen Metallspezies, Probe: AW3, KK/Cu(ll)=1/1,
Punkte berechnet aus Abb. 41)

Wie ersichtlich, stellen sich die Austauschgleichgewichte zwischen Cu(ll)-lonen und den
Mn-, Sr- und Zn-Spezies in dieser Wasserprobe bereits nach ca. funf Minuten ein. Die
formalen Geschwindigkeitskonstanten des Metall/Cu(ll)-Austausches in den Proben VM8,
AW3 und HO17 sind in Tabelle 29 zusammengefalit.

Tab. 29: Geschwindigkeitskonstanten k; des Metall-/Cu(ll)-Austausches in den Wasserproben
VM8, AW3 und HO17

Element VM8 AW3 HO17
ki, h* ki, h? ki, h?
Al 46.1 29.1 31.5
Fe 16.5 12.4 49.6
Mn 32.5 54.6 70.4
Sr 235 29.2 26.2
Zn * 56.3 18.9

Vor-Ort-Austausch; VM8 und HO17: KK/Cu=2/1, AW3: KK/Cu=1/1, * nicht auswertbar
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Austauschkonstanten

Prinzipiell kbnnen HS und Metallionen in Gewassern eine Vielzahl von Komplexierungs-
gleichgewichten eingehen. Die Austauschgleichgewichte mit einem zuséatzlichen, stark
konkurrierenden Kation, z.B. Cu(ll), kdnnen dann, wie schon erwahnt, mit folgender

Gleichung allgemein beschrieben werden:
HS—-Me + Cu(ll <™ HS-Cu + Me (48)

Fur die vorhandenen natirlichen Metallbeladungen Me in HS lassen sich nach dem

allgemeinen Massenwirkungsgesetz relative Austauschkonstanten K, bestimmen:

_ [HS —Cu]Me]
* [Cu(1N]HS - Me]

(49)

Die Austauschkonstanten K, geben also an, wie stabil der gebildete HS-Cu-Komplex ist,
bezogen auf die Stabilitat der vorliegenden austauschfahigen HS-Me. Solche Austausch-
konstanten K, fur natirliche HS-Me lassen sich in einfacher Weise ermitteln, wenn die
Jreien® und gebundenen Metallfraktionen vor Ort mittels TF-UF differenziert und ihre
Konzentrationen durch Atomspektrometrie im Labor quantifiziert werden. Die so ermittelten
Austauschgleichgewichte nattrlicher HS-Me mit zugesetzten Cu(ll)-lonen sind in den
Abbildungen 43, 44, 45 und 46 fur verschiedene Wasserproben graphisch dargestellt als
Funktion [Me]/[HS-Me] gegen [Cu(ll)]/[[HS-Cu]. Die Austauschkonstanten K, erhalt man aus
den Steigungen der Funktionen. Wenn sich allerdings die untersuchten Metallspezies HS-
Me, auch bei hohem Cu(II)-UberschuB, zu einem erheblichen Teil als austauschinert
erweisen, ist zur Korrektur der labile Anteil [HS-Me],.,. an Stelle von [HS-Me] in Gleichung 49

einzufiigen.

Die Austauschkonstanten K, verschiedener HS-Me, bezogen auf Cu(ll), sind in Abbildung 43
fur die Wasserprobe HO16 dargestellt. Fir Ca, Mg, Mn und Zn sind die K,-Werte deutlich
grof3er als eins. Dies bedeutet, dal3 die betreffenden Metallionen von HS im Gleichgewicht
wesentlich schwacher gebunden werden als das zugesetzte Cu(ll). Fur Al und Fe hingegen
betragen die K,-Werte < 0.01. Demnach weisen die Al- und Fe-Spezies dieses HS eine
hundertfach héhere Stabilitéat auf als die konkurrierenden HS-Cu-Komplexe. Wie ersichtlich,
liegt die relative Standardabweichung der K -Werte, ermittelt aus der Abweichung der
Melpunkte von der Ausgleichsgeraden, im Bereich von 2-10 %. Abbildung 44 zeigt die
Gleichgewichte und Austauschkonstanten fur die VM7-Probe. Auffallend ist das Auftreten
von offenbar zwei Austauschkonstanten, Ky und K,-, die fur Ca, Mg, Sr und Mn zu
beobachten sind. Dies bedeutet, dal3 natirrliche HS-Komplexe dieser Metallionen bei einem
niedrigen [Cu(Il)]/[HS-Cu]-Verhaltnis weniger vom Cu(ll) beinflu3t werden als bei héheren.

Auch in diesem Fall sind die K,-Werte fir Al und Fe wesentlich kleiner als eins. Abbildung 45
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gibt die Gleichgewichte und Austauschkonstanten K, fur die VM8-Probe wieder. Im
Gegensatz zu VM7 ergeben sich hier keine zwei Austauschkonstanten. Darlber hinaus

fallen die K,-Werte fur Ca, Mg und Sr wesentlich héher aus als in VM7.
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g
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Ca 21.2
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Abb. 43: Vor-Ort-Austausch natirlicher HS-Metallspezies mit Cu(ll)-lonen; Probe: HO16,
Gleichgewichte und Austauschkonstanten K,

[Me]/[HS-Me]

[Cu]/[HS-Cu]
Metalle Fe Al Ca Sr Mg Mn
Ka 0.04 0.68 0.95 0.13 1.24 1.08
Ka~ 0.04 0.68 2.20 3.54 3.86 5.48

Abb. 44: Vor-Ort-Austausch natirlicher HS-Metallspezies mit Cu(ll)-lonen; Probe: VM7,
Gleichgewichte und Austauschkonstanten K,
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Abb. 45: Vor-Ort-Austausch natirlicher HS-Metallspezies mit Cu(ll)-lonen; Probe: VM8,
Gleichgewichte und Austauschkonstanten K,

Abbildung 46 zeigt die Austauschkonstanten K, fir AW3. Auffallend sind die vergleichsweise
niedrigen Ky-Werte, insbesondere fur Mn(ll) und die Erdalkali-lonen. Die K,-Werte fur den

Metallaustausch in allen untersuchten Wasserproben sind in Tabelle 30 zusammengefal3t.

10 1 Ca Sr Mg Mn
Metalle Ka
Ca 5.29
8 Sr 1.80
5}
EI Mg 1.48
2] Mn 1.24
I 6 -
= 0.07
(3]
2 Al 0.06
Fe 0.03
4 -
| 'Y
P Al
Py (]
"_'_'7.. - —g— Fe
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

[Cu]/[HS-Cu]

Abb. 46: Vor-Ort-Austausch natirlicher HS-Metallspezies mit Cu(ll)-lonen; Probe: AW3,
Gleichgewichte und Austauschkonstanten K,
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Tab. 30: Austauschkonstanten K, fir verschiedene Wasserproben

Element " VM8 VMO HOl6 HOL7  AW3  AW4
Al 068 068 018 <001 <001 008 006  0.08
Fe 0.04 004 008 <001 <001 002 003 003
Mn 108 548 413 <001 667 238 124 423
Zn £ s <001 217 . 007 012
Mg 124 38 512 <001 167 333 148 158
Sr 013 354 986 <001 . * 180  1.32
Ca 095 220 910 002 212 666 529 376

Vor-Ort-Austausch, *nicht auswertbar

Wie ersichtlich, halt sich die natirliche Schwankungsbreite der K;-Werte fir den Al- bzw. Fe-
Austausch in recht engen Grenzen, abgesehen von Al in VM7. Auffallig sind die starken
Schwankungen der Austauschkonstanten K, im Fall von Mn bzw. der Erdalkali-lonen. Die
teilweise sehr niedrigen K,-Werte von <1 (z.B. VM7) korrelieren auffallig mit sehr geringen
Elektrolytgehalten in diesen Proben. Mdglicherweise werden hier die Metallionen von HS
weniger in Form von Komplexen gebunden sondern vielmehr als Gegenionen anionischer
Liganden zurtickgehalten. In diesem Fall ware ihnen eine Penetration durch die UF-

Membran verwehrt.

Konkurrierende Metallbeladungsgleichgewichte an HS

Geldste HS kdnnen als polyfunktionelle Liganden mit vielen aquatisch relevanten Metallionen
in Komplexierungsgleichgewichte eintreten. Die Reihe der diesbezlglich untersuchten
Metallionen reicht von Be(ll) [ bis hin zu den Aktinidenelementen [. Derartige HS-
Metallkomplexierungsgleichgewichte wurden bisher meist nur in vereinfachten LOsungs-
systemen mit isolierten HS und lonen eines einzelnen Metalls untersucht. Naturbelassene
aguatische HS hingegen sind makromolekulare Liganden, die im Gewasser mit den dort
enthaltenen Metallionen wahrscheinlich eine Vielzahl von Gleichgewichten eingehen. Bisher
gibt es in der Literatur praktisch keine Hinweise darauf, inwieweit diese Gleichgewichte sich
gegenseitig beeinflussen oder ob sie weitgehend unabhangig voneinander koexistieren. Aus
den vorangegangenen Austauschversuchen zwischen natirlichen HS-Metallspezies und

Cu(ll)-lonen hatte sich nur die Information ergeben, daf} stark um HS-Liganden
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konkurrierende Metallionen wie das Cu(ll) in andere HS-Metallaustauschgleichgewichte
eingreifen, wenn sie selbst im UberschuR vorliegen.

Deshalb wurde auch die Frage nach untereinander konkurrierenden Austauschgleich-
gewichten der HS-Metallspezies in Gewassern in ihre Vor-Ort-Charakterisierung mit
einbezogen. Zu diesem Zweck wurden frisch geschopfte 0.45 pm-filtrierte Wasserproben
sukzessiv mit relativ geringen Konzentrationen einer Mischung von wasserchemisch
relevanten Metallionen (je 0.5 bis 5.0 pmol/L Al(llT), Cd(l1), Cu(ll), Fe(ll1), Mn(l1), Ni(ll), Pb(ll),
Zn(ll)) versetzt, die entstandenen komplexen Spezies Me-HS mittels TF-UF vor Ort von
freien lonen Me getrennt und die Fraktion mittels ICP-OES im Labor analysiert. Die
Konzentrationszugabe von 0.5 bis 5.0 umol/L wurde so gewahlt, dal3 weithin natirliche
Bedingungen vorlagen und keine Fallungsprobleme zu erwarten waren. Typische
~Multionen”-Komplexierungsgleichgewichte, die sich auf diese Weise in HS-haltigen
Wasserproben vor Ort einstellten, sind in den Abbildungen 47 und 48 dargestellt. In der hier
gewahlten Darstellung wurden die [Me]/[Me-HS]-Verhéltnisse als Funktion der jeweils
zugegebenen Konzentration der Metalle aufgetragen. Im Falle der relativ DOC-reichen
Wasserprobe VM7 flhren die summarischen Metallionen-Beladungen des vorliegenden HS
zu Komplexierungsgleichgewichten, fir welche die Verhdltnisse [Me]/[HS-Me] im
Zugabebereich von 0.5 bis 5.0 pumol/L weitgehend konstant zueinander bleiben. Offenbar
treten bei der zunehmenden Beladung dieses HS, die deutlich unter seiner formalen
Ligandenkonzentration bleibt (Metallbeladung bis zu 30 % der KK¢,m)), keine untereinander
konkurrierenden Gleichgewichte auf. Dies gilt auch fir die nicht zugegebenen Erdalkaliionen
in ihren urspringlich vorhandenen HS-Komplexen. Anders sieht es im untersten
Konzentrationsbereich bis 0.5 pumol/L aus, hier herrscht deutliche Konkurrenz unter den
Metallionen, Fe und Zn ausgenommen. Diese Konkurrenz kann man dadurch erklaren, dal3
eine Mischung verschiedener Ligandenarten vorliegt. Die am besten koordinierenden
Liganden werden vorzugsweise von “starken” Metallionen besetzt, wie z.B. durch Fe(lll). Im
Falle der DOC-armeren Probe HO17 werden die Metalle, mit Ausnahme von Al, Fe und Pb,
deutlich schwacher gebunden mit zunehmender Metallkonzentration. Bei der Metallzugabe

von 5 umol/L ist die KK¢, dieser Wasserprobe bereits zu etwa 90 % beladen.
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Abb. 47: Konkurrierende Metallbeladungsgleichgewichte in VM7, Ca, Mg und Sr: Vorhandene
Spezies, Cu und Ni nicht auswertbar wegen zu gro3er Streuungen
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Abb. 48: Konkurrierende Metallbeladungsgleichgewichte in HO17, Ca, Mg und Sr: Vorhandene
Spezies, Cd nicht auswertbar wegen zu groRRer Streuungen
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4.7.2. Cu(ll)-Austausch an naturlichen, vorangereicherten und artifiziellen HS-

Metallspezies

Diese Untersuchung sollte aufzeigen, ob sich natirliche HS-Metallspezies von
angereicherten bzw. artifiziellen unterscheiden, wenn man sie einem konkurrierenden Cu(ll)-
Austausch aussetzt. Hierzu diente ein vor Ort durchgefiihrter Cu(ll)-Austausch in der
Referenzprobe HO17, verglichen mit einem Cu(ll)-Austausch an den vorangereicherten
Metallspezies in HO17-UF. Die artifiziellen Metallspezies in HO17-XAD 8, die ahnlich wie fur
den EDTA-Austausch gewonnen wurden, wurden ebenfalls einem Cu(ll)-Austausch
unterzogen. Der Cu(ll)-Austausch an HO17-UF und an HO17-XAD 8 wurde jedoch nach
Ruckverdinnung auf 20 mg/L DOC bei pH 4.2 unter standardisierten Bedingungen
durchgefuhrt. Es wurde ein Verhaltnis KKcyq, /Cu(ll) von eins gewahlt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 31 einander gegenibergestellt. Auffallend ist die relativ
geringe Cu(ll)-Labilitaét der Fe-Spezies, wobei die Referenzprobe HO17 und ihr UF-
Konzentrat ein dhnliches Ergebnis aufwiesen. Die artifiziellen HS-Fe(lll)-Spezies in der XAD
8-Probe zeigten eine deutlich hdhere Cu(ll)-Labilitat (76 %). Auch bei Al gibt es signifikante
Unterschiede. So ist die artifizielle Al(lll)-Beladung voll austauschféahig, aber nur 33 % des Al
in HO17-UF sowie fast 70 % im Fall des ,naturlichen” Al in HO17. Dies kann man
moglicherweise dadurch erklaren, dal3 ein Teil des Al in HO17-UF bei der Aufkonzentrierung
Jrei” oder an Molekile mit einer Molmasse kleiner als 1 kDa gebunden wurde und deshalb

aus der Kalkulation der Austauschfahigkeit herausfiel.

Tab. 31: Austauschfahigkeit gegentiber Cu(ll) von Elementen in natirlichen, vorangereicherten und

artifiziellen HS-Metallspezies [%]

Element HO17** HO17-UF HO17-XAD 8
Al 695 332 100+ 5
Fe 23+3 22+5 76 + 10
Mn 100 £ 2 100+ 1 100+ 2
Zn 99 +2 * 100+ 4
Mg 100+1 100+ 1 100+ 3
Sr 100 +1 100 +1 32+5
Ca 100 + 2 100 + 10 100 + 12

*nicht auswertbar,**Vor-Ort-Austausch
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Wie bereits in 4.7.1. dargestellt, lassen sich mittels Cu(ll)-Beladung von HS auch die
Austauschkonstanten K, zwischen den konkurrierenden Cu(ll)-lonen und den vorliegenden
HS-Metallspezies ermitteln. Diese wurden hier ebenfalls zum Vergleich der Metallspezies in
HO17, HO17-UF und HO17-XAD 8 herangezogen. Diesbezugliche Ergebnisse sind in
Abbildung 49 fur Fe und in Tabelle 32 auch fur die anderen Metalle dargestellt.

Wie aus Abbildung 49 ersichtlich ist, unterscheidet sich die Austauschkonstante K, fir Fe(lll)
in HO17-XAD 8 signifikant von der fur Fe(lll) in HO17 und HO17-UF. Demnach erweisen
sich die artifiziellen Fe(lll)-Spezies in HO17-XAD 8 als wesentlich schwéchere Komplexe als

die natirlichen Fe-Spezies in HO17.

Ahnlich wie beim EDTA-Austausch zeigen also natiirliche, vorangereicherte und artifizielle
Al- bzw. Fe-Spezies in den HO17-Proben auch beim Austausch mit Cu(ll) besonders

ausgepragte Unterschiede.

57 HO17-XAD 8
4 A
Fe-Austausch Ka
— HO17 0.02
n
T 3- HO17-UF 0.20
Ij‘lf HO17-XAD 8 0.90
3
oo
- HO17-UF
1 .
0 n = —8— HO17
0 1 2 3 4 5

[Cu]/[Cu-HS]

Abb. 49: Cu(ll)-Austausch mit HS-Fe-Spezies; Gleichgewichte und Austauschkonstanten K,
nattrlicher, vorangereicherter und artifizieller Spezies

Ahnliche K,-Unterschiede zwischen artifiziellen und natirlichen Metallspezies sind auch im
Fall von Al sowie bei den Erdalkalielementen zu beobachten (Tab. 32). Wéhrend die
Austauschkonstanten K, der naturlichen und mittels UF vorangereicherten HS-Metallspezies,
z.B. fur Al, Mg und Ca, in HO17 und HO17-UF mehr oder weniger vergleichbar sind, liegen
sie fur artifizielle Spezies teils hoher, z.B. bei Fe, teils aber auch niedriger, z.B. bei Ca.

Hiermit belegen auch die Austauschkonstanten K,, daf3 das Verhalten der naturlichen HS-
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Metallspezies in Gewassern nicht durch artifizielle Metallbeladungen in isolierten HS-

Ldsungen simuliert werden kann.

Tab. 32: Austauschkonstanten K, von isolierten bzw. artifiziellen HS-Metallspezies

Element HO17** HO17-UF HO17-XAD 8

Al 0.08 0.01 0.62
Fe 0.02 0.20 0.90
Mn 23.8 * *

Zn * * 7.10
Mg 33.3 36.9 *

Sr * 2.06 0.20
Ca 66.6 77.5 8.03

*nicht auswertbar,**Vor-Ort-Austausch

4.8. Transformationsvorgange in Huminstoffen

HS in aquatischen Systemen werden haufig als refraktdre organische Substanzen
betrachtet, deren Primarstrukturen relativ stabil gegen chemische Verédnderungen sind.
Strukturelle Untersuchungen an isolierten Referenz-HS, die im Rahmen von DFG-ROSIG
durchgefuhrt wurden, bestatigen diese Auffassung weitgehend. HS in Gewassern sind
daruber hinaus jedoch Bestandteil eines dynamischen Hydrokolloids, das hinsichtlich seiner
GroRenverteilung und Teilchenform schnellen Veranderungen unterliegen kann. Ahnliches
ist auch bei den natlrlichen HS-Metallspezies zu vermuten. Bisher sind jedoch nur wenige
Informationen hierzu bekannt. Deshalb wurde auch die Stabilitat HS-haltiger Hydrokolloide
vor Ort, nach einer, zwei und vier Wochen in Bezug auf ihre MolekulgréRenverteilung, Metall-
Labilitat (,Verfugbarkeit”) sowie molekulare Struktur hin untersucht. Zu diesem Zweck
wurden verschiedene Proben, vor Ort 0.45 um-filtriert, fraktioniert und im Labor nach

Lagerung bei 15 °C im Dunkeln erneut untersucht.

4.8.1. Anderungen der MolekiilgroRenverteilung

Wie schon unter Punkt 3.4. ertrtert, bilden HS in waldriger Lésung komplexe Strukturen aus,
die in der Literatur als Micellen, Membranen, Polyelektrolyte, Partikel oder Aggregate
betrachtet werden. Diese Ldsungsstrukturen kénnen durch Aggregation und Dissoziation
fortlaufend Veranderungen unterworfen sein [15]. Aus diesem Grund wurde die Molekiil-

groenverteilung des DOC in verschiedenen Proben mittels MST-UF und P-UF in gewissen
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Zeitabstanden unter standardisierten Bedingungen stets von neuem charakterisiert. Wie aus
Abbildung 50 a und b ersichtlich ist, sind die DOC-GroRenverteilungen in den gelagerten
Referenzproben HO16 bzw. HO17 im subpartikularen wie auch im makromolekularen
Bereich Uberraschend stabil, sogar nach vier Wochen Lagerungszeit. Dies gilt jedoch nicht
fur Proben, die einschlie3lich ihrer Schwebstoffe von > 0.45 pm gelagert wurden.

Im Gegensatz zu den HO-Referenzproben ist die gelagerte VM7-Wasserprobe deutlich
weniger stabil, wie der Abbildung 51 zu entnehmen ist. Der subpartikulare Bereich in VM7 ist
bis zu vier Wochen stabil, nicht jedoch die Fraktionen von 10-50 und 50-100 kDa, deren

DOC nach einer Woche Lagerung stark abnimmt.

a) 100 - b) 100 -
80 A 80 A
< 3kDa
— <3 kDa —
T o
c 60 A c 60 4
< <
o 0
(@]
Q a
X X
40 A 3-5 kDa 40 4
5-10 kDa
3-5kDa
10-50 kDa
20 1 L
50100 kDa 20 5-10 kDa
100 kDa-0.10 um 10-50 kDa
0.10-0.22 ym 50-100 kDa
o - 0.22-0.45 pum 100 kDa-0.10 pm
T T 0 -
vor Ort nach 1 nach 4 vor Ort nach 1 nach 4
Woche Wochen Woche Wochen

Abb. 50: DOC-GréRenverteilung und deren Stabilitat in Wasserproben (ROSIG), ermittelt durch MST-
UF (a: HO16, b: HO17,* subpartikuléarer Bereich)
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Abb. 51: DOC-Gro6Renverteilung und deren Stabilitat in VM7, ermittelt durch MST-UF

Anderungen der DOC-GroRenverteilung in den Proben AW3 und VM8 sind in Abbildung 52 a
und b zusammengefaldt. In diesen Fallen wurde die P-UF als Fraktionierungsmethode
eingesetzt. Auch in VM8 ist die GroRRenverteilung innerhalb von vier Wochen relativ stabil,
abgesehen von der Fraktion 10-50 kDa. Eine &hnliche Stabilitat der Molekulgro3enverteilung

ist in der Probe AW3 festzustellen.
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Abb. 52: DOC-Gro6Renverteilung und deren Stabilitat (a: AW3, b: VM8), ermittelt durch P-UF
(DOC-Anteile in Fraktionen durch Differenzbildung ermittelt)

Veranderungen des Gesamt-DOC bei Lagerung der Wasserproben sind in Tabelle 33

zusammengefal3t. Demnach nimmt der DOC der Originalproben nur in geringem Maf3e durch

Alterung ab, abgesehen von AW3. Der DOC in AW4 und VM7 erwies sich &hnlich stabil wie

in AW3 bzw. VM8.

Tab. 33: DOC-Verénderungen bei Probenlagerung (DOC der Vor-Ort-Probe gleich 100 % gesetzt)

Probe vor Ort nach 1 Woche nach 2 Wochen nach 4 Wochen
AW3,% 100 96.1 95.1 91.0
VM8,% 100 99.2 98.9 96.6
HO16,% 100 99.9 99.9 99.8
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4.8.2. Anderungen der Metallgehalte, -komplexierungskapazitaten und
-verfugbarkeiten

Mogliche Verédnderungen der verschiedenen Metall-Gesamtgehalte bei Lagerung der
Wasserproben wurden mittels ICP-OES verfolgt. Sie sind in Tabelle 34 aufgefiihrt. Demnach
nimmt der Metall-Gesamtgehalt der Originalprobe HO16 nur bei Fe (ca. 15 %) und Zn
(ca. 18 %) durch Alterung ab, vermutlich durch Sorptionsvorgange an Gefaliwandungen. Die
anderen Metalle weisen auch nach vierwochiger Probenlagerung gleichbleibende
Gesamtgehalte auf. Eine ahnliche Stabilitat ergab sich auch bei den anderen Wasserproben,

wobei sich jedoch Al und Fe nicht immer gleich verhielten.

Tab. 34: Gesamt-Metallgehalte [ug/L]: Veranderungen bei Probenlagerung, Probe: HO16

Metall vor-Ort nach 1 Woche nach 4 Wochen
Al 103 103 102

Fe 280 265 239

Mn 9 10 10

Zn 111 100 91

Mg 166 167 173

Sr 3 3 3

Ca 479 475 547*

* moglicher AusreiRer, Mittelwerte aus drei Messungen (n=3)

Neben den Metall-Gesamtgehalten wurde auch die konditionelle KKc,q, der Wasserproben
auf etwaige Veranderungen wahrend deren Lagerung untersucht. Hierzu diente das bereits
beschriebene Cu(ll)-Beladungsverfahren (s. Punkt 4.7.1.).

Diesbezigliche Ergebnisse sind in Abbildung 53 am Beispiel von HO16 dargestellt. Wie
ersichtlich, nimmt die KK¢,( bereits innerhalb einer Woche ab, stabilisiert sich aber nach vier
Wochen. Dieses Phanomen kann man mdglicherweise dadurch erklaren, daf3
konformationelle Umlagerungen in den vorliegenden HS-Aggregaten stattfinden, die den
Zugang zu den Liganden erschweren. Ein derartiger Effekt konnte auch die Austauschkinetik
beeinflussen. Vor jeder KK¢,u)-Bestimmung wurden der DOC-Wert und die verschiedenen
Metall-Gesamtgehalte bestimmt, um eine systematische Verfalschung auszuschliel3en. Der
KKcuay-Wert von HO16 fallt insgesamt um ca. ein Drittel zurtick. Vergleichbare Trends der

KKcuay Wurden auch in den anderen Wasserproben, z.B. bei VM8, festgestellt.
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Abb. 53: Konditionelle KKc,q, von HO16: Veranderungen bei Probenlagerung

Die Verfugbarkeit (,Labilitdt”) von Metallen in natirlichen HS-Metallspezies, die mittels
Liganden- oder Metallaustausch vor Ort erfal3t wurde, ist bereits unter Punkt 4.5. bzw. 4.7.
diskutiert worden. Bisher gibt es nur wenige Informationen u{ber etwaige zeitliche
Veranderungen dieser Eigenschaft, abgesehen von wenigen lonenaustauscharbeiten. Diese
Frage ist jedoch von erheblicher Relevanz, wenn es um systematische Veranderungen des
Verhaltens hydrokolloidaler Metallspezies nach ihrer Probenahme geht. Eine Vor-Ort-
Analytik derartiger Spezies ist immer dann unumganglich, wenn ihre Lagerung zu
unerwunschten Artefakten fihrt. Zur Klarung dieser Frage wurde der EDTA- bzw. Cu(ll)-
Austausch an naturlichen Metallspezies in den verschiedene Proben nach bestimmten
Lagerungszeiten wiederholt.

Als typisches Beispiel zeigt Abbildung 54 die EDTA-Labilitat der Fe-Spezies in VM7 nach
verschiedenen Lagerungszeiten. Wie ersichtlich, betragt die Fe-Verfligbarkeit vor Ort 98 %,
nimmt aber innerhalb einer Woche auf 88 % ab. Nach vier Wochen betrégt sie nur noch
76 %. Bei logarithmischer Auftragung dieser Austauschkurven (Abb. 55), in Anlehnung an
Gleichung 43 (s. Seite 68), ergeben sich zwei vergleichbare Geschwindigkeitsschritte erster
Ordnung fur den EDTA-Austausch. Der erste Austauschschritt weist eine Halbwertszeit t;,
von etwa 0.9 h, der zweite eine solche von etwa 430 h auf. Vor Ort werden tber 90 % der
verfigbaren Fe-Spezies wahrend des ersten Schrittes ausgetauscht, nach zweiw6chiger

Lagerung nur noch 80 %.
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Abb. 54: EDTA-Austausch an naturlichen Fe-Spezies: Einflu der Probenlagerung, Probe VM7
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Abb. 55: EDTA-Austausch an nattrlichen Fe-Spezies: Zeitlicher Verlauf in Abhangigkeit von der
Probenlagerung; Probe: VM7
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In einer weiteren Versuchsreihe wurden eventuelle Anderungen im Austauschverhalten von
naturlichen Metallspezies aus verschiedenen HS-reichen Wasserproben gegentiber EDTA
bzw. Cu(ll) bei Lagerung (15°C, im Dunkeln) verfolgt. Die nachfolgende Tabelle 35

beschreibt diesbeziigliche Veranderungen in der Probe VMS8.

Tab. 35: EDTA- bzw Cu(ll)-Austausch in VM8: Einflu3 der Probenlagerung

Metallion Labil, % vor Ort nach 1 Woche nach 4 Wochen
Al EDTA-labil 75+ 2 70+ 3 70+ 5
Cu(ll)-labil 48 +5 54 +4 57 +3
Fe EDTA-labil 95 + 80+2 80 +
Cu(ll)-labil 20+ 2 17+1 11+2
Mn EDTA-labil 95+1 82+4 78 +2
Cu(ll)-labil 94 +4 99+5 97 + 2
Zn EDTA-labil 54 +1 * 67 +3
Cu(l)-labil * * 88+4
Mg EDTA-labil 61+2 49 + 4 42 + 4
Cu(ll)-labil 100+ 3 100+ 4 100+ 1
Sr EDTA-labil 50+1 36+3 *
Cu(ll)-labil 100+ 4 96 +4 94 + 2
Ca EDTA-labil 54 +4 49+5 46 + 4
Cu(ll)-labil 100 + 6 100 + 3 100 + 6

KK/EDTA =1/1, KK/Cu =1/1,* nicht auswertbar

Wie ersichtlich, fallt die EDTA-labile Fraktion von Al bzw. Fe bereits nach einer Woche
deutlich ab, ahnlich wie bei VM7. Das gleiche gilt fir die Mn- und die Erdalkalispezies. Der
Cu(l)-labile Anteil von Al und Fe ist deutlich kleiner als der EDTA-labile. Er nimmt beim Al
wahrend der Probenlagerung zu, beim Fe deutlich ab. Die Erdalkaliionen lassen sich nahezu
100-prozentig mit Cu(ll) austauschen, auch noch nach vier Wochen. Dies laf3t sich dadurch
erklaren, daR die Erdalkaliionen Gberwiegend fir den Ladungsausgleich an den geldsten HS

(ionische Bindung) dienen und nicht komplexiert vorliegen.

Die Tabellen 36 und 37 beschreiben dhnliche Veranderungen im Austauschverhalten fir die

Proben HO16 bzw. AW3 in Abhangigkeit von ihrer Lagerungszeit.
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Tab. 36: EDTA- bzw Cu(ll)-Austausch in HO16: EinfluR der Probenlagerung

Metallion Labil, % vor Ort nach 1 Woche nach 4 Wochen
Al EDTA-labil 78 +2 69 +2 96+ 1
Cu(Ih)-labil 16+2 31+3 38+2
Fe EDTA-labil 76+1 45+ 3 82+2
Cu(ll)-labil 5+2 5+1 11+2
Mn EDTA-labil 67+1 57 +4 93+3
Cu(ll)-labil 100 + 10 99 +5 95+ 12
Zn EDTA-labil 86+ 2 71+2 *
Cu(Ih)-labil 90+ 11 * 91+2
Mg EDTA-labil 49+ 2 20+ 3 52+3
Cu(Ih)-labil 100+ 8 98 + 6 100+ 5
Sr EDTA-labil 671 30+1 100+ 4
Cu(Ih)-labil 99+ 8 100+ 1 94 +3
Ca EDTA-labil 36+4 38+2 *
Cu(Ih-labil 100 £ 21 100 +5 100+ 5

KK/EDTA =1/1, KK/Cu =1/1,* nicht auswertbar

Im Gegensatz zu VM8 nimmt im Fall von HO16 die EDTA-Verfugbarkeit von Al und Fe bei
der Lagerung deutlich zu, in gewissem MalRe auch ihre Cu(ll)-Labilitdt. Auch die EDTA-
Verflgbarkeit des Mn steigert sich deutlich mit der Zeit auf tGber 90 %. Praktisch keine
Veranderungen sind hinsichtlich der hohen Cu(ll)-Labilitdét der Mn- bzw. Erdalkalispezies
festzustellen, nicht einmal nach vier Wochen.

Bei Lagerung der Wasserprobe AW3 sind ahnliche Trends festzustellen. Die EDTA-
Verfligbarkeit von Al und Fe erreicht nach vier Wochen fast 100 %. Gegenlaufig ist der Trend
der Cu(ll)-Labilitdat. Die hohe Cu(ll)-Labilitdt der nattrlichen Zn- bzw. Erdalkali-Beladung
hingegen &ndert sich mit der Zeit kaum.

Das Austauschverhalten von naturlichen Metallspezies in HS-reichen Wasserproben
gegenuber EDTA und Cu(ll) kann sich also schon innerhalb weniger Tage deutlich in beide
Richtungen verandern. Wahrend es in hochmolekularen und DOC-reichen Wasserproben,
z.B. in VM8, eher zu einer Minderung der Metallverfugbarkeit kommt, steigt diese in DOC-
armen bzw. leicht sauren Proben, z.B. HO16 und AW3, deutlich an. In diesem Fall kann die
saure Hydrolyse der vorliegenden HS-Metallspezies eine gewisse Rolle spielen. Jedenfalls
zeigen diese Ergebnisse die Notwendigkeit einer moglichst schnellen Charakterisierung von

hydrokolloidalen Metallspezies in Gewéssern auf.
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Tab. 37: EDTA- bzw Cu(ll)-Austausch in AW3: EinfluR der Probenlagerung, AW3

Metallion Labil, % vor Ort nach 1 Woche nach 2 Wochen nach 4 Wochen
Al EDTA-labil 70+ 3 82+2 83+4 91+5
Cu(Ih)-labil 507 58+ 4 44 + 4 45+ 2
Fe EDTA-labil 61+4 81+2 86+4 96 + 2
Cu(Ih)-labil 27 +10 17+2 6+6 21+6
Mn EDTA-labil 62+4 67+t4 72+3 804
Cu(Ih)-labil 95+4 91+5 83+7 63+9
Zn EDTA-labil 72+1 * * 86+5
Cu(Ih)-labil 99+ 2 * 87+6 86+ 3
Mg EDTA-labil 51+2 69+ 2 68 + 2 *
Cu(Ih)-labil 92+2 92+1 85+ 2 92+3
Sr EDTA-labil 62+1 65+ 2 69+4 83+4
Cu(Ih)-labil 91+2 90+2 83+1 100+ 6
Ca EDTA-labil 59+3 71+1 81+4 86+t4
Cu(ll)-labil 100+ 6 1100+ 3 100 + 12 100+ 6

KK/EDTA =1/1, KK/Cu =1/1,* nicht auswertbar

Anderung der Austauschkonstanten

Wie bereits unter 4.7.1. erortert, konnen die Austauschkonstanten K, zwischen natirlichen
Metallspezies und zugesetztem Cu(ll) zur anschaulichen Beschreibung der relativen
Stabilitéat der vorliegenden Komplexe genutzt werden. Die Frage ist offen, ob auch diese
gewissen Anderungen durch ,Alterung” der in den Wasserproben vorliegenden Metallspezies
unterliegen. Zur Klarung dieser Frage wurden Austauschkonstanten K, in gealterten
Referenzproben ermittelt und mit denen verglichen, die bereits durch vor Ort-Austausch
erhalten worden waren.

Als typisches Beispiel fal3t die Tabelle 38 Cu(ll)-Austauschkonstanten K, zusammen, die fiur
die Probe VM8 vor Ort, nach einer und nach vier Wochen erhalten wurden. Demnach
veréandern sich die niedrigen K -Werte fur den Al- bzw. Fe-Austausch innerhalb von vier
Wochen nur magig, zum Teil nach oben (Al), zum Teil nach unten (Fe). Extrem hoch ist der
Abfall der Konstanten fir Mn, Mg, Sr und Ca, die sich bereits innerhalb einer Woche auf 1/10
bis 1/50 ihrer Vor-Ort-Werte vermindern. Es ist zu vermuten, dal} diese HS-Metallkomplexe
bei Probenahme noch nicht im thermodynamischen Gleichgewicht mit den verfigbaren HS-

Liganden waren. Moglicherweise besetzten die besagten Metallionen im Verlauf der
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Probenlagerung vorzugsweise solche HS-Liganden, um die die eingesetzten Cu(ll)-lonen nur
wenig konkurrierten.

Tab. 38: Austauschkonstanten K,: EinfluR der Probenlagerung, Probe: VM8

Metallion vor Ort nach 1 Woche nach 4 Wochen
Al 0.18 0.16 0.32
Fe 0.08 0.02 0.03
Mn 4.13 2.04 1.48
Zn * * 1.45
Mg 51.2 1.66 1.69
Sr 9.86 2.34 0.78
Ca 91.0 1.72 1.33

KK/Cu =1/1,* nicht auswertbar

Ahnliche Veranderungen der Austauschkonstanten K, natirlicher Metallspezies beim
Austausch mit Cu(ll) in gealterten Wasserproben sind im Fall von HO16 zu beobachten
(Tab. 39).

Tab. 39: Austauschkonstanten K,: Einflul3 der Probenlagerung, Probe: HO16

Metallion vor Ort nach 1 Woche nach 4 Wochen

Al 0.01 0.01 0.02
Fe 0.01 0.01 0.01
Mn 66.7 * 0.21
Zn 2.10 * 0.10
Mg 16.7 5.62 17.6
Sr * 1.34 0.29
Ca 21.2 2.73 *

KK/Cu =1/1,* nicht auswertbar

Insbesondere die Mn-Spezies in HO16 zeigen eine starke Minderung ihres K,;-Wertes,

maglicherweise aufgrund eines Wechsels der Oxidationsstufe (z.B. Mn(11)/Mn(1V)).
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In Tabelle 40 sind die Austauschkonstanten K, fur natirliche Metallspezies und Cu(ll), die

nach verschiedenen Zeiten der Probenalterung in AW 3 ermittelt wurden, zusammengefalit.

Tab. 40: Austauschkonstanten K, : Einflul3 der Probenlagerung, Probe: AW3

Metallion vor Ort nach 1 Woche nach 2 Wochen nach 4 Wochen
Al 0.06 0.12 0.13 0.24
Fe 0.03 0.01 0.02 0.16
Mn 1.24 0.32 0.72 2.87
Zn 0.07 * * 0.27
Mg 1.48 0.11 1.30 1.75
Sr 1.80 0.12 0.60 0.43
Ca 5.29 1.12 4.30 1.51

KK/Cu =1/1,* nicht auswertbar

Fur die Ky-Werte in AW3 sind keine eindeutigen Trends bei der Probenlagerung zu
beobachten, abgesehen vom ansteigenden K,-Wert der Al-Spezies. Bei den anderen
Metallspezies (z.B. denen von Fe, Mn, Mg, Sr, Ca) laufen die gefundenen K,-Werte nach ein
bis zwei Wochen eher durch ein Minimum, ehe sie nach vier Wochen fast wieder auf ihr Vor-
Ort-Niveau zurtickkehren. Insgesamt unterliegen die Austauschkonstanten starken
Veranderungen. Auch die Verhdaltnisse zwischen den K,;-Werten verschiedener Metall-
spezies, die im Prinzip ihre relative Stabilitdét zueinander beschreiben, verschieben sich
teilweise erheblich im Verlauf der Probenlagerung. Der Cu(ll)-Austausch an natirlichen HS-
Metallspezies zeigt damit auf, dal diese schon nach relativ kurzer Probenlagerung

signifikanten Transformationen unterliegen. Deren Natur bleibt allerdings noch offen.
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4.8.3. Strukturelle Veranderungen

Wie schon erwahnt, werden HS auch als refraktare organische Substanzen (ROS) definiert,
deren Strukturen Uber langere Zeit stabil bleiben. Es ist deshalb zu erwarten, dal’ diese
Stabilitat auch im Fall einer langeren Probenlagerung erhalten bleibt, Lichtausschluf3
vorausgesetzt.

Trotz dieser Erwartung wurden die HS in den gelagerten Wasserproben auch mit Hilfe
molekiilspektroskopischer Methoden, speziell mit *H-NMR und 2D-Fluoreszenz, auf
eventuelle strukturelle Anderungen hin untersucht. Letztere sind z.B. dann mdglich, wenn

sich nach der Probenahme unerwiinschte mikrobiologische Prozesse fortsetzen.

'H-NMR-Spektroskopie

'H-NMR-Untersuchungen wurden vorzugsweise an HS-reichen GroRenfraktionen DOC-
reicher Wasserproben, z.B. VM8, durchgefiihrt. Als typisches Beispiel gibt die Abbildung 56
die lH-NMR-L"Jbersichtsspektren des Bereiches < 100 kDa von VM8, der vor Ort, nach einer
Woche und nach vier Wochen mittels P-UF gewonnen wurde, wieder.

Insgesamt zeigen die 'H-NMR-Spektren der untersuchten HS-Fraktion in VM8 keine
wesentlichen Anderungen im Verlauf der Lagerung, verschiedene kleine Singulettsignale
ausgenommen.

Das Singulett bei 3.6 ppm gehort zur Malonsédure und das bei 2.0 ppm zu einer Acetyl-
Funktion, wie z.B. in Aceton oder Essigsdure, oder zu CH3;CN. Das Singulett bei 8.3 ppm,
freie Ameisensaure, nimmt im GrofRenbereich < 100 kDa und auch bei allen anderen
Bereichen von vor Ort Uber eine Woche zu vier Wochen hin stetig zu. Zu erklaren ist dies
eventuell durch Decarboxylierungsprozesse [ und durch mikrobiologische Prozesse
[127] in den HS-Fraktionen.
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Abb. 56: '"H-NMR-Ubersichtsspektren des GroRenbereiches < 100 kDa von VM8 in Abhangigkeit von

der Lagerzeit

In Abbildung 57 sind die "H-NMR-Ubersichtsspektren der vier GréRenbereiche von VM8
summarisch zusammengefal3t. Sie zeigen einander recht ahnliche Spektren, Singulettsignale
ausgenommen. Alle Proben haben nur einen geringen Gehalt an Aromatenprotonen. Die
geringe Zunahme des ,Kohlenhydratbereichs” (Bereich II) von vor Ort bis zu einer Woche hin
hat sich nicht fortgesetzt. Insgesamt sind keine eindeutigen Trends zu erkennen. Die
Schwankungen der Signale um 3 bis 5 % liegen innerhalb des Gesamtfehlers von P-UF und
'H-NMR.
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Abb. 57: Signalgruppen (I-1V) aus den ‘H-NMR-Ubersichtsspektren der P-UF-GroRenbereiche von
VM8 in Abhéangigkeit von ihrer Lagerung, vO: vor Ort

Eine &hnliche Stabilitat der HS-Strukturen in gelagerten Wasserproben konnte mittels ‘H-
NMR auch im Fall von AW3 belegt werden.

2D-Fluoreszenz-Spektroskopie

Strukturelle Anderungen von HS in gealterten Wasserproben wurden am Beispiel von VM8
auch mittels 2D-Fluoreszenz-Spektroskopie untersucht.

Diesbeziigliche Ergebnisse sind in Tabelle 41 zusammengefallt. Demnach verédndern sich
die beiden bei 456 und 464 nm detektierten Fluorophore der HS weder in ihrer Wellenlange
noch in ihrer Intensitat.

Insgesamt zeigen die "H-NMR- und 2D-Fluoreszenzspektroskopie keine Veranderungen der
HS-Strukturen in den gelagerten Wasserproben und ihren Fraktionen auf. Vor-Ort-
Strukturuntersuchungen an aquatischen HS sind also kaum erforderlich. Die beziglich des
EDTA- oder Cu(ll)-Austausches festgestellten signifikanten Veranderungen naturlicher HS-

Metallspezies stehen also kaum im Zusammenhang mit strukturellen Anderungen.
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Tab. 41: 2D-Fluoreszenz-Spektroskopie von VM8: Abhéngigkeit von der Lagerung

Fraktion Anregungswellenlange, nm Emmissionswellenlange, nm Intensitat, cps
nach 1 Tag 354 456 11.3 - 10°

272 463 7.46°10°
nach 2 Wochen 354 456 11.0 - 10°

272 464 7.42 10°
nach 4 Wochen 354 454 11.0 - 10°

272 463 7.50 - 10°

Fluoreszenz unter Inertgas (Ar), Proben temperiert auf 23°C
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Huminstoffe (HS) sind komplexe Mischungen sich dhnelnder refraktarer Makromolekiile,
die durch mikrobiellen Abbau abgestorbener Biomasse in Béden und Wassern gebildet
werden. HS stellen die wichtigste Senke fir organischen Kohlenstoff in der Umwelt dar. Auf
Grund ihrer strukturellen Vielfalt bzw. Polyfunktionalitdat sind HS an zahlreichen
umweltrelevanten Prozessen beteiligt, insbesondere an starken Wechselwirkungen mit

organischen und anorganischen Schadstoffen [E.

Auch in vielen Gewassern besteht ein groRer Teil des geldsten und partikularen organischen
Kohlenstoffs (,DOC” und ,SOC”") aus HS. In Verbindung mit anorganischen Wasserinhalts-
stoffen, z.B. Al-, Fe- und Si-Oxidhydraten, kdnnen HS komplexe, leicht veranderliche
Hydrokolloide bilden, die vermutlich ein hohes Metallbindungsvermégen besitzen [El Bisher
existieren jedoch nur begrenzt zuverlassige Informationen Uber organisch gepragte
Gewasserkolloide und die von ihnen gebildeten Metallspezies. Die Charakterisierung von HS
und ihrem Verhalten in Umweltkompartimenten, z.B. ihre Metallbindungsfomen, hat sich
bisher vorwiegend auf isolierte HS, also auf einen operationell wesentlich veranderten
LJAusschnitt” des urspriinglichen Hydrokolloids konzentriert. Hierbei ist prinzipiell unsicher,
inwieweit die an artifiziellen HS-Metallkomplexen gewonnenen Erkenntnisse Uberhaupt auf
die urspringlichen Spezies Ubertragbar sind. Eine aus diesem Grund winschenswerte in-
situ-, zumindest aber Vor-Ort-Analytik an HS und ihren natirlichen Metallspezies in

Gewassern war wegen unzureichender Verfahren bisher kaum maoglich.

Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren deshalb Entwicklung, Aufbau und Anwendung einer
leistungsfahigen Vor-Ort-Analytik fir HS und ihre Metallspezies in huminstoffreichen
Gewassern. Mit dieser Zielvorstellung war die Arbeit von 1997 bis 2000 auch eingebunden
in das aktuelle DFG-Sonderschwerpunktprogramm ROSIG (Refraktare organische S&uren in
Gewassern) im Bereich der Wasserforschung. Nach der hierbei verfolgten Strategie sollten
HS und ihre Metallspezies in ausgesuchten Gewéassern mit geeigneten Feldmethoden nach
MolekulgréRe differenziert, UV/VIS-spektroskopisch charakterisiert und spater im Labor
mittels Atomspektrometrie, z.B. AAS, ICP-OES oder TRFA, hinsichtlich ihrer Metallgehalte

analysiert werden.

Zunachst wurde ein einfaches spektralphotometrisches Feldverfahren zur Bestimmung
geloster HS in Gewassern erarbeitet, auf Basis ihres tUberraschend wenig schwankenden
spektralen Absorptionskoeffizienten (SAK) im UV-Bereich, vorzugsweise dem SAK bei 254
nm. Diese Untersuchungen wurden an zwei typischen Braunwasser-Seen (Hohlohsee (HO),

Nordschwarzwald; Venner Moor (VM), Muinsterland) und an einem HS-reichen FlieR3-
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gewasser (Arnsberger Wald (AW), NRW) zu verschiedenen Jahreszeiten durchgefiihrt. Zum
Richtigkeitsvergleich wurden konventionelle DOC-Bestimmungen im Labor herangezogen.

Hierzu diente ein nachweisstarker thermographischer Kohlenstoff-Analysator.

Von besonderer Relevanz war eine zuverlassige Grol3enklassierung der vorliegenden
Gewasserkolloide, wobei deren physikalischer Zustand mdglichst nicht durch Elektrolyte
bzw. Puffer verandert werden sollte. Hierflr wurde eine mobile MST-UF-Einheit entwickelt,
die einfache und gut reproduzierbare on-line Fraktionierungen der zu untersuchenden HS-
Kolloide vom subpartikularen (< 0.45 bis 0.1 um) bis makromolekularen Bereich (> 100 bis
< 3 kDa) ermdglichte. Die mit dieser Methodik untersuchten Kolloide wiesen meist Fraktionen
von weniger als 10 % DOC-Anteil im subpartikularen Bereich auf, jedoch relativ hohe DOC-

Anteile von Uber 50 % im niedermolekularen Bereich von < 3 kDa auf.

Die naturlichen Metallspezies in den so gewonnenen HS-GrdRenfraktionen, z.B. die von Al,
Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Pb und Zn, die im Labor vorzugsweise mittels ICP-OES analysiert
wurden, zeigten auffallig unterschiedliche Verteilungsmuster. Sie waren haufig im
GroRRenbereich von 10 bis 100 kDa angereichert (z.B. AW, VM), teilweise jedoch auch im
subpartikularen Bereich (z.B. HO), wobei Metallgehalte von 1 bis 100 pg/mg DOC fest-

zustellen waren.

Signifikante strukturelle Unterschiede in den HS-GroRRenfraktionen, die zu diesem Zweck
mittels '"H-NMR- und 2D-Fluoreszenz-Spektroskopie untersucht wurden, waren kaum zu
beobachten. Lediglich ihr Absorbanzverhaltnis Azsi/Asze, Zeigte eine gewisse Steigerung mit

abnehmender Molekulgréiie.

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, natirliche Metallspezies in huminstoffreichen
Gewassern vor Ort nach ihrer thermodynamischen und kinetischen Stabilitdt zu
differenzieren. Zur Unterscheidung zwischen HS-gebundenen und freien Metallfraktionen
diente eine einfach durchfihrbare Feldtechnik auf Basis der Tangentialflu3-UF. Die so
ermittelbaren konditionellen thermodynamischen Stabilitdtskonstanten K; natirlicher HS-

Metallspezies lagen meist im Bereich von 10° bis 10° L/mol, je nach Element.

Die kinetische Stabilitdt der vorliegenden HS-Metallspezies wurde operationell durch einen
konkurrrierenden Austausch mit starken Liganden, z.B. EDTA, und Metallionen, z.B. Cu(ll),
vor Ort charakterisiert. Der Verlauf der Austauschreaktionen konnte durch zeitkontrollierte

TangentialfluR-UF mit einer zeitlichen Auflésung von zwei Minuten verfolgt werden.
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Die vor Ort untersuchten natirlichen Metallspezies, z.B. die von Al, Fe, Mn, Zn und
Erdalkalien, tauschten mit EDTA nur relativ langsam aus, wobei die Gleichgewichte haufig
erst nach 1000 bis 1500 Minuten erreicht wurden. lhre Austauschkinetik folgte zwei
Geschwindigkeitsschritten erster Ordnung, die z.B. beim Fe mit Halbwertszeiten t;,, von 0.12
bis 0.39 h™* bzw. 1.35 bis 46.2 h™* abliefen. Auch bei EDTA-UberschuRR erwiesen sich die
untersuchten Metallspezies, z.B. die von Al und Fe, nur als teilweise austauschfahig, im
Gegensatz zu artifiziellen, aus isolierten HS und Metallionen in-vitro gebildeten Spezies.
Zudem konnte gezeigt werden, dal3 natiurliche HS-Metallspezies, die nach ihrer
Voranreicherung mittels UF fir langere Zeit gelagert werden, stark an Metall-Verfigbarkeit

verlieren.

Die Verflugbarkeit von Metallen in natirlichen aquatischen Metallspezies wurde am
Gewasser auch durch Austauschversuche mit Cu(ll)-lonen untersucht. Beladungen der
vorliegenden HS mit hohen Konzentrationen an Cu(ll) (oder auch anderen Metallionen) und
nachfolgende Me-HS/Me-Trennung mittels zeitkontrollierter TF-UF erméglichten zunachst
die Ermittlung konditioneller Komplexierungskapazitaten, die fir die untersuchten
Metallionen zwischen 0.1 fur Mn(ll) tber 1.1 fur Cu(ll) bis hin zu 4.66 mmol/g DOC fur Fe(lll)
differierten. Damit konnte klar belegt werden, daf} mit der sonst Ublichen Angabe der Cu(ll)-
Komplexierungskazitat das Metallbindungsvermégen von aquatischen HS nur unzureichend
beschrieben ist. Aus den Beladungsgleichgewichten der HS bei niedrigen
Metallkonzentrationen konnten aul3erdem konditionelle Stabilitatskonstanten K; fir die

gebildeten Komplexe ermittelt werden.

Der Austausch zwischen natirlichen HS-Metallspezies und konkurrierenden Cu(ll)-lonen
erreichte innerhalb von zehn Minuten sein Gleichgewicht, also wesentlich schneller als der
EDTA-Austausch. Allerdings lag die Al- bzw. Fe-Verfugbarkeit der untersuchten Spezies
gegentber Cu(ll) mit 16-69 bzw. 2-27 % meist deutlich niedriger als die EDTA-
Verflgbarkeit. Nach dem MWG konnte der Austausch zwischen den natirlichen HS-Spezies
und zugesetzten Cu(ll)-lonen mit Hilfe von Austauschkonstanten K, anschaulich beschrieben
werden. Die so in verschiedenen Wasserproben ermittelten K,-Werte lagen haufig im
Bereich zwischen 0.01 fur z.B. Al und Fe und 90 fiur z.B. Ca. Demnach lag die thermo-
dynamische Stabilitat der austauschfahigen natirlichen Al- bzw. Fe-Spezies etwa um den
Faktor 100 hoher, die der natlrlichen Ca-Spezies etwa um den Faktor 100 niedriger als die
des gebildeten HS-Cu(ll)-Komplexes. Allerdings ergaben sich teilweise signifikante
Unterschiede zwischen den untersuchten Wasserproben. Ein vergleichender Cu(ll)-
Austausch an natirlichen, durch UF vorangereicherten und artifiziellen Metallspezies

desselben aquatischen HS (HO17) belegte auf3erdem erhebliche Unterschiede sowohl
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zwischen Metallaustausch durch Cu(ll) (Ca, Mg und Sr ausgenommen), als auch in den

betreffenden Austauschkonstanten K.

Vor-Ort-Beladungen naturbelassener HS mit Mischungen verschiedener Metallionen wie
A, Cd(n), Cu(ll), Fe(llr), Mn(l), Ni(ll), Pb(ll), Zn(ll) zeigten auf, dal} diese nur wenig
kompetitiv wirken, vorausgesetzt die Gesamtbeladung des HS bleibt weit unterhalb seiner

Komplexierungskapazitat.

Die Erfassung moglicher Metallspezies-Transformationen in HS-reichen Wasserproben
wahrend ihrer Lagerung (0.45 pm-filtriert, 15 °C, Dunkelheit) war ein weiterer Schwerpunkt
der Arbeit. Hierzu wurden die vor Ort gewonnenen Analysendaten dieser Proben auf etwaige
Veranderungen wahrend ihrer Lagerung untersucht. Praktisch keine Veranderungen ergaben
sich bei den reinen GroéRenverteilungen der untersuchten Hydrokolloide, die sich auch nach
vier Wochen Lagerung als unerwartet stabil erwiesen. Dies galt auch fir die Gesamt-DOC-,
weniger aber fir die Fe- und Zn-Gehalte. Erhebliche EinbuRen waren schon nach einer
Woche bei der konditionellen KK¢,auy zu verzeichnen, trotz stabil gebliebener DOC-Werte.

Signifikanten Veranderungen waren auch die natirlichen Metallspezies in den gelagerten
Wasserproben hinsichtlich EDTA- und Cu(ll)-Austausch unterworfen. Die Austauschfahigkeit
nahm in der Regel deutlich ab, in Einzelfallen (HO16) aber auch deutlich zu. Bei den Cu(ll)-
Austauschkonstanten K, der untersuchten Metallspezies waren ahnlich auffallende Veran-
derungen zu beobachten, aus denen, je nach Probe und betrachtetem Metall, eine formale
Minderung aber auch eine Steigerung der Speziesstabilitat relativ zum Cu(ll) abzuleiten war.
Strukturelle Transformationen der gelagerten HS waren jedoch weder mittels *H-NMR noch

2D-Fluoreszenz nachweisbar.

Die hier festgestellten Verdnderungen in gelagerten Wasserproben untermauern also im
nachhinein die Notwendigkeit, aquatische HS und ihre Metallspezies moglichst schon direkt
am Gewasser zu charakterisieren, um unerwinschte Artefakte und damit verbundene

Interpretationsfehler zu vermeiden.

Allerdings erlaubt der mit dem hier beschriebenen Vor-Ort-Instrumentarium erarbeitete, noch
relativ beschrankte Datenpool Uber hydrokolloidale Metallspezies in Gewassern noch keine
verallgemeinernden Aussagen Uber ihre Eigenschaften und ihre Varietéat. Winschenswert ist
kunftig eine Absicherung der hier erarbeiteten Feld-Verfahren im Labor durch geeignete
Referenzverfahren, z.B. HP-GPC gekoppelt mit ICP-MS. Ein solcher Vergleich soll Gegen-

stand einer weiterfihrenden Arbeit an aquatischen HS-Metallspezies werden.
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6. Gerate- und Chemikalienliste

Diverse Gerate

Seraldest SD 2000 Varia, Seral, Ransbach-Baumbach, Deutschland

p-Waage Toledo UMT5 comparator (MelRbereich 0.1 ug — 5.1 g), Mettler-Toledo AG,
Greifensee, Schweiz

pH-Meter E512, Metrohm AG, Herisau, Schweiz

pH-Meter CG817, Schott, Mainz, Deutschland

pH-Elektrode Orion 7110 SC, Schott, Mainz, Deutschland
Flammen-Atomabsorptionsspektrometer SP9, Pye Unicam, Kassel, Deutschland
Graphitofen-Atomabsorptionsspektrometer Zeemann/3030, Perkin Elmer, Uberlingen,
Deutschland

Induktiv gekoppeltes Plasmaspektrometer IRIS/AP, TJA, Franklin MA, USA
Energiedispersives Rontgenfluoreszenz-Spektrometer QX-2000, High Wycombe, England
UV/VIS-Spektrometer Cary 3E, Varian, Darmstadt, Deutschland

mobiles UV/VIS-Spektrometer Spekol 1200, Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland
NMR-Spektrometer GX 400, JEOL, Tokyo, Japan

Fluoreszenz-Spektrometer Spex Fluoromax, Instruments SA, Minchen, Deutschland
FTIR-Spektrometer PE 2000R, Perkin Elmer, Uberlingen, Deutschland

C-Analysator, Eigenbau ISAS, Dortmund, Deutschland

Sinus-Wechselrichter (12V-220V, 150W) Piccolo, ASP AG, Laupen, Schweiz
Peristaltische Pumpe, Minipuls 2 Gilson, Kontron GmbH, Eching b. Minchen, Deutschland
Schlauchpumpe, Millipore, Eschborn, Deutschland

Filtrationsgerat fur 0.45-Filtration, Sartgrius, Géttingen, Deutschland

Sartocon Micro; Crossflow-cells, Sart@rius, Géttingen, Deutschland

Pellicon-System; Kassette n.m.w.cut-off: 1 kDa, Millipore, Eschborn, Deutschland
Ultrasart X; Spiral flow cell, Sartgrius, Gottingen, Deutschland

Flachmembranen OMEGA; Durchmesser 47 mm;

n.m.w.cut-off: 1,3,5,10,50,100 kDa; Pall Filtron, Dreieich, Deutschland

Flachmembranen; Durchmesser 47 mm ; 0.10, 0.22 und 0.45 pm; Millipore, Eschborn,
Deutschland

Ultrafiltrationsmodul; Lumen 0.5 mm; 1 und 3 kDa; Schleicher&Schuell, Dassel, Deutschland
Ultrafiltrationskassette; 5 SQ.FT., Nova 1 kDa, Pall Filtron, Dreieich, Deutschland
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Chemikalienliste

Zum Ansetzen der Lésungen wurden deionisiertes Wasser und ausschlie3lich Reagenzien

der Qualitat ,pro Analyse”, mit Ausnahme von HNO; ,subboiled”, verwendet.

CaCOg, Merck, [102076]

CH;3OH, Merck, [106009]

(CH3),CO, Merck, [100014]

D0, Aldrich, [15,188-2]

EDTA Titriplex 111, Merck, [108418]

Extran AP15 alkalisch, Merck, [107575]

HCI 37 %, Merck, [113386]

HNO; 65 %, Merck, [100452]

HNO; subboiled, hergestellt durch subboilling von HNO3; 65 %, Merck, [100452]
ICP-Mehrelement-Standardlosung 1V, Merck, [111355]
Korblkatalysator, Merck, [108458]

NaNOj3;, Merck, [106537]

NaOH, Merck, [106495]

Titrisol AI**-Standardlésungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109967]
Titrisol Ca®*-Standardlésungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109943]
Titrisol Cd**-Standardlésungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109960]
Titrisol Co®*-Standardlésungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109986]
Titrisol Cr¥*-Standardlésungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109948]
Titrisol Cu®*-Standardlésungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109987]
Titrisol Fe**-Standardlésungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109972]
Titrisol K*-Standardldsungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109924]
Titrisol Mn?*-Standardlésungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109988]
Titrisol Mg®*-Standardlésungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109949]
Titrisol Na*-Standardlésungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109927]
Titrisol Ni**-Standardlésungen, 1.000g #+ 0.002g, Merck, [109989]
Titrisol Pb?*-Standardlésungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109969]
Titrisol Sr?*-Standardldsungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109993]
Titrisol Zn**-Standardlésungen, 1.000g + 0.002g, Merck, [109953]
Titrisol Puffer pH 4, Merck, [109884]

Titrisol Puffer pH 6, Merck, [109886]

Titrisol Puffer pH 8, Merck, [109888]
3-(Trimethylsilyl)propionat-2,2,3,3-d, (Na*-Form), Aldrich, [26,991-3]
XAD 8 Austauscherharz, Serva Feinbiochemica, [42861.01]
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