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Kurzfassung

Geloste organische Substanzen (DOM) stellen einen gto3ten dynamischen
Kohlenstoffspeicher der Erde dar. Dabei tragt dasséh iber DOM dazu bei, globale
Stoffkreislaufe besser verstehen zu kénnen. ZurlysSeawerden unter anderem
chromatographische und optische Verfahren angewenddche die Aufklarung von

molekularen Verteilungen und Trends unterstitzess Riel der vorliegenden Arbeit
war das Adsorptionsverhalten geloster organischabstanzen im Verlauf der
Festphasenextraktion (SPE) zu charakterisieren. Extraktion wurden die SPE-
Kartuschen ,Bond Elut PPL’ und ,Bond Elut C8’ (Agiit Technologies) verwendet.

Versuche mit unterschiedlichen Anreicherungsvolamineigten, dass sich die
Extraktionseffizienz und die Polaritatsverteilurgr @rganischen Substanzen, nicht aber
die Aminosaurezusammensetzung der angereichertarakEx mit zunehmendem
Probenvolumen deutlich veranderten. Diese Effekmrew dabei unabhangig von
Probenherkunft (Astuar-, Meeres-, Flussprobe) uedvendetem Extraktionssorbens
(C8, PPL). AuRerdem konnte durch den Einsatz emesitzlichen Elutionsmittels
(Acetonitril) eine weitere DOM-Fraktion isoliert waen, die nur in Extrakten des PPL-
Sorbens nachweisbar war. Diese Fraktion zeichnete durch geringe Mengen
organischer Substanzen aus, die mittels Umkehrpbbeematograpie (RP-HPLC)
effektiv in einzelne Peaks aufgetrennt wurden und PBotential als kinftige
Markersubstanzen besitzen.

Zur Konzentrationsbestimmung des geldsten orgaers&wohlenstoffs wurden erstmals
Echtzeit-Fluoreszenzmessungen des Kartuschendussb8 wahrend der Festphasen-
extraktion durchgefuhrt. Dabei wurde die Fluoregzen Emissionsbereich von 420 —
700 nm bei den gleichzeitig verwendeten Anregunyisméngen 270 und 365 nm
detektiert. Es konnten Beziehungen zwischen derorBizenzintensitdt und der
extrahierten Kohlenstoffmenge sowie eine starkerdation mit der Kohlenstoff-
konzentration im Durchfluss nachgewiesen werden.

Des Weiteren wurden neue Erfahrungen bezuglichEdéraktionsstabilitat von PPL-

Kartuschen gewonnen. In Experimenten wurden Flofsor kianstlich mit

unterschiedlichen Mengen an Natriumchlorid versetat angereichert. Die Ergebnisse
zeigten, dass die Anwesenheit von Salz keinen naislvaren Einfluss auf die
Extraktion gelOster organischer Substanzen hattettels] Umkehrphasen- und
GroRRenausschlusschromatographie wurden jedochndafzerte Unterschiede der
GroRRenverteilung bei den angereicherten Substdezayestellt.



Abstract

Dissolved organic matter (DOM) represents one efliiggest dynamic carbon pool on
the planet. The knowledge of DOM helps to undecstglobal biochemical cycles
better. For instance chromatographic and opticathous are used to exposure
molecular distributions and trends. The aim of thiady was to characterize the
adsorption behaviour of DOM during a solid-phastaetion (SPE). For extraction the
SPE cartridges ,Bond Elut PPL’ and ,Bond Elut C8gilent Technologies) has been
used.

Experiments with different enrichment volumes shdwieat the extraction efficiency

and the polarity distribution of the organic substs, but not the amino acid
composition of the enriched extracts changed saamfly with increasing sample

volume. These effects were independent of samplgino(estuarine, marine, river

sample) and used sorbent (C8, PPL). In additionthenoDOM fraction could be

isolated by the use of an additional eluent (ad&il®). It could only be detected in

extracts of the PPL sorbent. This fraction contdiramall amounts of organic

substances, which were effectively separated individual peaks by reversed-phase
chromatography (RP-HPLC) and have potential agdéutarkers.

In order to determinate the concentration of digswl organic carbon real-time
fluorescence measurements of the cartridge outil@ne performed for the first time
during the solid-phase extraction. Here, the flacemce emission in the range of 420 —
700 nm was detected while simultaneous excitatidgheawavelengths 270 and 365 nm.
Relations between the fluorescence intensity aadthount of extracted carbon as well
as strong correlations with the carbon concentnatio the cartridge outflow were
recognized.

Furthermore, new experiences regarding the extractiability of PPL cartridges were
gained. In experimental series river samples weiked with different amounts of

sodium chloride and enriched. The results showed tie presence of salt had no
remarkable effect on the extraction of dissolvedaoic matter. By using reversed-
phase and size-exclusion chromatography salt-ibluddferences in the size

distribution of the enriched substances were idiedti

Vi
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Abklrzungen

Abklrzungen

Abb. Abbildung

CDOM Chromophores DOM (englisch: Chromophoric DOM)

DAD Diodenarray-Detektor

DOC Geldster organischer Kohlenstoff (englisdesdlved organic carbon)
DOM Geldstes organisches Material (englisch:ah&s] organic matter)
FDOM Fluoreszierendes DOM (englisch: Fluorescedt)

FT-ICR-MS Fouriertransformation-lonenzyklotronraaaz-Massenspektrometrie
(englisch: fourier transform ion cyclotron masscpEmetry)

HPLC Hochdruckflissigkeitschromatographie (englisagh pressure liquid
chromatography)

Kap. Kapitel

ME Mercaptoethanol

NacCl Natriumchlorid

NOM Naturliches organisches Material (englischtura organic matter)

OPA Orthophtal-Aldehyd

RP18 Umkehrphase mit C18-Seitenketten (englisslersed-phase)

SEC GroélRenausschlusschromatographie (englistdesiclusion
chromatography)

SPE Festphasenextraktion (englisch: solid phesaation)

Tab. Tabelle

TDN Geloster Gesamtstickstoff (english: total dlged nitrogen)

uv Ultraviolett

VIS Licht im sichtbaren Bereich (englisch: visiple



Einheiten und Faktoren

Einheiten

Q Ohm

M .Molar* (1 M =1 mol/L)
mol Stoffmenge

g Gramm

h Stunde

psu Practical salinity units
L Liter

Da Dalton

°C Grad Celsius

min Minute

A Angstrém (0,1 nm)

AU Absorptionseinheit

LU / counts relative Fluoreszenz
W Watt

Faktoren

M Mega 16
m Milli 10°
M Micro 10°
n Nano 18
ppb Parts per billion 19



1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Bedeutung und Quellen nattrlichen organischen kterials

Naturliches organisches Material (NOM) ist in alEguatischen Systemen préasent. Es besteht
aus einem komplexen und heterogenen Gemisch von indéoren, Fulvinsduren,
Kohlenhydraten, Proteinen und weiteren organiscigrstanzklassen und stellt die
Hauptfraktion geldst organischer Substanzen (DOB) (@ystrom et al., 1996, Yuan und
Zydney, 1999). Diese resultieren aus dem Abbaunpliicher und mikrobieller Stoffe
(Hedges und Keil, 1995, Cory et al., 2010). Derelinéon geldst-organischem Kohlenstoff
(DOC) an DOM wird mit ca. 50 % beziffert (Millera996). Dabei wird zum geldsten Anteil
alles gezahlt, das kleiner als 0,45 pm ist. DOMéeha¢ grofRe Bedeutung fur das Verstandnis
der globalen biochemischen Stoffkreislaufe von kaktoff, Stickstoff und Phosphor
(Francko und Heath, 1982, Bushaw et al., 1996).eDabent DOM als Substrat fur
Mikroorganismen, welche durch den Abbau des orgaeis Materials wiederum Stoffe
freisetzen. Von allen Eigenschaften, die bezuggelost-organischer Substanzen analysiert
werden, ist die Polaritat von groRer Bedeutung, ldestimmte Prozesse in direkter
Abhangigkeit mit der Polaritatsverteilung steherhiljfert et al., 2008). Beispielsweise
kénnen Huminstoffe mit ihrer Oberflache, durch diesbildung von Zentren unterschied-
licher Polaritdt, organische sowie anorganische pamenten des Wassers binden.
Hydrophobe Zentren haben die Fahigkeit Verbindungee polycyclische aromatische
Kohlenwasserstoffe zu fixieren, wahrend lonen vamvgermetallen an Carboxyl-Gruppen
adsorbieren (Xue und Sigg, 1999, Peuravuori eR@02, Sakkas et al., 2002).

Die Hauptquelle organischer Stoffe im Meerwasserd sSubstanzen, die infolge der
Primarproduktion von Makroalgen, Phytoplankton sowphotosynthetischer Bakterien
gebildet werden. Diese Stoffe werden durch Absahegén (Exsudate) wéhrend des
Wachstums (Hellebust, 1974), durch die virale ¥s#l oder die mikrobielle Mineralisierung
abgestorbener Zellen verfugbar (Ramsay, 1974). aMelteterotrophe Aktivitdten haben eine
Freisetzung neuen geldsten organischen MateriaglasrOkosystem zur Folge. Einen Einfluss
auf die Zusammensetzung des organischen Mateni&igstennahen Gewéassern haben, neben
der Primarproduktion, sowohl der DOM-Eintrag vonsttand lber die Flisse als auch die
Resuspension des Sediments, infolge einer tidemiedan Aufwirbelung. Im Gegensatz
dazu beeinflussen grof3tenteils terrestrisch-orghrisSubstanzen, die Uber Pflanzen oder
Erde ins Wasser gelangen, die Komposition von Rlasser. Dabei wird zwischen
organischen Substanzen, welche an Land (allochttamgr im Wasser (autochthon)
produziert wurden, differenziert.



1. Einleitung

1.2 Zusammensetzung des geldsten organischen Magdsi

Die Bestandteile des DOMs kdnnen unter Einbezugctlemischen Eigenschaften in zwei
Gruppen unterteilt werden. Circa 15 — 30 % des DQddsnen chemisch charakterisiert
werden. ldentifizierbare Substanzen sind Aminosgui€ohlenhydrate, Fettsduren oder
Phenole (Leenheer, 1981, Williams und Druffel, 1988eie und verknipfte Aminosauren,
wie Polypeptide oder Proteine, stellen die wichiigsGruppe des charakterisierten
organischen Stickstoffs dar. Deswegen kann eineraRtexisierung der Aminosaure-
zusammensetzung wertvolle Einblicke liefern, wo eeisahierte, organische Material seinen
Ursprung hat und wie frisch und reaktiv es noch($itzy und Ittekkot, 1991, Dauwe und
Middelburg, 1998, Dauwe et al., 1999).

Der restliche Teil des DOMs besteht aus chemischanakterisierbaren Substanzen wie den
Huminstoffen. Diese Substanzklasse besteht au$eBtafie den Huminen und den Humin-
und Fulvinséauren. Fulvinsduren sind durch ein relaiedriges Molekulargewicht und einer
hohen Anzahl funktioneller Gruppen (Hydroxyl- undarBoxylgruppen) gekennzeichnet,
welche sie unabhéangig vom pH-Wert wasserloslichheaqPeuravuori und Pihlaja, 1998,
Kim et al., 2006). Daruber hinaus sind sie gegekraobiellen und abiotischen Abbau
bestdndig und zeigen eine groRe Mobilitat im Was@éirkpatrick et al., 2003).
Demgegeniber sind Huminsduren wasserunloslich uiwndn nur unter alkalischen
Bedingungen in LOosung gebracht werden. Sie haben 2mi- 300 kDa ein héheres
Molekulargewicht als die Fulvinsduren (1,5 — 5 kDajd sind aufgrund einer grof3eren
Anzahl von aromatischen Ringen hydrophober (Shad.e1999, McDonald et al., 2004). Die
Molekulstruktur und —gré3e von Huminsduren wird sbivwon dem pH-Wert und der
lonenstarke der Losung als auch durch die Anwesenlmn Metallionen beeinflusst
(Glazewski und Wojcik, 2009). Humine sind wasseishthe Substanzen, die aus der
Zersetzung von Pflanzenmaterial entstehen, und emactur einen kleinen Anteil der
vorkommenden Huminstoffe aus. Die Gruppe der Hutoffes stellt nur noch schwer
abbaubare katabolische Endprodukte organischenrislatelar (Skopintsev 1981). Es kann
keine einheitliche Strukturformel angegeben werdiendie chemische Zusammensetzung der
Huminstoffe sehr variabel ist und Uberwiegend voerktdnft der Substanzen und den
Bedingungen der Abbauprozesse abhangt.
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1.3 Festphasenextraktion

Zum Zweck einer genaueren Analyse der geldstenn@gaen Substanzen ist der Einsatz
einer Methode erforderlich, welche die gewunschAealyten effizient aufkonzentriert und
sie dabei von Storkomponenten wie Salzen befrat.ilDfriiheren Versuchen die Flussig-
Flissig-Extraktion zum Teil zu Emulsionsbildungenndu zu einem hohen
Lésungsmittelverbrauch fihrte, wurde die Festphaxseaktion etabliert (Aiken et al., 1979).
Bei diesem Verfahren werden die Analyten aus elesserprobe angereichert, indem die
Probe durch ein Sorbens geleitet wird. Dabei pesdas Wasser das Sorbens, wéhrend die
organischen Substanzen durch Wechselwirkungen mam &orbensbett zurtickgehalten
werden. Die Verwendung gepackter Kartuschen bitet robuste Methode, die aufgrund
einer leichten Handhabung und eines geringen Qexdéefs auch direkt im Feld anwendbar
ist (Dittmar et al., 2008).

Als Sorbensmaterial stehen viele Phasen unterdadtied Selektivitat zur Verfiigung. Es gibt
zum einen Sorbenzien auf Silicatbasis, die durcldififmerungen mit funktionellen Gruppen
polarere (Cyano- oder Aminogruppen) oder unpoldethy]l- oder Octadecylgruppen)
Eigenschaften erhalten. Zum anderen existieren niRaiyhasen wie Polystyrol-Divinyl-
benzol, welche relativ unselektiv organisches Maktanreichern kénnen. Polymersorbenzien
werden nicht nur haufiger verwendet, sondern suahdlexibler einsetzbar als Silicatphasen.
Sie besitzen neben einer grél3eren Oberflache awem dreiteren pH-Wert Bereich, in
welchem sie stabil sind (Ledn-Gonzéalez und Péreibas, 2000).

Nach der Extraktion konnen die angereicherten @uksnh durch den Einsatz eines
geeigneten Losungsmittels vom Sorbens geldst weBlender Elution muss ein Lésungs-
mittel Anwendung finden, in dem alle Analyten loslsegnd und das die Fahigkeit besitzt
sowohl polare als auch unpolare Substanzen vome8srherunterzulésen. Es besteht die
Moglichkeit durch den Einsatz von Ldsungsmittelnteuschiedlicher Elutionskraft die
Analyten schon bei der Elution abhangig von demaR@it in Fraktionen aufzutrennen. Die
Gesamtheit der eluierten Substanzen wird als fasggiextrahierbares, gelostes organisches
Material bezeichnet (SPE-DOM).
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1.4 Fluoreszenzverhalten des gelésten organischerabdrials

Die Fluoreszenz einer Fraktion des natirlichen misgdien Materials ist ein sehr sensitives
Merkmal, welches eine zerstérungsfreie Untersuchumy Wasserproben ermdglicht. Aus
diesem Grund ware es winschenswert, wenn diesadgigaft zur Untersuchung von Trends
und dem Verhalten von beispielsweise Huminstoffeaelche ein wichtiger Bestandteil des
aquatischen, naturlich-organischem Material sindgesetzt werden konnte (Beck et al.,
1974, Alberts und Takacs, 2004). Seit den Untensogén von Kalle (1949) wird immer
wieder versucht die physikochemischen EigenschafésnDOMs in der Wassersaule mittels
optischer Messungen der Absorption oder Fluoreszamzerfassen. Die dominierende
Fraktion der Huminstoffe im DOM sind die Fulvinsénr welche im Vergleich zu den
Huminsauren im Verhaltnis 9:1 vorkommen (Malcoln§8%). Die Molekulstruktur der
Fulvinsauren enthélt neben Carboxyl- und Phenojggapauch Fluorophore wie Chromon-
oder Xanthonderivate (Senesi, 1990; Leenheer andeCr2003). In natirlichen Gewassern
sind fulvinsaure- und protein-ahnliche Substanzém ldauptkomponenten der fluores-
zierenden gel6st-organischen Substanzen (FDOMe&elO90, Coble, 1996).

Zur Charakterisierung des Fluoreszenzverhaltensanisgher Substanzen, wurden
Anregungs-Emissions-Matrizen von kommerziellen 8tads und reellen Proben mittels
Fluoreszenzspektroskopie erstellt (Coble, 1996gdiny et al., 2004, Fellman et al., 2009).
Infolgedessen kann zwischen verschiedenen Fluorkptegorien differenziert werden:

huminstoff-ahnlich und protein-ahnlich (Chen et 2003). Wahrend die protein-ahnlichen
Fluorophore ausschlie3lich mit UV-Licht (240 — 28®) angeregt werden kénnen, liegen die
Anregungswellenlangen der unterschiedlichen humifighnlichen Fluorophore in einem

breiteren Bereich von 260 — 440 nm (Coble, 1996, WWd Tanoue, 2001, Wu et al., 2001,
Baker, 2001, Leenheer und Crour, 2003). Humingibffliche Fluorophore emittieren vor

allem im violett bis griinen WellenlangenbereichQ(40500 nm), was durch die Anwesenheit
chinonartiger Strukturen verursacht wird. Diese k&tten entstehen beim Abbau von
terrestrischem Biomaterial wie Lignin (Ariese et, @004, Cory und McKnight, 2005). Im

Gegensatz dazu emittieren protein-ahnliche Fluayopim UV-nahen Bereich bei 300 — 380
nm. Diese Kenntnisse kénnen dafir genutzt werdem,\Wasserproben unterschiedlicher
Herkunft auf Grundlage der Fluoreszenzeigenscha#tendifferenzieren. Des Weiteren

belegen Versuche von Smart (1976) und Downing et(2009), dass vermutlich eine

Beziehung zwischen der Konzentration des geldsteyanischen Kohlenstoffs und der
Fluoreszenzintensitat des geldsten organischenridistexistiert.
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1.5 Forschungsziele

Das Hauptziel dieser Arbeit war es, Kenntnisse liarizu gewinnen, ob ein variables
Anreicherungsvolumen Auswirkungen auf die Extrakti@mrganischer Stoffe mittels
Festphasenextraktion hat. Im Mittelpunkt stand ksghlich der Einfluss auf die
Extraktionseffizienz gelosten organischen Kohleffist@sowie auf die Aminoséaure- und
Polaritatsverteilung in den angereicherten Extmakt&u diesem Zweck wurden drei
Wasserproben (Astuar-, Meer-, Flusswasser) unterw&fedung zweier Extraktions-
kartuschenarten angereichert. Es wurde ebenfaltersutht, ob Echtzeit-Fluoreszenz-
messungen zur Aufklarung und Beschreibung des Atisosverhaltens der Extraktions-
kartuschen beitragen und zur direkten Bestimmung D@C-Konzentration verwendet
werden kénnen.

Weitere Fragen waren zum einen, inwiefern der Emaeeiterer Loésungsmittel zur Elution
organischen Materials von den Extraktionskartusdietiagt. Zum anderen wurde analysiert,
ob unterschiedliche Salzkonzentrationen in Wasebgr einen Einfluss auf die Extraktions-
effizienz von PPL-Kartuschen und auf die GroRemileimg der extrahierten organischen
Substanzen haben.



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

Alle mit der Probe in Kontakt tretenden Gegenstandd GefaRe wurden entweder flnf
Stunden lang bei 500 °C gegluht oder mit 10%igdesBaire behandelt und anschliel3end
grundlich mit Reinstwasser ausgespult, um Kontatiunan zu vermeiden. Des Weiteren

wurde bei Probenahme, Filtration und Extraktionadérgeachtet, dass, zur Benetzung aller
Oberflachen, die Probenflaschen sowie Zubehor msteachend Probe vorgespult wurden.
Das Reinstwasser, das ebenfalls zum Verdinnen wmBrztellung von Blindwerten genutzt

wurde, hatte eine Leitfahigkeit von 18,2XMind enthielt 4 — 7 ppb organischen Kohlenstoff
(Milli-Q-Plus 185, MILLIPORE).

2.1 Probenahme und - vorbereitung

Die Untersuchung basiert auf drei Proben (Abb. D) Proben NordseePg) und
WesermiundungR1) wurden auf einer Ausfahrt des Forschungskutteith@rn“ genommen.
Die Probe Weser3) wurde von einem Fahrsteg aus an einer Flussesig@/dser nahe der
Stadt Minden entnommen. Zur Gewinnung von frischiiabenmaterial zur weiterfihrenden
Charakterisierung des Extraktionsverhaltens demwerdeten PPL-Extraktionskartuschen
(Kap. 2.2.2 und 2.2.3), wurden die Probd¢h undH2 aus dem Hafenbecken ,Alter Hafen*
bei der Anlegestelle des Forschungskutters ,Uthaimd die FlussprobelRl undF2 an dem
gleichen Fahranleger wie3 genommen. Die filtrierten Proben (Sartorius GHA/B400-142-
K) wurden dunkel und kiihl gelagert und innerhalb 20Tagen extrahiert.

54°N ‘ S
R S \\
[— 7,\1\\ & &Pl b
.
L S H1/H
53.5°N}| ’I"j . : —
_\\/ [
.Bremen
53°N| — — |
52.5°N|— — e V — |
Minden s
® P3/F1/F2|$
52°NL | | s
7.5°E 8°E 8.5°E 9°E 9.5°E

Abb. 1: Probenahmeorte P1-3, H1/H2 und F1/F2.
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Tab. 1: Probendetails

geographische Salinitat  pH-

Probenname Zeitpunkt Beschreibung

Position [psu] Wert

P1 2/25_:5['512 8502°E 53.607°N 138  7.90 Astuar
22.05.12 . .

P2 11210 8.163°E 53.813 °N 30,2 8,22 Nordsee
26.05.12 . .

P3 0002 BOT7T°E 52183°N 09 817 Fluss

H1 2/71%_75(1)2 8581 °E 53533°N 143 8,05  Hafenbecken

H2 2/21'3%%2 8581 °E 53.533°N 142 812  Hafenbecken
02.09.12 : :

F1 2O000% BOTTE 52.183°N 09 6.4 Fluss
23.09.12 . .

F2 S0’ BOTTE 52183°N 08 772 Fluss

Fur die Zusammensetzung der Astuar- und marinehePisi die Tide ein wichtiger Faktor

22,05,2012 22 05,2012 22 ,05,2012 o ,05,2012
02:51 CEST 09:11 CEST 15306 CEST 21:31 CEST Bremerhaven, Alter Leuchtturm, Germany

53.5450° N, B8.5881° E

-2012 02:51 CEST 4_45 Meter Hochwasser
-2012 05:14 CEST Sonnenaufgang

-2012 0&:07 CEST Mondsufgang

-2012 0%:11 CEST 0.39 Meter WNiedrigwasser
-2012 15:06 CEST 4.687 Meter Hochwasser
-2012 21:31 CEST 0.29 Meter WNiedrigwasser
-2012 21:31 CEST Sonnenuntergang

-2012 23:00 CEST Monduntergang

Fa B3 R B3 R3O R RS RO
P3 R) R3 R PR3 ORI ORD RS
[ e e O e e T e R e |
NN nonofnoonon

Mondauf zang Monduntergzang
0607 CEST 23:00 CEST
0} 0? OF Oﬁ 0? Oﬁ OF 0? 0? 1P 1} 1? 1; 1ﬁ 1? 1? 1? 1? 1? EP 2} 2? 2? CP 0}

Abb. 2: Tidekurve fiir den Zeitraum der Probenalimnumd 2(gezeiten-kalender.de).

Die ProbenP1 — P3 wurden unter Verwendung eines Druckfiltrations¢ger@artorius Typ
16275), einer Peristaltikpumpe, eines Vorfilterar(8rius GF/F, 13400-142-K) und eines
Membranfilters (Sartorius Cellulose Acetat Filtéd,107-142-G) filtriert. Bei der Filtration
wurden die ersten 500 mL Filtrat aus Grunden dent&minationsgefahr durch den
Membranfilter verworfen. Die filtrierten Proben vaen in gespulten Glasballons aufbewahrt
und bis zur Analyse bei 4 °C dunkel gelagert.
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2.2 Festphasenextraktion mit Echtzeit-Fluoreszenznssungen

Die Extraktion und Anreicherung des organischenedals aus den Wasserproben erfolgte
nach einer modifizierten Version der von Dittmarakt (2008) entwickelten Methode. Die
Festphasenextraktionskartuschen (C8, PPL, Bond Bigilent Technologies) wurden mit
zwei Kartuschenfillungen Methanol (99,9% LiChrosglierck) gesptlt und anschlie3end
mit drei Kartuschenflllungen Reinstwasser, das Sailzsdure (30% Suprapur, Merck) auf
einen pH-Wert von 2 eingestellt wurde, konditiohi&ie Extraktion erfolgte mit Hilfe einer
Extraktionshalterung (Visiprep, Supelco).

Tab. 2: Spezifikation der verwendeten Fertigkargsc

Sorbens Bond Elut C8 Bond Elut PPL

Seriennummer 12102026 12105005
Kategorie unpolar unpolar /

9 P elektrostatisch
Gebundene funktionalisiertes
funktionelle Octyl /

> : Styrol-
Gruppe / Silicatbasis Divinvibenzol
Grundmaterial y
Format Festbett Festbett
Sorbensmasse 200 200
mg)
Oberzflache 500 600
[m?/g]

Partikelform, unregelmafig,

-groRe [um] 40 und 120 spharisch, 125

Mittlere
Porengroi3e 60 150
[Al

Im Anschluss wurde die Wasserprobe mit Hilfe ein8pritzenaufsatzes und einer
Peristaltikpumpe (ISM931C, ISMATEC) durch die Kathe gepumpt. Der Volumenstrom
lag bei ca. 3,0 — 3,1 mL/min und es wurde daraaichtet, dass die Kartusche nicht trocken
lief, damit die gesamte Oberflache des Festbettsetht blieb und zur Extraktion des

organischen Materials zur Verfigung stand. Der &tendurchfluss wurde durch eine
Durchflusskuvette (V = 750 pL, 175.050-QS, HellngBleitet und wahrend der ganzen
Extraktion (ca. 5,5 h) durch den Einsatz von liohtéerenden Dioden mit Licht der

Wellenlangen 365 nm (LLS-LED 2432, Ocean Optics) @@0 nm (LLS-LED 2433, Ocean

Optics) angeregt. Das emittierte Fluoreszenzsignalirde mit einem optischen

Glasfaserspektrometer (USB2000, Ocean Optics) gmmesDie Verarbeitung und

Visualisierung der Daten erfolgte mit dem Progra®pectrasuite (Ocean Optics, Tab. 3).
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Tab. 3: spectrasuite-Parameter der Fluoreszenznmgssu

Integrationszeit [s] 2
Scans zur Mittelwertbildung 3
Mittelwertbildung angrenzender Punkte 5
Elektro-Dunkel-Korrektur deaktiviert
Nichtlinearitatskorrektur aktiviert
Streulichtkorrektur aktiviert
Integrationsbereich 420,11 — 700,28 nm
Integrationsmethode rechteckig

Am Ausgang der Durchflusskuivette wurden ProbenBastimmung der DOC-Konzentration
genommen. Zur vollstdndigen Entfernung von Salzdenrdie Kartuschen am Ende jeder
Extraktion mit einer Kartuschenfillung Reinstwasgkr 2 gespult und anschlie3end ca. 5 —
10 Minuten mit Stickstoff getrocknet. Die extraliégr organischen Substanzen wurden bei
beiden verwendeten Kartuschenarten nacheinander 1rbit mL Methanol und 1 mL
Acetonitril von dem Sorbens eluiert. Zwischen ddatiBnsschritten wurde die Kartusche
erneut unter Stickstoffatmosphare getrocknet. Diethdnol- und Acetonitrilfraktionen
wurden bis zur Analyse bei -18 °C gelagert.

Des Weiteren wurden zur Reinheitsprifung der Kattas Blindwerte fur die C8- und die
PPL-Kartuschen durch die Anreicherung von jewell® tinL und 1000 mL Reinstwasser pH
2 erstellt und den gleichen Analysen unterzogendienormalen Proben.

2.2.1 Extraktion der Astuar-, Meeres- und Flussprole

Die ProberP1, P2 undP3wurden in jeweils vier verschiedenen Volumina (b0, 250 mL,
500 mL und 1000 mL) und jeweils mit zwei untersdiehen Festphasenextraktions-
kartuschen (C8, PPL) angereichert (Abb. 3).

‘Wasserprobe Analysen:
P1/P2/P3 » DOC / TDN (Kap. 2.3)
100 /250 /500 /1000 mL

r[ Festphasenextraktion (Kap. 2.2) }T

[ Methanol-Fraktion J [ Acetonitril-Fraktion J
Analysen: Analysen:
DOC / TDN (Kap. 2.3) DC,)C,./ TDN (Kap. %.3)
UV/Vis-Scan (Kap. 2.4) UV/Vis-Scan (Kap. 2.4)
Aminosiure-Bestimmung (Kap. 2.5.1) RP18-HPLC (Kap. 2.5.2)

RPI8-HPLC (Kap. 2.5.3)

Abb. 3: Probenbehandlung — Astuar-, Meeres-, Fusise.
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2.2.2 Fluoreszenzmessungen mit Hafenwasserproben

Zum direkten Nachweis einer Beziehung zwischenFlaeoreszenz und der Konzentration
geldsten organischen Kohlenstoffs im Kartuschertiuss wurden in kurzen Zeitintervallen
Proben des Kartuschendurchflusses genommen. VonHdénbeckenprobddl wurden
insgesamt 900 mL Probe angereichert (PPL) und edenalle 30 Minuten eine Probe zur
Bestimmung der DOC-Konzentration genommen. BeiAlaeicherung (PPL) von 100 mL
der ProbeH2 wurde der gesamte Durchfluss in Fraktionen vory @ mL in geglihten
Glasrohrchen aufgefangen und die DOC-Konzentrdiestimmt.

Hafenwasserprobe Analysen:
H1 (900 mL)/ H2 (100 mL) ? DOC / TDN (Kap. 2.3)
Y
. Beprobung des Durchflusses:
—_ - 55 —
[ Festphasenextraktion (Kap. 2.2) } —>[ DOC / TDN (Kap. 2.3)
Y Y
[ Methanol-Fraktion ] [ Acetonitril-Fraktion ]
Analysen: Analysen:
DOC / TDN (Kap. 2.3) DOC/TDN (Kap. 2.3)
UV/Vis-Scan (Kap. 2.4)

Abb. 4: Probenbehandlung — Hafenwasserproben.

2.2.3 Einfluss unterschiedlicher Salzgehalte auf &swasser

Um beurteilen zu kénnen in welchem MalRRe Salz eiBariluss auf die Extraktion hat,
wurden salzarme Flussproben mit definierten Mergatriumchlorid (5 Stunden bei 500 °C
gegluht) versetzt und mit PPL-Kartuschen angereicliess wurden jeweils 150 mL Probe
extrahiert und die Salzgehalte wurden so gewahKs dlie Konzentration innerhalb der flnf
Ansatze kontinuierlich von 0 g/L hin zu 35 g/L Nainchlorid ansteigt (Tab. 4).

Tab. 4: Parameter nach Salzzugabe

Zugesetzte Menge ProbeF1l / E2
Natriumchlorid o
Salinitat [psu]

[9/L]

0 0,9/0,8
8,75 9,5/94
17,5 18,1/18
26,25 26,7/26,6

35 35,3/35,2

10
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[

Analysen:
DOC / TDN (Kap. 2.3)

Flusswasserprobe
F1/F2
150 mL
Y
[ Salzzugabe
A4

—

Festphasenextraktion (Kap. 2.2)

}_

A

Y

[ Methanol-Fraktion J Acetonitril-Fraktion }
) Analysen:
Analysen: DOC / TDN (Kap. 2.3)

DOC / TDN (Kap. 2.3)
UV/Vis-Scan (Kap. 2.4)
RP18-HPLC (Kap. 2.5.3)
SEC-HPLC (Kap. 2.5.4)

Abb. 5: Probenbehandlung — Flusswasserproben aiit. S

2.3 Geldster organischer Kohlenstoff und Stickstoff

Geldster organischer Kohlenstoff und Gesamtsti¢ksteurde mittels hochtemperatur-
katalytischer Oxidation und nicht dispersiver Indtgpektroskopie bzw. per Chemi-
lumineszenz-Methode ermittelt (TOCeM, SHIMADZU). Zu messende Wasserproben
wurden direkt in mit Reinstwasser gespulten Glastidn abgefillt und in den Autosampler
(ASI-V, SHIMADZU) gestellt.

Die DOC- und TDN-Konzentrationen der Methanol- uAdetonitrilfraktionen wurden
bestimmt, indem 50 pL des Extrakts in ein geglihdegosampler-Rohrchen pipettiert,
mittels Stickstoff abgedampft und in 7 mL Reinst®sersaufgenommen wurden. Um sicher zu
gehen, dass sich die extrahierten organischen &west in dem Reinstwasser [6sen und nicht
an der GefalBwand angelagert bleiben, wurden dieeArovor der Analyse im Vortex 15
Sekunden geschuttelt und im Ultraschallbads (5 M40 W) behandelt. Stets mitgefiihrte
Laborstandards, kommerzielle Standards (Deep SéerdRee, Batch 11) und Blindwerte
dienten als Qualitats- und Leistungsmerkmal fir Rliehtigkeit und Reproduzierbarkeit der
ermittelten Daten.

2.4 UV/VIS-Spektralphotometrie

Die Extinktion der Festphasenextrakte wurde mieginSpektralphotometer (UV1, Thermo
Scientific; Software: VISION Lite™ 2.2) im Wellemigenbereich von 205 — 700 nm bei
einer Messgeschwindigkeit von 200 nm/min bestinae. 1:100 verdiinnten Methanol- und
1:10 verdunnten Acetonitrilfraktionen wurden in @inQuarzkivette der Firma Agilent
Technologies (5061-3387, Schichtdicke: 10 mm) vesas.

11
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2.5 Hochdruckflissigkeitschromatographie
2.5.1 Umkehrphasenchromatographie — Methanolextrald (Aminosaureanalytik)

Eine einfache und hochsensitive HPLC-Methode, dre é/orsdulenderivatisierung zur
Generierung hydrophober und fluoreszierender Andéincederivate und eine anschliel3ende
chromatographische Auftrennung beinhaltet, wurde dié Bestimmung der Aminosaure-
zusammensetzung der Methanolextrakte angewendet.

Zur Probenaufbereitung wurden 20 pL der Extrakt&limsampullen eingedampft, in 400 pL
4,5 M Salzsadure aufgenommen und luftdicht verseleiosfir 24 Stunden bei 110 °C
inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Ampullen feét, sodass die Flussigkeit bei 70 °C
langsam verdampfen konnte. Zum Neutralisieren wujeeils 200 pL Reinstwasser auf das
eingetrocknete Hydrolysat gegeben und erneut be&iC70erdampft, bevor die freigesetzten
Aminosauren in 400 pL eines Boratpuffers (30,91ogsBure in 1 L Natriumhydroxid (32%),
Merck) aufgenommen und zur Analyse in 2 mL HPLCH/igberfuhrt wurden.

Tab. 5: Grundeinheiten der Aminosaure-HPLC; *: DARtektor wurde nur fir die Untersuchung der
Acetonitrilextrakte verwendet (siehe Kap. 2.5.2)

HPLC-Komponente Hersteller / Modell
Pumpe Agilent Technologies 1200 Series
G1312A
Autosampler Agilent Technologies 1200 Series
G1329A
By Agilent Technologies 1260 Infinity
Saulenofen G1316A
Agilent Technologies 1260 Infinity
Detektoren . 61315[.)* .
Agilent Technologies 1200 Series
G1321A

Uber den Autosampler wurden 20 pL der hydrolysieReobe in der Injektionsnadel mit 3
uL eines Orthophtal-Aldehyd/Mercaptoethanol-Genescli26 uL OPA / mL ME) zwei
Minuten lang derivatisiert und anschlieBend injiziZur Auftrennung der derivatisierten
Aminosauren wurde eine auf 32 °C temperierte C1&é&hrphasenséule (Kinetex 2.6u 1004,
150 x 4,6 mm, Phenomenex) als stationare Phasesudetl Die mobile Phase bestand aus
zwei Eluenten; Natriumacetat-Puffer (3,4 g/L pH,6verck) und Acetonitril (LiChrosolv®,
Merck), derer Gradientenprogramm in der folgendab€lle aufgefihrt ist (Tab. 6).

12
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Tab. 6: Gradientenprogramm der Aminoséureanalytik
Natriumacetat Acetonitril  Volumenstrom

Zeit [min] (%] (%] (mL/min]
0 92 8 0.7
10 90 10 0.7
60 66 34 0.7
65 0 100 0.7
67 0 100 0.7
74 92 8 0.7
76 92 8 0.7

Die derivatisierten Aminosauren wurden mittels Faszenzdetektor bei einer Wellenlange
von 330 nm angeregt, bei 445 nm detektiert und rurder Verwendung von
Aminosaurestandards (Agilent Technologies: 5061333®1d der Software ,EZChrom Elite’
analysiert. Die Aminosauren Asparagin/Asparaginsaund Glutamin/Glutaminsdure wurden
dabei als Summenparameter Asx und GIx zusammersgefam die Bildung der
korrespondierenden Saure infolge der sauren Hyskediggunstigt wird.

2.5.2 Umkehrphasenchromatographie — Acetonitrilextakte

Zur Charakterisierung der Acetonitrilextrakte wurdée Methode der Umkehrphasen-
Hochleistungsfllissigkeitschromatographie eingesetzibei das in Tab. 5 beschriebene
HPLC-System, die gleiche Saule und die gleichenfrhdtel, welche zur Bestimmung der

Aminosaurezusammensetzung benutzt wurden (Kapl)2.Bnwendung fanden. Lediglich

das Gradientenprogramm wurde fir die Analyse arggt§d@ab. 7).

Tab. 7: Gradientenprogramm der RP18-HPLC (Acetdhitr

. . Natriumacetat Acetonitrii  Volumenstrom
Zeit [min]

[%] [%] [mL/min]
0 95 5 0,2
6 95 5 0,2
30 0 100 0,6
45 0 100 0,6
55 95 5 0,6
60 95 5 0,6
67 95 5 0,2

Nach der Injektion von 10 pL des Extrakts, wurdee ¢ der Séaule aufgetrennten
Probenmolekiille anhand ihrer optischen Eigenschafteh dem Fluoreszenzdetektor
(Anregung: 260 nm; Emission: 350 / 430 / 460 nmj dem Diodenarray-Detektor mit den
Spuren 210/ 230/ 250 / 254 / 280 nm erfasst.

13
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2.5.3 Umkehrphasenchromatographie — Methanolextrald (Polaritatsverteilung)

Fur die Gréfienausschluss- und Umkehrphasenchroraptig der Methanolextrakte wurde
das in Tab. 8 beschriebene HPLC-System verwendet.

Tab. 8: Grundeinheiten der HPLC

HPLC-Komponente Hersteller / Seriennummer
System Hitachi Organizer
Pumpe Hitachi L-2130

Saulenofen Hitachi L-2300
Autosampler Hitachi L-2200

Hitachi Diode Array Detector L-2485

Detektoren Hitachi Fluorescence Detector L-2485

Jeweils 5 pL der Methanolextrakte wurden injizi@tennsaule PLRP-S 3u 300A, 150 x 2,1
mm, Agilent Technologies; Laufmittel: Reinstwasg#d 7,0 und Methanol), wobei die
extrahierten organischen Substanzen durch dentEiegaes Gradientenprogramms (Tab. 9)
aufgrund ihrer Polaritat aufgetrennt wurden.

Tab. 9: Gradientenprogramm der RP18-HPLC (Methanalr Phosphat-Puffer wurde nur bei der
Auftrennung der Flusswasserproben, die mit Salgetet wurden, eingesetzt

Reinstwasser pH 7/ Methanol Volumenstrom

zeitiminl - pposphat-puffer (%] [%] [mL/min]
0 99 1 0,2
50 0 100 0,4
30 99 1 0.4
50 99 1 0.3

Am Ende der Trennséule wurden die separierten 8ubsh mittels Fluoreszenzdetektor
(Anregung: 260 nm, Emission: 430 nm) und DiodenaBatektor (Wellenlangenbereich 200
— 500 nm) optisch charakterisiert.

Die Extrakte, die aus der Anreicherung der mit Saisetzten Flussproben resultierten (Kap.
2.2.3), wurden ebenfalls mit Phosphat-Puffer (X]5 @i-natriumhydrogenphosphat, 2,5 g/L

Kaliumdihydrogenphosphat) als polares LaufmittattsdReinstwasser pH 7 analysiert, um den
Einfluss der lonenstarke des Laufmittels auf didt#mnung im polar-organischen Bereich
zu verfolgen.

14
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2.5.4 GroRenausschlusschromatographie — Methanoleakte

Ausschlie3lich die Extrakte der Flussproben, di¢ &dlz versetzt wurden, wurden mittels
GroRRenausschlusschromatographie analysiert. DazdewulO pL Extrakt isokratisch mit

Reinstwasser pH 7 als Laufmittel bei einem Voluntems von 0,45 mL/min durch die Saule
(PolySep-GFC-P 1000, 300 x 7,8 mm, Phenomenex) mppwnd mit den gleichen

Detektorparametern wie im vorherigen Kapitel 2.868ektiert. Des Weiteren wurde auch
diese Analyse zum einen mit Reinstwasser pH 7 und anderen mit Phosphat-Puffer
durchgefuhrt.

2.6 Statistische Auswertungsmethoden

Die Aminosédurezusammensetzungen von den Methanakteh wurden mittels Cluster-
analyse und Hauptkomponentenanalyse ausgewertet. Clusteranalyse wurde zur
Ermittlung von Gruppen (Clustern) innerhalb der ébatverwendet, welche die gleichen
Ahnlich- und Unahnlichkeiten aufwiesen. Durch diewendung der Hauptkomponenten-
analyse konnten die umfangreichen Datensatze straikt und veranschaulicht werden,
indem versucht wurde, alle Ausgangsvariablen miteHion wenigen und aussagekraftigen
Variablen zu beschreiben.

Beide Verfahren wurden unter Einsatz des PrograRREBVIER 6 zur Analyse und Dar-
stellung der Aminosaurezusammensetzungen von dethaMaextrakten K1, P2, P3)
angewendet (Kap. 4.1). Die relativen Aminoséaurezusansetzungen der Methanolextrakte
wurden dabei mittels Ahnlichkeitsmatrizen (S17 B@uwytis similarity), die auf dem Bray-
Curtis Ahnlichkeitskoeffizienten basieren, verghead analysiert.

15
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss des Probenvolumens auf die Extraktiodes organischen Materials

Um die Frage zu klaren, ob das angereicherte Pvolheénen einen Einfluss auf die Effizienz
der Extraktion organischer Substanzen hat (spezefl Aminoséduren, sowie auf das
Polaritatsprofil der jeweiligen Probe) wurden defrte Volumina dreier Proben
unterschiedlicher Herkunft und Zusammensetzung i(gbp.2.1) mit den Kartuschen ,Bond
Elut PPL’ und ,Bond Elut C8' angereichert. In TdeellO sind die DOC-Konzentrationen
sowie die C/N-Verhaltnisse der Originalproben alifget.

Tab. 10: DOC-Konzentration und C/N-Verhaltnis derghalproben

Probe DOC-Konzentration [uM]  C/N-Verhaltnis
Astuar P1) 302 2,6
Meer P2) 148 7,2
Fluss P3) 267 1,8

3.1.1 Extraktionseffizienz

Die Extraktionseffizienzen wurden durch das Vemidltder DOC-Konzentrationen des
Methanolextraktes und der Originalprobe unter Blesiohtigung des Anreicherungsfaktors
wahrend der Extraktion und des Verdinnungsfaktas der Losung des Extraktes in
Reinstwasser errechnet.

O Fluss® Astuar@ Meer

70% 65,7%
61,2% []
60%- 97,3% ] 3% 55,8%
0 B 51,7%
= 50% - 48,5% £
N '0’0‘* 0,
c L 42,5%
ko 5% —
S 40% - 5]
0 oo
7] [ > ]
S )
9 4 B
z 30% 5
I} [ ]
s e
2 5]
w 20% - ]
el
el
10% )
bS]
et
et
0% )
100 250 500 1000

Angereichertes Probenvolumen [mL]

Abb. 6: Extraktionseffizienzen der Festphasengtitra unterschiedlicher Volumina dreier Proben (/sst,
Meeres- und Flussprobe) unter Einsatz von PPL-Ksaten.
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50% - O Fluss&@ Astuar@ Meer
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Abb. 7: Extraktionseffizienzen der Festphasengtitra unterschiedlicher Volumina dreier Proben (/sst,
Meeres- und Flussprobe) unter Einsatz von C8-Kattas.

Die Ergebnisse zeigten bei beiden Kartuschenarteviesbei den drei unterschiedlichen
Wasserproben die Tendenz, dass die Extraktionsafizmit zunehmendem Probenvolumen
sinkt. Die Effizienz der Astuarprobe, welche mitlPRartuschen angereichert wurde, ist bei
steigendem Anreicherungsvolumen am stabilsten gdahi und nur um maximal 5 %
gesunken. Dahingegen sind die Effizienzen der @hbrigProben mit Erhdéhung des
Anreicherungsvolumens im Maximum um 9 — 17 % gefal(Abb. 6 und 7). Um die
Abnahme der Effektivitat im Verlauf einer Extrakiibesser aufklaren zu kbnnen, wurde ein
Online-Monitoring der Fluoreszenzintensitat des tischendurchflusses durchgefihrt
(Kapitel 3.2.1).

Abb. 8: Elution des SPE-DOMs (Probe P3) von PPlt#schen
mit Methanol; sortiert nach ansteigendem Anreicingigvolumen
(von links 100 mL bis rechts 1000 mL).
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Im direkten Vergleich reicherten die C8-Festphastaktionskartuschen organische
Substanzen um circa 35 — 50 % schlechter an, alsKRRuschen. Die Abnahme der
Extraktionseffizienz bei steigendem Probenvolumpiegelte sich ebenso in der Abnahme
der festphasenextrahierbaren Menge an geldstemiscfi@n Kohlenstoffs (SPE-DOC) pro
extrahierten Milliliter Probe wider (Abb. 9).

Anreicherungsvolumerd 100 mL& 250 mL&¥ 500 mL&3 1000 mL

200 -

— 180

b
E’é 160 -
S > 140-
5
o0 1204
2o
S £ 100-
Sc 80
85 601
A o
w2 40
% 2
"5 20-

[a

0
Q> ® > W
Q G Q
\}60)\ \\f)%\ ,5\8\/ ,\\}'3'\ Q}\Q
Q\ & ??’Q .~?fo @QJ

Probe / Kartusche

Abb. 9: Festphasenextrahierbare geléste organisthidenstoffmenge bezogen auf das Anreicherungsesiu
der mittels C8- und PPL-Kartuschen angereichertstudr-, Meeres- und Flussprobe.

3.1.2 Aminosaureverteilung

Da bei der Extraktion im Allgemeinen die Gewinnureprasentativer Proben von hoher
Prioritat ist, stand bei den Untersuchungen begligler Aminosauren ebenfalls im Fokus, ob
die unterschiedlichen Anreicherungsvolumina einamfliiss auf die Zusammensetzung der
extrahierten Gesamtaminosauren hatten. Mit der &tlthzur Aminosaurebestimmung
(Kapitel 2.5.1) konnten nach saurer Hydrolyse uret @®erivatisierung mit OPA/ME
insgesamt 12 Aminosauren bestimmt werden. Bei dareiBherung unterschiedlicher
Volumina einer Probe, waren keine gravierenden tdokeede in der Aminosaure-
zusammensetzung zu erkennen. Die Anteile der eiamehAminosauren schwankten zwar um
ca. 1 — 3 %, jedoch ist kein Trend zu erkennen dadon auszugehen, dass die relative
Verteilung der Aminosauren unabhangig vom Anreichgsvolumen gleich bleibt (Tab. 11).
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3. Ergebnisse

Tab. 11: Aminosaureverteilung der Methanolextradter mittels PPL- und C8-Kartuschen angereicherten
Proben — Vergleichende Darstellung der VerteilungerHinblick auf das verwendete Anreicherungsvoluyme
sowie auf die Herkunft der angereicherten Probed der verwendeten Kartuschenart; P1: Astuarprok, P
Meeresprobe, P3: Flussprobe, Asx: Asparaginsaupfegin, GlIx: Glutaminsaure/Glutamin, Ser: SerilyG
Glycin, Thr: Threonin, Arg: Arginin, Ala: Alanin,yF: Tyrosin, Val: Valin, ILe: Isoleucin, Phe: Phdajanin,
Leu: Leucin

Aminosaureverteilung [%]

Angereichertep

Volumen [mL] Asx | GIx | Ser Gly | Thr Arg | Ala | Tyr| Val | ILe Phe Leu

_. 100 17,4 9,9 [6,6/32,8/ 3,8/ 0,8[15,8/2,3| 4,7 [2,5[1,3| 2
o 250 19|10,7/5,5/31,7/4,1| 1,1|15,6/2,1| 4,8|2,4|1,2| 1,9
- 500 19,210,9/5,4(30,1/ 4,9/ 1,1[15,6] 2 | 5 [2,6]/1,2] 2
2 1000 19,111,1/5,3/28,7/5,3| 1,7|15,8/1,9| 5,1 |2,7| 1,2| 2,1
_. 100 17,6 10,2/ 7,3]30,3| 4,5/ 1,7]14,8/ 1,6 5,4 [ 2,7 1,5] 2,4
o 250 18,410,4/6,6(29,7| 4,6| 1,4|15,1/ 1,7 54| 3 |1,4|2,3
- 500 19,7110,6/6,4|27,4/ 5,3/ 1,2(15,4/ 1,7/ 5,6 | 3 [1,4] 2,3
& 1000 19,6 10 |6,6/29,1/5,2| 1 | 15 |1,6|/ 54| 3 |1,3| 2,2
_ 100 23111,9/4,3]14,1/ 7,8/ 2,8]10,2[ 0,2]11,2/6,7[ 2,7] 5,1
o 250 23,611,1|4,1/14,1/8,2| 2,5/10,1/0,7(11,1/6,7| 2,7| 5
- 500 23,812,37,2/13,3/ 7,3/ 2,1/ 9,9 1,1] 10 |5,8[2,4] 4,6
g 1000 26,910,9| 5 12,8/8,2/2,3/9,6| 1 |10,2 6 |2,4|4,6

100 20,9 11 [7,5[28,4] 4,4]1,4]14,7]0,4] 3,6 3,4/ 1,6] 2,6
& 250 20,510,8/6,3/26,9/ 4,3/ 1,5(13,9 2 | 6 |3,4/1,6|2,7
- 500 21[11,2(5,7(26,8/ 4,7/ 1,4[13,7/1,9] 6 [3,7]15[25
2 1000 19,110,9/5,8/27,9| 5 | 1,2|13,8/1,9| 5,9|3,7| 1,5| 2,7

100 21,212,29,1]25,1] 3,3 1,2]11,2/0,5] 6,7 [ 4,1 1,9] 3,5
S 250 21|12,2/9,8/23,3/3,7| 1 [11,5/0,8| 7,1|4,1| 2 | 3,6
- 500 20,912,6/5,8/25,8| 4 |1,112,8/1,2] 6,7 [4,3[1,9] 3,4
N 1000 20,412,36,2|125,2| 4 |1,1|12,7/1,3| 6,9|4,6/1,9| 3,4

100 18,9 14 |6,8/10,3/6,9/3,3/9,7]0,8| 12 [7,6/3,7| 6,4
& 250 17,213,3/6,3/ 9,6 | 7 |3,5/9,2|0,7| 16 [7,3[3,3|6,4
- 500 16,113,7/6,6/10,7/ 7,7/ 3,7/ 9,9 1,2| 13 7,5/ 3,3/ 6,6
e 1000 16,4 13 |6,7|10,6|8,4| 4,2|10,5(1,2| 12 |7,4|3,4| 6,4

Die Aminosauren, welche lberwiegend bei der Astuard Meerwasserprobe extrahiert
wurden, waren Glycin, Asparaginsaure/Asparagin, t&hinsaure/Glutamin, Alanin und
Serin. Sie machten insgesamt 80 — 83 % (PPL-Ejtiad. 77 — 83 % (C8-Extrakt) der
Gesamtaminosaureverteilung aus. Im Gegensatz demudie Verteilung der Aminoséauren
(Glycin, Asparaginsaure/Asparagin, Glutaminséduret&hin, Alanin) in den Extrakten der
untersuchten Flussprobe Werte von 58 — 62 % (PRtaky bzw. 49 — 53 % (C8-Extrakt)
auf.
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3. Ergebnisse

3.1.3 Polaritatsverteilung des organischen Material

Die Mengen der aufgetrennten organischen Substanmetien per Extinktionsmessung bei
einer Wellenlange von 210 nm detektiert. In dergéolden Abbildung 10 sind die
Chromatogramme der Methanolextrakte, welche aushdegicherung von jeweils 1000 mL
Astuar-, Meeres- und Flusswasser resultierten estetit.

650 | —— Astuarprobe (PPL) BS — Astuarprobe (C8) 650
= Meeresprobe (PPL) —— Meeresprobe (C8)

600+ | —— Flussprobe (PPL) — Flussprobe (C8) 600

660 - 550

500 500

450 IB1 B3 B7 40

400 B2 B4 B1 B3 BS 400

I
350 \ B2 IB4 B6

300 \ 300

Signalstirke [mAU]
Signalstirke [mAU]

200 L\ / 200
150 \ \ 150
'\ TN A
100 ’/\ R / \ \\1 f N 100
50 [N \\\J! ! /\ 50
/N f‘*sbx_ﬁ /f\\~f~/4 AL

— == L
3 a 5 6 7 8 e 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19]2 3 a 5 6 7 8 s M 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Retentionszeit [min]

Retentionszeit [min]

Abb. 10: Chromatogramme der mittels RP18-HPLC einéginten Methanolextrakte (Extrakte der mittels C8
und PPL-Kartuschen angereicherten Astuar-, Meewest Flussprobe (1000 mL); IB: Integrationsbereich.

Die aus dem Gradientenprogramm resultierenden &téfilr polare und unpolare Substanzen
wurden ins Verhaltnis gesetzt. Dabei waren Substandie im Zeitintervall von 0 — 16
Minuten eluierten, polare Substanzen, da ab ca.Misuten ausschliel3lich unpolare
Substanzen durch die héhere Elutionskraft des Meleavon der Séule geldst wurden. Die
Ergebnisse zeigten einen deutlichen Trend der adkarerteilung extrahierter, organischer
Substanzen der Astuar-, Meeres- und Flussprobe. (8bbnd 12).

O Fluss® Astuar & Meer
100%

90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40%
30% -
20% -
10%

0%

Anteil organisch-polarer
Substanzen

100 250 500 1000

Anreicherungsvolumen [mL]

Abb. 11: Vergleichende Darstellung des AnteildetstPPL-Kartusche extrahierter, polar-organischer
Substanzen bezlglich Probenart und Anreicherurigsan.
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100% - O Fluss& Astuard Meer
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Anteil organisch-polarer
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Abb. 12: Vergleichende Darstellung des AnteildetutC8-Kartusche extrahierter, polar-organischer
Substanzen bezlglich Probenart und Anreicherurigsan.

Je mehr Probe angereichert wurde, desto geringedewder Anteil an organisch-polaren
Substanzen im Extrakt. Bei zunehmendem Probenvaiwmoe 100 — 1000 mL ist eine stetige
Abnahme von bis zu 20 % des polaren Anteils zu eeken. Im direkten Vergleich konnte
durch den Einsatz von PPL-Extraktionskartuschengeiiféerer Anteil an organisch-polaren
Substanzen extrahiert werden, als mit C8-Kartuschen

3.2 Spektrale Eigenschaften des organischen Matelsa
3.2.1 Fluoreszenzverhalten

Um das Adsorptionsverhalten der Kartuschen im \érleiner Extraktion besser
charakterisieren zu konnen, wurden bei den Anreioigen der drei Probearten unter
Verwendung der C8- und PPL-Kartuschen Echtzeit#ielsmenzmessungen des Durchflusses
durchgefuhrt (Abb. 13). Der Kartuschendurchflussrdeu gleichzeitig mit Licht der
Wellenlangen 270 und 365 nm angeregt. Bei jederakton wurde die Fluoreszenz der
Originalprobe gemessen, um die maximale Fluoreszemk damit einen Bezugswert flr
vergleichende Darstellungen zu ermitteln. Die Welte Fluoreszenzintensitat wurden auf
Grundlage des Verhéltnisses der MaximalfluoreszimOriginalproben normiert.
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Abb. 13: Verlauf der Fluoreszenzintensitét im Kadhendurchfluss wahrend der Festphasenextraktion —
Vergleichende Darstellung der Flussprobenextraktigttels C8- und PPL-Kartusche.

Bei allen durchgefuhrten Extraktionen zeigte sigteestetige Zunahme der Fluoreszenz im
Durchfluss (Abb. 13). Die héhere Menge an fluoresaiden Substanzen im Durchfluss
wéhrend der C8-Extraktion stimmt mit der Tatsacberéin, dass die Extraktionseffizienz

dieses Sorbens im
Vergleich deutlich
niedriger war.
AnschlieRend wurden

theoretische Fluoreszenz-

werte  flr
Sorbens

die vom
retardierten

Substanzen errechnet.

Dazu wurden die Flachen
der fluoreszierenden Sub-
stanzen im Durchfluss
von der Flache der

Maximalfluoreszenz der Abb. 14: Schematische Darstellung zur Berechnuargtteoretischen Flachen
- : fluoreszierender Substanzen, die am Sorbens adserbi(Graustufen); rote

Originalprobe subtrahiert. Linie: Fluoreszenz der Originalprobe; blaue Lini€luoreszenzverlauf der

Diese Flachenwerte extrahierten Probe.

wurden

gegen die
ermittelten Konzentrationen an geléstem organiscKeimenstoff in den Methanolextrakten
aufgetragen (Abb. 15).
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Abb. 15: Beziehung zwischen der theoretischenheldicioreszierender, am Sorbens adsorbierter Subksta
und der Konzentration des festphasenextrahierbgediisten organischem Kohlenstoffs im Methanolektrak
(Werte der mittels PPL-Kartuschen angereichertetuds, Meeres- und Flusswasserproben).

Die Ergebnisse bestatigten eine deutliche Abhamgfigkler beiden Dimensionen mit

BestimmtheitsmalRen von jeweils Rz > 0,999. Um disUuRate zu bekraftigen wurden weitere
Versuche zum Beweis einer Beziehung zwischen deittienten Fluoreszenzsignal und der
DOC-Konzentration des Durchflusses durchgefuhrerfdr wurden neben den Echtzeit-
Fluoreszenzmessungen Proben vom Kartuschendurstgfareommen. Die Konzentration des
geldsten organischen Kohlenstoffs wurde anschliél§@gen die Fluoreszenzintensitat zum
Zeitpunkt der Probennahme aufgetragen (Abb. 161imMd

Zum Beweis einer Beziehung zwischen Fluoreszenz D@IC-Konzentration wurden
mehrere Versuchsreihen durchgefiihrt. Diese waretwamdlig, da das zum Spilen
verwendete Methanol oft noch zu einem grof3en Tmil Sorbens zurtickblieb und die
Messungen des geloésten organischen Kohlenstoftieimn Durchflussfraktionen verfalschte.
Neben der DOC-Konzentration wurde ebenfalls diekStoffkonzentration gemessen. Aus
diesen beiden Werten lie3 sich das C/N-Verhalteiethnen, welches wahrend der ganzen
Extraktion relativ konstant blieb. Fur den Fallsgalie Methanolkontamination schnell aus
dem System gewaschen wurde, bestand die Moglich&afgrund des konstanten C/N-
Verhéltnisses, korrigierte DOC-Konzentrationen agsten, unkorrekten Messpunkte zu
berechnen (Abb. 17).
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Abb. 16: Beziehung zwischen emittierter Fluoresrgensitat und DOC-Konzentration des Durchflusees
Verlauf der Extraktion von Probe H1 (900 mL) mitBIPL-Kartusche.
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DOC-Konzentration [uUM]
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Abb. 17: Beziehung zwischen emittierter Fluoresirgansitat und DOC-Konzentration des Durchflugees

Verlauf der Extraktion von Probe H2 (100 mL) mgtBIPL-Kartusche; gestrichelte Linie: durch das C/N-
Verhaltnis korrigierte DOC-Werte.

In den Anreicherungsversuchen dieser Arbeit wuree Kartuschendurchfluss bei 365 nm
und 270 nm angeregt, wahrend die Emission im Berean 420 — 700 nm detektiert wurde.
Die Ergebnisse zeigten eine deutliche Beziehungdwen der Zunahme der Fluoreszenz-
intensitdt und der Konzentrationszunahme des gwlostganischen Kohlenstoffs im Kar-
tuschendurchfluss. Die Bestimmtheitsmal3e der beeerahierten Proberll (R? = 0,91)
undH2 (R2 = 0,98) wiesen hochkorrelierte Abhangigkeeih
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3. Ergebnisse

3.2.2 Extinktionseigenschaften

Von den Methanolextraken aller angereicherter Rrdi@p. 2.2.1, 2.2.2, 2.2.3) wurde die
molare Absorbanz im Bereich von 205 — 700 nm gearesk der folgenden Abbildung
wurde der Extinktionswert bei 210 nm der Extrakégen die ermittelte DOC-Konzentration
aufgetragen (Abb. 18).

100000+
90000+
80000+
70000+
60000+

50000+

SPE-DOC [uM]

40000+

30000+

20000+

10000+

0 T T T T T T )
0 10 20 30 40 50 60 70

Extinktion ,;0,m[AU]

Abb. 18: Beziehung zwischen der Extinktion (21Dunmd der festphasenextrahierbaren DOC-Konzentratio
der Methanolextrakte (Werte - ohne Verdunnungsfekt- der mittels C8- und PPL-Kartuschen extréatieie
Hafenwasser-, Astuar-, Meeres- und Flusswasserpiplizie Werte der Extrakte von den angereicherten
Proben H1 (PPL, 900 mL) und P1 (PPL, 1000 mL) wardight dargestellt, da sie in einem zu hohen Bérei
lagen und die Korrelation verfalschen wirden.

Die hier ermittelten Extiktionswerte korreliertenbemfalls stark mit den jeweiligen
Konzentrationen gelésten organischen Kohlenstof® = 0,96). Somit kann die
Extinktionsmessung als Alternativmethode zur Bestung der ungeféahren Kohlenstoff-
konzentration der Extrakte genutzt werden.
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3. Ergebnisse

3.3 Alternatives Elutionsmittel

Festphasenkartuschen kénnen auch mit deutlich arggeh Losungsmitteln eluiert werden.
Aus diesem Grund wurden die organischen Substanzerst mit Methanol und anschliel3en
mit Acetonitril als zweitem Elutionsmittel vom Sets eluiert. Von den Acetonitrilextrakten
wurde, wie auch bei den Methanolextrakten, einankibnsmessung fur den Bereich von
205 — 700 nm durchgefiihrt. Beim Vergleich der Ergete fiel auf, dass nur bei den
Extrakten der PPL-Kartuschen die Extinktion beiggadem Anreicherungsvolumen zunahm
(Abb. 19). Aus den Ergebnissen lie3 sich eineusafien- und l6sungsmittelspezifische
Anreicherung bzw. Elution organischer Substanzeteited. Bei 324 nm fand ein

automatischer Lampenwechsel statt, da es fur den WM den VIS-Bereich jeweils eine
Lichtquelle gibt. Dadurch lasst sich das Hintergisignal in dem Bereich erklaren.

044

PPL-Extrakt ——
C8-Extrakt
Anreicherungsvolumen
10mL -
250 mL e
500 mL o
1000 mL nnnnnns

Extinktion [AU]

'D:l T T T T T T T T
203 233 303 333 403 433 303 333 603 633

Wellenlinge [nm]

Abb. 19: UV/Vis-Scans der Acetonitrilextrakte ¢gkte der mittels C8- und PPL-Kartuschen angereitdre
Flussprobe).

Durch das Messen des geldsten organischen Kohfender Acetonitrilextrakte konnte eine

Anreicherung organischer Substanzen ausschlie8liaten Extrakten der PPL-Kartuschen
bestatigt werden. Unter Verwendung des zweiten idlammittels konnte somit die

Extraktionseffizienz bei den Anreicherungen mit FRArtuschen um 0,7 — 1,5 % gesteigert
werden, wobei auch hier bei steigendem Anreichesumlgmen die Effizienz sank. Da die
Extinktionswerte der Methanolextrakte bei 210 nnhrseuverlassig die DOC-Konzen-

trationen reprasentierten, wurden die gemesseneh die aus den Extinktionswerten

berechneten DOC-Konzentrationen der Acetonitrieste in der folgenden Tabelle

dargestellt.
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3. Ergebnisse

Tab. 12: Gemessene und berechnete DQ@dhtration der Acetonitrilextrakte (PPL)

gemessene berechnete
Probe / Volumen : .
DOC-Konzentration [uM]| DOC-Konzentration [uM]
Fluss / 100 mL 565 -669
Fluss / 250 mL 772 331
Fluss / 500 mL 1225 888
Fluss / 1000 mL 2583 3380
Astuar / 100 mL 856 1278
Astuar / 250 mL 919 -220
Astuar / 500 mL 2057 1226
Astuar / 1000 mL 3440 3366
Meer / 100 mL 702 -320
Meer / 250 mL 707 52
Meer / 500 mL 1094 1326
Meer / 1000 mL 2156 3051

Im Vergleich mit den gemessenen DOC-Konzentrationearen die berechneten

Konzentrationen besonders bei den Proben mit kieid@reicherungsvolumen zu niedrig.
Dies fuhrt zur Annahme, dass in den Acetonitrilakten optisch aktive Substanzen
vorkommen, fir deren korrekte Korrelation mit deOO-Konzentration eine separate
Kalibrierkurve fur den niedrigeren Konzentrationsbeh erstellt werden muss. Auf3erdem
muss beachtet werden, dass die Extrakte zur Bestimgrder DOC-Konzentation in Wasser
gelést werden. Die niedrigen gemessenen DOC-Koraérien konnten dadurch erklart
werden, dass unpolare Substanzen sich nicht wodlgidn Wasser geldst haben und damit
nicht analysiert wurden. Diese mit Acetonitril @ren Substanzen konnten mittels
Umkehrphasenchromatographie (Kap. 2.5.2) aufgetremnd per Diodenarray- und

Fluoreszenzdetektor nachgewiesen werden (Abb. 20).

Extinktion (254 nm) JE—

Fluoreszet nz (260 nm / 350 nm) = =——

°] |Losungsmittel-Anteil Acetonitril ~——

Signalstirke(Extinktion) [mAU]
Anteil Acetonitril [%]

Signalstirke(Fluoreszenz) [LU]

I e j;

00 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325  3[/0 0 7S 400 425 450 475 00 525 56

Retentionszeit [min]

Abb. 20: Chromatogramm eines per RP18-HPLC audégetten Acetonitrilextrakts (Extrakt der mittels RPL
Kartusche angereicherten Meeresprobe (1000 mL)).
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3.4 Einfluss von Salz auf die Extraktion geléstenrganischen Materials

Im Fokus der folgenden Versuchsreihen stand digehrab Salz einen Einfluss auf die
Extraktion organischer Substanzen mittels Polymtbests hat. Hierzu wurden mdglichst
salzarme FlussprobenFY / F2) mit unterschiedlichen Konzentrationen Natriumcitlo
versetzt und mit PPL-Kartuschen angereichert (Rap.3). Analog zu Kapitel 3.1.1 wurden
die Extraktionseffizienzen der einzelnen Anreicimggansatze berechnet (Abb. 21).

70%

60%

50% -

40% -

30% -

20% -

Extraktionseffizienz [-]

10% -

0%

Probe F2

NaCl-Konzentratiorld O g/L B 8,75 g/LN 17,5 g/LE] 26,25 g/LEd 35 g/L

Abb. 21: Extraktionseffizienzen der mit Salz wztea Flussproben.

Wahrend die Extraktionseffizienz mit zunehmendelin@at bei ProbeF1 um bis zu 4 %
sank, war bei Probe2 erst eine Abnahme um 4 % und anschlielRend eieigesder Verlauf
der Effizienz zu beobachten. Die Ergebnisse zeigtamit, dass die ansteigende Salzkonz-
entration keinen gravierenden Effekt auf die Exitakder Flussproben hatte.

Die Methanolextrakte dieser Versuchsreihen wurdenErmittlung der Polaritatsverteilung

per Umkehrphasenchromatographie analysiert. Derolargp Bereich der resultierenden
Chromatogramme gestaltete sich, unabhéngig vorSdikonzentration der angereicherten
Probe, immer gleich (Anhang 8). Lediglich im polarBereich waren unterschiedliche
Verteilungen der eluierten organischen Substanestzdstellen (Abb. 22).
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Abb. 22:Polarer Bereich der mittels RP18-HPLC aifgnnten organischen Substanzen; polares Laufmitte
Reinstwasser pH {links: Flussprobe F1; rechts: Flussprobe F2).

Bei den Chromatogrammen der Probeh und F2 sind im polaren Bereich zwei Peaks

erkennbar. Die Variation der Salinitat hatte eirerahderung der Flachenverteilung zwischen
diesen beiden Peaks zur Folge. Des Weiteren wineefals die Retentionszeit des zweiten
Peaks beeinflusst. Ohne Salzzusatz war der zweid Rur schwach ausgepragt. Dagegen
war der zweite Peak bei den Extrakten, die ausndiérbalz versetzten Proben resultierten,
markanter. Bei der Versuchsreihe mit Prdtieliel3 sich die Tendenz erkennen, dass sich
Peakflache und Retentionszeit des zweiten Peaksumégéhmender Salinitat verringern. Zwar

bestétigte sich dieser Trend in den ChromatogramdenProbenreihd-2 nicht, jedoch

wurde erneut ein Einfluss des Salzes auf die Rataverteilung der aufgetrennten
organischen Substanzen nachgewiesen.

Um nachzuweisen, ob diese Strukturdnderung daueidtafwurden die Methanolextrakte
erneut mittels Umkehrphasenchromatographie analy#ibb. 23). Bei dieser Untersuchung

wurde jedoch Phosphatpuffer als polares Laufmitiéglutzt, welcher eine héhere lonenstéarke
als Reinstwasser aufweist.
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Abb. 23: Polarer Bereich der mittels RP18-HPLCgrifennten organischen Substanzen; polares La@fimitt
Phosphatpuffeflinks: Flussprobe F1; rechts: Flussprobe F2).

Durch den Einsatz des Phosphatpuffers ist bei denr@atogrammen im polaren Bereich nur
noch ein Peak erkennbar. Zwischen den Peaks deeleé@n Ansatze zeigten sich keine
Unterschiede bei der Flache oder der RetentiondreiGegensatz zum Reinstwasser war die
hohere lonenstarke des Phosphatpuffers Ursacheirfiér uniforme Umstrukturierung der
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3. Ergebnisse

organischen Substanzen, welche sich in einer diidhein Peakform der eluierten
organischen Substanzen zeigte. Um beurteilen zunedgn ob die wechselhafte
GrolRenverteilung der organischen Substanzen, nelsn Wechselwirkungen mit der
stationédren Phase, entscheidend fur den in Abb.si@&baren Trend waren, wurden die
Methanolextrakte per Ausschlusschromatographie (BBCC) analysiert. Die Proben-
molekile wurden isokratisch mit Reinstwasser pHABL{ 24) bzw. Phosphatpuffer (Abb.
25) durch die Trennséaule gepumpt und bezuglichr iBrél3e aufgetrennt.
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Abb. 24: Chromatogramm der mittels SEC-HPLC auégeiten organischen Substanzen; Laufmittel:
Reinstwasser pH {inks: Flussprobe F1; rechts: Flussprobe F2).
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Abb. 25: Chromatogramm der mittels SEC-HPLC auégeiten organischen Substanzen; Laufmittel:
Phosphatpuffeflinks: Flussprobe F1; rechts: Flussprobe F2).

Unter der Verwendung von Reinstwasser wurden imlavérder Elution zwei Peaks

detektiert, wahrend die Chromatogramme der mit phapuffer aufgetrennten Substanzen
einen breiten Peak zeigten. Dieser breite Peakbesgzh aus der Uberlagerung kleinerer
Peaks. Bei der Betrachtung des zweiten Peaks inldAlnly 24 ist der gleiche Trend zu

beobachten wie bei den Chromatogrammen der RP1&HRit Reinstwasser als polarem
Laufmittel (Abb. 22). Die Chromatogramme der Audasschromatographie bekréftigten die
Vermutung, dass sich die Molekulstruktur von Hurtoffen abhéangig von der lonenstarke
des Mediums in ihrer GroRe veradndern. Aul3erdem evdrestatigt, dass diese Struktur-
anderung reversibel ist und beim Einsatz eines rhatdls mit hoher lonenstarke wieder

aufgehoben werden konnte (Abb. 25). Somit lassgndie Verteilungen in Abb. 22 nicht

nur durch Wechselwirkungen der organischen Substanzit der stationaren und mobilen

Phase, sondern auch durch GréReneffekte erklaren.
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4. Diskussion

4.1 Einfluss des Probenvolumens auf die Extraktiodes organischen Materials

Die Abnahme der Extraktionseffizienz mit zunehmend&nreicherungsvolumen lasst sich
nicht durch das Uberschreiten der Kartuschenkaiabiggriinden. Der Hersteller Agilent
Technologies gibt folgende Kapazitaten fur die vardeten Kartuschen an: Silicatkartuschen
konnen 1 — 4 % und Polymerkartuschen bis zu 12 % eilegesetzten Sorbensmasse
extrahieren (mundliche Uberlieferung, Dr. Ulrikegl®). Somit wiirde die Kapazitat lediglich
bei den 1000 mL-Anreicherungen der drei ProbenetsitC8-Kartusche berlastet worden
sein. Eine Uberbeanspruchung war beim Vergleich Hetraktionseffizienzen unter
Bericksichtigung des negativen Trends nicht erkannb

Im Vergleich zeichneten sich PPL-Festphasenextagkartuschen dadurch aus, dass sie
geldstes organisches Material effizienter anreteimeals C8-Kartuschen. Dieses Ergebnis
belegte auch eine friihere Studie (Dittmar et &8008). Die Extraktion von organischem
Material, welches besonders in Meerwasser und andagjuatischen Systemen tberwiegend
eine GrolRe von <1 — 5 kDa hat (Thurman, 1986, Bemt al., 1997), wird durch das
Silicatsorbens aufgrund der kleineren Porengrofagunstigt. Jedoch hat das Sorbens der
PPL-Kartuschen erwartungsgemalf eine hohere Auslésidie C8-Kartuschen, da es sehr
polare sowie unpolare Substanzen bindet und eidBege Oberflache besitzt (600 m?/g im
Gegensatz zu 500 m?/g bei dem C8-Sorbens).

Die Ergebnisse haben ergeben, dass die relativieiMerg der Aminosduren unabhangig von
Anreicherungsvolumen gleich bleibt. Diese Annahmnefi Isich durch den Einsatz der
Clusteranalyse eindeutig bestatigen. Durch den Igfely der Aminosaureverteilungen auf
Analogie ergaben sich abgegrenzte Cluster, in ddireeangereicherten Proben sich abhangig
von ihrem Ursprung und vom verwendeten Sorbens cjedaunabhangig vom
Anreicherungsvolumen arrangierten (Abb. 26).
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Abb. 26: Clusteranalyse der relativen Aminosaureieingen aller Methanolextrakte, die aus der

Anreicherung unterschiedlicher Volumina der Astudeeres- und Flussprobe mittels C8- und PPL-
Kartuschen hervorgingen.

Insgesamt 95,8 % der Variabilitdt der Proben liefieh durch die Hauptkomponenten 1 und
2 darstellen (Abb. 27). Dabei waren die Faktoreig€nvektoren), die den grof3ten Einfluss
auf die raumliche Verteilung der Datenpunkte hattBe relativen Betrdge der Aminosauren
Glycin, Valin und Alanin bei Hauptkomponente 1, weihd Hauptkomponente 2 Gberwiegend
von dem Summenparameter Asx beeinflusst wurde. IDulie klare Gruppierung der

Datenpunkte unter Einbezug der Eigenvektoren wichtlsar, dass die Aminoséaure-

zusammensetzungen der Astuar- und Meeresprobechihgiid und sich deutlich von der

Flussprobe unterscheiden, wobei der Glycinanteidd&erenzierende Faktor ist.
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¥ Meer
Fluss
™ -
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Abb. 27: Hauptkomponentenanalyse der relativemasdiureverteilungen aller Methanolextrakte, die das

Anreicherung unterschiedlicher Volumina der AstuMeeres- und Flussprobe mittels C8- und PPL-
Kartuschen hervorgingen.
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Nach Hecky et al. (1973) werden Glycin und Serinden Zellwédnden von Diatomeen

angereichert. Diese zellwandassoziierten Aminosauraben eine geringere Anfalligkeit

gegeniber enzymatischem Abbau als jene, die inpldstha vorkommen (Laursen et al.,
1996). Das erklart jedoch noch nicht den deutlichémterschied, da neben den weit-
verbreiteten marinen Diatomeenarten auch SuRwakseraexistieren. Der hohere

Glycinanteil in den Extrakten der Flussmindung wuled Meerwassers lasst sich mit den
Ergebnissen von Carlson et al. (1985) besser erkldn ihrer Arbeit wurde die Fahigkeit von
marinen, geldosten organischen Makromolekilen bedwtm Monomere wie Glycin, Alanin

oder Valin zu binden. Dieser Bindungsprozess kamed&um einen protektiven Effekt

haben, nadmlich den Schutz des gebundenen MononwmrdAlbbau, und weiterhin zum

Beispiel Aminosauren konservieren.

Ergebnisse von Hubberten et al. (1994) zeigteniéhmohe Anteile der finf Aminosauren
(Glycin, Asparaginsaure/Asparagin, Glutaminsaurgi@hin, Alanin und Serin) bei
untersuchtem Meerwasser von bis zu 80 %. Im Gegensau reprasentieren die haufig in
Huminstoffen des SuRwassers vorkommenden Aminosau(&lycin, Asparagin-
saure/Asparagin, Glutaminsaure/Glutamin, Alanin)t |[dhurman (1985) 40 — 65 % der
geldsten Gesamtaminosauren.

Die Detektion der chromatographisch aufgetrenntegramuschen Substanzen erfolgte durch
eine Extinktionmessung bei 210 nm, da nach Hertketnal (2006) Carboxyl- und
Ethergruppen die am haufigsten im DOM vorkommenfigrktionellen Gruppen sind. Der
niedrigere Anteil polar-organischer Substanzenen @8- und PPL-Extrakten der Flussprobe
(Abb. 10 und 11) lasst sich durch den gréRerenr&giterrestrisch-organischer Substanzen
erklaren. Diese Biomakromolekile, wie Lignine od€utin, enthalten nahezu keinen
Stickstoff, haben ihren Ursprung in Gefal3pflanzed besitzen einen gréf3tenteils unpolaren
Charakter (de Leeuw und Largeau, 1993).

Die Ergebnisse zeigten, dass bei zunehmendem Aereicgsvolumen der Anteil polar-
organischer Substanzen stetig sinkt. Dieser negdtrend lasst sich dadurch erklaren, dass
die hauptsachlich hydrophoben Oberflachen der \eewendeten C8- und PPL-Kartuschen
die polar-organischen Substanzen nicht stark gdmoden bzw. retardieren. Diese polar-
organischen Substanzen stehen ebenfalls in Wedhsaehg mit der durch die Kartusche
flieBenden Probe. Eine weitere Erklarung ware, dessydrophoben Substanzen die polaren
Substanzen aufgrund einer hoheren Affinitat zurrbgdoben Oberflache im Verlauf der
Extraktion verdrangen. Sorbenzien auf Polystyrglrdilbenzol-Basis haben den Nachteil
eine geringe Kapazitat fur hochpolare Substanzemeritzen (Ledn-Gonzalez und Pérez-
Arribas, 2000). Diese Effekte konnen Grinde fir diachgewiesene Abnahme der
Extraktionseffizienz bei steigendem Anreicherundsneen sein.
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Die ungleichmaliige Anreicherung organischer Substahat zur Folge, dass bei steigendem
Probenvolumen die Reprasentativitat der Polarigitsilung des Extrakts fir die Verteilung
der Originalprobe schlechter wird. In Untersuchungen Masqué et al. (1998) wurden drei
Kartuschenarten zur Isolation von Phenolen undi®Bésh verglichen. lhre Ergebnisse
bestatigten ebenfalls eine geringere Wiederfindspgziell von polaren Substanzen bei
Zunahme des Anreicherungsvolumens unter Verwendwmg PPL-Kartuschen. Beispiels-
weise lag die Wiederfindung von Phenol bei der Autrerung von 50 mL Probe bei 68 %
und sank mit steigendem Probenvolumen (200 mLR3a%s.

Beim Vergleich der beiden Kartuschenarten zeigtle sindeutig, dass unter Verwendung der
PPL-Kartuschen stets mehr polar-organische Subetarextrahiert wurden. Bei der
Extraktion polarer Verbindungen mit diesen hydrdmo Sorbenzien ist einer der wichtigsten
Parameter die spezifische Oberflache, die fur Waehdkungen mit dem Analyten zur
Verfiigung steht (Fontanals et al., 2007). Die Aggon von organischen Substanzen am C8-
Sorbens lasst sich ausschlie3lich durch die Bildumg Wasserstoffbriickenbindungen und
Van-der-Vaals-Kraften erklaren. Neben dem Vorwihe um 100 m2/g gro3ere Oberflache zu
besitzen, begtinstigt eine hohe Anzahl an aromatis€tingen des PPL-Sorbens zusatzliche
n-n-Interaktionen. Diese Interaktionen tragen zu eibesseren Retardierung grof3tenteils
polarer Substanzen bei (Ledn-Gonzalez und Péraba&sr2000, Fontanals et al., 2005).

4.2 Spektrale Eigenschaften des organischen Matela

Bei den Anregungswellenlangen, die in den Versustewendet wurden (270 und 365 nm),
fluoreszieren, neben den Huminstoffen, wie Humind &luvinsduren, auch Substanzen mit
proteindhnlichen Spektren.

Tab. 13: Anregungs-Emissionswellenlangenpaare vofied des aquatischen, nattrlichen organischen
Materials (Coble, 1996, Wu und Tanoue, 2001, Wal.eP001, Baker, 2001, Leenheer und Crour, 2003

Fluoreszierende Substanz  Anregungswellenlange [nfEmissionswellenlange [nm|
huminstoff-ahnlich 260 380 — 460
huminstoff-ahnlich 350 420 — 480
huminstoff-ahnlich 350 — 440 430 — 510
fulvinsdure-ahnlich 240 — 270 370 — 440
fulvinsaure-ahnlich 310 — 360 370 — 450

tyrosin-ahnlich 275 310
tryptophan-ahnlich 275 340

Auf der Suche nach einer zuverlassigen Messmethadedie Konzentration geldsten
organischen Kohlenstoffs in Oberflachenwasser h&reart et al. (1976) herausgefunden,
dass die Fluoreszenz der untersuchten WasserpnobEmissionsbereich von 400 — 600 nm
bei einer Anregungswellenlange von 365 nm statistisoch signifikant (R2 = 0,87 — 0,98)
mit der DOC-Konzentration korreliert. Fir weiterentgrsuchungen sollte daher der
analysierte Emissionsbereich auf 420 — 600 nmt(3@® nm) verkirzt werden, da die
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Emissionswellenlangen der fluoreszierenden Substanicht sehr weit in den Bereich
langerer Wellenlangen reichen (Tab. 13). Bei derwé&mdung dieser alternativen
Messmethode ist zu beachten, dass der sonnentloaterte Photoabbau des
fluoreszierenden DOMs (FDOM) Probleme bei der imtetation der Daten verursachen
kann. Die Ergebnisse von Mostofa et al. (2007) teeigdass fulvinsdure-ahnliches FDOM
anfalliger gegenuber Photoabbau ist als proteidiétienSubstanzen und DOC.

Die Beziehung zwischen der molaren Absorbanz und DB©C-Konzentration der
Methanolextrakte wurde schon in friheren Studiemhgawiesen. Bei Extrakten von
Oberflachenwasser aus dem Suidatlantik und der Wigapbestand eine hoch signifikante
Abhéangigkeit (R? = 0,92) zwischen der DOC-Konzetraund der Extinktion bei 210 nm
(Lechtenfeld et al., 2001). Vorraussetzung fur eli&®rrelation ist eine lineare Beziehung
zwischen den Konzentrationen von CDOM und DOC. Dmgersuchungen von Vodacek et
al. (1997) ergaben, dass der Abbau von CDOM authuam Photooxidation diese Beziehung
stark beeinflusst. In Monaten mit wenig Sonneneaidting beobachteten sie eine lineare
Beziehung zwischen der Absorption und der DOC-Katragion. Dagegen war diese
Beziehung im Sommer, bedingt durch Photooxidatiow.Photobleaching, nicht linear, da
bis zu 70 % des CDOMs im Oberflachenwasser in rstbhdmophoren, geldsten organischen
Kohlenstoff und gelsten anorganischen Kohlenstofgewandelt wurden.

4.3 Einfluss von Salz auf die Extraktion gel6stenrganischen Materials

Die Anwesenheit von Salz hatte keinen nachweisb@neftuss auf die Effizienz, mit welcher
gelost organisches Material extrahiert wurde. Dregedlsuchungen von Kruger et al. (2011)
handelten von dem Einfluss der Salinitat auf dealson von DOM mittels Ultrafiltration
und Festphasenextraktion mit C18-Kartuschen. D&b®len sie heraus, dass Salzionen die
Effektivitat, mit welcher geloste organische Subgztn angereichert werden, beeinflussen.
Bei Extraktionen von mit Salz versetzten Flusswamsben mit C18-Kartuschen waren die
Wiederfindungsraten sehr unterschiedlich und zeiginen signifikanten Trend. Es wurde
dargelegt, dass die negativen Effekte, die Salnoaef die Extraktion haben, bei der
Extraktion mit C18-Kartuschen je nach Herkunft uAdsammensetzung der organischen
Substanzen variieren.

Durch die chromatographische Auftrennung der Meatlexirakte wurde ein Einfluss des
Salzes auf die Polaritats- bzw. Grol3enverteilungaiggetrennten organischen Substanzen
nachgewiesen (Abb. 22 und 24). Diese Ergebnis€etiadie Vermutung zu, dass sich die
Struktur organischer Substanzen in Abhangigkeit dem lonenstarke der Wasserprobe
verandert. Diese Veranderung war so stabil, dassnath der Festphasenextraktion und
Elution im Methanolextrakt trotzdem weiterhin na@sbar blieb. Tsutsuki und Kuwatsuka
(1984) sahen im Verhalten der Molekulstruktur vonntinstoffen eine Ahnlichkeit zu der
von polyelektrolytischen Partikeln. Wahrend sieMedien mit geringen lonenstarken eine
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lineare Molekulstruktur aufweisen, bilden sich ls&igender lonenstarke starre, spharisch-
kolloide Strukturen. Diese variable Starrheit deslékile von Huminstoffen wurde auch von
Cameron et al. (1972) beschrieben.

Pédrot et al. (2010) fanden in ihren Untersuchungenaus, dass im Gegensatz zur
lonenstarke der pH-Wert den grol3ten Einfluss aaifSirukturstabilitat von Huminstoffen hat.

Bei niedrigen pH-Werten konnte eine Destabilisigrdier Konformation beobachtet werden.
In der vorliegenden Arbeit wurden alle Proben ver Bestphasenextraktion auf einen pH-
Wert von ca. 2 gebracht. Es ist deswegen davorugabken, dass die Molekdilstrukturen der
Huminstoffe in allen Ansétzen vergleichbar destsieitt wurden. Aus diesem Grund war der
einzige Unterschied zwischen den Ansatzen die i&#linso dass die nachgewiesenen
GroRReneffekte nur auf die lonenstarke der jewenli§robe zurtckzufihren ist.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kongézeigt werden, dass ein variables
Anreicherungsvolumen einen Einfluss auf die Festphaxtraktion von gelésten organischen
Substanzen aus Wasserproben hat. Ein zunehmera®nRPolumen hatte eine Abnahme der
Extraktionseffizienz sowie eine verstarkte Anrercimgy unpolarer Substanzen zur Folge. Die
relative Aminosaureverteilung blieb dabei unabhgngbm Probenvolumen gleich. Diese
Trends waren unabhangig von Probenherkunft beiebeixtraktionskartuschentypen zu
beobachten. Des Weiteren konnte gezeigt werders ei® lineare Beziehung zwischen
FDOM und DOC besteht. Damit wurde bewiesen, das$-llioreszenzmessung das Potential
besitzt als alternative Methode zur Bestimmung B€C-Konzentration eingesetzt zu
werden. Die Methode konnte ebenfalls bei der Charskerung des Adsorptionsverhaltens
von Festphasenextraktionskartuschen Anwendung rindBie in friheren Studien
nachgewiesene nahezu lineare Korrelation zwischeBonzentration und Extinktion bei
210 nm der Festphasenextrakte (Methanol) konnt&tigisverden.

Durch den Einsatz von Acetonitril als zweites Elngmittel (nach Methanol) konnte nur von
den PPL-Kartuschen zusétzliches SPE-DOM vom Sorlgeidst werden. Diese zweite

Elution steigerte die Extraktionseffizienz der Bktionskartuschen (PPL) um bis zu 1,5 %.
Unterschiedliche Salzkonzentrationen zeigten keiaefluss auf die Effizienz, mit welcher

organische Substanzen aus Flusswasser mittels RitdkEonskartuschen extrahiert wurden.
Es konnten jedoch salzabhangige Veranderungen di#se@verteilung polarer organischer
Substanzen nachgewiesen werden.

Im Mittelpunkt zuklnftiger Untersuchungen konntee dAufklarung des Adsorptions-

verhaltens anderer, chemisch-charakterisierter CFdaktionen (z.B. von Phenolen oder
Kohlenhydraten) stehen. Ergebnisse wirden dazurafjet optimale Parameter (z.B.

Anreicherungsvolumen, Extraktionssorbens, Elutiohswen oder -mittel) flr eine gezielte

Anreicherung relevanter Substanzgruppen zu ermitteAu3erdem waren Versuche

interessant, in denen Anreicherungsvolumina von-180 mL verwendet werden. Dabei

wirde die Frage im Mittelpunkt stehen, ob weiterldim nachweisbarer Einfluss des
Probenvolumens auf die Extraktionseffizienz bestetiér ob die Anreicherung fur den

niedrigen Volumenbereich linear ist. Durch die Amaeng kleinerer Anreicherungsvolumina
ware zu erwarten, dass sich die Reprasentativsitecktrakts fir die Zusammensetzung der
Originalprobe verbessert. Die Adsorption von frefeninosauren und Peptiden am Sorbens
konnte ferner unter Einsatz von Standardlosungel® Aminosaurestandards oder
enzymatisch teilverdaute Standardproteine beinmalteiter erforscht werden.

Zur Verbesserung der Extraktion organischer Subkstamittels Festphasenextraktion waren
Versuchsreihen denkbar, in denen Wasserproben antiemander geschalteten Kartuschen
angereichert werden. Die grof3ere Oberflache und uhéerschiedlichen einsetzbaren
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Sorbenzien bieten dem organischen Material mehdiktigeiten, um mit der festen Phase zu
interagieren. Sowohl hohere Extraktionseffizienzals auch eine Partitionierung der
organischen Substanzen in sorbensspezifische &nakti waren denkbar. Diese Vorab-
trennung wirde einen Beitrag dazu leisten, den egroBOM-Pool in nachfolgenden
Analysen besser differenzieren zu kénnen (z.B. ER-MS). Eine vorstellbare Kartuschen-
kombination ist beispielsweise PR2 NH2 = C18. Dabei ware zu erwarten, dass die PPL-
Extraktionskartusche unspezifisch organische Swobseta anreichert, wahrend alle
Substanzen, die nicht retardiert werden, in einpolame (C18) und eine polare Fraktion
(NH2) aufgetrennt werden. Bei den Versuchsreihemi@ durch den Einsatz der Echtzeit-
Fluoreszenzmessung des Durchflusses schon waheznxtraktion eine Aussage uber die
Zu- oder Abnahme der Extraktionseffizienz gemaacbtden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit und friherer Studiergten, dass die DOC-Konzentration
durch den Einsatz von Fluoreszenzmessungen bestwmentten kann. Es ware interessant
inwieweit diese optische Methode mit den verwenu&arametern das Potential flr in-situ-
Langzeitmessungen der DOC-Konzentration besitzt. diasem Zweck muisste das
Messsystem so optimiert und vereinfacht werdens d&s in eine Messstation integriert
werden kann. Bei der Optimierung mussten Faktoreacliet werden, wie die stetige
Verschmutzung der Durchflusskivette durch Biofogiloder die Kondenswasserbildung im
Inneren des Fluorometers aufgrund des Temperaemahieds. AnschlieRend misste das
Messsystem durch gleichzeitige Messungen der Haerez und der DOC-Konzentration

(dazu Probenahmen des Wassers) fur den Einsat©Oxokalibriert werden. Durch diese

Langzeitmessungen des geldsten organischen Kobfensin verschiedenen Standorten
koénnten sich neue Einblicke in die globalen Kohtefillisse ergeben.

Die Etablierung eines weiteren Elutionsmittels (zAgetonitril) nach Methanol zum Lésen
von relativ unpolaren organischen Substanzen voryntwsorbenzien sowie die
Identifizierung dieser Substanzen sollte bei dercbiithrung zukinftiger Extraktionen
bertcksichtigt werden. Zum Zweck einer genauerear&iterisierung und ldentifizierung
dieser Substanzen waren weitere Untersuchungerelsniliissigchromatographie mit
Massenspektrometriekopplung (LC-MS) von groRenrésse.

AulRerdem waren weitere Untersuchungen bezuglichsdisnduzierten GroReneffekts auf
polare organische Substanzen anzustreben. VoestellResultate waren neue Erkenntnisse
bezuglich der Molekulstruktur und der formgebendé&aktoren der noch wenig
charakterisierten Huminstoffe. Dabei sollten digpReuzierbarkeit dieses Effekts sowie der
Einfluss von Probenherkunft im Fokus kinftiger Arsgn stehen.
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Anhang

Anhang

Anhang 1: Extinktion (210 nm), DOC- und TDN-Koneatidnen der Methanolextrakte und Extinktion (210)n

der Acetonitrilextrakte (PPL); P1: Astuarprobe, Pdeeresprobe, P3: Flussprobe (Kap. 3.1.1, 3.2.3) 3.

pngereicherey noc uw] | TON [aM] | (Metnarcocraes (hoetontotae)
[AU] [AU]
_ 100 15127 260,5 11,9 0,64
o 250 37632 1174 32,5 1,38
! 500 73948 2454 57,1 2,40
Y 1000 138110 4964 102,2 3,90
_ 100 7987 192,5 6,6 1,31
o 250 17885 441,7 14,1 1,50
- 500 33523 1283 22,6 2,47
o 1000 62804 2260 37,4 3,68
_ 100 12544 239,4 8,5 1,07
o 250 26544 1113 17,4 1,31
- 500 49294 2215 31,4 2,16
o 1000 93086 4103 59,5 3,91
100 8827 234.6 9,7
& 250 20608 1030 19,3
! 500 37807 810,2 32,3
a 1000 67032 1540 55,1
100 4908 -193,5 6,0
3 250 8978 438,9 9,4
- 500 16198 315,1 15,0
™ 1000 29736 364,1 22,8
100 7054 -172,3 7,0
B 250 13522 352,2 12,7
! 500 26026 1149 22,2
e 1000 47908 1492 35,4
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Anhang

Anhang 2: Peakdaten der mittels RP18-HPLC aufgetemorganischen Substanzen der PPL-Methanolextrakt
(Kap. 3.1.3); P1: Astuarprobe, P2: Meeresprobe, PRissprobe, RZ: Retentionszeit

Angereich-|
ertes RZ Flache | Rz Flache | Rz | Flache | Rz Flache Rz Flache Rz Flache
Volumen
[mL]
2 100 41 | 11729018| 4,947 | 8721414 | 8,973 | 658077 | 16,347 | 6072017 | - - - -
a 250 4,293| 19364770| 4,973 | 22437739 8,947 | 1196999 | 16,373 | 16662572| - - - .
- 500 4,387| 26570127| 5,12 | 46371655| 8,92 | 1403916| 12,833 | 861110 | 16,4 | 35367538| - -
g 1000 4,48 | 37047093 | 5,193 | 85266266| 8,893 | 1873603| 9,753 | 370410 | 12,927 | 3224758 | 16,44 | 103151195
2 100 3,993| 3291048 | 4,987 | 2731211 | 8,947 | 335686 | 16,353 | 1853376 | - - - -
a 250 4,1 | 7001216 | 4,98 | 6910095 | 8,94 | 637702 | 16,353 | 6372074 | - - - .
- 500 4,127| 9596720 | 4,927 | 15032569 | 8,947 | 1056746 | 16,347 | 13514205| - - - -
N 1000 | 4,327| 14277013| 5,1 | 30180034| 8,947 | 1456610| 12,627 | 206707 | 16,387 | 26279004| - .
2 100 2,907| 30299 | 3,767 | 653440 | 4,313 | 274075 | 5,767 | 4918677 | 8,927 | 455027 | 16,353 | 5399453
a 250 2,013| 29057 | 3,94 | 2276539 | - - 5,753 | 10094309| 8,947 | 870064 | 16,535| 13750614
- 500 - - 3,887 | 3467261 | - - 5,767 | 19827185| 8,947 | 1342495 | 16,373 | 26925350
e 1000 | 2,853| 35874 | 3,853 | 2078730 | 4,62 | 685535 | 5,933 | 28242893| 8,92 | 1433655 | 16,407 | 59213982

Anhang 3: Peakdaten der mittels RP18-HPLC aufgetemorganischen Substanzen der C8-Methanolextrakte
(Kap. 3.1.3); P1: Astuarprobe, P2: Meeresprobe, PRissprobe, RZ: Retentionszeit

Angereich-
ertes Rz | Flache | Rz Flache | Rz Flache | RZ Flache RZ Flache RZ Flache
Volumen
[mL]
100 3,053| 59855 | 3,013 | 4223611 | 504 | 4330412 | 8,96 | 378645 | 16,36 | 3149268 | - -
8 250 3,08 | 128312 | 4 | 10314485| 4,933 | 9095774 | 8,973 | 646972 | 16,367 | 8587493 | - .
- 500 3,06 | 366147 | 4,04 | 16139274| 4,927 | 15718771| 8,947 | 953642 | 16,36 | 18668885| - -
g 1000 3,06 | 877366 | 4,06 | 16893716| 4,647 | 2971915 | 5,12 | 27244242 8,947 | 1373812 | 12,967 | 1111385
100 3,84 | 1439751 | 4,793 | 659459 | 8,953 | 188133 | 16,34 | 1074507 | - - - -
8 250 3,06 | 122815 | 3,873 | 2216994 | 4,907 | 1532139 | 8,933 | 263937 | 16,333 | 2228681 | - .
- 500 3,033| 250082 | 3,893 | 3404257 | 5,02 | 3243890 | 8,94 | 390438 | 16,367 | 6721006 | - -
N 1000 3,047| 820394 | 3,96 | 7650941 | 4,84 | 5126384 | 8,94 | 558179 | 16,387 | 12510817| - .
100 3,02 | 56146 | 3,893 | 871870 | 4,607 | 502186 | 8,96 | 235077 | 16,547 | 1380621 | - -
8 250 2,993| 151007 | 3,007 | 2192246 | 4,58 | 1264085 | 8,933 | 318971 | 16,347 | 5293849 | - .
- 500 3 | 414803 | 3,92 | 3474490 | 4,727 | 3016395 | 8,933 | 461084 | 16,387 | 13314859| - -
e 1000 2,993| 655368 | 3,047 | 5844415 | 4,713 | 5989675 | 8,933 | 898904 | 16,433 | 24586634| - .
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Anhang

Anhang 4: DOC- und TDN-Konzentrationen der Hafersgasund Flusswasserproben (Kap. 3.2.1 und 3.4)

Originalprobe DOC [uM]  TDN [uM]
HafenwasserH{1) 382,1 67,8
HafenwasserH{2) 378,1 65,5
FlusswasserH1) 247,3 219,4
FlusswasserH2) 200,8 215,5

Anhang 5: Extinktion (210 nm),DOC- und TDN-Konzatidnen der Methanolextrakte (Kap. 3.2.1 und 3.4);

n.b.: nicht bestimmt

Probe Cgﬁfggg*}fﬂrﬁs DOC [uM]  TDN [uM] EX“”[‘XB’]””O om
HafenwasserH{1) 900 158200 6316 120,5
HafenwasserH2) 100 19796 731,9 15,7
F'“OSZ‘;VE‘;S:S(D 150 16877 727,6 11,8
FlusswasserH1) 150 16716 570.3 121

8,75 g/L NaCl ’ ’
Flusswasseril) 150 16807 603,2 11,9
17,5 g/L NaCl ’ ’
FlusswasserHl) 150 15806 522,1 11,5
26,25 g/L NaCl ’ ’
FlusswasserHl) 150 15603 533,3 11,4
35 g/L NaCl ’ ’
FlusswasserH2) 150 14224 5125 b

0 g/L NaCl ’ o
F;“;Z"‘SESNGZ? 150 13809 733,6 n.b.
FlusswasserH2) 150 14067 541 7 b
26,25 g/L NaCl ’ o

FlusswasserH2)
150 14546 644,8 n.b.

35 g/L NaCl
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Anhang

Anhang 6: Relative Fluoreszenz, DOC- und TDN-Kommaganen des Durchflusses wahrend der
Festphasenextraktion von Probe H1 (Kap. 3.2.1, Abb.

Angereichertes Relative Fluoreszenz DOC  TDN

Volumen [mL] [counts] [UM]  [uM]

92,1 37609 1483 54,4
184,2 50227 153,0 54,1
276,3 60101 1640 519
368,4 67404 164,1 91,6
460,5 74279 163,5 62,1
552,6 80410 168,4 58,1
644,7 86650 176,7 829
736,8 90374 174,7 68,6
828,9 95471 184,1 63,0
890,3 98611 190,7 65,7

Anhang 7: Relative Fluoreszenz, DOC- und TDN-Kommaganen des Durchflusses wahrend der
Festphasenextraktion von Probe H2 (Kap. 3.2.1, ABl. korrigierte DOC-Werte in Klammern

Angereichertes Relative Fluoreszenz DOC  TDN

Volumen [mL] [counts] [UM]  [uM]
3,7 7725 1383 3563
’ (82,1) '
99,73
11,1 13299 (86,0) 40,45
18,5 16848 92,42 43,49
25,9 19622 95,5 40,61
33,3 21761 99,67 43,63
40,7 23730 104,8 42,97
48,1 25391 107,8 43,29
55,5 26966 109,8 43,21
62,9 28650 110,5 44,56
70,3 29816 113,6 44,89
77,7 31166 1145 448
85,1 32272 118,1 45,65
92,5 33494 121,3 48,34
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Anhang

Anhang 8: Mittels RP18-HPLC aufgetrennte organisBbstanzen des Methanolextrakts der angereicherten
mit Salz versetzten Flussprobe F1 (Kap. 3.4)

Signalstérke [mAU]

| —— 0 g/L NaCl
1807 —— 875 /L NaCl
{—— 17,5 /L NaCl
160] —— 26,25 g/L NaCl
35 g/L NaCl
140
1204
100

180

F160

F140

F120

100

aill]

60

r40

20

4 5 6 7 8 9 10 17 12 13 14 15 16 17 18
Retentionszeit [min]
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