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Vorwort

In der vorliegenden Habilitationsschrift werden die Ergebnisse der Forschungsar-
beiten seit 1995 anhand der neunzehn wichtigsten eigenen Veröffentlichungen zum
Thema dargestellt. Die Arbeiten sind thematisch in drei Unterkapitel gegliedert, in
denen die Beiträge zur spektroskopischen Charakterisierung der Huminstoffe (2.1,
sieben Publikationen), Untersuchung der Wechselwirkungen mit hydrophoben Xe-
nobiotika (2.2, vier Publikationen) und den Wechselwirkungen mit Metallkationen
(2.3, drei Publikationen) zusammengefasst sind. Jedem Unterkapitel ist eine kurze
Zusammenfassung der aktuellen Literatur (für die Jahre 2000 bis 2004) vorange-
stellt, um einerseits die Relevanz aber auch das fortbestehende Interesse an den
Forschungsthemen zu dokumentieren. Die ältere Literatur ist bereits in den einzel-
nen Veröffentlichungen berücksichtigt.
Im Anschluss daran werden in Kapitel 3 Ergebnisse laufender Forschungsarbeiten
präsentiert. Diese sind eine Fortsetzung der in den vorhergehenden Kapiteln darge-
stellten Forschungsarbeiten an Huminstoffen und ihrer Rolle als Reaktionspartner
für Xenobiotika in der Umwelt, wobei besonders die Reaktivität gegenüber Metallka-
tionen in den Mittelpunkt des Interesses gerückt ist. Durch die Verwendung von Lan-
thaniden1 (Ln3+) als molekulare Lumineszenzsonden wird die Komplexierung von
Metallen durch Huminstoffe mit stationären und zeitaufgelösten Fluoreszenztechni-
ken untersucht. Zum besseren Verständnis der Sondeneigenschaften der Ln3+ sind
die relevanten (spektroskopischen) Eigenschaften der Lanthanide sowie ihrer Kom-
plexe kurz in Abschnitt 3.1 zusammengefasst. Von den bislang erzielten Ergebnisse
werden u.a. die aktuellen Resultate der Untersuchung der Energietransferprozesse in
Huminstoff-Lanthanid-Komplexen diskutiert. Besonders die Bestimmung der mitt-
leren Abstände von Metallbindungsplätzen in Huminstoffen über die Messung eines
Interlanthanid-Energietransfers eröffnet neue Möglichkeiten, Phänomene wie die der
Huminstoffassoziation auf Größenskalen von wenigen Nanometern zu untersuchen.
Die Darstellung in Kapitel 3 konzentriert sich vor allem auf die Diskussion der
Ergebnisse, Informationen zu experimentellen Details (z.B. zu den verwendeten Ge-
räten) und zu allgemeineren theoretischen Grundlagen finden sich in den Anhängen
A und C.

1In der neueren Literatur wird auch häufig der Begriff Lanthanoide verwendet.
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Kapitel 1

Einleitung

Huminstoffe (HS) entstehen aus pflanzlichen und tierischen Material durch chemi-
sche und biologische Ab- und Umbauprozesse. Wahrscheinlich liegen verschiedene
Entstehungswege vor, die je nach lokalen Bedingungen (Klima, Pflanzenbewuchs,
Mikroorganismen usw.) verschieden stark zum Gesamtentstehungsprozess beitra-
gen. Als bekannteste Hypothesen für die HS-Genese sind die Lignin-Theorie und die
Polyphenol-Theorie zu nennen, desweiteren ist die Kondensation von Polysaccha-
riden und Aminoverbindungen in Betracht zu ziehen [1–4]. HS sind ubiquitär und
stellen den wohl größten verfügbaren Kohlenstoffpool dar, er übertrifft selbst die in
Pflanzen und Tieren gebundene Menge. Dennoch gehören HS zu einer Substanzklas-
se, die immer noch nicht vollständig verstanden ist in Bezug auf ihre Reaktivität in
der Umwelt. Für die Jahre 2000 bis 2004 können im Web of Science 2075 Einträge
zum Stichwort humic substances gefunden werden. Neben den eher traditionellen
Themenschwerpunkten (s.u.), die sich mit den verschiedenen Effekten von HS auf
die Speziation, Bioverfügbarkeit und veränderte Toxizität von Xenobiotika befas-
sen, werden die Bedeutung der HS für die Nahrungskette (vor allem in aquatischen
Lebensräumen) untersucht. Zusätzlich zu den eigentlichen physiologischen Effek-
ten, die u.a. die Rolle von HS in Elektronen-Donor-Akzeptor-Zyklen in Verbindung
mit Mikroorganismen untersuchen, ist vor allem die Wirkung von HS als Mediator
beim Abbau bzw. in der Wasseraufbereitung bei der Bildung von halogenierten Ver-
bindungen von Interesse. Durch Veränderungen im Klima, den steigenden Eintrag
von anthropogenen Substanzen in die Umwelt und durch die sich stetig wandelnde
Nutzung von Landflächen und Gewässern (z.B. durch Landwirtschaft) wird auch die
Qualität und die Quantität der HS verändert. So verursacht der zunehmende Gehalt
an HS in Oberflächengewässern bei der Trinkwasseraufbereitung stetig steigende Ko-
sten in der Größenordnung von einigen 100 Mio. Euro. Wesentliche Kostenfaktoren
sind die Entfernung von HS durch Flockungsprozesse, die Biofilmbildung in Wasser-
leitungssystemen und in Filteranlagen sowie die Bildung von gesundheitsschädlichen
Substanzen im Zusammenhang mit Desinfektions- und Oxidationsschritten während
der Wasseraufbereitung. Da HS zu ca. 50 bis 60% aus Kohlenstoff bestehen, ist ein
Verständnis der Kohlenstoffdynamik in Zusammenhang mit HS auch für die Dyna-
mik des Treibhausgases CO2 bedeutsam (s. DFG Schwerpunktprogramm „Böden als

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Quelle und Senke für CO2-Mechanismen und Regulation der Stabilisierung organi-
scher Substanz in Böden“).
HS können als Biopolymere aufgefasst werden, die sich neben ihrer außergewöhnlich
großen Heterogenität durch eine große Zahl verschiedenster Funktionalitäten aus-
zeichnen (z.B. aromatische Strukturen oder basische und saure Gruppen). Dement-
sprechend ist ihre Reaktivität gegenüber Xenobiotika in der Umwelt mannigfaltig.
Säure-Base-Gruppierungen bestimmen die Komplexierung von Metallkationen, hy-
drophobe bzw. hydrophile Eigenschaften beeinflussen die Wechselwirkung mit orga-
nischen Xenobiotika. Die Wechselwirkung mit Xenobiotika kann entweder zu einer
Immobilisierung oder zu einer erhöhten Mobilisierung dieser führen und aufgrund der
veränderten Bioverfügbarkeit wird die Toxizität der Xenobiotika beeinflusst [1,5–10].
Durch die Anwesenheit von Chromophoren wird in natürlichen Wässern die Ein-
dringtiefe der Sonnenstrahlung durch HS bestimmt. Variationen im HS-Gehalt kön-
nen so einen bedeutsamen Effekt auf die Flora und Fauna von aquatischen Ökosys-
temen haben.
Für Untersuchungen der Reaktivität von HS werden Referenz- und Standard-HS
benötigt. Von verschiedenen Arbeitsgruppen und der International Humic Substan-
ces Society (IHSS) werden Standardroutinen zur Isolierung von HS vorgeschla-
gen [1, 4, 11, 12]. So wird z.B. für die Isolierung von aquatischen HS die Adsorption
bei pH-Werten < 2 an nicht-ionischen Polymeren (XAD-2 oder XAD-8) und die an-
schließende Desorption bei pH-Werten > 12 als Methode favorisiert. Dadurch wird
eine operational-definierte Auftrennung der HS in hydrophile und hydrophobe Frak-
tionen erreicht. HS werden weiter unterteilt in Fulvinsäuren (FA, fulvic acids) und
Huminsäuren (HA, humic acids). Diese Unterscheidung ist rein operational-definiert
und basiert auf Unterschieden in der Löslichkeit und Adsorbierbarkeit von FA- und
HA-Fraktion. So werden z.B. FA und HA durch die unterschiedliche Löslichkeit bei
pH-Werten < 2 definiert - FA sind löslich, während HA ausgefällt werden. FA sind
ionisch-hydrophil, HA ionisch-hydrophob. Daneben fallen bei der Isolierung noch die
Fraktion der nicht an XAD-Harze adsorbierbaren Verbindungen sowie die Fraktion
der irreversibel an die XAD-Harze gebundenen Verbindungen an. Letztere können
nur durch Extraktion mit organischen Lösungsmitteln wieder von der Festphase ent-
fernt werden. Zur Isolierung von bodenbürtigen HS wird der Boden z.B. mit einer
alkalischen Lösung extrahiert und im Anschluss daran in die operational-definierten
Fraktionen FA und HA aufgetrennt.
Bedingt durch die unterschiedlichen Ausgangsmaterialien in der Genese von HS (be-
gründet in der unterschiedlichen Flora und Fauna in Kombination mit den jeweiligen
klimatischen Bedingungen), ist eine Angabe einer generellen Struktur nicht möglich.
Zur Beschreibung der Reaktivität von HS werden besser Bausteine (building blocks)
bzw. funktionelle Gruppen identifiziert (s.u.). Hydroxid-, Amid-, Amin-, Carboxyl-
sowie Carbonyl-, Phenol- und Quinon-Gruppen sind häufige funktionelle Gruppen in
HS [1,2,4,13–15]. Darüberhinaus müssen auch noch schwefelhaltige Gruppen in die
Betrachtung einbezogen werden. Eine weitere Schwierigkeit beim Umgang mit HS ist
die im Verlauf der Humifizierung auftretende ständige Veränderung der HS, wodurch
das Isolieren und Bereitstellen von Standards und Referenzmaterialien erschwert
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wird. Mit zunehmendem Alter der HS werden die beobachtbaren Veränderungen ge-
ringer und die HS können dann als refraktär bezeichnet werden [1]. Eine Isolierung
von HS bedeutet aber auch immer einen Eingriff in das Gesamtsystem HS. So sind
z.B. in HS Metallkationen Men+ (z.B. Fe(II), Fe(III)) gebunden, deren Gehalt durch
die Isolierung verändert werden kann. Die Anwesenheit der Men+ kann z.B. das Re-
doxverhalten der HS beeinflussen [16]. Außerdem übernehmen Men+ möglicherweise
wichtige Funktionen bei der Ausbildung von Überstrukturen. HS können Aggrega-
te bilden und bestimmte HS-Eigenschaften werden erst durch diese Überstrukturen
definiert. Das hat wichtige Konsequenzen für die Definition von HS-Bausteinen zur
Beschreibung der Reaktivität von HS, da so die makromolekularen Eigenschaften
nicht mit erfasst werden.
HS sind von interdisziplinärem Interesse für Bio-, Geo- und Umweltwissenschaften.
Vor dem Hintergrund der enormen Komplexität der HS ist die (Weiter)Entwicklung
von analytischen Techniken zur Untersuchung der Wechselwirkungen bzw. der Wech-
selwirkungsmechanismen zwischen HS und Xenobiotika zwingend erforderlich. Erst
die Anwendung von fundamentalen physiko-chemischen Konzepten, wie es z.B. der
Resonanzenergietransfer darstellt, wird die Möglichkeit eröffnet, tragfähige Konzep-
te zur Beschreibung der Wechselwirkungen von HS in der Umwelt zu erarbeiten, die
über die auf empirische Daten beruhenden hinausgehen.
Spektroskopische Methoden - vor allem die Fluoreszenzspektroskopie mit ihrer ein-
zigartigen Multidimensionalität - sind als nicht-invasive Techniken besonders ge-
eignet die Wechselwirkungen von HS mit Xenobiotika zu untersuchen. Ein Nach-
teil, den es bei der Anwendung von Fluoreszenztechniken zu überwinden gilt, ist
das lückenhafte Verständnis der photophysikalischen Prozesse in Zusammenhang
mit HS und zwar sowohl bezogen auf die intrinsische Fluoreszenz der HS als auch
auf die von extrinsischen Lumineszenzsonden. In Kapitel 2 sind Veröffentlichungen
zu Ergebnissen der spektroskopischen Untersuchungen von HS und ihren Wechsel-
wirkungen mit organischen und anorganischen Verbindungen zusammengefasst. In
diesen wurden fundamentale photophysikalische Prozesse in HS und von mit HS
wechselwirkenden Lumineszenzsonden systematisch erforscht. Neben dem Einsatz
von leistungsstarken spektroskopischen Verfahren, die in Einzelfällen eine spektrale
Auflösung besser 0.1 nm haben (Tieftemperaturfluoreszenzexperimente) und in der
Zeitdomäne, Prozesse im Pikosekundenbereich aufzulösen vermögen (Messungen mit
Streak-Kamera), wurden auf chemischer Seite zusätzlich Modellverbindungen und
gezielt-modifizierte HS untersucht. Die Auswahl der Modellverbindungen wurde an
bekannten Struktureinheiten von HS-Vorläufersubstanzen (z.B. Lignin) orientiert.
Zunächst werden die Resultate der spektroskopischen Charakterisierung der HS
selbst dargestellt (s. 2.1). Neben der Untersuchung der isolierten HS in Form von
HA- und FA-Fraktionen wurden auch die lediglich 0.45 µm-filtrierten Huminstofflö-
sungen spektroskopisch untersucht. Um die außergewöhnliche Komplexität der HS
in den Experimenten zu reduzieren, wurden die HS-Proben chemischen und physi-
kalischen Behandlungen (z.B. Oxidation durch O3 oder Chlorung) unterzogen, um
so definierte Reaktionen in den HS zu induzieren und aus deren Auswirkungen auf
die photophysikalischen Parameter, Rückschlüsse auf die Photophysik der HS zu zie-
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hen. In den Kapiteln 2.2 und 2.3 sind die gewonnenen qualitativen und quantitativen
Erkenntnisse der Wechelwirkungen von HS mit organischen und anorganischen Ver-
bindungen dargestellt. In Kapitel 2.2 werden polyzyklische aromatische Kohlenwas-
serstoffe (PAK) als Fluoreszenzsonden zur Untersuchung der Wechselwirkung von
hydrophoben Xenobiotika mit HS eingesetzt. Insbesondere der Vergleich der Ergeb-
nisse der nicht-invasiven Fluoreszenzmessungen mit Ergebnissen der Mikrofestpha-
senextraktion (SPME) lieferte wichtige Erkenntnisse zu den Wechselwirkungen von
hydrophoben Xenobiotika mit HS. In den durchgeführten Tieftemperaturmessun-
gen konnten erstmals hochaufgelöste Fluoreszenzspektren von HS-Pyrenkomplexen
erhalten werden. In Kapitel 2.3 sind schließlich Veröffentlichungen, in denen die
Wechselwirkungen von HS mit Metallionen - z.B. Eu3+ - untersucht worden sind,
dargestellt. Die durch die Metallkomplexierung induzierten Veränderungen der pho-
tophysikalischen Parameter der HS wurden vor allem durch zeitaufgelöste Fluo-
reszenztechniken charakterisiert. Zur Auswertung der komplexen Abklingkinetiken
werden speziell Lebenszeitverteilungen herangezogen.
Die im Kapitel 2 vorgestellten Arbeiten waren ein Teil folgender Forschungsvorha-
ben, welche im Zeitraum September 1995 bis Juni 2000 am Engler-Bunte-Institut,
Bereich Wasserchemie der Universität Karlsruhe durchgeführt worden sind:

• Charakterisierung komplexer Stoffstrukturen in der Umwelt mit Hilfe hochauflö-
sender Analysenverfahren
(Forschungsschwerpunktprogramm Baden-Württemberg)

• Refraktäre organische Säuren im Gewässer
(DFG-Schwerpunktprogramm)

• Einfluss von Oxidationsreaktionen auf die Wechselwirkungen zwischen natürlichen
organischen Wasserinhaltsstoffen (NOM) und Metallionen
(DFG-Forschungsvorhaben)

Die vorgestellten Ergebnisse finden z.T. ihre Fortsetzung in aktuell laufende For-
schungsvorhaben am Institut für Chemie der Universität Potsdam:

• Laserspektroskopische Untersuchungen der Struktur-Wirkungsbeziehungen in Metall-
Siderophor-Komplexen
(DFG-Forschungsvorhaben)

• Spektroskopische Bestimmung von thermodynamischen und kinetischen Kenngrö-
ßen zur Beschreibung der Huminstoff-Metall-Komplexierung
(Verbundvorhaben des BMWA)

• Fundamental Processes of Radionuclide Migration
(Integriertes Projekt im 6. EU-Rahmenprogramm)

Ausgewählte Beispiele von bislang in diesen Forschungsvorhaben erzielten Ergebnis-
sen sind abschließend in Kapitel 3 beschrieben.
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Eigene Arbeiten - von 1995 bis 2000

Neben den Co-Autoren haben weitere Studenten in Studien- und Diplomarbeiten
bei der Durchführung der Forschungsprojekte mitgewirkt und damit auch den Fort-
gang der in Kapitel 2 dargestellten Ergebnisse unterstützt.

Mein Dank gilt besonders:

Clemens Barth (Modellversuche zur Mobilisierung von Schadstoffen durch Humin-
stoffe am Beispiel von Polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen),
Seema Chauhan (Characterization of metal ion complexation by liposomes),
Babak Ebrahimi (Einfluss der Wasserhärte auf die Mobilisierung von PAK durch na-
türliche organische Wasserinhaltsstoffe (NOM)),
Sabine Flaskämper (Fluoreszenzspektroskopie an Proben mit hoher optischer Dichte:
Bestimmung von Geometrieparametern zur Korrektur des Filtereffektes bei Fluores-
zenzmessungen),
Helga Gleißner (Infrarotspektroskopische Charakterisierung von Huminstoffen in wässri-
ger Lösung),
Ralf Porkert (Wechselwirkung von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen
(PAK) mit natürlichen organischen Wasserinhaltsstoffen (NOM) - Vergleich zweier
analytischer Methoden),
Daniel Schmitt (Einfluss gelöster organischer Bodenbestandteile auf den Transport
von polyzyklischen aromatische Kohlenwasserstoffen (PAK) in Modellböden)
und Thomas Weber (Einfluss von oxidativen Wasseraufbereitungsverfahren auf die
HS-Metallkomplexierung).
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2.1 Spektroskopische Charakterisierung von Humin-

stoffen

In der spektroskopischen Charakterisierung der HS wurde systematisch die statio-
näre und zeitaufgelöste intrinsische Fluoreszenz von HS untersucht. Durch die Mul-
tidimensionalität der Fluoreszenz (mit den Observablen Intensität IF , Anregungs-
wellenlänge λex, Emissionswellenlänge λem und Fluoreszenzabklingzeit τF ) und die
gezielte chemische Modifikation von HS ist es in diesen Untersuchungen gelungen

• die Beteiligung von intra- und intermolekularen Energietransferprozessen sowie
konformativen Reorganisationsprozessen an der elektronischen Desaktivierung
von HS nachzuweisen,

• einfache Bausteine (building blocks) als fluoreszierende Strukturelemente von
HS zu identifizieren,

• den Einfluss von Ursprungsort und Fortschreiten der Humifizierung zu unter-
suchen.

Die folgenden Veröffentlichungen beschreiben detailliert die spektroskopische Cha-
rakterisierung von HS verschiedener Ursprungsorte und sind in 2.1.1 bis 2.1.7 dar-
gestellt:

1. C. Zwiener, M.U. Kumke, G. Abbt-Braun, F.H. Frimmel
Acta Hydrochim. Hydrobiol., 1999, 27, 208 - 213.
Adsorbed and bound residues in fulvic acid fractions of a contaminated groundwater: Isola-
tion, chromatographic and spectroscopic characterization.

2. M.U. Kumke, C. Zwiener, G. Abbt-Braun, F.H. Frimmel
Acta Hydrochim. Hydrobiol., 2000, 27, 409 - 415.
Spectroscopic characterization of fulvic acid fractions of a contaminated groundwater.

3. G.V. Korshin, M.U. Kumke, C.-W. Li, M.M. Benjamin, F.H. Frimmel
Environ. Sci. Technol., 1999, 33, S. 1207 - 1212.
Influence of chlorination on chromophores and fluorophores in humic substances.

4. M.U. Kumke, C.H. Specht, T. Brinkmann, F.H. Frimmel
Chemosphere, 2001, 45, 1023 - 1031.
Alkaline hydrolysis of humic substances - Spectroscopic and chromatographic investigations.

5. M.U. Kumke, G. Abbt-Braun, F.H. Frimmel
Acta Hydrochem. Hydrobiol., 1998, 26, 73 - 81.
Time-resolved fluorescence measurements of aquatic natural organic matter (NOM).

6. F.H. Frimmel, M.U. Kumke
in: Humic Substances: structure, properties, and uses, G. Davies and E. Ghabbour (eds.),
Royal Society of Chemistry, Cambridge 1998, 113 - 122.
Fluorescence decay of humic substances (HS) - A comparative study.

7. M.U. Kumke, F.H. Frimmel
in: Refractory organic substances in the Environment, F.H. Frimmel, G. Abbt-Braun (eds),
Wiley-VCH, Weinheim 2002, 215 - 231.
Stationary and time-resolved fluorescence for refractory organic substances characterization.
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Bezug zur aktuellen Literatur Neben Weiterentwicklungen im Bereich der
NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie in Kombination mit hochentwickel-
ten Auswerteverfahren, der Standardisierung von Isolierungsprozeduren für HS zur
Bereitstellung von Referenzmaterialien und der Anwendung von chromatographi-
schen Verfahren mit multidimensionaler Detektion, ist es der Ausbau der stationären
und zeitaufgelösten Fluoreszenztechniken, der einen großen Beitrag zur Charakteri-
sierung von HS und deren Reaktionen geleistet hat [1,17–19]. Durch die Kombination
analytischer Methoden werden für komplexe Proben wie HS verschiedene physiko-
chemische Parameter zugänglich. Wilkinson et al. konnten durch die Kombination
von Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie mit chromatographischen Verfahren für
verschiedene HS und HS-Fraktionen Diffusionskoeffizienten bestimmen [20–24]. Be-
sonders die Multidimensionalität der Fluoreszenztechniken hat zu einer breiten An-
wendung in der Charakterisierung von HS und HS-Fraktionen geführt. Durch die in-
strumentellen Weiterentwicklungen wurden totale Lumineszenzspektren (TLS) von
HS gekoppelt mit chromatographischen Trennverfahren gemessen [25–27]. In der
steigenden Anwendung von TLS zur Charakterisierung setzt sich die Erkenntnis
durch, dass einfache 2D-Fluoreszenzspektren nicht geeignet sind, da für ein komple-
xes Stoffgemisch wie HS ein starker Einfluss der gewählten Anregungs- und Emis-
sionswellenlängen auf die gemessenen Spektren beobachtet wird. Mit der Messung
der TLS können geeignetere experimentelle Parameter bestimmt werden, wie sie
z.B. in der chromatographischen Analyse organischer Wasserinhaltsstoffe gebraucht
werden [28]. Durch die Kombination mit Messungen von TLS verschiedener Refe-
renzverbindungen ist eine Klassifizierung nach Ursprungsorten und Vorläufermate-
rialien möglich [28, 29]. So wurden große Unterschiede in der Fluoreszenz zwischen
terrestrischen, aquatischen und marinen HS beobachtet [30]. Durch die Aufnahme
von TLS und die zusätzliche Einteilung in spezifische spektrale Regionen können
Ursprungsort, Humifizierungsgrad usw. verlässlicher beschrieben werden [31] (s. da-
zu auch 2.1.7).
In Kombination mit Absorptionsspektroskopie wird die Messung der Fluoreszenz
zur einfachen und schnellen Bestimmung des Gehalts an HS in natürlichen Wässern
angewandt [32] (s. auch Anhang D, Veröffentlichung Nr. 22). Als Methode, die nur
geringe oder keine Probenaufbereitung benötigt, kann die Fluoreszenzspektroskopie
auch als schnelle Vor-Ort-Methode eingesetzt werden, um z.B. das Ausbreitungs-
verhalten in Böden oder Gewässern zu untersuchen. Durch Messen der intrinsischen
HS-Fluoreszenz können so Transportwege, der Eintrag von Verunreinigungen durch
bestimmte Industrien (wie z.B. die Papierindustrie) oder der Zustand von Deponie-
renaturierungen verfolgt und charakterisiert werden [30, 33–36] (s. dazu auch 2.1.1,
2.1.2 und 2.1.3). Durch Untersuchungen der intrinsischen Fluoreszenz von Sicker-
wasserproben wurde der Grad der Humifizierung bestimmt. Dieser ist ein wichtiger
Parameter zur Beurteilung einer Deponie z.B. mit Hinblick auf die Mobilität von
Schadstoffen aus der Deponie [35]. Das Einleiten von Abwassern der Papierher-
stellung führt zu signifikanten Veränderungen in den TLS bzw. synchronen Fluo-
reszenzspektren von Flusswasserproben [37,38]. Ausbreitung von Grundwasser und
Eintrag von Stoffen wurden durch die Messung der intrinsischen Fluoreszenz von
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HS unter verschiedenen experimentellen Bedingungen untersucht [39]. Für Küsten-
regionen wird versucht, anhand von Fluoreszenzmessungen von Wasserproben das
Auftreten von Algenblüten und das Einleiten von anthropogenen Stoffen zu über-
wachen [40]. Durch Kontrolle der Qualität des gelösten organischen Kohlenstoffs in
natürlichen Gewässern (von denen ein großer Anteil die HS sind) und im Auslauf
von Kläranlagen wird den Betreibern der Anlagen ein Parameter an die Hand ge-
geben, der ein schnelles steuerndes Eingreifen ermöglicht [28, 34, 41, 42]. Aus den
spektroskopischen Eigenschaften natürlicher Wässer werden Rückschlüsse auf die
Reaktivität der gelösten organischen Stoffe gezogen [36,43]. Dies ist u.a. bedeutsam
im Falle einer Chlorung von Trinkwässern und der potentiellen Bildung von gesund-
heitsschädlichen chlorierten Reaktionsprodukten, einer in den USA weitverbreiteten
Problematik (s. dazu 2.1.3). Basierend auf Fluoreszenzmessungen sind verschiedene
Indizes entwickelt worden, die den Humifizierungsgrad, den Gehalt an aromatischen
Strukturen oder die Herkunft der HS einzuordnen gestatten [33,34,44–50].
Aus vergleichenden Untersuchungen geht hervor, dass die relative Fluoreszenz der
FA-Fraktion größer ist als die der dazugehörigen HA-Fraktion [25,29]. Dass die Frak-
tionen mit den kleinen und mittleren molaren Größen besser fluoreszieren, konnte
auch durch Kombination von Größenausschlusschromatographie (size exclusion chro-
matography, SEC) und Fluoreszenzdetektion gezeigt werden [28]. In Fraktionen mit
hoher molekularer Größe scheint der Anteil an Polysaccariden dominant. In der
Kopplung von TLS-Detektion und Hochdruck-SEC konnte ferner gezeigt werden,
dass die kleinen, polaren Anteile der HS am stärksten fluoreszieren und sich auch in
der Lage des Emissionsmaximums deutlich von den größeren unterscheiden [26] (s.
dazu 2.1.3, 2.1.4 und 2.1.5). Die Fluoreszenz von partikulären, kolloidalen und gelö-
sten HS scheint große Ähnlichkeit zu besitzen. Für HS isoliert aus dem Amazonas lie-
ßen sich zwei charakteristische Fluoreszenzanregungsbanden identifizieren, aus deren
Quotienten ein linearer Zusammenhang für die pH-Abhängigkeit der HS-Fluoreszenz
gefunden wurde [51]. In anderen Fällen zeigen auch mittels unterschiedlicher Fest-
phasen isolierte HS gute Übereinstimmung in ihren Fluoreszenzeigenschaften, was
auf sehr ähnliche Strukturen (bzw. Fluorophore) in den isolierten Fraktionen hin-
weist [52]. Dass die kleinen Größenfraktionen der HS neben der stärksten Fluores-
zenz auch das größte photochemische Sensibilisierungspotential besitzen, konnten in
photochemischen Abbauexperimenten mit 2,4,6-Trimethylphenol und dem Herbizid
Fenuron gezeigt werden [53]. Allerdings scheint diese Sensibilisierung des photoche-
mischen Abbaus durch HS von den abzubauenden Stoffen beeinflusst zu werden.
In Photoabbauexperimenten mit polyzyklischen aromatische Kohlenwasserstoffen
(PAK) konnte durch die Gegenwart von Suwannee River FA kein beschleunigter
Photoabbau der PAK gefunden werden [54].
Neben der phänomenologischen Anwendung von Fluoreszenzmethoden zur Charak-
terisierung des Ursprungsorts oder des Eintrags von Verunreinigungen, gibt es me-
chanistische Untersuchungen, die das Ziel einer Identifizierung von Fluorophoren in
HS haben. Es wurden verschiedene Modellsysteme diskutiert, die im Gegensatz zu
früheren Meinungen nicht mehr von nahezu unendlich vielen Fluorophoren ausgehen,
sondern eine begrenzte Anzahl von Fluorophoren annehmen. Vorangetrieben wurden
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diese Überlegungen besonders durch Ergebnisse aus massenspektrometrischen Un-
tersuchungen [18]. Fraktionierung in polyphenol-reiche und carbohydrat-reiche An-
teile zeigten, dass die polyphenol-reiche Fraktion deutlich besser fluoresziert [55,56].
Der Vergleich von HS verschiedener Ursprungsorte in Bezug auf ihr spektrosko-
pisches Verhalten im Temperaturbereich von -160◦C bis +300◦C legte nahe, dass es
nur eine kleine begrenzte Anzahl von fluoreszierenden Strukturen gibt [25, 57] (s.
dazu auch Kap. 2.1.1 bis 2.1.4). In anderen Studien wird vor allem die Anwesen-
heit von chinoiden Strukturen als fluoreszierendes Strukturelement favorisiert. Die-
se stützen sich u.a. auf ESR-Untersuchungen und vergleichende Betrachtungen mit
Chinon-Hydrochinon-Modellsystemen [49,58]. Der Gehalt an Chinon-Hydrochinon-
Strukturen bestimmt das Redoxverhalten der HS. Aus einem Vergleich der Fluores-
zenzeigenschaften mit den Elektronenakzeptor-Eigenschaften verschiedener HS (ge-
messen durch Reduktion von Fe(III) zu Fe(II)) zeigte sich aber nur eine mäßige Kor-
relation [59]. In Absorptions- und Fluoreszenzmessungen in Kombination mit laser-
induzierten Ausbleichexperimenten wurde versucht, selektiv bestimmte Chromopho-
re bzw. Fluorophore anzuregen und photochemisch abzubauen. Aus den gewonnenen
Ergebnissen wird auf eine intramolekulare Energie- und Landungstransfer-Kaskade
geschlossen - ähnliche wie in 2.1.6 beschrieben - so dass nur eine begrenzte Anzahl
von gekoppelten Fluorophoren für die beobachtete komplexe Fluoreszenz verant-
wortlich sind [60].
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2.1.1 Adsorbed and bound residues in fulvic acid fractions of
a contaminated groundwater: Isolation, chromatogra-
phic and spectroscopic characterization

C. Zwiener, M.U. Kumke, G. Abbt-Braun, F.H. Frimmel
Acta Hydrochim. Hydrobiol., 1999, 27, 208 - 213.

In dieser und der in 2.1.2 angeführten Publikation wurden aus Grundwasserproben
eines ehemaligen Gaswerksgeländes isolierte HS untersucht. Zunächst erfolgte die
Charakterisierung vornehmlich über chromatographische Verfahren in Kombination
mit UV/Vis- und Fluoreszenzspektroskopie.
Es zeigten sich in Abhängigkeit vom Probenahmeort deutliche Unterschiede zwi-
schen den isolierten Huminstoffen, speziell den FA-Fraktionen. Während die Probe
aus dem Abstrombereich in ihren untersuchten Werten sehr gut mit dem aus anderen
natürlichen Gewässern isolierten HS übereinstimmte, zeigte die aus der Schadstof-
fahne gewonnene HS-Probe ein spezifisch-abweichendes Verhalten. Für letztere deu-
teten die Chromatogramme sowie die Absorptions- und Fluoreszenzspektren darauf
hin, dass mit den HS assoziierte organische Verbindungen vorhanden waren, die noch
nicht vollständig abgebaut bzw. noch nicht in die HS-Matrix integriert waren. Durch
Extraktion mit unpolaren organischen Lösungsmitteln konnten teilweise organische
Verbindungen extrahiert werden, wodurch das Vorliegen von an HS physisorbierte
Rückstände weiter unterstrichen wurde. Aus Vergleich mit Einzelsubstanzen wurden
Salicylsäure und verwandte Derivate als eine mögliche Verbindungsklasse identifi-
ziert.
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2.1.2 Spectroscopic characterization of fulvic acid fractions
of a contaminated groundwater

M.U. Kumke, C. Zwiener, G. Abbt-Braun, F.H. Frimmel
Acta Hydrochim. Hydrobiol., 2000, 27, 409 - 415.

FA-Fraktionen, die aus Grundwasserproben eines ehemaligen Gaswerkgeländes iso-
liert worden waren, wurden mit synchroner und zeitaufgelöster Fluoreszenzspektros-
kopie eingehend untersucht (s. auch 2.1.1). Die dem unkontaminierten Grundwasser
entnommene Probe entsprach im spektroskopischen Verhalten dem refraktären Stoff-
pool, wie er in anderen natürlichen Grundwässern gefunden wird. Hingegen hatte
die aus dem kontaminierten Abstrombereich gewonnene HS-Probe deutlich verän-
derte spektroskopische Eigenschaften. Wie die Untersuchungen zeigten, bestimmte
in dieser Probe eine eng definierte Stoffklasse die spektroskopischen Eigenschaf-
ten. Als eine repräsentative Verbindung konnte Salicylsäure identifiziert werden.
Besonders deutlich trat dies in den zeitaufgelösten Fluoreszenzmessungen hervor.
Die Auswertung lieferte für die aus kontaminiertem Grundwasser isolierten HS sehr
enge Fluoreszenzlebenszeitverteilungen, woraus auf das Vorliegen von sehr ähnli-
chen fluoreszierenden Verbindungen geschlossen wurde. Dagegen zeigten HS, die
aus nicht-kontaminierten Wässern isoliert worden waren, breite multi-modale Ver-
teilungen, die u.a. in der Heterogenität der Probe und der Präsenz von Reaktionen
im elektronisch-angeregten Zustand begründet sind.
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2.1.3 Influence of chlorination on chromophores and fluoro-
phores in humic substances

G.V. Korshin, M.U. Kumke, C.-W. Li, M.M. Benjamin, F.H. Frimmel
Environ. Sci. Technol., 1999, 33, S. 1207 - 1212.

Die Veränderungen von HS (Suwannee River HS) durch Chlorung wurden absorp-
tions- und fluoreszenzspektroskopisch untersucht. Dabei wurden die Auswirkungen
der Chlorung auf die Halbwertsbreite der Elektronentransferbande im UV/Vis-Ab-
sorptionsspektrum, auf die Fluoreszenzintensität und auf die relativen Anteile von
operational-definierten Fluoreszenzabklingzeiten als Parameter verfolgt und mit Ver-
änderungen der Aromatizität sowie der Größe der HS korreliert. Durch die Chlorung
schrumpfte die Halbwertsbreite der Fluoreszenzbande bei einer gleichzeitigen Zunah-
me der Fluoreszenzintensität. Die spektrale Lage der Fluoreszenz zeigte eine hypso-
chrome Verschiebung und die relativen Anteile der operational-definierten Fluores-
zenzabklingzeiten änderten sich. Gleichzeitig nahm in den Absorptionsspektren die
Extinktion (E254nm) selbst ab und die Halbwertsbreite der Elektronentransferbande
verringerte sich. Als Schlußfolgerung ergibt sich, dass die Chlorung von HS eine Ab-
nahme der Aromatizität sowie eine Abnahme der mittleren Größe der HS-Moleküle
bewirkt.
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����� ����� � �����,����� � �_��� �������_� ���,� �����_���,� � �,���O�Z� �Z���Z� � ���������Z�Z� �
���Z��� ��� ������� � �Z��� �Z�r����� � � ��� ����� �&� �~� ���&� � �_��� ���Z���_�����&���
� ���,�����_���& �� �Z�_�6���Z��� �_������¡�� �~����� �&� ¢r£I¤r¥r� �����_�&���,� � �Z� ���
���r� ���&� ���Z� ¦ �������_�Z� ��§&� � �_��� �������_� ����� ¨Z©<¨Z�r� ��� �_��¦ �Z��� � � �_�
�����,����� ���&�,� � �~� �����r���<� ����§���� ¦ ���������Z� �_§&§�� �����_�Z��ªr�����
����� ��� � ���_� � ������� �_�&¨Z©r¨��_����� � � ¡��_� � ���&� « ¬  ¬ �r� �~� ���&���O� �Z�Z� ���
������� � ���_�Z��� �����Z�_����� � � ���_¡��Z��� ¡����_���������Z® �,���?� � ªr¯�¥!° ± ² �
������� ����� ���Z�������~� ���&��� �_��� � ����¦ � � �����Z� ������¡��Z��� ¡��_�����&¡��_���&� �
� ���&ªr¯��Z������� � �~���r¢r£�¤<¥³������� � ����� �Z��¤r�~� ���&¡��_�Z� �����r� ���
� � � ��� ��� ��� �A����� �A��������´Z����� � �O����� ���a��� � �����������a� ���A�,� ��� �A�_�µ� ���
��� ����� � ���_¦ � � �����Z� �_�6��¡��Z�_� ¡��������~¡������&�

∆ ¶ · �r� ��� �������&� �~¡����� ������� � � ������� � �!� ���!§��Z� �_� � ���!� ����� � � ¸I¹ �F���F� ���!�����O� �O�O��� ������� ���Z�
�����3¸I¹<�Z��� �_�������r�_��� ��� � ����� ���&¢r£�¤<¥³��� �&�_� �Z�&�,��� � ¦
����� � ��� �_� ���&�O� � �&� �_�&�����_� §������r� ���~���,� �Z�Z� ���~¡������~�,��´Z� �O���
� º�»_¼ ½ �r�����&�_�,� �Z�Z� ���~¡��������O� ��� �&�

∆ ¾ » � ���������Z�~�������Z� � � �������������§����,� ��� � ���_�µ� ���������Z� � ���_� � ���A������� ���,��� � �A����� �_§����A��� � ����¿
�Z� � �������_�����,�����_� ���&¡���� ���&¡�� �_��¿Z�����,�~���r� ���~�����,� �
�,��� �����_� ����� ��� �~�Z�,��� � ����� � ��§��,�_��� �Z�

À Á ÂFÃ Ä�Å�Æ Ç�ÂFÈ Ä�Á
ÉOÊFË ÌIÍ ÊFÎ�ÏaÍ ÐFÊFÑIÒ Ó&Ô&ÊFË Ë ÕFÍ(Ö ÉO×!Ø&ÙOÒ Ú�Ë ÛZÜIÒ ÓZÊFÎ Î Û&ÝIÏaÔ~Ò Ñ�ÊFË ÕZÝ3ÞIÛ
ß ÌIÔ~Ò Ó~Ú ÌIÞIÚ Ë ÊFÑ�ÓZÕZÚ�Ö àOá_Ù ârÊFÑ3Ï�Ü�ÕZÍ ÊFË Ò Ï�Ñ�ÊFÎ Î Û~ÝIÕFã Ò Ñ�ÕZÝ�ÓZÎ ÊFÚ Ú�Ïaã
ÏaÍ ÐFÊFÑ�Ò ÓÏ�Î Ò ÐFÏ�Ô&ÕZÍ Ú3ÏaÍäÜIÏaÎ ÛZÔ&ÕZÍ Ú3å!Ò Ë ß Ô~ÏaÎ ÕFÓZÌIÎ ÊFÍäå!ÕFÒ Ð ß Ë Ú
Í ÊFÑ�ÐFÒ Ñ�Ð&ã Í Ï�Ô

<æ_çFç_ç Ë Ï >æFç_çFç_çFç&è Ê&Ö é êrëFê�ì Ù íràOáîÓZÏaÑ�Ë ÊFÒ ÑÚ ÌIÞIÚ Ë ÊFÑ�Ë Ò ÊFÎ<ÊFÔ~ÏaÌIÑ�Ë Ú,Ïaã ß ÛZÝIÍ Ïaï ÛFð âµÓZÊFÍ ÞIÏ�ïZÛZð âµÊFÑ�ÝîÔ&ÕZË ß Ïaï ÛZð
Ú ÌaÞaÚ Ë Ò Ë ÌIË ÕZÝ�ÊFÍ Ï�ÔAÊFË Ò Ó�ÌIÑIÒ Ë ÚaÖ ñ ê�ò Ù å ß Ò Ó ß ÊFÍ ÕµÓ Ï�Î Î ÕZÓ Ë Ò ó ÕZÎ ÛµÍ ÕZã ÕZÍ Í ÕZÝ
Ë Ï!ÊFÚµÜIÏ�Î Û ß ÛFÝaÍ Ïaï ÛZÊ_Í ÏaÔ~ÊFË Ò ÓrÖ ôIàOõµÙ_ÏaÍaÜ ß ÕFÑIÏaÎ Ò ÓrÔ~ÏaÒ ÕFË Ò ÕFÚ í ôIàOõ
Ò Ú�Ë ß ÏaÌIÐ ß Ë~Ë ÏöÓ ÏaÑ�Ú Ë Ò Ë ÌIË Õ÷Ë ß Õ÷Ú Ì�ÞaÚ Ë Í Ê_Ë Õã ÏaÍ ß ÊFÎ ÏaÐFÕZÑ�ÊFË Ò ÏaÑ
Í ÕFÊFÓZË Ò ÏaÑ�Ú âaÊFÑIÝ~ø Ô&ÊFÚ ùFÕFÝaúOÊFÍ ÏaÔ~Ê_Ë Ò Ó

â
ð ÝaÒ ù_ÕZË Ï�Ñ�ÕFÚ6Ö ÕFí ÐFí âaÍ ÕZÚ ÏaÍ ð

ÓZÒ Ñ�ÏaÎ â�ûFâ ü_ð ÝaÒ ß ÛFÝaÍ Ïaï ÛZÞIÕFý ÏaÒ ÓOÊFÓZÒ ÝaÚ â�ÊFÑ�ÝAÚ ÏaÔ~Õ,ã Î ÊFóZÏaÑIÏaÒ ÝIÚ ÙµÊFÍ Õ
Î Ò ùFÕFÎ ÛîË Ï3ÞIÕ�óZÕFÍ ÛîÒ Ô&ÜIÏaÍ Ë Ê_ÑIË,Ò ÑË ß ÕäÐFÕZÑ�ÕFÍ ÊFË Ò ÏaÑ÷Ï�ãOË Í Ò ß ÊFÎ Ï�ð
Ô&ÕZË ß ÊFÑ�ÕFÚ!ÊFÑIÝ&ÜIÏaÚ Ú Ò ÞIÎ Û ß ÊFÎ ÏaÊFÓZÕZË Ò Ó(ÊFÓZÒ ÝaÚ!Ö þ

- ÿ Ù í� ß Õ!Ò Ô&ÜIÏ�Í Ë ÊFÑIÓZÕ!Ï�ãaÊFÓ Ë Ò óZÊFË ÕFÝ�ÊFÍ ÏaÔ~ÊFË Ò Ó âFÕFÚ ÜIÕFÓ Ò ÊFÎ Î Û
â
ð ÝIÒ ùFÕFð

Ë ÏaÑIÕFâµÚ Ò Ë ÕFÚ,Ò ÑäË ß Õ�ÐFÕFÑ�ÕFÍ ÊFË Ò ÏaÑ�Ïaã�Ë Í Ò ß ÊFÎ ÏaÔ~ÕFË ß ÊFÑ�ÕZÚ ß ÊFÚ,ÞaÕFÕFÑ
Ú ÌIÜ�ÜIÏaÍ Ë ÕFÝ,ÞIÛ�ÕFï ÜIÕFÍ Ò Ô~ÕFÑIË Ú<å!Ò Ë ß Ô~ÏaÝIÕFÎZÓZÏ�Ô&ÜIÏaÌIÑIÝIÚ<Ö � ê�� ê<é�� ê
é_é Ù í à,Ï�å!ÕFóZÕFÍ â ÕFã ã ÏaÍ Ë ÚIË Ï!ÜIÍ ÏaÞIÕrË ß ÕrÑIÊFË ÌIÍ ÕrÏ�ãZË ß ÕrÍ ÕFÊFÓZË Ò Ï�ÑOÚ Ò Ë ÕZÚ
Ò ÑäàOáAÌIÚ Ò Ñ�ÐAÚ Ë Í ÌIÓZË ÌIÍ ÕFð Ú ÕFÑ�Ú Ò Ë Ò óZÕAÔ~ÕFË ß ÏaÝIÚOÖ Ñ�Ï�Ë ÊFÞIÎ ÛZâ�� � 	
	rôIð
Øîõ�á6É!Ø��µÙ â ÊFÎ Ë ß ÏaÌIÐ ß Ú ÌIÓ ÓZÕFÚ Ú ã ÌIÎ Ö é ë

-
é_ñ Ù â ß ÊFóZÕ ß Ê_ÝOÊ�Î Ò Ô&Ò Ë ÕFÝ

Ú ÓZÏaÜIÕFíaØîÏ�Í Õ(Ò Ñ�Ú Ò Ð ß Ë<Ò Ñ�Ë Ï~Ë ß Õ�ÑIÊ_Ë ÌIÍ Õ(ÏaãµË ß Õ�Í ÕFÊFÓZË Ò óZÕ(Ú Ò Ë ÕZÚ!Ò Ñ
ÉO×!ØNÔ&ÊFÛ&ÞIÕîÐFÊFÒ Ñ�ÕFÝ3óZÒ ÊîÒ Ñ÷Ú Ò Ë Ì3Ô&ÕFË ß ÏaÝIÚ�Ë ß ÊFËOÌIÚ ÕîÉ!×!Ø
ÓZÏaÑ�ÓZÕZÑ�Ë Í ÊFË Ò ÏaÑIÚ�Ë ÛZÜIÒ ÓZÊFÎ�ã ÏaÍ�ÜIÏaË Ê_ÞaÎ Õå!ÊFË ÕFÍ�Ö

<æ_ç Ô&Ð� � Ïaã

ÝaÒ Ú Ú ÏaÎ óFÕZÝ ÏaÍ ÐFÊFÑIÒ Ó3ÓZÊFÍ ÞIÏ�Ñ�â è ×�	rÙ â,ÊFÍ Õ3Ú Ë Í ÌIÓ Ë ÌIÍ ÕZð Ú ÕFÑ�Ú Ò Ë Ò óZÕFâÜIÍ Ï�óZÒ ÝIÕ~Ò Ñ�ã Ï�Í Ô~ÊFË Ò ÏaÑäÊFÞIÏaÌIË�Ë ß ÕAÒ Ñ�Ë ÕFÍ Ô&ÕZÝIÒ ÊFË ÕFÚ â<ÊFÑ�Ý�ÓZÊFÑäÞIÕ
ÕZÔ&ÜIÎ ÏaÛZÕFÝ&ã Ï�Í6Ê�å!Ò ÝIÕ�Í ÊFÑ�ÐZÕ�Ï�ã<ÉO×6Ø Ë ÛZÜIÕFÚ âIÜIà,Ú âIÊFÑ�Ý&ÏaË ß ÕFÍ
Í ÕFÊFÓZË Ò ÏaÑîÜIÊFÍ ÊFÔ~ÕFË ÕZÍ Ú í
���(ÊFÞIÚ Ï�Í ÞIÊFÑ�ÓZÕrÊFÑ�ÝOã Î Ì�Ï�Í ÕFÚ Ó ÕFÑ�ÓZÕrÏaãZÉO×6Ø Ô~ÕFÕFËFÚ ÕFóZÕFÍ ÊFÎ Ï�ã
Ë ß ÕFÚ Õ�Í Õ��aÌIÒ Í ÕZÔ&ÕFÑIË Ú â�ÞIÕZÒ Ñ�ÐäÚ Ò Ô~ÜIÎ ÕZâ6ÞaÕFÒ Ñ�Ð�Ú ÕFÑ�Ú Ò Ë Ò óZÕäË Ï3Ë ß Õ
ÜIÍ ÕZÚ ÕFÑ�Ó Õ!Ïaã�ÉO×6ØîâZÊFÑ�Ý�ÜIÏaÚ Ú ÕZÚ Ú Ò Ñ�Ð!Ò Ñ�Ë Í Ò Ñ�Ú Ò Ó âFÊFÎ ÞaÕFÒ ËIÓ ÏaÔ~Ü�Î ÕFï â
Ó ÏaÍ Í ÕZÎ ÊFË Ò ÏaÑAå6Ò Ë ß Ë ß Õ!Ò Ñ�Ë ÕFÍ ÑIÊ_Î_Ú Ë Í ÌIÓZË Ì�Í ÕOÏ�ãIàOá,Ö éFò

-
ë�� Ù í�� ß ÕFÒ Í

ÌIÚ Õ&ã ÏaÍ,ÉO×6Ø ß ÊFÎ ÏaÐFÕZÑ�ÊFË Ò ÏaÑ3Ú Ë ÌIÝIÒ ÕZÚ�Ò Ú�ÊFË Ë Í ÊFÓZË Ò óZÕ&Ú Ò Ñ�ÓZÕ&Ë ß Õ
Ó ß Í ÏaÔ~ÏaÜ ß ÏaÍ ÕFÚ�ÊFÑ�Ý ã Î ÌIÏaÍ ÏaÜ ß ÏaÍ ÕZÚ3Ò Ñ ÉO×6Ø�ÊFÍ ÕÊFÓZË Ò óFÊFË ÕFÝ
ÊZÍ Ï�Ô~ÊZË Ò ÓµÌIÑIÒ Ë ÚaÒ Ñ!ôIà!õ�â ÊFÑIÝ6Ë ß ÕZÒ Í_Ò ÑIóZÏ�Î óZÕZÔ~ÕFÑIËZÒ Ñ ß ÊZÎ ÏaÐZÕZÑ�ÊZË Ò Ï�Ñ
Ô~ÊFÛ�ÞaÕ�Ë Í ÊFÓZùFÕFÝ&ÞIÛ(ÞIÏaË ß ����ÊFÞIÚ ÏaÍ ÞIÊFÑ�ÓZÕ(Ê_ÑIÝ&ã Î ÌIÏaÍ ÕFÚ ÓZÕFÑIÓZÕFí
�µÕZÓZÕFÑ�ËIÚ Ë ÌIÝIÒ ÕZÚ ß Ê_óZÕOÚ ß Ï�å!ÑAÊ,ÐFÏ�ÏaÝ�ÓZÏ�Í Í ÕZÎ ÊFË Ò ÏaÑAÞIÕZË å!ÕFÕZÑAË ß Õ
Ó ß ÊFÑIÐFÕFÚ6Ïaã����&ÊFÞIÚ ÏaÍ ÞIÊFÑ�ÓZÕ(Ú ÜIÕZÓZË Í Ê�Ïaã�É!×!Ø ÊFÑIÝ~ã Ï�Í Ô~Ê_Ë Ò ÏaÑ
Ï�ãFÝaÒ Ú Ò Ñ�ã ÕFÓZË Ò ÏaÑ,ÞaÛFÜIÍ Ï�ÝIÌIÓZË Ú�Ö é�� ê ëré ê ë_ëaÙ í � ß ÕrÐFÏaÊFÎ ÏaãZË ß Ò Ú�ÜIÊFÜIÕFÍ
Ò Ú(Ë ÏäÓ ÏaÔ~Ü�ÊFÍ Õ~Ë ß Õ~ÕFã ã ÕZÓZË Ú(Ïaã ß Ê_Î ÏaÐFÕZÑ�ÊFË Ò Ï�Ñ3Ï�Ñ�Ë ß Õ����3ÊFÑ�Ý
ã Î ÌIÏ�Í ÕZÚ Ó ÕZÑ�Ó ÕµÚ ÜIÕZÓ Ë Í Ê<Ï�ã É!×6Ø÷ÊFÑIÝ�Ë Ï�ÕZï ÜIÎ Ï�Í ÕµË ß ÕZÒ Í_Ò Ô~ÜaÎ Ò ÓZÊZË Ò Ï�ÑIÚ
ã ÏaÍ�ÌIÑ�ÝIÕFÍ Ú Ë ÊFÑ�ÝaÒ Ñ�Ð�Ë ß Õ ß ÊFÎ ÏaÐFÕZÑ�ÊFË Ò ÏaÑ&Ô&ÕZÓ ß ÊFÑ�Ò Ú Ô~Ú í
����Â ��Ã È ��� ����Á Å�����Â�� Ä�Å��
� ß Õ ß ÛZÝaÍ ÏaÜ ß Ï�ÞaÒ ÓµÊZÓZÒ ÝIÚ�ã Í ÊZÓZË Ò Ï�Ñ!Ö àOôI×6õ�ÙZã Í Ï�Ô³á_Ìaå!ÊZÑ�ÑIÕZÕ���Ò ó ÕFÍ
ÑIÊ_Ë ÌIÍ ÊFÎ�ÏaÍ ÐFÊFÑ�Ò Ó&Ô&ÊFË Ë ÕFÍ(å!ÊFÚ�ÌIÚ ÕFÝ3Ò Ñ÷ÊFÎ Î�ÕFï ÜIÕFÍ Ò Ô~ÕFÑIË Ú í�� ß Õ
Ú ÊFÔ~ÜIÎ ÕZÚ÷å!ÕFÍ Õ ÏaÞIË Ê_Ò Ñ�ÕFÝ ÞaÛ! FÕZÍ Í Û���ÕFÕFÑ ß ÕZÕFÍ3ÊFËäË ß Õ"�Oí á_í
#�ÕZÏ�Î ÏaÐZÒ Ó ÊFÎ áFÌIÍ óZÕZÛ���ÊZÞIÏ�Í ÊFË ÏaÍ ÛµÒ Ñ%$µÏ�ÌIÎ ÝaÕZÍ â 	<×~ÌIÚ Ò ÑIÐ<Ë ß Õ�&�õ è ð 'ÊFÝIÚ ÏaÍ ÜIË Ò Ï�ÑäÜ�Í ÏaÓZÕZÝIÌIÍ ÕAÖ ërì Ù�ÊFÑ�Ý�Ó ÏaÑ�Ë Ê_Ò ÑIÕFÝ

<ç í (�) ÑIÒ Ë Í Ï�ÐFÕFÑÊFÑ�Ý
<ç í û�)³Ú ÌIÎ ã ÌIÍ í ×6Ñ(Ë ß Õ�ÞaÊFÚ Ò ÚµÏaã � � 	*	rôIð Ø&õ�á6ÉOØ���ÊFÑ�ÊFÎ ÛFÚ Ò ÚÖ ÌIÚ Ò ÑIÐîÊ+	 ß ÕZÔ&ÊFÐFÑIÕFË Ò Ó Ú,	rØ�&.- ç_ç ØîàOý~Ú ÜIÕFÓZË Í ÏaÔ~ÕFË ÕFÍ(ÊFË!ÊÚ ÜIÒ Ñ�ÑIÒ Ñ�Ð�Í ÊFË Õ�Ïaã<ü çFçFç àOý Ù�ÊFÍ ÏaÔ~ÊFË Ò Ó(Ê_ÑIÝîÓZÊFÍ ÞaÏaï ÛFÎ Ò Ó�ÐFÍ Ï�ÌIÜ�ÚÊFÓZÓ ÏaÌIÑ�Ë ÕZÝ�ã ÏaÍµÊFÜIÜ�Í Ïaï Ò Ô&ÊFË ÕFÎ Û%-�/�)ÊFÑ�Ý0-�-�)�âFÍ ÕZÚ Ü�ÕZÓZË Ò óZÕFÎ ÛZâ_Ï�ã

Ë ß Õ�Ë Ï�Ë ÊFÎIÓZÊFÍ ÞIÏ�ÑîÒ ÑîË ß Õ(Ú ÊFÔ&ÜIÎ ÕFí
� ß Õ<ÕZï ÜIÕZÍ Ò Ô~ÕZÑ�Ë Úaå6ÕZÍ Õ<Ó Ï�ÑIÝIÌaÓZË ÕZÝ�å!Ò Ë ß Ú ÊZÔ~ÜIÎ ÕZÚaÓ Ï�ÑIË ÊFÒ Ñ�Ò ÑIÐ
üFí ç Ô~Ð� ��Ö ÊFÚaÓZÊFÍ ÞaÏaÑIÙZàOôI×6õOÊFÑIÝ ç í çFæ Ø÷É!Ê�	rÎ ×%1 í � ß Õ<ÝaÒ Ú Ú ÏaÎ ó ÕFÝÏ�Í ÐFÊFÑ�Ò ÓAÓZÊFÍ ÞIÏ�Ñ3Ó ÏaÑ�ÓZÕZÑ�Ë Í Ê_Ë Ò ÏaÑ�å!ÊFÚ�Ô~ÕFÊFÚ ÌIÍ ÕFÝäÌIÚ Ò Ñ�Ð&ÊFÑ�×%2
( ç_ç ÓZÊFÍ ÞIÏ�ÑîÊFÑ�ÊFÎ ÛZý ÕFÍ�Ö ×%2�	rÏ�Í ÜIí â3	rÏ�Î Î ÕFÐFÕ�á_Ë ÊFË Ò ÏaÑIâ3�4&�Ù í3	 ß Î ÏaðÍ Ò Ñ�ÊFË Ò Ï�ÑAå!ÊFÚrÓZÊFÍ Í Ò ÕFÝ�ÏaÌIËIÊFËIÜIà.(_í ç Ê_ÑIÝ,-Fü °

	râFÌIÚ Ò Ñ�Ð%	rÎ  è ×%	Í Ê_Ë Ò ÏaÚµã Í ÏaÔ ç í æ Ë Ï�5_í ç Ô~Ð� Ô&Ð�Ö å!Ò Ë ß 	rÎZÕFï Ü�Í ÕFÚ Ú ÕFÝ,ÊFÚ�	rÎ 6 Ù í87aÍ ÕFÕÓ ß Î ÏaÍ Ò Ñ�Õ�å!ÊFÚOÔ&ÕZÊFÚ ÌIÍ ÕFÝîÌIÚ Ò Ñ�Ð�Ë ß Õ�Ú Ë ÊFÑ�ÝaÊFÍ Ý è ô è ð 7�õµáAË Ò Ë Í Ò ðÔ~ÕZË Í Ò ÓµÔ~ÕZË ß ÏaÝ�Ö ërñ Ù í � ß Õ<Í ÕZÊFÓ Ë Ò Ï�Ñ!Ë Ò Ô~Õ<å6ÊFÚ9(rÝaÊFÛZÚ í É!Ï�Í ÕZÚ Ò ÝaÌIÊFÎ
Ó ß Î ÏaÍ Ò Ñ�Õ�å!ÊFÚOÜ�Í ÕFÚ ÕFÑIË�ÊFË�Ë ß Õ�ÕZÑ�ÝîÏaã<Ë ß Õ�ÕFï ÜIÏaÚ ÌIÍ Õ�Ë Ò Ô~ÕFí4���
Ú ÜIÕZÓZË Í Êrå!ÕFÍ ÕrÍ ÕZÓZÏaÍ ÝIÕFÝ6å!Ò Ë ß ÊrôaÕFÍ ùFÒ ÑIð :IÎ Ô~ÕZÍ;��ÊFÔ&ÞaÝIÊFð æ '�ÝaÌIÊFÎ ðÞaÕFÊFÔ Ú ÜIÕFÓ Ë Í Ï�Ü ß Ï�Ë ÏaÔ~ÕFË ÕFÍ í92 Ñ�Ú Ë Ê_ÑIË ÊFÑ�ÕZÏaÌIÚ!ÕFÔ~Ò Ú Ú Ò ÏaÑîÚ ÜIÕFÓ Ë Í Ê
å!ÕZÍ Õ�Í ÕZÓZÏaÍ ÝaÕFÝå!Ò Ë ß Ê�ôIÕFÍ ùFÒ ÑIð :IÎ Ô~ÕFÍ*��á_ð ü ç $ ã Î ÌIÏaÍ ÕFÚ ÓZÕZÑ�ÓZÕÚ ÜIÕFÓ Ë Í Ï�Ô&ÕZË ÕFÍ(ÌIÚ Ò Ñ�Ð�ÊFÑ÷ÕZïZÓZÒ Ë ÊFË Ò Ï�Ñ÷å!ÊFóZÕFÎ ÕFÑ�ÐFË ß Ïaã!û�- ç ÑIÔ&í:IÔ~Ò Ú Ú Ò ÏaÑ&Ú ÜIÕFÓZË Í Ê(å!ÕFÍ Õ(Í ÕFÓZÏaÍ ÝIÕFÝ~ã Í ÏaÔ û�/ ç Ë ÏAü�/ ç Ñ�Ô Ê_Ë<ÊFÑÊFÑ�ÐFÎ Õ!Ï�ã9< ç ° óZÕFÍ Ú ÌIÚrË ß Õ!ÜIÏaÚ Ò Ë Ò Ï�Ñ�Ïaã�Ë ß Õ!ÕZïZÓZÒ Ë ÊFË Ò Ï�Ñ�ÞIÕFÊFÔ~í�� ß ÕÞaÊ_ÑIÝIå!Ò ÝIË ß Ïaã�Ë ß Õ6Ú Î Ò Ë Ú<å!ÊFÚ<ü!Ñ�Ô~í8� ß Õ6ã Î ÌIÏaÍ ÕZÚ ÓZÕFÑ�Ó Õ6ÕFÔ~Ò Ú Ú Ò ÏaÑ
Ú ÜIÕFÓ Ë Í Ê�å!ÕZÍ Õ�Ó ÏaÍ Í ÕZÓZË ÕZÝ&ã ÏaÍ�Ò ÑIÑ�ÕFÍ�ã Ò Î Ë ÕZÍ�ÕFã ã ÕFÓZËrÖ ë�ò Ù í
�IÒ Ô&ÕZð Í ÕFÚ Ï�Î óZÕFÝöã Î ÌIÏaÍ ÕFÚ ÓZÕFÑ�ÓZÕ÷Ô~ÕFÊFÚ ÌIÍ ÕZÔ&ÕZÑ�Ë Úäå!ÕZÍ Õ÷ÜIÕFÍ ð
ã ÏaÍ Ô&ÕZÝäÌIÚ Ò Ñ�Ð~Ê�79�;< çFç 	 è ��ã Î ÌIÏaÍ ÕFÚ ÓZÕZÑ�ÓZÕ~ÝaÕFÓZÊFÛAË Ò Ô~Õ~Ú ÜIÕFÓZðË Í ÏaÔ~ÕFË ÕFÍOÖ :IÝaÒ Ñ�ÞIÌIÍ Ð ß õ�Ñ�ÊFÎ ÛZË Ò ÓZÊFÎ�2 ÑIÚ Ë Í ÌIÔ~ÕFÑ�Ë Ú Ù6Ò Ñ�Ë ß ÕAË Ò Ô~ÕFð
ÓZÏ�Í Í ÕZÎ ÊFË ÕFÝäÚ Ò Ñ�ÐFÎ ÕFð Ü ß ÏaË Ï�Ñ3ÓZÏ�ÌIÑ�Ë Ò ÑIÐ&Ô~ÏaÝIÕFí�� ß Õ~Ò Ñ�Ú Ë Í ÌIÔ&ÕZÑ�Ë
å!ÊFÚ,Ú ÕFË�ÌIÜäÒ Ñ�Ê��Ið ÐFÕFÏaÔ~ÕFË Í ÛAå!Ò Ë ß Ë å!ÏîÊFÑ�ÊFÎ ÛFý Ò Ñ�ÐAÝIÕFË ÕFÓZË Ò ÏaÑ
Ó ß ÊFÑ�ÑIÕFÎ Ú íZõ�àOÊFÔ~ÊFÔ&ÊFË Ú Ì=� æ ü�-�(6Ü ß Ï�Ë ÏaÔ~ÌIÎ Ë Ò ÜIÎ Ò ÕZÍIË ÌIÞIÕ�Ö ôIØ���Ùå!Ò Ë ß Ê&Í Ò Ú Õ&Ë Ò Ô&Õ~Ïaã>-Fí -&Ñ�Ú(å!ÊFÚ�ÌIÚ ÕFÝäã Ï�Í,Î Ò Ð ß Ë6ÝIÕFË ÕFÓZË Ò ÏaÑ�í<õ
Ñ379< çFç Ñ�Ò Ë Í ÏaÐFÕFÑIð ã Ò Î Î ÕFÝ3Ñ�ÊFÑ�ÏaÚ ÕFÓZÏaÑIÝ³ã Î Ê_Ú ß Î ÊFÔ~Ü³Ö :IÝIÒ Ñ�ÞIÌIÍ Ð ßõ�Ñ�ÊFÎ ÛFË Ò ÓZÊFÎ�2 ÑIÚ Ë Í ÌIÔ~ÕFÑIË Ú ÙIÏaÜIÕFÍ ÊFË ÕFÝ�ÊFË35 ç ùFàOý6å!ÊFÚrÌIÚ ÕFÝ�ÊFÚrË ß ÕÕZï Ó Ò Ë ÊZË Ò Ï�Ñ!Î Ò Ð ß ËZÚ Ï�ÌaÍ Ó ÕZí õ!É!ÏaÍ Î ÊZÑ�Ý6ü çZçFç Ô~ÌaÎ Ë Ò Ó ß ÊFÑIÑIÕZÎ ÊZÑ�ÊZÎ ÛZý ÕZÍÖ Ø�	rõ�ÙäÖ ��Ò ùFÒ Ñ�Ð"2 Ñ�Ú Ë Í ÌIÔ&ÕFÑIË Ú.2 Ñ�ÓZí Ù�å!Ò Ë ß Ê"5 ç <�/Fð Ó ß ÊFÑ�Ñ�ÕZÎ ÚÔ~ÕFÔ~ÏaÍ ÛAå!ÊFÚ,ÏaÜIÕFÍ ÊFË ÕFÝîÒ ÑäË ß ÕAÜIÌIÎ Ú Õ ß ÕFÒ Ð ß Ë�ÊFÑ�ÊFÎ ÛZÚ Ò Ú,Ô&Ï�ÝIÕ�?
æFç -�5OÓ ß ÊFÑ�Ñ�ÕZÎ ÚrÏaãaË ß Õ!Ø�	rõAÔ&ÕZÔ&ÏaÍ Û!å!ÕFÍ ÕOÊFË Ë Í Ò ÞaÌIË ÕFÝ�Ë Ï�ÕFÊFÓ ßÝaÕFË ÕZÓZË Ò Ï�ÑîÓ ß ÊFÑ�Ñ�ÕZÎ�Ò ÑîÊ�Ë ÛFÜIÒ ÓZÊFÎIÕFï Ü�ÕZÍ Ò Ô~ÕFÑ�Ë í3� ß Õ�Ú Ë ÊFÞIÒ Î Ò Ë Û(Ïaã
Ë ß Õ!ÕFï ÓZÒ Ë Ê_Ë Ò ÏaÑ�ÜIÌIÎ Ú Õ!ÜIÍ Ï�ã Ò Î Õ!å!ÊFÚrÓZÏ�Ñ�Ë Í ÏaÎ Î ÕFÝ(Ë ß Í Ï�ÌIÐ ß Ï�ÌIËIÕFÊFÓ ß
ã Î ÌIÏ�Í ÕZÚ Ó ÕZÑ�Ó ÕµÝaÕZÓZÊZÛµÕZï ÜIÕZÍ Ò Ô~ÕZÑIË í ��Ï�Ï�ÞaË ÊFÒ Ñ6Ê<Ú Ìaã ã Ò Ó Ò ÕFÑIË ÑIÌIÔAÞaÕZÍ
Ï�ã,ÓZÏ�ÌIÑ�Ë Ú~Ò Ñ÷Ê�å!Ò ÝaÕäÝIÛZÑ�ÊFÔ~Ò Ó�Í ÊFÑ�ÐFÕ�ÏaãOË ß ÕäÕFÔ~Ò Ë Ë ÕFÝ³Î Ò Ð ß Ë
Ò ÑIË ÕFÑIÚ Ò Ë ÛZâ<Ë ß Õ~Ô&ÕZÊFÚ ÌIÍ ÕFÔ~ÕFÑ�Ë Ú�å6ÕFÍ Õ~ÝIÏ�Ñ�Õ~Ò Ñ3Ó ÛFÓZÎ ÕFÚ(Ïaã�ü ç_çFçÓZÏ�ÌIÑ�Ë Ú í�� ß ÕOÓZÏaÌIÑ�Ë Ú�ã Í ÏaÔ æFç ÓZÛZÓZÎ ÕZÚ�å!ÕFÍ Õ,Ú ÌIÔ~Ô~ÕFÝ�Ë Ï�ÛFÒ ÕZÎ Ý�Ê
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¶ ·9¶ ¸�¹�·9º]»�¼�¼�¼�¼
½8·9¾3¿3¶ À�Á3Â�Ã*Â�Ä�Å À À Å ·9¿ÇÆ9Â�½8¸�ÈÉÁ3Ã ·;º Å ¹ ÂÉÅ ¿Ç¶ Ê4Â
Ä�¸�Ë Å Ä�¾3Ä�½8Ê3¸�¿4¿4Â8¹ Ì Í4Ê3Â�Â�Ë Á3Â�Ã Å Ä�Â�¿3¶ À�Î%Â8Ã Â�¶ È�Á3Å ½8¸�¹ ¹ È>Ã ¾3¿=¸�¶;¸
¶ Å Ä�Â�Ï3¸�À Â�·;º>Ð�¼�¼�¿4À=Î%Å ¶ Ê!¸�»�¿3À0Æ9Â�¹ ¸�È*·9º�¶ Ê3Â�À ¶ ·9Á!Á3Ê3·9¶ ·;Ñ
Ä�¾3¹ ¶ Å Á3¹ Å Â�Ã4¶ ¾3Ï3Â8Ì�Í4Ê3Â�¶ Å Ä�Â�½8¸�¹ Å Ï9Ã ¸�¶ Å ·;¿,Î%¸�À�¼�Ì ¼�Ò�»%¿4À Ó ½8Ê3¸�¿4¿4Â8¹ Ì
Í4Ê3Â*Â�Ë ½8Å ¶ ¸�¶ Å ·9¿+Î%¸�Ô�Â8¹ Â8¿4Õ�¶ Ê+Î�¸�À�Ö�Ð�×�¿3Ä�Ì4Í4Ê3Â*Â�Ä�Å ¶ ¶ Â�Æ�¹ Å Õ�Ê3¶
Î%¸�À%Ä�·;¿4Å ¶ ·;Ã Â�Æ�¸�¶�×�Ð�¼0¿4ÄØ¾3À Å ¿4Õ0¸0À Á3Â�½8¶ Ã ¸�¹3Ï3¸�¿4Æ3Î%Å Æ9¶ Ê�·9º�Ò
¿4Ä�Ì Í3·>Á3Ã Â8Ô8Â8¿4¶8½ ·;¾3¿4¶ Å ¿4Õ�¸�Ã ¶ Å º ¸�½ ¶ À9½ ¸�¾3À Â�Æ�Ï9È�Â8Ë ½8Â8À À Å Ô8Â8¹ È�Ê3Å Õ�Ê3Ñ
Á4Ê3·9¶ ·9¿*¹ ·9¸�Æ3À Ù�¶ Ê3Â�½8·;¾3¿4¶ Å ¿3Õ�Ã ¸�¶ Â%Î%¸�À�¶ È8Á4Å ½8¸�¹ ¹ È

<
Ð�Ú0Ù�À ·0Á3Å ¹ Â�Ñ

¾4Á*Á3Ã ·;Ï3¹ Â�Ä�À>Å ¿�¶ Ê3Â�Æ3Â�½8¸�È�¶ Å Ä�Â]¸�¿3¸�¹ È8À Å À>Î%Â�Ã Â]Ô8Â�Ã È�¾3¿4¹ Å Û�Â�¹ È�Ì
Í4Ê3Â=Å ¿4À ¶ Ã ¾3Ä�Â�¿4¶ Ü À>À ·9º ¶ Î%¸�Ã Â=Á3Ã ·9Ô8Å Æ9Â�Æ�Ä�¾3¹ ¶ Å Â�Ë Á3·9¿4Â8¿4¶ Å ¸�¹9Æ3¸�¶ ¸
º Å ¶ ¶ Å ¿3Õ�Ù Æ3Â�½8¸�È�¶ Å Ä�Â>Æ3Å À ¶ Ã Å Ï9¾3¶ Å ·9¿=¸�¿3¸�¹ È8À Å À Ù ¸�¿4Æ]Õ�¹ ·9Ï3¸�¹ ¸�¿4¸�¹ È8À Å À Ì
Í4Ê3Â%Â�Ë Á4Â8Ã Å Ä�Â�¿4¶ ¸�¹�Æ3Â�½ ¸�È�Æ3¸�¶ ¸%Î%Â�Ã Â%¸�¿4¸�¹ È8Ý Â�Æ0Î%Å ¶ Ê,¿3·9¿4¹ Å ¿4Â�¸�Ã
¹ Â�¸�À ¶ Ñ À Þ9¾3¸�Ã Â�À�¸�¹ Õ�·;Ã Å ¶ Ê4Ä�À�Ï3¸�À Â�Æ*·9¿�¶ Ê3Â=ß�¸�Ã Þ9¾3¸�Ã Æ3¶�Ä�Â�¶ Ê3·9Æ3Ì
Í4Ê3Â�Ã Â8À ¾3¹ ¶ À0·9º>¶ Ê3Â�Æ3¸�¶ ¸�Ñ º Å ¶ ¶ Å ¿4Õ�Á3Ã ·;½8Â�Æ9¾4Ã Â�À0Î%Â8Ã Â�Â8Ô�¸�¹ ¾3¸�¶ Â8Æ
¾4À Å ¿4Õ!¶ Ê4Â

ø à Ñ Ô�¸�¹ ¾3Â�À�¸�¿3Æá¶ Ê4Â+Ã ¸�¿3Æ3·9Ä�¿4Â�À À*·9º�¶ Ê3Â+Î%Â�Å Õ�Ê3Â�ÆÃ Â�À Å Æ9¾4¸�¹ À Ì�â%¿4¹ È�¶ Ê3Â�º ¹ ¾3·9Ã Â8À ½8Â�¿4½ Â�Æ3Â�½8¸�È�·;Ï3À Â�Ã Ô8Â�Æ,Î%Å ¶ Ê3Å ¿*¶ Ê4Â
º Å Ã À ¶�ã�»=¿3À�¸�º ¶ Â8Ã�¶ Ê3Â]Â�Ë ½8Å ¶ ¸�¶ Å ·9¿�º ¹ ¸�À Ê*Î%¸�À>¶ ¸�Û�Â�¿�Å ¿4¶ ·,¸�½8½8·9¾3¿4¶
Å ¿=¶ Ê3Â>Æ3¸�¶ ¸>º Å ¶ ¶ Å ¿3Õ�Ù ¸�¿4Æ]¿4·�À Ê3Å º ¶;¶ Â�Ã ÄÇÎ%¸�À�Å ¿4¶ Ã ·9Æ3¾3½ Â�Æ]Å ¿4¶ ·�¶ Ê3Â
Æ3¸�¶ ¸,¸�¿4¸�¹ È�À Å À Ì3Í4Ê3Â,Á3Â�Ã º ·9Ã Ä�¸�¿4½8Â0·9º�·9¾3Ã�º ¹ ¾3·9Ã Â�À ½8Â8¿4½8Â,Æ3Â8½8¸�È
¶ Å Ä�Â.À Á3Â8½8¶ Ã ·9Ä�Â8¶ Â8Ã�Î%¸�À�¶ Â8À ¶ Â�ÆÇÎ%Å ¶ Ê�¸.¿4¾3Ä�Ï3Â8Ã�·;º0Ä�·;Æ3Â�¹
½8·9Ä�Á4·;¾3¿4Æ3À0Î%Å ¶ ÊÉÛ�¿4·9Î%¿Éº ¹ ¾3·9Ã Â8À ½8Â�¿3½8Â�Æ3Â8½8¸�È�¶ Å Ä�Â�À0¸�À0Æ3Â8Ñ
À ½8Ã Å Ï3Â8Æ�Å ¿�Ã Â�º9ä�å Ì
æ ç;è�é;ê ë è
Í4Ê3Â=º ¹ ¾3·9Ã Â8À ½8Â�¿4½ Â=À Á3Â8½8¶ Ã ¸=·9º3ì]í3â�î�Æ3·9À Â�Æ*Î%Å ¶ Ê*½8Ê3¹ ·;Ã Å ¿4Â]¸�Ã Â
À Ê9·9Î�¿%Å ¿%ï;Å Õ8¾3Ã Â�Ð8î4Ì Í3Ê3Â�º Å Ã À ¶ ¼�Ì »�Ä*Õ�Ó ð>·;º ½ Ê3¹ ·;Ã Å ¿3Â�Ê9¸�Æ>Ô8Å Ã ¶ ¾9¸�¹ ¹ È
¿4·�Â�º º Â�½8¶�·9¿�¶ Ê3Â=Â�Ä�Å À À Å ·9¿�À Á3Â�½8¶ Ã ¾3ÄØñ Æ3¸�¶ ¸,¿3·9¶�À Ê3·9Î�¿4ò Ù3Ï3¾3¶
À ¾3Ï3À Â�Þ9¾3Â�¿4¶�ó�¹�Æ9·9À Â�À=¾3ÁÉ¶ ·!Ð�¼�Ä�Õ�Ó ð+½8¸�¾3À Â�Æ!¶ Ê3Â�Â�Ä�Å À À Å ·9¿
Å ¿4¶ Â8¿4À Å ¶ È=¶ ·�Å ¿4½8Ã Â�¸�À Â0À ¾3Ï3À ¶ ¸�¿4¶ Å ¸�¹ ¹ È�Ì
ô Ê4Â8¿,¶ Ê3Â�À Á4Â8½8¶ Ã ¸�À Ê4·;Î%¿,Å ¿,ï9Å Õ�¾3Ã Â%Ð�î,¸�Ã Â%¿3·9Ã Ä�¸�¹ Å Ý Â8Æ0Ï3È

¶ Ê3Â�Å Ã�Ã Â�À Á3Â�½8¶ Å Ô8Â]Ä�¸�Ë Å Ä�¾3ÄõÂ�Ä�Å À À Å ·;¿�Å ¿4¶ Â8¿4À Å ¶ Å Â�À Ù;¶ Î%·,¶ Ã Â�¿4Æ9À
¸�Ã Â�Â�Ô8Å Æ3Â�¿3¶+ñ ï9Å Õ�¾3Ã Â�Ð�ö�ò ÷"¶ Ê3Â�Á3·9À Å ¶ Å ·9¿Ø·9º�¶ Ê3Â�Â�Ä�Å À À Å ·9¿
Ä�¸�Ë Å Ä�¾3Ä�ñ

λ ø3ù ú ò;Â�Ë Ê3Å Ï3Å ¶ À�¸�Ï3¹ ¾3Â>À Ê3Å º ¶;¸�¿4Æ]¶ Ê3Â>Â�Ä�Å À À Å ·9¿=Ï3¸�¿4Æ

½8·;¿4¶ Ã ¸�½8¶ À,Î%Å ¶ Ê
Å ¿4½ Ã Â�¸�À Å ¿4Õ�½8Ê4¹ ·9Ã Å ¿4Â�Æ3·9À Â�Ì�Í4·!½8·;Ä�Á3¸�Ã Â�¶ Ê3Â
À Ê3¸�Á3Â�À3·;º8¶ Ê3Â�¿4·9Ã Ä�¸�¹ Å Ý Â�Æ%À Á3Â8½8¶ Ã ¸�Ù ¶ Ê3Â�Â8Ä�Å À À Å ·;¿�Å ¿4¶ Â�¿4À Å ¶ È�Î�¸�À
Ã Â�Á3¹ ·;¶ ¶ Â�Æ!¸�À=¸�º ¾3¿4½8¶ Å ·;¿É·9º�¶ Ê3Â*Â�¿4Â�Ã Õ�È�·;º>¶ Ê3Â�Â�Ä�Å ¶ ¶ Â�Æ!¹ Å Õ�Ê3¶
Þ9¾3¸�¿4¶ ¸%ñ û

)
Ð�ü�×�¼ ý

λ
Ù�Î%Ê3Â8Ã Â�û�Å À�¶ Ê3Â%Â�¿4Â8Ã Õ�È%Å ¿,Â�þ,¸�¿3Æ

λ
Å À�¶ Ê3Â

Î%¸�Ô8Â�¹ Â�¿3Õ�¶ Ê�Å ¿]¿4Ä�ò Ì Í4Ê3Â�Â�Ä�Å À À Å ·9¿]À Á3Â�½8¶ Ã ¸�Î%Â�Ã Â�¶ Ê3Â�¿]º Å ¶�¾3À Å ¿4Õ
¶ Ê3Â0ÿ>¸�¾3À À Å ¸�¿�º ¾3¿3½8¶ Å ·;¿�ñ ä�� ò ÷

Î%Ê3Â8Ã Â�� �%¸�¿4Æ!û ø3ù ú ¸�Ã Â+¶ Ê4Â+Â�Ä�Å À À Å ·9¿áÅ ¿4¶ Â�¿4À Å ¶ È+ñ � � ) Ð!º ·9Ã
¿3·9Ã Ä�¸�¹ Å Ý Â8Æ!À Á3Â8½8¶ Ã ¸�ò>¸�¿4Æ+¶ Ê3Â*Â�¿3Â�Ã Õ�È,½8·9Ã Ã Â�À Á3·9¿4Æ9Å ¿4Õ�¶ ·�¶ Ê3Â
Î%¸�Ô8Â�¹ Â�¿3Õ�¶ Ê,·9º3Ä�¸�Ë8Å Ä�¾3Ä Â8Ä�Å À À Å ·9¿4Ù�Ã Â8À Á4Â8½8¶ Å Ô8Â8¹ È8Ù�¸�¿4Æ

∆ � ø Å À¶ Ê3Â�Î%Å Æ3¶ Ê
·9º�¶ Ê3Â�Â�Ä�Å À À Å ·9¿.Ï9¸�¿4Æ
Ä�Â�¸�À ¾3Ã Â8Æ
¸�¶%»�¼�Ú ·;º�¶ Ê3Â
Ä�¸�Ë8Å Ä�¾3ÄØÅ ¿4¶ Â8¿4À Å ¶ È�Ì
Í3Ê4Â Ï9Â�À ¶ Ñ º Å ¶�Á3¸�Ã ¸�Ä�Â�¶ Â�Ã ÀÉ¸�¿4Æ ·9¶ Ê3Â8Ã!Æ9¸�¶ ¸ÇÃ Â�¹ Â�Ô8¸�¿4¶�º ·9Ã

½8Ê3¸�Ã ¸�½ ¶ Â�Ã Å Ý Å ¿4Õ�¶ Ê3Â�À Â%À ¸�Ä�Á3¹ Â�À�¸�½8½ ·9Ã Æ3Å ¿3Õ�¶ ·0Â8Þ0Ð]¸�Ã Â�Õ�Å Ô8Â�¿,Å ¿
Í4¸�Ï9¹ Â,Ð�Ì4î4¶�ó�¹ Ó �%â%ó

g
¼�Ì »�Ù4Ê3¸�¹ ·9Õ�Â8¿4¸�¶ Å ·;¿!¸�º º Â8½8¶ Â8Æ+Ï9·9¶ Ê�¶ Ê3Â

Á3·9À Å ¶ Å ·9¿.¸�¿4Æ
¶ Ê3Â�Î%Å Æ3¶ Ê
·9º%¶ Ê3Â�ÿ>¸�¾3À À,Ï3¸�¿4Æ
Ä�·9Æ3Â�¹ Å ¿4Õ�¶ Ê3Â
Â8Ä�Å À À Å ·;¿�·9º8ì�í3â%î4Ì Í4Ê3Â�Â�Ä�Å À À Å ·9¿�Ï3¸�¿4Æ9Î%Å Æ3¶ Ê%Æ3Â8½8Ã Â�¸�À Â8Æ�º Ã ·;Ä
¼�Ì ��Ò*Â�þ!Å ¿!¾3¿3½8Ê3¹ ·9Ã Å ¿4¸�¶ Â8Æ+ì�í3â�î!¶ ·�¼�Ì »�ã*Â�þ!¸�À]¶ Ê3Â*ó�¹ Ó �%â%ó
Ã ¸�¶ Å ·�Î%¸�À%Å ¿3½8Ã Â�¸�À Â8Æ�¶ ·*×�Ì ¼�Ì
Í3Ê4ÂÉÿ�¸�¾3À À�º ¾3¿4½8¶ Å ·9¿�Ä�¸�È
Ï9Â
¶ Ê3·;¾4Õ�Ê3¶0¶ · Æ9Â�À ½8Ã Å Ï3Â
¶ Ê4Â

Æ3Å À ¶ Ã Å Ï3¾3¶ Å ·9¿
·;º�Å Æ3Â�¿3¶ Å ½8¸�¹�º ¹ ¾3·9Ã ·;Á4Ê3·9Ã Â8À,Å ¿
À ¹ Å Õ�Ê4¶ ¹ È�Æ3Å º º Â�Ã Â�¿4¶
½ Ê3Â�Ä�Å ½ ¸�¹�Â�¿3Ô8Å Ã ·9¿3Ä�Â8¿4¶ À�¸�À À ·;½8Å ¸�¶ Â8Æ0Î%Å ¶ Ê,Å ¿3À ¶ ¸�¿4¶ ¸�¿3Â�·;¾3À�½ ·9¿3Ñ
º ·9Ã Ä�¸�¶ Å ·9¿4¸�¹�Ô8¸�Ã Å ¸�¶ Å ·9¿4À=·;º>Á3·9¹ È�Ä�Â�Ã Å ½8Ó ·9¹ Å Õ�·9Ä�Â�¶ Å ½*Ä�·9¹ Â�½ ¾4¹ Â�À
·;º>ì	��Ì�Í4Ê3Â�¹ Å ¶ Â�Ã ¸�¶ ¾3Ã Â�Ù�Ê3·9Î%Â8Ô8Â�Ã Ù�Å ¿4Æ3Å ½ ¸�¶ Â�À=¶ Ê3¸�¶�ì
��½8·;¿4¶ ¸�Å ¿
Ä�·9Ã Â"¶ Ê3¸�¿Ø·9¿4Â�º ¹ ¾3·9Ã ·;Á3Ê4·;Ã Â�Ñ ¶ È8Á4Â�ñ ä��

- � ä9ò!¸�¿4Æõ¶ Ê3Â�¸�Á3ÑÁ3Ã ·;Ë8Å Ä�¸�¶ Å ·;¿É·9º�¶ Ê3Â�Â8Ä�Å À À Å ·;¿É·9Ã%¸�Ï3À ·9Ã Ï3¸�¿4½8Â*À Á3Â�½8¶ Ã ¸�¾3À Å ¿4Õ
·;¿4Â=ÿ>¸�¾3À À�Ï9¸�¿4Æ�Å À>¿4·9¶�Á3Â�Ã�À Â=¸]Á4Ã ·9·9º4·;º4¸=·9¿4Â8Ñ º ¹ ¾3·9Ã ·9Á3Ê4·;Ã Â
·;Ã�·;¿4Â8Ñ ½ Ê3Ã ·9Ä�·;Á3Ê3·;Ã Â�Ä�·;Æ9Â�¹ Ï3¾3¶ ¸�½ ·9¿3Ô8Â8¿4Å Â�¿3¶8Î�¸�È�¶ ·>Þ9¾3¸�¿3¶ Å º È
¶ Ê3Â�Å ¿4º ¹ ¾3Â8¿4½8Â�·;º3Ê3¸�¹ ·9Õ�Â�¿3¸�¶ Å ·9¿*·;¿*¶ Ê3Â%À Á4Â8½8¶ Ã ¸�¹;Ï3¸�¿3Æ3À Ì�ß�¸�¿4Å Ñ
º Â�À ¶ ¸�¶ Å ·9¿3À=·9º�Æ3Å À À Å Ä�Å ¹ ¸�Ã�º ¹ ¾4·;Ã ·9Á3Ê3·9Ã Â�À=Å ¿É¶ Ê3Â*Â�Ä�Å À À Å ·9¿ÉÄ�¸�È
¸�¹ À ·!Ï9Â�Æ3Â8¶ Â8½8¶ Â8ÆÉ¾3À Å ¿4Õ�Â�Ô8·9¹ Ô�Å ¿3Õ�º ¸�½ ¶ ·9Ã�¸�¿4¸�¹ È�À Å À Ù�Ï3È�Ä�¸�¶ Ê3Ñ
Â8Ä�¸�¶ Å ½8¸�¹�¸�¿4¸�¹ È�À Å À ·;º+¶ Ê3Â"À Á3Â�½8¶ Ã ¸"¸�¿4ÆØÏ3È�¶ Å Ä�Â�Ñ Ã Â�À ·9¹ Ô8Â�Æ
À Á3Â�½ ¶ Ã ·;À ½ ·9Á3È�¶ Ê3¸8¶8¾3¿4¸8Ä�Ï9Å Õ8¾3·9¾9À ¹ È�Â8Ô8¸�¹ ¾3¸�¶ Â8À3¶ Ê3Â�½8·;¿3¶ Ã Å Ï9¾3¶ Å ·;¿
·;º�º ¹ ¾3·9Ã ·9Á3Ê4·;Ã Â�À]Î%Å ¶ Ê!¾3¿4Â�Þ9¾3¸�¹�Æ3Â8½8¸�È*¶ Å Ä�Â�À Ì�Í4Ê3Â*¶ Î%·�¹ ¸�¶ ¶ Â�Ã
¸�Á3Á3Ã ·9¸�½8Ê3Â8À%Î%Â�Ã Â=¾3À Â�Æ�Å ¿�¶ Ê3Å À%À ¶ ¾3Æ9È�Ì
Í3Ê4Â�Å ¿4¶ Ã Å ¿4À Å ½�À ¶ Ã ¾3½8¶ ¾3Ã Â]·;º4¶ Ê3Â]Â�Ä�Å À À Å ·9¿*À Á3Â�½8¶ Ã ¸]·9º3ì]í9â%î

¸�¿4Æ=Å ¶ À�½8Ê3¹ ·9Ã Å ¿4¸�¶ Â8Æ=¸�¿4¸�¹ ·;Õ�¾3Â�À�Î%¸�À�Â8Ë8¸�Ä�Å ¿4Â�Æ=¾3À Å ¿3Õ%¶ Ê3Â�º Å Ã À ¶ Ñ
·;Ã Æ3Â�Ã;Æ3Â8Ã Å Ô8¸�¶ Å Ô8Â�À3·9º8¶ Ê4Â�¿4·;Ã Ä�¸�¹ Å Ý Â�Æ%Â�Ä�Å À À Å ·9¿�À Á3Â�½8¶ Ã ¸�ñ ï9Å Õ�¾3Ã Â
ü�î�Ù ö�ò Ì�Í4Ê3Â�Æ9Â�Ã Å Ô8¸�¶ Å Ô8Â8À=·9º�¸�¹ ¹�¶ Ê4Â8À Â*À Á3Â�½8¶ Ã ¸�Ê3¸�Ô8Â�À ¶ Ã ¾3½8¶ ¾3Ã Â�À
¶ Ê3¸�¶�Æ3Â�Ô8Å ¸�¶ Â0º Ã ·9Ä ¶ Ê3Â0·9¿4Â8Ñ Ï3¸�¿4Æ�ÿ>¸�¾3À À%Ï3¸�¿4Æ�Ä�·9Æ9Â�¹ Ì9Í4Ê3Â�À Â
º Â�¸�¶ ¾3Ã Â�À�Î%Â8Ã Â�Ä�·9À ¶;Â�Ô8Å Æ3Â�¿3¶9º ·9Ã4¾3¿4¸�¹ ¶ Â8Ã Â�Æ=ì�í3â�î,ñ ï9Å Õ�¾4Ã Â�ü�î�ò Ì
Í3Ê3Â�Å Ã�Å ¿3¶ Â8¿4À Å ¶ È�À ¾3Ï3À ¶ ¸�¿3¶ Å ¸�¹ ¹ È�Â�Ë ½8Â8Â�Æ9Â�Æ�¶ Ê3¸�¶8·9º ¸�Ã ¶ Å º ¸8½8¶ À3½8¸�¾9À Â�Æ
Ï9È�Ê3Å Õ�Ê3Ñ º Ã Â8Þ3¾3Â8¿4½ È�¿4¾3Ä�Â8Ã Å ½8¸�¹ ¿4·;Å À Â�Å ¿%¶ Ê3Â�À Á3Â�½ ¶ Ã ¸�Ì %¾3Ä�Â8Ã Å ½ ¸�¹
Á3Ã ·9½8Â8À À Å ¿4Õ�¾3À Å ¿4Õ�Ô8¸�Ã È�Å ¿4Õ�Æ9Å º º Â8Ã Â�¿3¶ Å ¸�¶ Å ·;¿�Å ¿4¶ Â�Ã Ô8¸�¹ À9ñ ä�� ò8¸�¹ Î�¸�È�À
Ã Â8À ¾9¹ ¶ Â8Æ�Å ¿�¶ Ê3Â�À ¸�Ä�Â�º Â�¸8¶ ¾3Ã Â8À9Å ¿�¶ Ê3Â�Æ9Â8Ã Å Ô8¸8¶ Å Ô8Â8À Ì Í3Ê3Â8À Â�º Â�¸8¶ ¾3Ã Â8À
ñ Æ9Â�¿4·;¶ Â�Æ�¸�À

R
Ù

â
Ù

γ
Ù9¸�¿4Æ

δ
Å ¿�ï9Å Õ�¾3Ã Â=ü�ö�ò�¸�Á3Á4Â8¸�Ã�¶ ·*Å ¿4Æ9Å ½8¸�¶ Â

¶ Ê3Â0Á3Ã Â�À Â8¿4½8Â0·;º�Æ9Å À À Å Ä�Å ¹ ¸�Ã>½ Ê4Ã ·9Ä�·9Á3Ê3·9Ã Â�À Ì
Í3Ê4Â�Å ¿4¶ Â�Ã À Â8½8¶ Å ·;¿�·9º ¶ Ê3Â�Æ9Â�Ã Å Ô8¸�¶ Å Ô�Â8À3Î%Å ¶ Ê%¶ Ê3Â�¸�Ï3À ½8Å À À ¸�À Ê3Å º ¶ À

¶ ·9Î%¸�Ã Æ!Ê3Å Õ�Ê3Â�Ã�Â8¿4Â�Ã Õ�È*Î%Å ¶ Ê!Å ¿4½8Ã Â�¸�À Å ¿4Õ�½8Ê3¹ ·;Ã Å ¿4Â�Æ9·9À Â�Ì�Í4Ê3Å À
½ ·9Ã Ã Â8À Á3·;¿4Æ9À3¶ ·>¶ Ê3Â�Ï9¹ ¾3Â�À Ê3Å º ¶8·;º ¶ Ê3Â�Ä�¸�Ë Å Ä�¾3Äá·;º ¶ Ê9Â�Â8Ä�Å À À Å ·9¿
À Á3Â�½ ¶ Ã ¸�À Â�Â�¿ÉÅ ¿É¶ Ê3Â�º Å Ã À ¶ Ñ ·;Ã Æ3Â�Ã�Â�Ä�Å À À Å ·;¿
Æ3¸�¶ ¸�ñ Â8Ì Õ�Ì Ù�ï9Å Õ�¾3Ã Â
Ð�ö�ò Ì Í4Ê3Â�Å ¿4¶ Â�¿3À Å ¶ È�·9º º Â�¸�¶ ¾3Ã Â

γ
¹ ·;½8¸�¶ Â8Æ%¸8¶8ü�Ì ��Ð�Â8þ�Å À9¿4·;¶8¸�º º Â8½8¶ Â�Æ

Ï9È�½8Ê3¹ ·9Ã Å ¿4¸�¶ Å ·9¿%Î%Ê3Å ¹ Â�¶ Ê3¸�¶�·;º8º Â�¸�¶ ¾3Ã Â
δ
À ¶ Â�¸�Æ3Å ¹ È�Å ¿3½8Ã Â�¸�À Â8À3Î%Å ¶ Ê

¶ Ê3Â%½8Ê3¹ ·;Ã Å ¿4Â%Æ3·;À Â�Ì�� ¿,½8·;¿4¶ Ã ¸�À ¶ Ù�À ¶ Ã ¾3½8¶ ¾4Ã Â�À
R
¸�¿4Æ

â
¹ ·9½8¸�¶ Â�Æ0¸�¶
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¼�½ ¼�¾À¿�Á�ÂÃ¼�½ Ä�ÅÀÆ�Ç�È�Æ�É ÊEË�ÆÀÌ�Í Ê�Î�Í Æ�Ï Ï Ð Ñ!Æ!Ò ÓÕÔÖÆ!¿�×�Æ!Í*ÔÖÐ Ø ÙÚØ Ù�Æ
Ð Á�É!Í Æ!¿�Ï ÆTÊEÛ¯Ø Ù�ÆTÜKÒ Ý ÞÖßÖÜÀÍ ¿�Ø Ð ÊE½
à Ð Ë�Æ�á Í Æ!Ï ÊEÒ Ñ�Æ!ÂâÛ Ò ã�ÊEÍ Æ!Ï É!Æ�Á�É!Æ[É!ÊEÁ�Û Ð Í Ë�Æ�ÂâØ Ù�Æ*Æ!ä!Ð Ï Ø Æ�Á�É!Æ[ÊEÛ

Â�Ð Ï Ï Ð Ë�Ð Ò ¿�Í0Û Ò ã�Ê�Í ÊEÌ�Ù�ÊEÍ Æ!ÏÖÐ Áæå
ç�ßÖè�½ à Ù�ÆMÂ�Ð Ï É!Í Æ!Ø ÆMÉ!Ê�ËæÌ�ÊEÁ�Æ�Á�Ø
¿�Ì�Ì�Í Ê�¿�É!ÙÃé Þ
Ü�è�êMÔÖÙ�Ð É!ÙÃÆ!ËæÌ�Ò ÊEÓ!Ï�Ø Ù�ÆÕÏ Ë�¿�Ò Ò Æ�Ï ØMÁ�ã�Ë�È�Æ�ÍTÊEÛ
Æ�ä Ì�Ê�Á�Æ�Á�Ø Ð ¿�Ò#Ø Æ�Í Ë�Ï[Ø ÊÀÛ Ð Ø
Ø Ù�ÆæÊEÈ�Ï Æ!Í Ñ!Æ�ÂëÂ�Æ!É!¿�ÓâÔ5¿�Ï[ã�Ï Æ!ÂëØ Ê
Ì�Í ÊEÉ!Æ�Ï ÏëØ Ù�ÆÚÂ�¿�Ø ¿�½TÞÖÜ�èì¿�Á�¿�Ò Ó!Ï Ð ÏëÊ�Û�Ø Ù�ÆÃå	ç�ß5èìÆ�Ë�Ð Ï Ï Ð ÊEÁ
Æ�Ï Ø ¿�ÈEÒ Ð Ï Ù�Æ�ÂTØ Ù�¿�Ø�Ø Ù�Æ
Æ!ËæÐ Ï Ï Ð ÊEÁ*Â�Æ!É!¿�Ó
Ì�Í Ê�Û Ð Ò Æ�Ï0É!Ê�ã�Ò Â[È�ÆÖÛ Ð Ø Ø Æ!Â
ã�Ï Ð Á�Î�¿�Ø!Ò Æ!¿�Ï Ø!Ø Ù�Í Æ�ÆKÆ�ä Ì�Ê�Á�Æ!Á�Ø Ð ¿!Ò Ø Æ!Í Ë�Ï ½ à Ê#É!Ê�Á�Û Ð Í ËÃØ Ù�ÆKÑ!¿�Ò Ð Â�Ð Ø Ó
ÊEÛ�Ø Ù�Æ
Þ
Ü�è�¿�Ì�Ì�Í Ê�¿�É Ù�í�Ø Ù�Æ
Û Ò ã�ÊEÍ Æ!Ï É!Æ�Á�É!Æ
Â�Æ�É ¿�ÓÖÊEÛ�å
ç�ß5è�ÔÖ¿�Ï
¿�ÂEÂ�Ð Ø Ð ÊEÁ�¿�Ò Ò ÓKÆ�Ñ!¿�Ò ã�¿�Ø Æ!ÂÖã�Ï Ð Á�Î�Ø Ù�Æ�Â�Ð Ï Ø Í Ð ÈEã�Ø Ð ÊEÁ
¿�Á�¿�Ò Ó!Ï Ð Ï í ÔÖÙ�Ð É!Ù
Â�ÊEÆ�ÏÖÁ�ÊEØ�Ð Á�Ø Í ÊEÂ�ã�É!ÆT¿�Á�ÓT¿TÌ�Í Ð ÊEÍ Ð�ËæÊ�Â�Æ�Ò�ÊEÛ¯Ø Ù�ÆTÛ Ò ã�Ê�Í Æ�Ï É Æ�Á�É!Æ
Â�Æ�É!¿�ÓîÒ Ð Û Æ!Ø Ð Ë�Æ�ÏïÂ�Ð Ï Ø Í Ð È�ã�Ø Ð Ê�Á�½ à Ù�Æ�Ï ÆîØ ÔÖÊ�ËæÆ!Ø Ù�ÊEÂEÏÕÊEÛ[Ø Ù�Æ
Æ�Ñ!¿�Ò ã�¿�Ø Ð Ê�ÁTÊEÛ�Ø Ù�Æ#Û Ò ã�ÊEÍ Æ!Ï É!Æ�Á�É!Æ5Â�Æ!É!¿�Ó5Ø Ð Ë�Æ�ÏK¿�Í Æ#É!ÊEË�Ì�¿�Í Æ�ÂMÐ Á
ËæÊ�Í Æ[Â�Æ�Ø ¿�Ð Ò¯Ð ÁïÍ Æ!Û Ï#ð0ñ ò
ó�ó ò
ó�ô ½�õ Ø0ÔÖ¿�Ï
Û ÊEã�Á�ÂâØ Ù�¿�Ø0Ø Ù�Æ[ËæÆ!¿�Á
Û Ò ã�ÊEÍ Æ�Ï É!Æ!Á�É!ÆæÂEÆ�É!¿�ÓæØ Ð ËæÆ!ÏTÊEÈ�Ø ¿�Ð Á�Æ�ÂÀã�Ï Ð Á�ÎæØ Ù�Æ�Â�Ð Ï Ø Í Ð È�ã�Ø Ð ÊEÁ
¿�Á�¿�Ò Ó!Ï Ð Ï5ËæÊ�Â�ÆMÔÖÆ�Í ÆTÉ ÊEË�Ì�¿�Í ¿�ÈEÒ ÆMØ Ê*Ø Ù�ÊEÏ ÆMÉ!¿�Ò É!ã�Ò ¿�Ø Æ�Â�Ð ÁæØ Ù�Æ
Þ
ÜKè
Ë�Ê�Â�Æ!½ à Ù�ÆKØ Í Æ!Á�ÂEÏEÊEÈEÏ Æ!Í Ñ!Æ�Â5Û Ê�Í�Ù�¿�Ò Ê�Î�Æ!Á�¿�Ø Æ�Â5å
çEß5è
ã�Ï Ð Á�Î
Æ�Ð Ø Ù�Æ!ÍT¿�Ì�Ì�Í ÊE¿�É!ÙîÔÖÆ!Í ÆïÐ ÂEÆ�Á�Ø Ð É!¿�Ò ½ à Ù�Æ�Í Æ!Û Ê�Í Æ�í0ÊEÁ�Ò ÓâØ Ù�ÆïÞÖÜ�è
Í Æ�Ï ã�Ò Ø ÏâÔÖÐ Ò Ò	È�ÆÀÂ�Ð Ï É!ã�Ï Ï Æ�Â�Ù�Æ!Í Æ�½
å
ÊEÔÖÆ!Ñ�Æ!Í í
Ð Ø[Á�Æ�Æ�ÂEÏïØ ÊÚÈ�Æ
Í Æ�É!Ê�Î�Á�Ð ö Æ�ÂïØ Ù�¿�Ø#Ø Ù�Æ*Ø Ù�Í Æ!Æ�Û Ò ã�Ê�Í ÊEÌ�Ù�ÊEÍ Æ�ÏMÌ�Í Æ!Ï ã�ËæÆ!ÂÕØ ÊïÆ!ä!Ð Ï Ø
ÔÖÐ Ø Ù�Ð Á*Ø Ù�ÆÖÞ
Ü�è*¿�Ì�Ì�Í Ê�¿�É Ù*¿�Í ÆÖÊEÌ�Æ�Í ¿�Ø Ð ÊEÁ�¿�Ò Ò ÓÖÂ�Æ�Û Ð Á�Æ!Â[¿�Á�Â[Â�Ê
Á�ÊEØKÁ�Æ�É!Æ!Ï Ï ¿�Í Ð Ò ÓTÉ!Ê�Í Í Æ!Ï Ì�ÊEÁ�ÂæØ Ê�Â�Ð Ï Ø Ð Á�É!ØKÉ!Ù�Æ�Ë�Ð É!¿�Ò�Æ�Á�Ø Ð Ø Ð Æ�Ï ½
à Ù�ÆKÉ!Ê�Á�Ø Í Ð ÈEã�Ø Ð ÊEÁÖÊEÛ Ø Ù�ÆKØ Ù�Í Æ�ÆKÉ!Ê�Ë�Ì�ÊEÁ�Æ�Á�Ø Ï�Ð Á
Ø Ù�ÆKÆ�Ë�Ð Ï Ï Ð Ê�Á

ÔÖ¿�Ï#Æ�Ñ!¿�Ò ã�¿�Ø Æ!Â*Ì�Í Æ�Ï ã�Ë�Ð Á�Î	Ø Ù�¿�Ø�Ø Ù�Æ	ÂEÆ�É!¿�Ó
Ø Ð Ë�Æ�Ï#ÊEÛ�Ø Ù�Æ	Ø Ù�Í Æ�Æ
É!ÊEË�Ì�Ê�Á�Æ�Á�Ø Ï	ÔÖÆ�Í Æ*É!ÊEÁ�Ï Ø ¿�Á�Ø0Û Ê�ÍÖ¿�Ò Ò¯Ï ¿�ËæÌ�Ò Æ�Ï	¿�Á�ÂïÊEÁ�Ò Ó[Ø Ù�Æ�Ð Í
Í Æ�Ò ¿�Ø Ð Ñ!ÆïÉ!Ê�Á�Ø Í Ð È�ã�Ø Ð Ê�Á�Ï*ÔÖÆ�Í Æï¿�Û Û Æ!É!Ø Æ�ÂëÈ�ÓâÉ!Ù�Ò Ê�Í Ð Á�¿�Ø Ð Ê�Á�½ à Ù�Æ
Â�Æ�É!¿�ÓMØ Ð ËæÆ!ÏÖÔÖÆ�Í ÆTÆ!ä!Ø Í ¿�É!Ø Æ!ÂæÙ�¿�Ñ!Ð Á�ÎTØ Ù�ÆTÎ�Ê�¿�Ò�Ê�ÛKË�¿�ä Ð ËæÐ ö Ð Á�Î
Ø Ù�Æ	Î�Ò ÊEÈ�¿�ÒEÎ�Ê�ÊEÂ�Á�Æ!Ï Ï á ÊEÛ á Û Ð Ø¯É!Ê�Á�Ï Ð Â�Æ�Í Ð Á�Î	¿�Ò Ò�Ø Ù�Æ	Æ�ä Ì�Æ�Í Ð Ë�Æ�Á�Ø ¿�Ò
Â�¿�Ø ¿�½ à Ù�Æ5È�Æ!Ï Ø á Û Ð ØEÂ�Æ�É!¿�Ó5Ø Ð Ë�Æ�ÏKé ÷�½ ¼�í!Ä�½ ø�í�¿�Á�ÂT÷�ù�½ úÖÁ�Ï êE¿�Á�ÂTØ Ù�Æ
É!ÊEÁ�Ø Í Ð È�ã�Ø Ð ÊEÁ�Ï�Ê�Û�Ø Ù�Æ�Í Æ�Ï Ì�Æ!É!Ø Ð Ñ!Æ0Û Ò ã�Ê�Í ÊEÌ�Ù�ÊEÍ Æ!Ï�Ø ÊÖØ Ù�Æ0Æ�Ë�Ð Ï Ï Ð ÊEÁ
ÊEÛ�É!Ù�Ò ÊEÍ Ð Á�¿�Ø Æ�ÂMå
ç�ß5è[¿�Í Æ5Ï Ù�ÊEÔÖÁTÐ Á à ¿�ÈEÒ Æ5¼�½ à Ù�Æ5Â�Æ�É ¿�Ó#Ø Ð Ë�Æ�Ï
Ï Ù�Ê�ÔÖÁî¿�Í ÆæÉ!ÊEË�Ì�¿�Í ¿�È�Ò ÆâÔÖÐ Ø ÙëØ Ù�ÊEÏ ÆâÍ Æ�Ì�ÊEÍ Ø Æ�ÂëÛ ÊEÍ	ÊEØ Ù�Æ!ÍMå
û

Ï ¿�Ë�Ì�Ò Æ!ÏMé ð�ü
-
ó ðEê ½ à Ù�Æ�Í Æ�Ï Ì�Æ�É!Ø Ð Ñ!Æ�Û Ò ã�ÊEÍ ÊEÌ�Ù�ÊEÍ Æ�ÏMÔ5Ð Ò ÒKÈ�Æ*ÊEÌ�á

Æ!Í ¿�Ø Ð Ê�Á�¿�Ò Ò ÓÀÍ Æ�Û Æ�Í Í Æ�ÂÚØ ÊÃ¿�ÏâØ Ù�ÆÀÛ ¿�Ï Ø á íÖË�Æ�Â�Ð ã�Ë�á íÖ¿�Á�ÂÚÏ Ò ÊEÔÖá
ÂEÆ�É!¿�Ó!Ð Á�ÎMÛ Ò ã�Ê�Í ÊEÌ�Ù�ÊEÍ Æ�Ï5é ýEÞÖýEí�þâÞÖýEíE¿�Á�Â�û�ÞÖýEíEÍ Æ�Ï Ì�Æ�É!Ø Ð Ñ�Æ!Ò Ó!ê ½
à Ù�ÆTÉ!Ê�Á�Ø Í Ð È�ã�Ø Ð ÊEÁæÊEÛ¯Ø Ù�Æ!Ï ÆTÛ Ò ã�Ê�Í ÊEÌ�Ù�ÊEÍ Æ�ÏÖØ Ê*Ø Ù�ÆMÆ�Ë�Ð Ï Ï Ð ÊEÁ
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2.1.4 Alkaline hydrolysis of humic substances - Spectroscopic
and chromatographic investigations

M.U. Kumke, C.H. Specht, T. Brinkmann, F.H. Frimmel
Chemosphere, 2001, 45, 1023 - 1031.

Optische Spektroskopie und Größenausschluss-Chromatographie wurden als analy-
tische Methoden zur Detektion der Veränderungen in HS, induziert durch alkali-
sche Hydrolyse, verwendet. Ähnlich zu den durch Chlorung (s. auch 2.1.3) indu-
zierten Veränderungen wurde bei der alkalischen Hydrolyse insgesamt eine Spal-
tung der HS in kleinere Fragmente beobachtet. In den Absorptionsspektren nahm
die Extinktion ab, während die Fluoreszenzintensität insgesamt zunahm, beglei-
tet von einer hypsochromen Verschiebung des Fluoreszenzmaximums. Die deutli-
che Zunahme der Fluoreszenz von HS nach erfolgter Hydrolyse ist auch ein Indiz
für die Wirksamkeit von intramolekularen Löschprozessen in HS. Der Vergleich der
Hydrolysate mit verschiedenen aromatischen Carbonsäuren, wie z.B. Gallussäure,
4-Hydroxybenzoesäure oder Acetylsalicylsäure, zeigte bemerkenswerte Übereinstim-
mungen in den spektroskopischen und chromatographischen Eigenschaften. Die ein-
fachen aromatischen Carbonsäuren können als - in erster Näherung und mit aller
gebotenen Vorsicht, die solch starke Vereinfachungen gebieten - gute Modellstruk-
turen von fluoreszierenden Einheiten in HS angesehen werden.
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2.1.5 Time-resolved fluorescence measurements of aquatic na-
tural organic matter (NOM)

M.U. Kumke, G. Abbt-Braun, F.H. Frimmel
Acta Hydrochem. Hydrobiol., 1998, 26, 73 - 81.

Das Fluoreszenzabklingverhalten von FA- und HA-Fraktionen verschiedener Ur-
sprungsorte wurde untersucht und mit unterschiedlichen Auswertemethoden ana-
lysiert. Sowohl die Annahme von diskreten Fluoreszenzkomponenten als auch die
Auswertung mittels Verteilungsfunktionen zeigten die Unterschiede bzw. Gemein-
samkeiten im Fluoreszenzabklingverhalten der verschiedenen HS. Die aus der Annah-
me von diskreten Fluoreszenzkomponenten resultierende Anzahl an Fluorophoren ist
rein operational-definiert. Eine bessere Beschreibung wird durch die Anwendung von
Verteilungsanalysen (maximum entropy method (MEM) oder exponential series me-
thod (ESM)) erreicht. Neben den Unterschieden in den Ursprungsorten spiegelt sich
im Fluoreszenzabklingverhalten auch der Einfluss von Oxidationsreaktionen wider,
ein Indiz für den Einfluss der HS-Gesamtstruktur auf die spektroskopischen Eigen-
schaften von HS.
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2.1.6 Fluorescence decay of humic substances (HS) - A com-
parative study

F.H. Frimmel, M.U. Kumke
in: Humic Substances: structure, properties, and uses, G. Davies and E. Ghabbour
(eds.), Royal Society of Chemistry, Cambridge 1998, p. 113 - 122.

Die intra- und intermolekularen Prozesse der strahlenden und strahlungslosen Des-
aktivierung von HS nach erfolgter elektronischer Anregung wurden mittels zeitauf-
gelöster Fluoreszenzspektroskopie untersucht.
HS zeigen ein höchst komplexes Fluoreszenzabklingverhalten. Die experimentellen
Daten wurden sowohl mittels operational-definierten Einzelkomponenten als auch
mit Lebenszeitverteilungen ausgewertet (s. auch 2.1.5) und anschließend mit einfa-
chen Modellverbindungen verglichen. Aus Untersuchungen des Fluoreszenzabkling-
verhaltens in Abhängigkeit von der Emissionswellenlänge wurde ein Modell zur Be-
schreibung der intramolekularen Desaktivierungsprozesse in HS entwickelt, nachdem
insbesondere Energietransferprozesse zwischen verschiedenen HS-Chromophoren die
Fluoreszenzabklingkinetik bestimmen.
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FLUORESCENCE DECAY OF HUMIC SUBSTANCES (HS) – A COMPARATIVE STUDY 

Fritz H. Frimmel and Michael U. Kumke 

Engler-Bunte-Institute, Division of W ater Chemistry, University of Karlsruhe, Richard-W illstätter-

Allee 5, 76131 Karlsruhe, Germany 

     1 INTRODUCTION

The fluorescence of aquatic humic substances (HS) is commonly found in the wavelength region 

between 275 nm and 600 nm. Up until now mainly steady-state fluorescence techniques including 

emission, excitation, and synchronous fluorescence spectroscopy were used for the investigation of 

HS. These techniques were successfully applied in the characterization of HS of different origin and 

in the investigation of molecular interactions between HS and Xenobiotics. Steady-state 

fluorescence techniques were applied to characterize HS of different origin, e.g. aquatic and soil-

derived HS were distinguished
1-3

. Fluorescence anisotropy techniques were used to monitor 

association processes of HS
4
. In order to get more specific information on fluorophores present in 

HS chemometric data evaluation approaches, e.g. rank analysis, were introduced
5
. Using 

fluorescence techniques conditional binding constants for the interaction of metal ions and HS were 

determined. Here, especially fluorescence quenching has proven to be a valuable tool
6,7

. The 

synchronous scan fluorescence technique was applied to investigate the competitive  binding of 

different metal ions and HS
9
. A combination of steady-state fluorescence techniques and 

chemometric data analysis, e.g. rank analysis, evolving factor analysis, yielded a deeper 

understanding of the acid-base properties and the metal binding sites of HS
9-13

. The fluorescence 

quenching approach was further used for the determination of interaction constants of PAH and 
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HS
14-16

. Here, the extrinsic fluorescence of the probe (PAH) was detected and HS served as a 

quencher. Based on results obtained in fluorescence quenching experiments models on the micro-

organization of HS were proposed
17

.

     Recently, time-resolved fluorescence techniques were applied for the investigation of the 

fluorescence decay of HS and of the dynamics of interaction processes between HS and 

environmental contaminants. The combination of steady-state fluorescence quenching and time-

resolved fluorescence quenching experiments has proven that the observed interaction of PAH and 

HS was due to a static ground state interaction
15,16

. Time-resolved laser-induced fluorescence 

spectroscopy was applied in the characterization of the complexation processes of actinide and 

lanthanide ions with HS. The method was used for the speciation of different ion/HS-complexes 

with hydroxide and carbonate. The great sensitivity and selectivity allowed the distinction between 

individual carbonato complexes, e.g. M(CO3)
+
, M(CO3)2

-
 ,and M(CO3)3

3-
, respectively

18-21
. In these 

experiments the extrinsic fluorescence of the metal ions was used for the analysis. Only very few 

results on the investigation of the fluorescence decay of HS itself are published. Time-resolved 

fluorescence anisotropy measurements of HS were performed in order to monitor changes in size 

and shape of HS in solution with variation of pH, ionic strength and HS concentration
22

. Langford 

and Cook investigated the fluorescence of HS quenched upon metal ion complexation
23

. For all HS 

investigated highly complex fluorescence decay kinetics were found. In Order to account for the 

high complexity three exponential decay terms were introduced. Although this could only be a 

rough approximation the approach was successful in describing conformational changes of the HS. 

Based on the results a three-component model for the binding of metal ions was suggested
23

. The 

introduction of a small limited number of exponential terms in the analysis a priori assumes that the 

number of participating fluorescing sites is known. Considering the heterogeneity of HS this has to 

be considered very carefully. In a more sophisticated approach no initially pre-assumed number of 

decay terms is introduced in the analysis of the fluorescence decay of HS rather than a large number 

(i approx. 100). Here, the Maximum Entropy Method (MEM) and the Exponential Series Method 

(ESM) were used for the analysis of the HS fluorescence decay
24,25

. In both approaches for the 

fluorescence decay of the HS investigated a tri-modal fluorescence decay time distribution was 

found.

     The scope of the present work was to further evaluate the capabilities of time-resolved 

fluorescence techniques and of ESM for the characterization of intra- and intermolecular interaction 

dynamics of HS. In order to achieve the set objective a) a characterization of fluorescing sites inside 

the HS of different origin is necessary. and b) a deeper understanding of the intramolecular 

processes involved in the fluorescence decay of HS is inevitable  
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     2 EXPERIMENTAL DETAILS 

In the fluorescence experiments the HS samples investigated were of aquatic origin and the 

concentration of dissolved organic carbon (DOC) was 10 mg/L unless otherwise stated. In the 

investigation of original waters the samples were filtered (0.45 m). The isolation procedure for the 

FA samples was based on the XAD-method of Mantoura and Riley and was described by Abbt-

Braun et al.
26

. The concentrations of the model compounds were in the range of 10
-4

 – 10
-5

 M for 

the benzoic acid derivatives. The lignin sulfonic acid was used at a DOC concentration of 10 mg/L. 

All model compounds were of analytical purity and used as received. Table 1 summarizes basic 

experimental parameters of the samples investigated. 

Table 1 Model compounds investigated.

Name ex (in nm) em (in nm) pH conc.

Salicylic acid 314 360 - 480 4, 6 10
-5
 M

Benzoic acid 314 400, 450 4, 11 10
-5
 M

Methoxy benzoic acid 314 400, 420 4, 11 10
-5
 M

3,5 Dihydroxy benzoic a 337 400, 420 4, 11 5 * 10
-4
 M

Lignin sulfonic acid 314 370 - 540 7 10 mg/L

In the steady-state experiments a spectral bandwidth of 10 nm and of 9 nm in the time-resolved 

measurements was applied, respectively. (Perkin Elmer LS 5B Luminescence Spectrometer). A 

wavelength of 314 nm was chosen for the excitation of the samples in the steady-state experiments 

as well as in the time-resolved experiments. The steady-state emission spectra were recorded 

between 330 nm and 550 nm, respectively. 

The experimental set-up of the time-resolved fluorescence experiments is described in detail 

elsewhere
25

. Briefly, a lifetime spectrometer FL 900 (Edinburgh Instruments) was set up in the 

single photon counting mode. A nitrogen filled flash lamp was used as excitation light source (1 

bar, 40 kHz). The experiments were performed with a final count number in the decay peak 

maximum of 5*10
4
 counts (CPM). In order to control the performance of the instrument such as the 

stability of the excitation light pulse, the experimental data were collected in five cycles of 1*10
4

CPM. All fluorescence decay curves were deconvoluted with the time profile of the excitation light 

flash. The fluorescence measurements were performed with air-saturated samples.  

1.1 Data Treatment 
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     The fluorescence decay curves of the HS samples were analyzed by two different approaches 

using a small number of exponential terms (i max. 4; discrete component approach, DCA) and a 

large number of exponential decay terms (i max. 100, distribution analysis)
25,27

. The later approach 

was considered to be superior because no initial assumption about the number of fluorophores had 

be made and the heterogeneity of the HS samples could be taken into account best. For the 

distribution analysis an exponential series method (ESM) was applied (commercial software 

package Edinburgh Instruments, Level 2 software). In the ESM analysis no shift term was applied 

and a decay time range between 0.1 ns through 50 ns was introduced.  

     The overall mean fluorescence decay time mean of the distribution was calculated following 

equation (1): 

i

i

i

ii

mean

A

A

        (1) 

     3 RESULTS AND DISCUSSION 

3.1 General Aspects on the Fluorescence Decay of HS 

    In figure 1 the fluorescence decays of salicylic acid and a brown water HS are compared. The 

data evaluation of the fluorescence decay of salicylic acid yielded a fluorescence lifetime of 4.1 ns 

for all emission wavelength investigated (380 nm < em < 480 nm, step width 10 nm) using ESM 

and DCA, respectively. Contrary to the mono-exponential fluorescence decay of salicylic acid 

which can be found for most solutions of a single fluorophore the fluorescence decay of HS was 

highly complex as shown in figure 1. In order to represent the experimental data a number of at 

least 3 exponential decay terms were necessary (DCA). The disadvantage of analyzing the 

fluorescence decay data of HS with a small limited number of exponential decay terms is the 

introduction of a a priori model. Because of the large heterogeneity of HS a self-modeling 

distribution analysis (ESM) of the fluorescence decay without a pre-assumed number of 

fluorescence decay terms was preferred in the data evaluation. Starting with a flat distribution of 

decay times the ESM analysis optimized the amplitudes of each decay time which were evenly 

spaced in the considered decay time range. In figure 2 the results of the ESM analysis for a brown 

water FA, lignin sulfonic acid and some benzoic acids derivatives are summarized. 
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Figure 1 Comparison of fluorescence decay curves of salicylic acid ( ex= 314 nm, em= 425 nm, 

pH 6, f = 4.1 ns) and a brown water HS ( ex= 314 nm, em= 420 nm, pH 6.5). The time calibration 

of the measurement was 0.095 ns /channel.

     The benzoic acid derivatives were chosen because structures related to the compounds are 

considered as models for fluorophores present in HS
2
. For a homogenous solution of a single 

compound well resolved narrow peaks were found in the ESM. The mean fluorescence decay time 

of these peaks agreed with results obtained in a standard analysis fitting a single exponential decay 

(DCA). For lignin sulfonic acid and for HS in general less resolved broad fluorescence decay time 

distributions were found in the ESM analysis. Commonly, for HS bi- or tri-modal fluorescence  

distributions are calculated with mean decay times centered around approximately 1 ns, 4 ns, and 10 

ns, respectively
25,28

. There are several reasons possible causing the broad poorly resolved decay 

time distribution found for HS. Apparent reasons could be the heterogeneity of the HS and the 

limited capability of ESM to resolve closely located decay times with small fractional intensities (or 

small differences in their fractional intensities)
27

. Due to the heterogeneity of the HS a large number 

of different fluorophores in different molecular environments has to be considered. Furthermore, 

possible intra- and inter-molecular interaction processes, e.g., energy transfer processes have to be 
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taken into account. For the model compounds which are assumed to be ‘fluorecing structures’ of HS 

sharp narrow peaks were calculated. 

Figure 2 Shown are the result of an ESM analysis for benzoic acid (pH 4), 3,5-dihydroxy benzoic 

acid (pH 4), salicylic acid (pH 4), lignin sulfonic acid (pH 7), and brown water FA (pH 7), 

respectively. For the benzoic acid and its derivatives mean fluorescence decay times of 5.4 ns, 4.1 

ns, and 0.2 ns were calculated.

The found decay times were located within the decay time distribution range found for HS. 

However, for HS no such sharp peaks were found. This makes the assumption attractive that the 

fluorophores present in HS are interacting and non-isolated structures. Figure 2 shows the obtained 

fluorescence decay time distribution of lignin sulfonic acid as well. The found distribution agrees 

well in the first broad peak centered around 0.7 ns. But no contributions of longer decay times were 

found. Here, the fluorescence decay time distribution of HS differed significant. The brown water 

FA was mainly built from plant material. This makes it tempting to relate part of the observed 

fluorescence decay of the brown water HS to fluorescing structures originating from lignin. 
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3.2 Fluorescence Decay of HS of Different Origin 

     In figure 3 the fluorescence decays of HS of different aquatic origin are compared. The brown 

water and the soil seepage water are dominated by HS derived from plant tissues. For these HS the 

observed fluorescence decays are quite similar. However, for HS from the River Rhine and from a 

waste water effluent different fluorescence decay curves were observed. In addition to the plant 

tissues for the later two HS contributions of bacterial and animal tissue, and of anthropogenic 

substances like detergens, optical brighteners and other classes of chemical compounds have to be 

considered as well. 

     The fluorescence decay observed for HS of the River Rhine resembles at short times (channel < 

100) the fluorescence decay of brown water HS and of soil seepage water HS. For longer times the 

fluorescence decay starts to differ and approaches the decay curve observed for a waste water 

effluent. It is tempting the attribute the observed time-dependence of the River Rhine fluorescence 

to a combination of HS structures originating 
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Figure 3 Fluorescence decay curves of HS of different origin ( ex= 314 nm, em= 450 nm, time 

calibration: 0.095 ns / channel). 
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from (natural) plant tissue and from anthropogenic compounds. The later ones could be considered 

to influence the fluorescence properties of the waste water HS more strongly. 

     In order to investigate intramolecular processes involved in the fluorescence decay of HS the 

influence of the emission wavelength was monitored. In the ESM distribution analysis an increase 

of the contribution of longer fluorescence decay times was found when the fluorescence emission 

wavelength was shifted to lower energy. To summarize the observed tendencies for different HS a 

mean fluorescence decay time mean was calculated according to eq.(1). In figure 4 the dependence 

of mean on the emission wavelength is shown. Similar to the difference for the single decay curves 

monitored at em= 450 nm (see figure 3) the observed emission wavelength dependence of mean was 

related to the origin of the HS. For all HS samples investigated mean increased with increasing 

emission wavelength. For the brown water FA and the waste water the mean fluorescence decay 

time showed an increase up to approx. 470 nm. For higher emission wavelength, however, mean

decreased slightly again. For the ground water FA the increase of mean was found for all emission 

wavelength investigated. 

     In order to prove the contribution of lignin-like structures to the fluorescence of HS the 

dependence of mean on the emission wavelength was monitored for a range of 370 nm < em < 540 

nm. Again, the decay time distribution found in an ESM analysis was shifted with decreasing 

energy of em towards longer decay times. This emphasizes the role of plant-derived materials in the 

origin of the HS samples investigated.  

     The comparison with model compounds proved the capabilities of the ESM analysis and showed 

that the calculated broad decay time distribution pattern are caused by the properties of the HS. 

Especially, the comparison of the fluorescence decay pattern of lignin sulfonic acid and HS samples 

showed a close relationship indicating that for the samples investigated lignin-like structures were 

retained during the origin of the HS. This indicates further that for HS derived form plant materials 

lignin-related structures still determine the fluorescence of the HS. It is tempting to attribute the 

observed high complexity of the fluorescence decay of HS to the heterogeneity of the HS structure 

as well as to intra- and intermolecular interaction processes. Attractive to assume are interaction 

processes like intra- and intermolecular energy transfer processes the HS matrix. The observed 

dependence of the ESM decay time pattern on the emission wavelength could be based on such 

processes. In HS fluorophores with different energy levels are present. Fluorophores with high 

energy levels can among other deactivation processes either fluoresce or transfer the energy to a 

fluorophore in the molecular neighborhood which possess suitable acceptor levels. To allow a 

successful energy transfer several limiting conditions have to be satisfied like overlap of the donor-

acceptor orbital, proximity of donor and acceptor etc. 
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Figure 4 Dependence of mean on the emission wavelength em. mean was calculated according to 

eq.(1). 

In case of an energy transfer the decay time of the energy donor would be quenched. For the 

acceptor a longer decay time could be expected because it is ‘excited’ by the excitation light flash 

and by the donor fluorophore which could be considered as a kind of second ‘light source’. Because 

of the great heterogeneity of HS and limiting experimental conditions it was up to now impossible 

to monitor a build-up kinetic of an acceptor fluorophore. Because of the heterogeneity of HS it is 

tempting to assume a high density of energy levels of fluorophores. In HS at short emission 

wavelengths (equal to high energy) a tendency of short decay times was found whereas at longer 

emission wavelength (equal to lower energy) the mean fluorescence decay time was increased and 

finally leveled off indicating that at very long emission wavelength ( em > 480 nm) energy transfer 

does no longer occur because of the low energy of the fluorophores. More experiments are 

necessary to prove the suggested model summarized in figure 5.Experiments with chemical 

modified HS are in progress. Due to oxidation the chemical structure of HS is modified. In case of 

energy transfer processes present these should be altered by such treatment of the HS. Moreover, 

the complexation with metal ions and the effect on the observed fluorescence decay of HS is 

investigated as well and will give a further understanding of the dynamic processes of HS. 
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Figure 5 Schematic representation of the proposed energy transfer interactions inside a HS matrix.
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2.1.7 Stationary and time-resolved fluorescence for refracto-
ry organic substances characterization

M.U. Kumke, F.H. Frimmel
in: Refractory organic substances in the Environment, F.H. Frimmel, G. Abbt-Braun
(eds), Wiley-VCH, Weinheim 2002, p. 215 - 231.

Stationäre und zeitaufgelöste Fluoreszenzuntersuchungen wurden mit FA- und HA-
Fraktionen von HS unterschiedlicher Ursprungsorte durchgeführt. Als experimentel-
le Parameter wurden die relative Fluoreszenzeffizienz, die Fluoreszenzabklingzeiten,
das globale Emissionsmaximum und die Breite der Emissionsbanden für die verschie-
denen HS-Proben bestimmt. Das globale Emissionsmaximum wurde aus Messungen
des Totalen Lumineszenz Spektrums (TLS) der jeweiligen HS ermittelt. Die spek-
troskopischen Daten der FA- und HA-Fraktionen wurden korreliert und es konnte
gezeigt werden, dass diese Parameter für FA- und HA-Fraktionen bemerkenswerte
Unterschiede zeigen. Die Messungen der TLS unterstrichen die Bedeutung der ex-
perimentellen Geräteparameter bei der Aufnahme der HS-Fluoreszenzspektren, da
diese im Gegensatz zu Einzelsubstanzen, einen deutlichen Einfluss der gewählten
Anregungswellenlängen zeigen so wie weiterhin einem starken Einfluss von Inner-
Filter-Effekten (erster und zweiter Ordnung) unterliegen. Die Verwendung von Mo-
dellverbindungen, die aus Abbauexperimenten und aus möglichen Vorläuferverbin-
dungen von HS (z.B. Lignine) abgeleitet wurden, lieferte nützliche Informationen
zum Verständnis der komplexen Fluoreszenzprozesse in HS. Die Untersuchungen
zeigten abermals deutlich, dass in HS verschiedene Fluorophore nebeneinander vor-
liegen und dass Energietransfer- sowie Protonentransferreaktionen Hauptdesaktivie-
rungskanäle sind und in den Betrachtungen berücksichtigt werden müssen.
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2.2 Wechselwirkungen von Huminstoffen mit poly-

zyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen

(PAK)

Organische Xenobiotika, wie z.B. Pestizide, stellen aufgrund der Persistenz vieler
dieser Verbindungen eine wachsende Gefährdung der Umwelt dar. Deshalb sind Un-
tersuchungen zur Mobilität und Bioverfügbarkeit dieser Verbindungen von großem
Interesse, um Gefährdungspotentiale einzuordnen, Renaturierungen von kontami-
nierten Standorten zu überwachen und um leistungsstarke Modelle für deren Ver-
halten in der Umwelt zu entwickeln. In natürlichen Gewässern und im Boden stellen
HS einen Hauptreaktionspartner für hydrophobe Xenobiotika dar. Durch Sorption
an HS werden Mobilität und Bioverfügbarkeit dieser maßgeblich verändert. PAK
gehören zur Gruppe der hydrophoben Xenobiotika und besitzen aufgrund ihrer mu-
tagenen und krebserregenden Wirkung ein großes Gefährdungspotential. Sie werden
bei unvollständigen Verbrennungsprozessen (z.B. Hausbrand oder KFZ-Betrieb) ge-
bildet und sind inzwischen ubiquitär. Andererseits besitzen PAK ausgezeichnete
Fluoreszenzeigenschaften, die sie als molekuare Fluoreszenzsonde zur Untersuchung
der Wechselwirkungen zwischen HS und hydrophoben Xenobiotika wertvoll machen.
In den eigenen Arbeiten wurden durch die Anwendung von stationären und zeitauf-
gelösten Fluoreszenzmethoden einerseits und der Mikrofestphasenextraktion ande-
rerseits die Wechselwirkungen zwischen hydrophoben Xenobiotika und HS charak-
terisiert. Es zeigte sich, dass

• eine Unterscheidung von konzentrationsbezogenen und aktivitätsbezogenen
Effekten bei der Bindung von hydrophoben Xenobiotika an HS gemacht wer-
den sollte,

• neben den im wesentlichen durch hydrophob / hydrophil bestimmten Wechsel-
wirkungen auch zusätzlich noch spezifische in Betracht gezogen werden müs-
sen, sofern die Xenobiotika funktionelle Gruppen enthalten,

• durch die Kombination von Fluoreszenzmethoden und Mikrofestphasenextrak-
tion zwei in ihrer Stärke verschiedene Wechselwirkungen unterschieden werden
können,

• für den Fall der schwachen Wechselwirkung die molekulare Umgebung der
Xenobiotika in ihrer Polarität der von niederen Alkoholen entspricht.

Die folgenden Veröffentlichungen beschreiben Untersuchungen der Wechselwirkun-
gen zwischen HS und hydrophoben Xenobiotika und sind in 2.2.1 bis 2.2.4 dargestellt:

8. K. Mackenzie, A. Georgi, M.U. Kumke, F.-D. Kopinke
Environ. Sci. Technol., 2002, 36, 4403 - 4409.
Sorption of pyrene to dissolved humic substances and related model polymers. 2. SPME and
FQT as analytical methods.
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9. G. Ohlenbusch, M.U. Kumke, F.H. Frimmel
Sci. Tot. Environ., 2000, 253, 63 - 74.
Sorption of phenols to dissolved organic matter investigated by solid phase microextraction.

10. M.U. Kumke, F.H. Frimmel, F. Ariese, C. Gooijer
Environ. Sci. Technol., 2000, 34, 3818 - 3823.
Fluorescence of humic acids (HA) and pyrene-HA complexes at ultralow temperature.

11. T.E. Doll, F.H. Frimmel, M.U. Kumke, G. Ohlenbusch
Fres. J. Anal. Chem., 1999, 364, 313 - 319.
Interaction between natural organic matter (NOM) and polycyclic aromatic compounds
(PAC) - comparison of fluorescence quenching and solid phase micro extraction (SPME).

Bezug zur aktuellen Literatur Die wirksamen Mechanismen und Modelle zur
Beschreibung sind in den vergangenen Jahren kontinuierlich weiterentwickelt wor-
den. So konnte durch direkte Messung der laser-induzierten Fluoreszenz von Pyren
gezeigt werden, dass Pyren im fettreichen Gewebe von Nematoden akkumuliert wird.
Durch die Anwesenheit von HS wird die Bioakkumulation reduziert [61]. Mittels
quantitativen Struktur-Wirkungsbeziehungen (quantitative structure activity rela-
tionship, QSAR) wurden verschiedene Eigenschaften von HS mit ihrer Wirksamkeit
in Bezug auf eine verringerte Bioakkumulation untersucht [62] (s. 2.2.2). Vor allem
zwischen dem aromatischen Charakter der HS und der Bioverfügbarkeit von PAK
ergaben sich bemerkenswert gute Korrelationen. So konnte die Abnahme der To-
xizität verschiedener PAK gegenüber Daphnia Magna durch die Anwesenheit von
HS mit dem aromatischen Charakter der HS korreliert werden [63]. Eine verringerte
Bioverfügbarkeit von hydrophoben Xenobiotika resultiert zusätzlich durch die starke
Sorption an an Oberflächen gebundenen HS. Die Sorption von hydrophoben Xeno-
biotika an adsorbierte HS war im Vergleich zu gelösten HS erhöht. So wurde durch
die Adorption von HS an Kaolinit die Sorption von Pyren deutlich vergrößert und
entsprechend die Mobilität der hydrophoben Xenobiotika verringert [64].
Neben dem aromatischen Charakter, der für die hydrophoben Wechselwirkungen mit
PAK dominierend zu sein scheint, müssen für den Fall, dass die Xenobiotika funktio-
nelle Gruppe enthalten, spezifische Wechselwirkungen in Betracht gezogen werden
(s. 2.2.2). Für 1-Naphthol wurden gute Übereinstimmung zwischen Resultaten aus
Fluoreszenzlöschexperimenten und Dialyse-Methoden für die Sorption an HS gefun-
den [65]. Für Chinolin und Naphthalin ergaben beide Methoden allerdings etwas
unterschiedliche Ergebnisse, besonders wenn der Einfluss von Solventsbedingungen,
wie z.B. pH-Wert oder Ionenstärke, betrachtet wurde [66, 67]. Gründe für die be-
obachtete Abhängigkeit von Solventsparametern können Konformationsänderungen
der HS, Aggregation der HS und Aussalzen des Analyten sein [67]. Die Beiträge von
spezifischen Wechselwirkungen sind mögliche Gründe für die teilweise beobachtete
Nichtlinearität der Adsorptionsisothermen von hydrophoben Xenobiotika an HS [68].
Die Anwendung der Fluoreszenzlöschung zur Bestimmung von Wechselwirkungskon-
stanten wird weiterhin kontrovers diskutiert (s. 2.2.1). Die Einflüsse von Innerfilter-
effekten (erster und zweiter Ordnung), die Kombination von statischen und dyna-
mischen Löschprozessen sowie die vollständige Fluoreszenzlöschung im Falle einer
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Grundzustandskomplexbildung zwischen HS und Fluorophor (statischer Löschme-
chanismus, Bildung eines dark complex) müssen weiter aufgeklärt werden (s. 2.2.3)
[69–71]. Die Bestimmung der Wechselwirkungskonstanten zwischen PAK und HS aus
Fluoreszenzlöschexperimenten hat den Vorteil, dass keine Auftrennung der Reakti-
onspartner notwendig ist und somit auch keine Störung des Sorptionsgleichgewich-
tes induziert wird. Die Fluoreszenzlöschmethode ist experimentell schnell und direkt
anwendbar und darüber hinaus ist die Sensitivität für Untersuchungen im Ultraspu-
renbereich bestens geeignet [72,73]. Dies ist besonders für Vor-Ort-Untersuchungen
wichtig.
Auch für mechanistische Untersuchungen sind analytische Methoden zu bevorzugen,
die die zu untersuchenden Gleichgewichte möglichst wenig verändern. Spektrosko-
pische Methoden, aber auch einige Extraktionsmethoden wie z.B. die Mikrofestpha-
senextraktion (Solid Phase Microextraction, SPME) sind geeignete Untersuchungs-
methoden. Die PAK sind eine Verbindungsklasse, die sowohl repräsentativ für hy-
drophobe Xenobiotika ist und gleichzeitig hervorragende Fluoreszenzeigenschaften
besitzt, womit sie bevorzugt als Fluoreszenzsonden in mechanistischen Untersuchun-
gen der Wechselwirkungen zwischen hydrophoben Xenobiotika und HS eingesetzt
werden können (s. 2.2.1 bis 2.2.4) [69,74,75].
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2.2.1 Sorption of pyrene to dissolved humic substances and
related model polymers. 2. SPME and FQT as analyti-
cal methods

K. Mackenzie, A. Georgi, M.U. Kumke, F.-D. Kopinke
Environ. Sci. Technol., 2002, 36, 4403 - 4409.

Die Sorption von Pyren als Modellsubstanz für unpolare Xenobiotika an HS und
an Polyacrylsäureester wurde qualitativ und quantitativ mittels Mikrofestphasenex-
traktion (SPME) und Fluoreszenzlöschung (FQT) charakterisiert. In den Fluores-
zenzexperimenten wurde die intrinsische Fluoreszenz des Pyrens als Sonde zur Be-
schreibung der wirksamen Wechselwirkungen eingesetzt. Für den Fall der Sorption
von Pyren an Polyacrylsäureester konnte durch die Veränderung der Intensitätsver-
teilung im Pyrenfluoreszenzspektrum auf die Polarität der molekularen Umgebung
des Pyrens geschlossen werden.
Der Vergleich von SPME und FQT verdeutlichte, dass die mit verschiedenen Metho-
den erhaltenen Sorptionskoeffizienten nicht einfach verglichen werden können. So ist
es bei dem Vergleich von SPME und FQT wichtig zu beachten, dass mit der SPME
erhaltenen Resultate proportional zur Aktivität eines Analyten, die mit der FQT
gewonnenen aber proportional zur Konzentration des Analyten sind.
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�ð0Ý�ÚXÚ × ó�×�Ú ë ×�Ûöæ�ä�Ù�ë ×Fì Ö���ð0ß#×�Ø ä�Ý�Ûöì  ñ�� ð ñ

ã á Ý�ç ç ê�á Ù�Ø Ü Ý�ÞXì � ñ�� ð ñ�ë Ý�á ê�à�Ü á Ü Ø å5×�Þ�äwÙ�Þwç ×�ß0×�ÞwØ�ì �
-
ú û�ð ñ�Û�Ü Ù�á å ë Ü ëì ú�� ñ ú	� ð ñ0Ù�Þ�Û Ø äw×öè�Ù�ë é æ�ê�Ú è�Ü ÞwèöÝ�ÚUäw× Ù�Û�ë æ�Ù�ç ×�é æ�Ù�Ú Ø Ü Ø Ü Ý�ÞwÜ Þwèß#×�Ø ä�Ý�Û#ì ú� ñ
ú�� ð ôÿ��JõøÜ ë%Ø ä�×Xß0Ý�ë ØJã Ú ×�þ�êw×�Þ�Ø á å#êwë ×�Û3ß#×�Ø ä�Ý�Û3ã Ý�Ú�ë Ø ê�Û�å Ü Þwèë Ý	Ú æ�Ø Ü Ý�ÞXæwä�×�ÞwÝ	ß#×�ÞwÙ�ô�ÿ��JõAÜ ëfÙ%Ø Ú ê�×%Ü Þwé ë Ü Ø êXß#× Ø äwÝ	Û�ñ�à�Ù�ë × ÛÝ�Þ%Ø ä�×Jþ�ê�×�Þwç ä�Ü ÞwèfÝ	ã	Ø äw×Jã á êwÝ	Ú × ë ç ×�Þ�ç ×JÝ�ã	Ùfã á ê�Ý�Ú Ý	æwä�Ý�Ú ×�� ×�ô è�ô ñæwÝ	á å�ç å ç�á Ü çOÙ�Ú Ý�ß#Ù�Ø Ü çfä�å�Û�Ú Ý�ç Ù�Ú à�Ý�Þ�ë�ì ����íOë ð �wÜ ÞwØ × Ú Ù�ç Ø Ü Þwè��fÜ Ø äÛ�Ü ë ë Ý�á ó�×�ÛJæ�Ý�á å ß#×�Ú ë ô õ�äw×�ã á ê�Ý	Ú ×�ë ç ×�Þwç ×�Ü Þ�Ø ×�Þwë Ü Ø å�Ü ë�ç Ý�Þwë Ü Û�×�Ú ×�ÛØ Ý5à�×JÙfß#×�Ù�ë ê�Ú ×fÝ�ã	Ø ä�×fç Ý�Þ�ç ×�ÞwØ Ú Ù�Ø Ü Ý�Þ%Ý�ã	Ø ä�×fã Ú ×�×�á åJÛ�Ü ë ë Ý�á ó�×�Ûã á ê�Ý�Ú Ý�æ�ä�Ý�Ú ×�ô���Ú Ý�à�á ×�ß#ë5ß#Ù�å0Ú ×�ë ê�á Ø�ã Ú Ý�ßlØ ä�×#Ù�à�ë Ý�Ú æ�Ø Ü Ý	ÞUÝ	ã×�ò ç Ü Ø Ù�Ø Ü Ý�Þ0Ù�ÞwÛ%ã á ê�Ý�Ú ×�ë ç ×�Þwç ×Oá Ü è�ä�Øwà�åfØ ä�×Oæ�Ý�á å�ß#× Ú�ì Ø ä�×fÜ ÞwÞ�×�Úã Ü á Ø ×�Ú�×�ã ã ×�ç Ø ð ñ �fä�Ü ç�äOä�Ù�ë�Ø Ýfà�×
ç Ý�Ú Ú ×�ç Ø ×�ÛOã Ý�Ú ô ÿ�ê�Ú Ø ä�×�Ú ß#Ý�Ú ×�ñ Ø ä�×Ù�æ�æ�á Ü ç Ù�à�Ü á Ü Ø å�Ý	ã	Ø ä�×�ß#×�Ø ä�Ý�Û�Ü ë�á Ü ß#Ü Ø ×�Û�Ø ÝOã á ê�Ý�Ú ×�ë ç ×�Þwç ×�é Ù�ç Ø Ü ó ×ç Ý�ß#æ�Ý�ê�ÞwÛ�ë ñ Ü Ø	Ü ë�Ù�ë Ü Þwè�á ×�é ç Ý�ß#æ�Ý�Þw×�ÞwØ�ß#×�Ø ä�Ý�ÛOì Ü ô ×�ô ñ ß#Ü ò Ø ê�Ú ×�ëÝ�ã%Ù�ÞwÙ�á å�Ø ×�ëAÜ ÞöÙøë Ù�ß#æwá ×øç Ù�ÞwÞ�Ý�Ø*à�×øß#×�Ù�ë êwÚ ×�Û�ð ñOÙ�ÞwÛnØ ä�×Ù�ë ë ê�ß#æ�Ø Ü Ý�Þ#Ý	ãwØ äw×�ã Ý�Ú ß#Ù�Ø Ü Ý�Þ#Ý	ãwÙ�� Û�Ù�Ú �5ç Ý	ß#æwá × ò �Jà�×�Ø �f×�× Þã á ê�Ý�Ú Ý�æ�ä�Ý�Ú ×%Ù�ÞwÛXÛ�Ü ë ë Ý�á ó ×�ÛXä�ê�ß#Ü ç5ë ê�à�ë Ø Ù�Þwç ×�ëfì �fí���ð�Ü ëOÞ�Ý�ØêwÞ�Û�Ü ë æ�ê�Ø ×�Ûøì ú	� ð ü�îJÞFØ ä�×AÝ	Ø äw× Ú5äwÙ�ÞwÛ�ñ�Ø äw×Xß#×�Ø ä�Ý�ÛøÜ ë*ó�×�Ú åë ×�Þ�ë Ü Ø Ü ó ×JÙ�ÞwÛ5ç Ù�Þ%à�×Jê�ë ×�Û5ã Ý�ÚwØ Ü ß#×�é Ú × ë Ý	á ó�×�Û5ß#× Ù�ë ê�Ú ×�ß#×�ÞwØ ë ñ

�fä�Ü ç äXß0Ù�å5à�×%ê�ë ×�ã ê�áwã Ý�Ú�ë Ø ê�Û�å Ü Þwè5ë Ý	Ú æ�Ø Ü Ý�Þ���Ü Þw×�Ø Ü ç ë ô
 	Ù�Ý�Ú�Ù�ÞwÛJÖ�×�à�ä�ê�Þfì � ñ	� ð�æ�Ú Ý	æ�Ý�ë ×�ÛJÙ�ë Ü ß#æ�á ×�ç Ý�ß#æ�á × ò Ù�Ø Ü Ý�Þ

-ã á Ý�ç ç�ê�á Ù�Ø Ü Ý�ÞUß#×�Ø ä�Ý�ÛUØ ÝeÛ�×�Ø ×�Ú ß#Ü Þ�×Xà�Ü ÞwÛ�Ü Þwè#ç Ý�×�ã ã Ü ç Ü ×�ÞwØ ë%Ý�ãÝ�Ú è�Ù�Þ�Ü ç%ç Ý�ß#æ�Ý�ê�ÞwÛ�ëOØ Ý��fí!��ô�õwä�×*ß#×�Ø ä�Ý�ÛXÜ ëOà�Ù�ë ×�ÛXÝ�ÞeØ ä�×æ�Ú ×�ç Ü æwÜ Ø Ù�Ø Ü Ý�ÞfÝ�ã Ø ä�×�ä�ê�ß#Ü ç�ë ê�à�ë Ø Ù�Þ�ç ×�ë�à�å�Ù�Û�Û�Ü Þwè�Ù�ç Ý�Ù�è�ê�á Ù�ÞwØ ñã Ý�Ú0×�ò Ù�ß0æwá ×�ñfÙ�á ê�ß#Ü Þwê�ß ë ê�á ã Ù�Ø × ô"��ã Ø ×�Ú*Ø äw×3ã á Ý�ç ç ê�á Ù�Ø Ü Ý�Þ.Ü ëç Ý	ß#æ�á × Ø × ñ Ø ä�×�ã Ú Ù�ç Ø Ü Ý�ÞJÝ�ã Ø ä�×�Ù�Þ�Ù�á å Ø ×�Ú ×�ß0Ù�Ü ÞwÜ Þ�è�Ü ÞJØ ä�×�ç á Ù�Ú Ü ã Ü ×�Ûë ê�æ�×�Ú ÞwÙ�Ø Ù�ÞwØ�ç Ù�ÞXà�×5Û�×�Ø ×�Ú ß#Ü Þ�×�Û#à�å�ç Ý�Þwó ×�ÞwØ Ü Ý�ÞwÙ�á�ß#×�Ø ä�Ý�Û�ë ôõwä�×öÙ�ê�Ø ä�Ý�Ú ëFç á Ù�Ü ß Ø ä�Ù�ØAØ äw×#�fí!�
-
íOîJïlç Ý�ß#æ�á ×�ò × ëFÙ�Ú ×ë ê�ã ã Ü ç Ü × ÞwØ á åUë Ø Ù�à�á ×UØ ÝCë ê�Ú ó Ü ó ×UØ ä�×Uã á Ý�ç ç ê�á Ù�Ø Ü Ý�Þnæ�Ú Ý�ç ×�Û�ê�Ú ×�ô

$O×�ó ×�Ú Ø ä�×�á ×�ë ë ñ�Ü Ø�ß#Ù�åOë Ø Ú Ý	Þwè�á å�Ù�ã ã ×�ç Ø�Ø ä�×��fí!�%ç Ý	Þwã Ý�Ú ß#Ù�Ø Ü Ý	ÞÙ�Þ�Ûeç ä�Ù�Ú è�×�ô�% Ø�Ü ë��f×�á á é ��ÞwÝ��JÞ3ã Ú Ý�ßlß0Ù�Þ�å0æ�Ú ×�ó�Ü Ý�ê�ë�ë Ø êwÛ�Ü ×�ëØ äwÙ�Ø�ç ä�Ù�Þwè�Ü Þ�èeØ ä�×eæ�í ó Ù�á ê�×AÝ�Ú%Ø ä�×eÜ Ý�ÞwÜ çAë Ø Ú ×�Þwè�Ø äFÜ ÞFØ ä�×Ù�þ�ê�×�Ý�ê�ë�ë Ý�á ê�Ø Ü Ý�Þeß#Ù�å*Ú × ë ê�á Ø
Ü Þeë Ü è�ÞwÜ ã Ü ç�Ù�ÞwØ
ç ä�Ù�Þ�è�×�ë�Ý�ã�Ø ä�×à�Ü Þ�Û�Ü ÞwèJç Ý�× ã ã Ü ç Ü ×�ÞwØ ë�ì � ñ�ú	� ð ô õwä�×�Ú ×�ã Ý�Ú ×�ñ Ü Ø�ß#ê�ë Ø�à�×JØ Ù���×�Þ%Ü Þ�Ø ÝÙ�ç ç Ý	ê�ÞwØ�Ø ä�Ù�Ø�ã á Ý�ç ç ê�á Ù�Ø Ü Ý	Þ*ß#Ù�åJÛ�Ü ë Ø ê�Ú à%Ø ä�×fÝ�Ú Ü è Ü Þ�Ù�á�ç Ý	ß#æ�á × ò éÙ�Ø Ü Ý�ÞX×�þ�ê�Ü á Ü à�Ú Ü ê�ß#ôõwä�×5ã Ù�ë Ø��	��
0Ø ×�ç äwÞ�Ü þ�ê�×5ê�ë ×�ëJØ ä�×5ë ×�á ×�ç Ø Ü ó�×�Ù�Û�ë Ý	Ú æ�Ø Ü Ý�ÞXÝ	ãã Ú ×�×�á å�Û�Ü ë ë Ý�á ó�×�ÛJí�îJï�ë�Ý�ÞOÙ�Ú ×�ó�×�Ú ë ×�Û�é æ�ä�Ù�ë ×�ç Ý�á ê�ß#Þ�ñ �fä�×�Ú ×�Ù�ëØ äw×%ß#Ý	Ú ×%äwå Û�Ú Ý�æ�ä�Ü á Ü ç&�fí!�
-
íOîfïUç Ý	ß#æwá × ò5æ�Ù�ë ë ×�ëOØ ä�Ú Ý�ê�è�äØ äw×Fç Ý�á ê�ß#Þwô���è�Ù�Ü Þwñ�Ø äw×Fë ×�æ�Ù�Ú Ù�Ø Ü Ý	Þ ë Ø ×�æöÜ ë3ÙCë Ü è�Þ�Ü ã Ü ç Ù�ÞwØÜ ÞwØ ×�Ú ã ×�Ú ×�Þwç ×!�fÜ Ø ä0Ø ä�×Oë Ý	Ú æwØ Ü Ý�Þ0×�þ�êwÜ á Ü à�Ú Ü ê�ß#ô	õ�äw×OÚ ×�ß#Ý�ó Ù�á�Ý	ãØ äw×�ã Ú ×�×�á å�Û�Ü ë ë Ý�á ó ×�Û0Ù�ÞwÙ�á å Ø ×5ã Ú Ù�ç Ø Ü Ý	ÞXç Ù�ê�ë ×�ëJÙ�Þ#×�þ�ê�Ü á Ü à�Ú Ü ê�ßë ä�Ü ã Ø�Ø Ý��fÙ�Ú Û0Û�×�ë Ý�Ú æ�Ø Ü Ý�Þwô'% ã�Ø äw×�Û�×�ë Ý�Ú æwØ Ü Ý�Þ���Ü Þ�×�Ø Ü ç ë�Ü ë�Ü Þ#Ø ä�×Ø Ü ß#×%ë ç Ù�á ×%Ý�ã�Ø ä�×%ç Ý�á ê�ß#Þeæ�Ù�ë ë Ù�è�×*ì ë Ý�ß#×%ß#Ü Þwê�Ø ×�ë ð ñwØ ä�×�ÞeÜ Øè�Ü ó ×�ë�Ú Ü ë ×
Ø ÝfÙ�Þ5ê�ÞwÛ�×�Ú ×�ë Ø Ü ß#Ù�Ø Ü Ý	Þ5Ý	ã�Ø äw×
ë Ý�Ú æ�Ø Ü Ý�Þ�ç Ý�× ã ã Ü ç Ü ×�ÞwØ ë ô

(XÝ	ë Ø�Ý	ã�Ø ä�×fØ × ç ä�Þ�Ü þ�ê�×�ë�Ù�ó Ù�Ü á Ù�à�á ×fä�Ù�ó ×fó Ù�Ú Ü Ý�ê�ë�ë ä�Ý�Ú Ø ç Ý	ß#éÜ Þwè�ë ñ�Ù�ÞwÛ#ÞwÝ�Þ�×%Ý�ã�Ø ä�×5ß#×�Ø ä�Ý�Û�ëfá Ü ë Ø ×�Û#Ü ëfÙ�à�á ×5Ø Ý0ß#×�×�Ø�Ù�á á�Ý�ãØ äw×�Û�×�ß#Ù�ÞwÛ�ë�ë Ü ß#ê�á Ø Ù�Þ�×�Ý�ê�ë á å�ô ýX×�Û�×�ç Ü Û�×�ÛfØ Ý�ê�ë ×�ë Ý�á Ü Û�é æ�ä�Ù�ë ×ß#Ü ç Ú Ý	×�ò Ø Ú Ù ç Ø Ü Ý�ÞJì �	��(�
�ð ñ Ù�Ú ×�á Ù�Ø Ü ó ×�á å�Þw× �0Ø × ç ä�ÞwÜ þ�ê�×�ñ æ�Ú Ü ß0Ù�Ú Ü á åã Ý�ÚOØ ä�×#Ú ×�Ù�ë Ý�ÞUØ ä�Ù�ØJÜ Ø�Û�Ý�×�ë5ÞwÝ	ØJÜ ÞwØ × Ú ã ×�Ú ×��fÜ Ø ä3Ø ä�×#Ý�Ú Ü è�Ü ÞwÙ�áë Ý�Ú æ�Ø Ü Ý�Þf× þ�ê�Ü á Ü à�Ú Ü ê�ß#ô õwä�×�Ù�æ�æ�á Ü ç Ù�Ø Ü Ý	ÞfÝ�ã ����(�
Jã Ý�Ú�ß0×�Ù�ë ê�Ú Ü Þ�èë Ý	Ú æ�Ø Ü Ý�Þ*ç Ý�×�ã ã Ü ç Ü ×�Þ�Ø ë
Ý�Þ)�fí!�!�fÙ�ë
ã Ü Ú ë Ø�Û�×�ë ç Ú Ü à�×�Û%Ü Þ)*	+�+	,Oà�å
-�Ý	æ�Ü Þ���×�× Ø Ù�á ô ì ú	� ð Ù�Þ�ÛJã ê�Ú Ø ä�×�Ú�Û�× ó ×�á Ý�æ�× ÛJà�å�Ø ä�×�ë Ù�ß#×��JÝ	Ú ��Ü Þ�èè�Ú Ý	êwæ#ì û�.

-
û/� ð ôõwä�×
ß#Ý	ÞwÝ�è�Ú Ù�æwäO×�Û�Ü Ø ×�Ûfà�å���Ù��fá Ü ë â å�ÞOì û/� ð�æ�Ú ×�ë ×�ÞwØ ëwÙ�Þ�ê�æ�éØ Ý�é Û�Ù�Ø ×eÝ�ó ×�Ú ó�Ü ×�� Ý	ãOó Ù�Ú Ü Ý�ê�ë0�	��(�
FÙ�æwæ�á Ü ç Ù�Ø Ü Ý�Þwë ô�õwä�×eØ �JÝæ�Ý�ë ë Ü à�á ×�ë Ù�ß0æ�á Ü Þwè�ß0Ý�Û�×�ë ñ ä�×�Ù�Û�ë æ�Ù�ç ×�ë Ù ß#æ�á Ü Þ�è�Ù�ÞwÛJØ ä�×�Û�Ü Ú × ç Øë Ý	á êwØ Ü Ý�ÞOë Ù�ß#æ�á Ü Þ�è�ñ æ�Ú Ý�Û�ê�ç ×�ÛfÜ Û�× ÞwØ Ü ç Ù�á Ú ×�ë ê�á Ø ëwÜ ÞOÝ�ê�Ú�ë Ø ê�Û�Ü ×�ë ôíO×�Ù�Û�ë æ�Ù�ç ×Xë Ù�ß#æ�á Ü Þ�èAÜ ë*Ø ä�×Xß#Ý�Û�×XÝ�ãJç ä�Ý�Ü ç ×Xã Ý	Ú5ë Ý�á ê�Ø Ü Ý	Þwëç Ý�ÞwØ Ù�Ü ÞwÜ ÞwèfÛ�Ü ë ë Ý	á ó�×�Û5Ý�Ú è�Ù�Þ�Ü çJß#Ù�Ø Ø ×�Ú�ì �fî�(Xð ñ�ë ê�ç ä%Ù�ë�äwê�ß#Ü çë ê�à�ë Ø Ù�Þwç ×�ëfÝ�Ú�Ý�Ø ä�×�ÚJÛ�Ü ë ë Ý	á ó�×�ÛXæ�Ý�á å ß#×�Ú ë ñwà�×�ç Ù�ê�ë ×%Ü Ø�Ù�ó Ý�Ü Û�ëÙ�Þ�å�Û�Ü Ú ×�ç Ø�ç Ý�ÞwØ Ù�ç Ø	à�×�Ø �J×�×�Þ�Ø äw×
ã Ü à�×�Ú�ç Ý�Ù�Ø Ü Þwè�Ù�ÞwÛOØ ä�×�ë Ù�ß#æwá ×ì û�û�ð�Ù�ÞwÛ�ñ�Ø ä�×�Ú ×�ã Ý�Ú ×�ñ�Ù�Þwå5ã Ý	êwá Ü Þwè5Ý�ã�Ø ä�×��	��(�
Xã Ü à�×�Ú ôýXä�×�Þ��f×%ç äwÝ	ë ×%Ø ä�×*ß#×�Ø ä�Ý�ÛXØ ÝXÛ�×�Ø ×�Ú ß#Ü Þ�×*Ø ä�×*ë Ý�Ú æ�Ø Ü Ý�Þç Ý�×�ã ã Ü ç Ü ×�Þ�Ø ë5ã Ý�ÚOÛ�Ü ë ë Ý�á ó�× Û3ë Ý�Ú à�×�Þ�Ø ë ñ��f×#Ù�Ø Ø Ù�ç ä�×�Û3è�Ú ×�Ù�ØJÜ ß#éæwÝ	Ú Ø Ù�Þwç ×*Ø ÝAÙ�ó�Ý�Ü Û�Ü Þwè0Ü Þ�Ø ×�Ú ã ×�Ú ×�Þwç ×0�JÜ Ø äeØ ä�×0ë Ý�Ú æ�Ø Ü Ý	Þ3×�þ�êwÜ é
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c�d'e	f g h�d'i�jlk f i�m n�k o�d'h�p i�q�r�r	q	s t�u�v�w�w�x	y
-
w�w x	z
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 ® ¯l° ® ±l²´³'µl¶¸· ¹lº	° º	» ¼�° º�¶�º	½�® ¶lº�¶¸· ¼¾±l¿ º0À'ÁlÂ¾Ã¾³'µl¶¸Ä�Å"ÆÇ³	µ�¶
½�¼�²�È�³	° º�· ¹lº�° º	¿ ±l · ¿R¼�¯l· ³	® µ�º	¶0É!® · ¹0· ¹lº	¿ º�· É!¼)²�º	· ¹l¼�¶l¿ Ê'Ë ·�® ¿
Ì	µl¼�É!µ"» ° ¼�²Í· ¹�º� ® · º	° ³�· ±l° º�· ¹�³	· ¿ ¼�° Èl· ® ¼�µ!½ ¼�º�» » ® ½ ® º	µl· ¿�²�º�³�¿ ±�° º	¶
¯lÎ�¶l® » » º	° º�µ�·�³	µ�³	 Î�· ® ½ ³'�²�º	· ¹l¼�¶l¿�½�³	µ)¶�® » » º	°l²�³	° Ì	º	¶l Î�Ï Ð/Ñ Ò Ð/Ó Ô Ê
Æ�¹l® ¿�È�³	Èlº	°&® ¿�²�º�³	µ�·�³	¿�³¸½�¼�µ�· ® µl±l³'· ® ¼�µÍ¼�»!È�³	° ·�Õ¸³' ° º�³'¶�Î
Èl±l¯� ® ¿ ¹lº	¶"® µ!· ¹l® ¿ Ö ¼�±l° µ�³� Ï Ð/× Ô Ò É!¹l® ½�¹"¶�º	³� ·�É!® · ¹!· ¹lº�¿ · ° ±�½�· ±l° º

-È�° ¼�Èlº	° · Î�½�¼�° ° º	 ³'· ® ¼�µ!¼�» ¹�±l²�® ½�¿ ±l¯l¿ · ³	µ�½�º�¿l³'µl¶!¿ ¼� ±l¯l º/²�¼�¶lº�
È�¼� Î�²�º	° ¿ Ê�Ë µØ· ¹l® ¿Í½�¼�µl· ® µ�±l³	· ® ¼�µØÉ!ºÙ½�¼�µ�½�º	µl· ° ³	· ºÙ¼�µØ· ¹�º
½�¼�²�È�³	° ® ¿ ¼�µÚ¼�»�· ¹lºÛ³	µ�³	 Î	· ® ½�³	&²�º�· ¹l¼�¶l¿ Ò�· ¹lº	® °�· ¹lº	¼�° º	· ® ½�³	
º	Ü�³	 ±l³	· ® ¼�µ�Ò0³	µl¶Ý· ¹�º�® °Ç³	ÈlÈl ® ½ ³'¯�®  ® · Î#® µÞ¿ · ±l¶lÎ�® µ�ßà¿ ¼�° Èl· ® ¼�µ
È�° ¼�½�º	¿ ¿ º	¿!® µ¾· ¹lº)Èl° º	¿ º�µ�½�º)¼�»�á!â!Â�Ê
ã/ä'å æ�ç è ä�é ê¾ä�ë ìÙã/æ�å	í î�ì'ê
À'¼� Ü�º�µ�· ¿ Ò Èl¼� Î	Ï ³	½�° Î� ® ½/³	½�® ¶lÔ'Ï Álï�ï�Ô'¿ ³	²�È� º	¿�Ï ð	Ò ñ	Ò ð'ò	ó'Ò ³	µ�¶�ô	ò'ó
Ì'á!³	Ô Ò�³	µ�¶àÈlÎ�° º�µ�ºõÏ ö	ö

+÷ Ô0É!º	° ºøÈ�±l° ½�¹l³	¿ º	¶à» ° ¼�²ùï� ¶l° ® ½�¹
ú ¹lº�²�® ½ ³	 ¿ Ê Á�ï�ï�º	¿ · º	° ¿

-
Ï ú/û)ü ú/û�ý ú â"â û�þ Ô ÿ Ï ú�û)ü ú/û�ý ú â"â�� þ Ô

-¯lº	³	° ® µlß&ò
-
Õ'ò ÷ ³	 ® È�¹l³	· ® ½�¼�°/³	° ¼�²�³	· ® ½�º	¿ · º�°/¿ ±l¯l¿ · ® · ±lº	µl· ¿�Ï ��ÔÉ!º	° ºRÈl° º�È�³	° º	¶�¯lÎR³	½�® ¶l® ½/º	¿ · º�° ® » ® ½�³	· ® ¼�µ�¼�»	· ¹�ºR¶�° ÎRÁlï�ï&¿ ³	²�Èl º

±�¿ ® µ�ß�· ¹lºR½�¼�° ° º	¿ Èl¼�µ�¶�® µ�ßR³	 ½�¼�¹�¼� ¼�°�Èl¹lº	µ�¼� Ê Æ�¹lºRÈl° º�È�³	° ³'· ® ¼�µ
³'µl¶�É"¼�° Ì	±lÈ�Èl° ¼�½�º	¶l±l° º	¿�³	° º�¶�º	¿ ½�° ® ¯lº	¶�® µ�¶lº	· ³	®  ® µ&° º	» Ð/× Ê Æ�¹lº
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´�µ�¶"·
)

¸ ¹ º » ¼ ½ ¾
¸ ¿ » ½ ½ À Á�¾ Â ¹ ¹ º À Ã ½ ¾ )

Ä�¹ º » ¼ ½ ¾
Ä�¿ » ½ ½ À ÁK¾ Â ¹ ¹ º À Ã ½ ¾ ×

Å
¸ µ�¶"·EÆ Ç�È ‚É µ"¶"· - Ê ËÌ Í"Î

Ï�ÐÑÓÒÔ Õ Ö É"×-Ø"Ù Ú Â Û Ü º Ý Û µ"¶�ÞÏ�ÐÑ+Ò-Ô Õ Ö É�×KØ�Ù Ú Â Û Ü µ"¶�Þ )

ß ¹ º À Ý Û ½ Ú Â Û Ü º Ý Û µ"¶�Þß�¹ º À Ý Û ½ Ú Â Û Ü µ"¶"Þ )

Å
+
´Aµ"¶�·à á ÞKâ ¸ µ�¶"· Ì ã"Î

´Aµ�¶"·à á ÞKâ
≈

´Aµ"¶"·
/

)

¸ ¹ º » ¼ ½ ¾
ß ¿ » ½ ½ À ÁK¾ Â ¹ ¹ º À Ã ½ ¾ )

´Aµ"¶�·
γ ä

Ì å"Î

Ï"Ð-Ñ+Ò-Ô Õ Ö É"×-Ø"Ù Ú Â Û Ü µ"¶�Þ ∼
ß�¹ º À Ý Û ½ Ú Â Û Ü µ"¶�Þ )

¸ ¿ » ½ ½ À ÁK¾ Â ¹ ¹ º À Ã ½ ¾
γ ä )¸ ¹ º » ¼ ½ ¾

γ ä´Aµ"¶"Þ
/

γ ä )
¸ ¹ º » ¼ ½ ¾
´Aµ"¶�Þ
/

Ì æ�Î

ç ¹ º » ¼ ½ ¾
)

Äl¹ º » ¼ ½ ¾
Ä�Û º Û è À )

ß�¹ º À Ý Û ½ Ú Â Û Ü º Ý Û µ"¶�Þ -
ß"¹ º À Ý Û ½ Ú Â Û Ü µ"¶�Þß�¹ º À Ý Û ½ Ú Â Û Ü º Ý Û µ"¶�Þ )

´ µ"¶�·à á ÞKâ ¸ µ"¶�·
Å
+
´Aµ�¶"·à á ÞKâ ¸ µ"¶�·

Ì é"Î

ê�ë�ì í î ï ð ñ�ë�í ò ó ð ò ó ó òô�õ ñ�ê�ö ÷ ë�ñ�øùõ ñ�ú û"ìü ý�ö õ ñ�ý�õKþlú�õ ý�ÿ�ñ�ë�ì ë����
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À1Á�Â�Ã�Ä
Å�Æ�Ç�ÃÁ1È É�Ê*Ç1Ë Æ�Ä
Ì Á1ÅÆ�Ç1ÃÁ1È É�Â�Ã�ÍCÎ�Ï Å�ÆÇ1ÃÁ1È Ç1Ë Æ�Á1È Ð�Â�Ã�ÍCË Æ�ÇÑ�Ò�Ò Ç�Ë Æ�Á�È
Ç�Ó Ë Ç�Ô8Ó ÆÄ�ÕÖÄ
Ã�È Á�Ê�× ÃÄ
Ô8Ç�Ø Ø Ç1À1Ë Ó Ù�ÚÆ�× ÓF× ÓFÀ Ä
ÃÓ × Ó Ë Ç�ÃË
Õ5× Ë Æ*Ë Æ�Ç�ÆÁ1Å�Ä
Ë Æ�Ç�Ó × Ó5Ë ÆÂ�Ë È Ä�ÃÛ�Ç�Ô�ÆÁ1Í�Ô Ä
À1Â�Ô Ü
Ä
ÃCÓ Ý�Ü�Ó Ë × Ë Ý�Ç1ÃË Ó É
Ó Ý�À1ÆCÂ�Ó�Þ8Ï Ä
À1Ë Á�È É�Þ8Ï Ü
Ý�Ë Á1È É�Â�Ã�Í*Ç�Ë Æ�Ä�Ì1Á1Å�Æ�Ç�ÃÁ1È É�Ë Ç�Ã�Í*Ë Ä�À1Ô Ç�Â�Ë Ç
ÆÁ1Í�Ô Ä
Å�Æ�Ä
Ü�× À8Í�Ä
Ê�Â�× ÃÓ× Ã�Â�ß
Ý�Ç�Ä
Ý�ÓÓ Ä
È Ý�Ë × Ä
Ã�Ù à Ë�× Ó�Ô Ç1Ê*Â�Ô á�Â�Ü
È Ç�É
ÆÄ�Õ5Ç�â1Ç�Ô É Ë Æ�Â�Ë�Ë Æ�Ç7Â�Ô Ä�Ê*Â�Ë × À Ñ�ÒÒ Ç1Ó Ë Ç�Ô Ó�Ü�Ç�Æ�Â�â1Ç7Ó × Ê�× È Â�Ô È Á�Õ5× Ë Æ
Ô Ç�Ó Å�Ç�À ËDË Äã× Ã�À1Ä
Ê�Å�È Ç1Ë ÇäØ È Ý�Ä
Ô Ç1Ó À1Ç�ÃÀ Çåß
Ý�Ç�ÃÀ Æ× Ã�ÛåÄ
Ô�Ç�â1Ç�Ã
Ø È Ý�Ä
Ô Ç1Ó À1Ç�ÃÀ Ç Ç�Ã�Æ�Â�Ã�À1Ç�Ê�Ç�ÃË4Â�Ë4Æ× Û�ÆäÇ1Ó Ë Ç1Ô�À1Ä�ÃÀ1Ç�Ã�Ë Ô Â�Ë × Ä
ÃÓ ÙÒ Å�Å�Â�Ô Ç�ÃË È Á1É1Â�Ã4× Ó Ä
È Â�Ë Ç�Í�Ü�Ç�Ã�æ Ç�ÃÇFÔ × ÃÛ5× Ó8Ã�Ä
Ë
Ó ÝØ Ø × À1× Ç�Ã�Ë�Ø Ä
ÔÂ�Ã
Ç�Ø Ø Ç1À1Ë × â1Ç:Ø È Ý�Ä
Ô Ç�Ó À1Ç�Ã�À1Ç:ß�Ý�Ç1ÃÀ1Æ�× ÃÛ�É× Ô Ô Ç�Ó Å�Ç�À1Ë × â�Ç:Ä�Ø8Ç�È Ç�À1Ë Ô Ä
Ã�Ï
ÅÝ�Ó Æ�× ÃÛ4Ä�Ô7Ï Õ5× Ë Æ�Í�Ô Â�Õ5× Ã�Û4Ó Ý�Ü�Ó Ë × Ë Ý�Ç�ÃË Ó Ù

ÚÆ�Ç5Ä
Ü�Ó Ç�Ô â1Ç�Í4Å�Ç�Â�á5Ô Â�Ë × Ä
Ó8× Ã:ÚÂ�Ü�È Ç5Î5Â�Ã�Í4ç
× Û�Ý�Ô Ç5è5Â�Ô Ç5Ë ÆÇ
Ô Ç�Ó Ý�È Ë�Ä
Ø1Â�Ó Ý�Å�Ç�Ô Å�Ä
Ó × Ë × Ä
Ã�Ä�Ø�Ë Æ�Ç�Ø È Ý�Ä
Ô Ç�Ó À1Ç�Ã�À1Ç�Ó Å�Ç�À1Ë Ô Â�Ä
Ø1Ø Ô Ç�Ç�È Á
Í�× Ó Ó Ä
È â1Ç�ÍäÂ�ÃÍäÇ1Ó Ë Ç�Ô Ï Â�Ó Ó Ä
À1× Â�Ë Ç�ÍäÅ�Á1Ô Ç�ÃÇéÊ*Ä
È Ç�À ÝÈ Ç�ÓCÂ�Ø Ë Ç1Ô�Â
Ó Ä
Ô Å�Ë × Ä
Ã4Ç�ß
Ý× È × Ü�Ô × Ý�Ê�Æ�Â�Ó Ü�Ç1Ç�Ã4Ô Ç�Â�À1Æ�Ç1Í�Ù Ò Ã4Ç�Ì Ë Ô Â�ÅÄ�È Â�Ë × Ä
Ã4Ä
Ø
Ë Æ
Ç Ø È Ý�Ä
Ô Ç1Ó À Ç�Ã�À1Ç Ó Å�Ç�À Ë Ô Ý
ÊÖÄ�Ø Å�Á1Ô Ç1ÃÇ ê À Ä�Ê�Å�È Ç�Ë Ç1È Á Â�Ó Ó Ä�À1× Â�Ë Ç�Í
ë
Õ5× Ë Æ4Ë Æ�Ç Ñ�ÒÒ Ä
À1Ë Á1È�Ç�Ó Ë Ç�ÔÈ Ç1Í4Ë Ä�Â5Å�Ç�Â�á5Ô Â�Ë × Ä�Ä�Ø�ç
à ì í ì î ï�ð ç
à ì ñ ì î ï
≈ ò Ù ó�Ù Ò Ô Ç1Â�Ó Ä
ÃÂ�Ü�È ÇCØ × Ë�Ü
Ç�Ë ÕFÇ�Ç�Ã/Ä�Ü�Ó Ç�Ô â�Ç1Í Â�ÃÍ À Â�È À1Ý�È Â�Ë Ç�Í
Ø È Ý�Ä�Ô Ç1Ó À Ç1Ã�À1Ç�Ó Å
Ç1À1Ë Ô Â ÕFÂ�Ó
Â1À1Æ
× Ç1â1Ç1ÍFÕF× Ë ÆFÈ Ä
Û�ôFõ ö1÷

) ø Ù ò�ù É ÕFÆ�× À1Æ× ÓDÆ�× Û�Æ�Ç�Ô�Ü�ÁéÂ/Ø Â�À1Ë Ä
Ô�Ä�Ø ù Ë Æ�Â�ÃåË Æ�Ç Ó Ä
Ô Å�Ë × Ä
ÃåÀ1Ä�Ç�Ø Ø × À1× Ç1ÃË
Í�Ç�Ë Ç�Ô Ê�× ÃÇ�Í:Õ5× Ë ÆUË Æ�Ç�ú Ñ�ûCü Ê�Ç�Ë Æ�Ä�ÍUý À1Ø Ù�ÚÂ�Ü
È Ç ò É�È Ä
Û7ôFõ�ö ÷ )è�Ù ø�ù Ð Ù ÚÆ�× Ó× Ó�× Ã�Â�Û�Ô Ç1Ç�Ê�Ç�ÃË�Õ5× Ë Æ�Ä
Ý�Ô
À1Ä
Ã�À1È Ý�Ó × Ä�ÃÓ�Í
Ô Â�Õ5Ã�Ø Ô Ä
ÊÔ Ç�Ó Ý�È Ë Ó*ÕF× Ë Æ�Í�× Ó Ó Ä
È â1Ç1Í�Æ�Ý�Ê*× ÀDÓ Ý�Ü�Ó Ë Â�Ã�À1Ç�Ó þ Ó Ä�Ô Å�Ë × Ä�ÃäÀ1Ä�Ç�Ø Ï
Ø × À × Ç�ÃË Ó�Í�Ç1Ô × â1Ç�ÍFØ Ô Ä
ÊÖØ È Ý�Ä
Ô Ç�Ó À1Ç1ÃÀ1Ç Ê*Ç1Â�Ó Ý�Ô Ç�Ê�Ç1ÃË Ó
Â�Ô Ç8Â�È Õ5Â�Á1Ó
Æ× Û�Æ�Ç1Ô7Ë Æ�Â�ÃCË Æ�Ä
Ó Ç4Í
Ç�Ô × â1Ç�Í�Ø Ô Ä
ÊÿÂ�À Ë × â1× Ë Á�Ê�Ç�Â�Ó Ý�Ô Ç1Ê*Ç1ÃË Ó Ù� Ä�Ê�Å
Â�Ô × ÃÛ Ë Æ
Ç Ç1Ì Ë Ô Â�Å
Ä
È Â�Ë Ç1ÍFÅ�Ç1Â1á Ô Â1Ë × Ä�Õ5× Ë ÆFË Æ�Ç�ß
Ý�Â�È × Ë Â1Ë × â1Ç
Ó Ä
È â1Ç1ÃË�Å�Ä
È Â�Ô × Ë Á7Ó À1Â�È Ç7× Ã�ç
× Û�Ý�Ô Ç7Î�É Ë Æ�Ç7À1Æ�Ç�Ê�× À1Â�È1Ç1Ãâ1× Ô Ä
Ã�Ê*Ç1ÃË
Ä
Ø�Â�Ó Ó Ä�À1× Â�Ë Ç1Í�Å�Á�Ô Ç�ÃÇ�À Â�Ã*Ü�Ç�À1Æ�Â�Ô Â�À Ë Ç�Ô × æ Ç�Í�Â�ÓFÜ�Ç1× ÃÛ�Ó × Ê�× È Â�Ô
Ë Ä�ÂFÆ�Ç�Ì Â�ÃÇ

-
Ç�Ë ÆÂ�Ã�Ä
È�Ê�× Ì Ë Ý�Ô Ç7Ô × À1Æ�× Ã4Ç1Ë Æ�Â�ÃÄ
È Ù1ÚÆ�× Ó × ÃÍ
× À1Â�Ë Ç1Ó

Â:Ô Â�Ë Æ�Ç�Ô7Æ�Á1Í�Ô Ä
Å�Æ�Ä
Ü�× À�Ê�× À1Ô Ä�Ç�Ãâ1× Ô Ä�ÃÊ�Ç�ÃË Ä
Ø�Ë Æ�Ç4Â�Ó Ó Ä
À × Â�Ë Ç�Í
ÅÁ1Ô Ç1ÃÇ�ÉUÕ5Æ�× À1ÆÿÀ Â�Ã Ä�ÃÈ ÁäÜ�ÇåÇ�Ì ÅÈ Â�× ÃÇ1ÍÿÜ
ÁåÂ�Ã × Ã�Ë Ô Â�ÏéÄ
Ô
× ÃË Ç1Ô Ê�Ä
È Ç1À1Ý�È Â�Ô5Â�Û�Û�Ô Ç1Û�Â�Ë × Ä
Ã�Ä�Ø�Ë Æ�ÇUÆ�Á�Í
Ô Ä
Å�Æ�Ä
Ü
× ÀUÇ1Ó Ë Ç�Ô5Ó Ý�Ü
Ï
Ó Ë × Ë ÝÇ1ÃË Ù

à Ë7× Ó�Õ5Ä�Ô Ë Æ�ÁUÄ
Ø�Ê�Ç�Ã�Ë × Ä
Ã�Ë ÆÂ�Ë7ÃÄCÓ × Û�Ã× Ø × À1Â�ÃË7Ó Æ�× Ø ËF× Ã�Ë ÆÇ
ÅÁ1Ô Ç1ÃÇ�Ø È Ý�Ä
Ô Ç�Ó À1Ç�ÃÀ1Ç8Ó Å�Ç�À1Ë Ô Ý�Ê�Õ5Â�ÓÄ
Ü
Ó Ç�Ô â1Ç�Í5× Ã�Ë ÆÇ8Å�Ô Ç�Ó Ç1ÃÀ1Ç
Ä
Ø Í
× Ó Ó Ä�È â1Ç1Í�� Ò Ó
ý � ���

)
Î ù -ò ó�ó8Ê�Û�� - 	 É ù ó -
 ó���Ø È Ý�Ä
Ô Ç�Ó À1Ç1ÃÀ1Ç

ß�Ý�Ç�Ã�À1Æ�× ÃÛ�Ð ÙÚ�Æ�× Ó�× Ó�× ÃDÂ�Û�Ô Ç1Ç�Ê�Ç�ÃË8Õ5× Ë ÆCË Æ�Ç:Å�Ô Ç1â�Â�× È × ÃÛ:â1× Ç�Õ
Ë Æ�Â�Ë� Ò Ï Â�Ó Ó Ä
À1× Â�Ë Ç1Í�Ø È Ý�Ä
Ô Ä
Å�Æ�Ä
Ô Ç�Ó7Â�Ô Ç�ß
ÝÇ1ÃÀ1Æ�Ç�ÍUÀ1Ä
Ê�Å�È Ç�Ë Ç�È Á
ý ��� É���� É
Â�Ã�Í�Ô Ç�Ø Ç�Ô Ç1ÃÀ1Ç�Ó7À1× Ë Ç�ÍUË Æ�Ç�Ô Ç�× ÃÐ É�Õ5Æ�× À1ÆUÊ*Â�á�Ç�Ó7Å�Á�Ô Ç�ÃÇ
ý Â�ÃÍ5Å�Ô Ä
Ü�Â�Ü
È Á Â�È Ó ÄFÄ
Ë Æ�Ç�Ô�Ø È Ý�Ä
Ô Ç�Ó À1Ç1ÃÀ1Ç ÅÔ Ä
Ü�Ç1Ó Ð�× Ã�Â�ÅÅ�Ô Ä
Å�Ô × Â�Ë Ç
Ø Ä
Ô�À1Æ�Â�Ô Â�À1Ë Ç�Ô × æ1× Ã�Û*Ë Æ�Ç*Ê�× À1Ô Ä
Ç1Ãâ1× Ô Ä
ÃÊ�Ç�ÃËFÄ
Ø7Í�× Ó Ó Ä
È â�Ç1Í���ú
Ó Ä
Ô Ü�Â�Ë Ç�Ó Ù���Ä�Õ5Ç�â1Ç�Ô ÉFÂ�Å�ÅÔ Ä
Â�À1Æ�Ç�Ó�Ü�Â�Ó Ç�ÍÖÄ
ÃäÂ�Ã�× ÃÀ1Ä
Ê�Å�È Ç1Ë Ç
Ø È Ý�Ä
Ô Ç1Ó À1Ç�ÃÀ ÇFß�Ý�Ç�Ã�À1Æ�× ÃÛFÄ
Ø�Ø È Ý�Ä
Ô Ä�ÅÆ�Ä�Ô Ç�Ó × Ã4Â�Ó Ó Ä
À1× Â�Ë × Ä
Ã4Õ5× Ë Æ
ÆÝ�Ê�× À Ó Ý�Ü�Ó Ë Â�ÃÀ1Ç�Ó�À1Â�Ã�Â�È Ó ÄFÜ�Ç8Ø Ä
Ý�Ã�Í5× Ã�Ë Æ�Ç8È × Ë Ç1Ô Â�Ë Ý�Ô Ç8ý ��� É���� Ð Ù

ÚÄ Ó Ý�Ê�Ê*Â�Ô × æ Ç�É7Ë Æ�ÇD× ÃË Ç�Ô Â�À1Ë × Ä
ÃÖÄ�Ø�Å�Á1Ô Ç�Ã�ÇDÕ5× Ë ÆÖÊ�Â�× ÃÈ Á
Â�È × Å�Æ�Â�Ë × À Ñ�ÒÒ Ç1Ó Ë Ç1Ô ÓFÀ1Â�Ý�Ó Ç�ÍUÃÄUÄ
Ô8Ä
ÃÈ Á�Ê*× Ã�Ä
Ô�Ø È Ý�Ä�Ô Ç�Ó À1Ç1ÃÀ1Ç
ß�Ý�Ç�Ã�À1Æ�× ÃÛ�É
Ç�â1Ç�Ã�Ë Æ�Ä
Ý�Û�Æ�Ë Æ�Ç�ú Ñ�û*ü Ê*Ç1Â�Ó Ý�Ô Ç�Ê�Ç�ÃË ÓFÓ Æ�Ä
Õ5Ç�Í
Ë Æ�Â�Ë�Ë Æ�Ç:Ë Æ�Ç�Ô Ê�Ä
Í�Á1ÃÂ�Ê�× À4Â�À1Ë × â1× Ë Á4Ä
Ø Å�Á1Ô Ç1ÃÇ:× ÃCË Æ�Ç4Ó Ä
È Ý�Ë × Ä
Ã
ÅÆ�Â�Ó Ç�Õ5Â�Ó7Ó × Û�Ã× Ø × À1Â�ÃË È Á�Í�Ç�À Ô Ç�Â�Ó Ç�Í
Ù��*× Ë Æ�����ú�É�Ä
Ã�Ë Æ�Ç�Ä
Ë Æ�Ç�Ô
ÆÂ�Ã�Í�É
ç��5Ú*Ô Ç�Å�Ä
Ô Ë ÓFÂ�Æ× Û�Æ�Ç1Ô�Ø Ô Â�À1Ë × Ä
Ã�Ä
ØÓ Ä
Ô Ü�Ç�ÍUÅ�Á�Ô Ç�ÃÇ�Ë Æ�Â�Ã
ú Ñ�ûCü Ù��5Ü�â1× Ä
Ý�Ó È Á1É�Ë Æ�Ç5Ë Õ5Ä4Ê�Ç�Ë Æ�Ä
Í�Ó�Í
× Ø Ø Ç�Ô�Ê*Â�Ô á�Ç1Í�È Á�× Ã:Ë Æ�Ç�× Ô
Í�Ç�Ø × Ã× Ë × Ä
Ã*Ä
ØË Æ�Ç�Ó Ä
Ô Ü�Ç1Í�Ó Ë Â�Ë Ç�Ù �7Ç�Ã�Ç�Ô Â�È È Á1É
× Ë�Ê*Ý�Ó Ë�Ü�Ç�Í�× Ó Ë × ÃÏ
Û�Ý× Ó ÆÇ1Í/Ü�Ç1Ë Õ5Ç1Ç�ÃÖÀ1Ä�ÃÀ1Ç�Ã�Ë Ô Â�Ë × Ä
ÃÏ Ü�Â�Ó Ç�Í/Â�Ã�Í/Â�À1Ë × â�× Ë Á1Ï Ü�Â�Ó Ç�Í

Ó Ä
Ô Å�Ë × Ä
Ã5À Ä�Ç�Ø Ø × À1× Ç�Ã�Ë Ó É Í
Ç1Å�Ç1ÃÍ
× Ã�Û Ä�Ã5Ë Æ
Ç Ê�Ç1Ë Æ
Ä
ÍFÝ
Ó Ç1ÍFØ Ä�Ô�Ë Æ�Ç�× Ô
Í
Ç�Ë Ç1Ô Ê�× ÃÂ�Ë × Ä�ÃÙ�ç
Ä
Ô7Â�À1Ë × â�× Ë Á1Ï Ü�Â�Ó Ç�Í*Ê�Ç�Ë Æ�Ä�Í�Ó�Ó Ý�À ÆCÂ�Ó�ú Ñ
ûCü É
Ó Ä�È Ý�Ü�× È × Ë Á8Ç1ÃÆ�Â�ÃÀ1Ç�Ê�Ç�Ã�Ë É Û�Â�Ó�Å�Ý�Ô Û�× Ã�Û�É Ä
Ô�Ë Æ�Ç8Í
× Â�È Á1Ó × Ó�Ê�Ç�Ë Æ�Ä
Í
É
Â�È È�Ç1Ø Ø Ç�À Ë ÓFÀ1Â�Ý�Ó Ç1Í�Ü�Á!��� û Ë Æ�Â�Ë À Ä
ÃË Ô × Ü�Ý�Ë Ç�Ë Ä:Â�Í�Ç�À1Ô Ç�Â�Ó Ç�× Ã
Ë Æ�Ç�Ô Ê�Ä
Í
Á�ÃÂ�Ê�× ÀéÂ�À1Ë × â1× Ë Á Ä
Ø�Ë Æ�Ç Ó Ä
È Ý�Ë Ç Â�Ô Ç À1Ä
ÃÓ × Í
Ç�Ô Ç1ÍäÂ�Ó
Ó Ä�Ô Å�Ë × Ä�ÃÉ�Ô Ç�Û�Â�Ô Í
È Ç1Ó Ó8Ä
Ø�Ë Æ�Ç5Ê�Ç�À1Æ�Â�Ã× Ó Ê*É1Ó Ë Ô Ç�ÃÛ�Ë Æ�É�Ä�Ô�È × Ø Ç�Ë × Ê�Ç
Ä�Ø�Ë Æ�Ç�Ü�× ÃÍ�× ÃÛ�Ü
Ç�Ë Õ5Ç�Ç�Ã�Ó Ä
Ô Ü
Ç�ÃË�Â�ÃÍ�Ó Ä�Ô Ü�Â�Ë Ç�Ù ç
Ä�Ô
ç �FÚÉ Õ5Æ�× À1Æ
× Ã�Å�Ô × ÃÀ × ÅÈ ÇU× Ó�ÂUÀ1Ä
ÃÀ Ç�ÃË Ô Â�Ë × Ä�ÃÏ Ü�Â�Ó Ç1Í�Ê�Ç�Ë Æ�Ä
Í�É�Ë Æ�ÇUÓ Ä
Ô Ü�Ç�Í
Ó Ë Â�Ë Ç�Â�Å�ÅÇ1Â�Ô Ó5Ë Ä�Ü
Ç4Ô Â�Ë Æ�Ç�Ô�Ê�Ç�Ë Æ�Ä�Í�Ï Í�Ç1Ø × Ã�Ç�Í�Ù �5Ë Æ�Ç�Ô�À1Ä
ÃÀ1Ç1ÃÏ
Ë Ô Â�Ë × Ä
ÃÏ Ü
Â�Ó Ç1Í5Ê*Ç1Ë Æ�Ä
Í
Ó É × ÃÀ1È Ý�Í�× ÃÛ8Ë Æ�Ç8ú Ñ
ü Ä
Ô�" Ñ Ê�Ç�Ë Æ�Ä
Í5Â�ÃÍ
Ë Æ�ÇFØ È Ä
À1À ÝÈ Â�Ë × Ä�Ã4Ê*Ç1Ë Æ�Ä
Í
É1À1Â�Ã4Â�È Ó Ä�Ó Æ�Ä
Õ�Ê�Ç�Ë ÆÄ�Í�Ï Í�Ç1Å�Ç�ÃÍ�Ç1ÃË
Â1Ô Ë × Ø Â�À Ë Ó Ù ç�Ý�Ô Ë Æ�Ç1Ô�Ô Ç1Ó Ç1Â�Ô À ÆF× Ó
Ã�Ç1À1Ç1Ó Ó Â1Ô Á�Ë Ä7À Ä�Ê�Å�Â�Ô Ç�Ë Æ
Ç â1Â1Ô × Ä�Ý�Ó
Ê�Ç�Ë Æ�Ä
Í�Ó�Â�ÃÍFË ÄFÇ1â�Â�È Ý�Â�Ë Ç8ÕFÆ× À Æ�Í
Ç�Ø × Ã× Ë × Ä
Ã�Ä
Ø Ë Æ�Ç Ó Ä
Ô Ü
Ç�Í5Ó Ë Â�Ë Ç
× Ó�Ê�Ä
Ô Ç8Ô Ç�È Ç�â1Â�ÃË1Õ5× Ë Æ5Ô Ç1Û�Â�Ô Í5Ë ÄFË Æ�Ç8â1Â�Ô × Ä�Ý�Ó�Ç�Ø Ø Ç1À1Ë Ó�Ä
Ø Ó Ä
Ô Å�Ë × Ä
Ã
Ä�Ã#��� û Ø Ä�Ô7Ë Æ�Ç4Ç1Ãâ1× Ô Ä
Ã�Ê*Ç1ÃË Â�È�Ü�Ç�Æ�Â�â1× Ä
Ô�Ä
Ø�Ì1Ç1ÃÄ
Ü�× Ä�Ë × À1Ó Ù
$ %'&�( )�*#+ ,�-�.�/,�( 0 1
�*Ç5Ë ÆÂ�Ã�á�Ë Æ�Ç2�5Ç�Ý�Ë Ó À1Æ�Ç�ç�Ä
Ô Ó À1Æ�Ý�ÃÛ�Ó Û�Ç�Ê�Ç�× ÃÓ À1Æ�Â�Ø Ë�ý �5ç �FÐ�Ø Ä
Ô
Ø × ÃÂ�ÃÀ × Â�È8Ó Ý�Å�Å�Ä
Ô Ë É Õ5Æ�× À1Æ�Õ5Â�Ó�Û�Ô Â�ÃË Ç�Í�Õ5× Ë Æ× Ã�Ë Æ�Ç�Ô Ç1Ó Ç�Â�Ô À1Æ
Å�Ô Ä 3 Ç1À1Ë8ê "�Ç1Ø Ô Â�À Ë Ä
Ô Á4�FÔ Û�Â�Ã× À Ò À1× Í�ÓF× Ã#�*Â�Ë Ç�Ô Ó5ý "5�5ú�à �FÐ ë Ù
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2.2.2 Sorption of phenols to dissolved organic matter investi-
gated by solid phase microextraction

G. Ohlenbusch, M.U. Kumke, F.H. Frimmel
Sci. Tot. Environ., 2000, 253, 63 - 74.

Phenole und Chlorphenole werden aus verschiedensten Quellen in die Umwelt einge-
tragen. Sie entstehen als Nebenprodukte in der Papierherstellung, werden als Pesti-
zide eingesetzt und dienen als Konservierungsmittel für Bekleidung. Ihr Vorkommen
in der Umwelt ist äußerst bedenklich. Deshalb müssen Transportmechanismen und
Verbleib dieser Verbindungsklasse gründlich untersucht werden.
Auch für die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen polaren Xenobiotika
wie den Phenolen und HS erwies sich die SPME als leistungsstarke Methode. Die
Wechselwirkungen verschiedener Phenole mit HS unterschiedlicher Ursprungsorte
wurden durch Sorptionskonstanten quantitativ charakterisiert. Es zeigte sich, dass
in Abhängigkeit vom Ursprungsort der HS erhebliche Unterschiede in den Sorpti-
onskonstanten bestehen. Im Unterschied zu hydrophoben Xenobiotika, bei denen
sich die Solvenskonditionen (wie z.B. der pH-Wert der Lösung) in erster Linie durch
Veränderungen in den HS bemerkbar machen (z.B. Veränderung der Assoziation
bzw. Konformation der HS), ist bei polaren Xenobiotika speziell der Einfluss von
funktionellen Gruppen auf die Speziation der Xenobiotika zu berücksichtigen. Die
daraus resultierenden spezifischen Wechselwirkungen, im Fall von Phenolen z.B. mit
basischen Funktionalitäten der HS, können dann für die Stärke der effektiven Wech-
selwirkungen entscheidend sein .
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2.2.3 Fluorescence of humic acids (HA) and pyrene-HA com-
plexes at ultralow temperature

M.U. Kumke, F.H. Frimmel, F. Ariese, C. Gooijer
Environ. Sci. Technol., 2000, 34, 3818 - 3823.

Die Verwendung von Fluoreszenzsonden zur Untersuchung von Wechselwirkungsme-
chanismen und molekularen Umgebungsparametern ist in biologischen und bioche-
mischen Systemen, aber auch zur Untersuchung von heterogenen Systemen Hand-
werkszeug geworden. Oft eingesetzte Fluoreszenzsonden sind PAK und deren Deri-
vate. Pyren zeichnet sich unter anderem durch eine Hypersensitivität gegenüber der
Umgebungspolarität aus, d.h. die Schwingungsstruktur des Fluoreszenzspektrums
ändert sich als Funktion der Polarität (s. 2.2.1 und Anhang D, Nr. 32). Die Verwen-
dung von Pyren als Fluoreszenzsonde zur Untersuchung der Wechselwirkungen von
hydrophoben Xenobiotika und HS war bislang nicht erfolgreich, da die Fluoreszenz
des Pyrens durch HS gelöscht wird. In Untersuchungen bei Raumtemperatur konnten
daher keine Veränderungen im Fluoreszenzspektrum des Pyrens gemessen werden
(s. auch 2.2.1). In Tieftemperaturexperimenten bei 10 K konnten Variationen in der
Schwingungsstruktur des Pyrenfluoreszenzspektrums beobachtet werden, da mittels
fluorescence line narrowing extrem kleine spektrale Veränderungen noch auflösbar
sind. Es konnte gezeigt werden, dass sich ein Teil des mit HS wechselwirkenden
Pyrens in einer Umgebung befindet, die in ihrer Polarität vergleichbar mit einem
kurzkettigen Alkohol wie Butanol ist. Weiterhin wurden auch die intrinsische Fluo-
reszenz von HS verschiedener Ursprungsorte bei 10 K mit Hilfe der fluorescence line
narrowing Technik untersucht. Es konnte kein entsprechender Tieftemperatureffekt
beobachtet werden, was ein Beleg für die Beteiligung von Energietransfer- und Pro-
tonentransferprozessen sowie konformativen Änderungen im elektronisch-angeregten
Zustand ist (s. auch 2.1).
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2.2. WECHSELWIRKUNGEN VON HS MIT PAK 111

IJ K7L K7M�N�K�O%P�Q�RTS U%V W7X�J KZY0[�\ ]�^ _�KZV M^ K�J `7N�^ V O%ML�N�`7X�L KZ`�L a�`7b b
L _V P ^0O%P0^ _�K�c�d b K7e�K7b S `7Mf!V ^ L�N�O%J J K7L I�O%Mf%V MW�e�V [�J `7^ V O%M`7b b K7e�K�b L \
^ O�b O%g�K�J>K�MK�J W7h�i j_�K�K7k N�V ^ `7^ V O%M�K7M�K7J W7h�O%P ^ _�Klb `7L K�J>M�O%gmL _�O%gnL
N�O%amI�`7J `7[�b KlO>e�K7J b `7I�gnV ^ _�[�O>^ _�^ _�K

νo `7Mfn^ _�K ν p f%V L ^ J V [%X�^ V O%M�L ]`0M�fq`7Lr`sJ K�L X�b ^m^ _KtN�O>J J K�L IO>Mf�V M�WsO%J V W7V Mu[%`0M�f�Lr`0J KsO>P
`0I�I�J O>k�V am`7^ K�b hvK7w�X�`7b!V M�^ K�ML V ^ h�i�x MyO%^ _�K7Jmg�O%J f�L ]�^ _�KzU%{>|
^ K7N�_�M�V w�X�K�`7b b O%g�L�X�L�^ OmO%[%L K7J e�K�L b V W7_�^lL _�V P ^ L�V MT^ _K�`7e�K7J `7W7K
}
-

} ^ J `7ML V ^ V O%M~K�MK7J W7hy^ _�`7^�g�O%X�b f�W7OqX�MMO%^ V N�K7fuX�Mf�K7J
[�J O%`7f%[�`7Mf�K�f�]�J O>O%am� ^ K�a�I�K7J `7^ X�J KZN�O%Mf%V ^ V O%M�L i
x Mz`�IJ K�e7V O%X�L�L ^ X�f�hmf�V P P K7J K7MN�K7L�[�K�^ g�K7K7Mz^ _Km`0I�I�`7J K7M^

[�V Mf�V M�WqN�O>ML ^ `7M^rP O%X�Mf~V M�c0������`7Mf~V M�P b X�O%J K�L N�K7MN�K
w�X�K7M�N�_�V MW!g�K7J K!J K7I�O%J ^ K7f�g�_�K7Mm^ _K!V M�^ K7J `7N�^ V O>MmO%PI�_�K7M`7M�
^ _�J K7M�Ky`7Mfu`0amV MO>� I�_�K7M`7M^ _�J K7MK�g�V ^ _�_�X�amV N�`7N�V f�gn`0L
V Me�K7L ^ V W7`7^ K7f�S �;� \ i���Mf�K�J"^ _�KrL V amI�b K�`7L L X�amI^ V O%MtO%P�`r�7� �
J K�`7N ^ V O%M�[%K7^ gnK�K�M"Q�R"`7M�fZI�_�K�M�`7M�^ _�J K�MKnS O%J`7amV M�O%� I�_%K7M�`�M�
^ _%J K7M�K�\ ] L V amV b `7J0[%V Mf%V MW�N O>ML ^ `7M�^ L%L _�O>X�b fn_%`7e�K�[�K�K�M�O>[%L K�J e�K�f
g�V ^ _�[%O%^ _�amK7^ _�O%f�L i�x ^�g�`7LTL X�W7W7K�L ^ K7fs^ _`7^�^ _KvO%[%L K7J e�K7f
f�V P P K7J K7MN K7Llg�K�J K�f%X�K�^ OZ^ _KnP `7N�^�^ _�`7^�^ _�K�P b X�O>J K7L N�K�MN�KnO%P>^ _�K
IJ O%[�K�amO%b K7N�X�b K7L�V L�w%X�K7MN�_�K7f!`7b J K7`7f%h�K7e�K7MZV MZg�K7`7�7b h;[�O%X�Mf
L ^ `7^ K�L�S K�w�X�`7bl^ OrN b O%L KmI�J O>k�V amV ^ h�\ ]�g�_�V b K�^ _�K�c7���T�rf�K7^ K7N�^ L
O%Mb h�^ _�K�L ^ J O%MW7b h�[�O%X�M�f"P J `7N�^ V O%Mi7j_�K�J K7L X�b ^ LlO%P%^ _�K�I�J K7L K�M^
U%{%|rK7k I�K7J V amK7M�^ L�P X�J ^ _K�JL X�I�I�O%J ^>^ _�KnL X�W7W7K�L ^ K�fZI�J K7L K�MN�KnO>P
IJ O%[�K�amO%b K7N�X�b K7Ll[�O>X�Mf�^ O!_X�amV Nn`7N�V f�Ll`7^�f%V P P K7J K7M^%[�V Mf�V M�W
L ^ `�W7K�L i x Mn^ _%K�U>{>|mK�k I%K�J V a�K7M�^ L ] X�L V MW�I�h�J K�M�K�`7L>`�P b X%O>J K�L N K�M�N K
I�J O>[�K�] ^ _�K�O%e�K�J `�b b P b X%O%J K7L N�K�MN K�V M�^ K�ML V ^ h�gn`7L�f%K7N J K7`7L K7fng�_%K7M
Q!Rrg�K7J K�I�J K7L K7M^ ]�g�_�V N�_�N�`7Mr[�K�`7^ ^ J V [�X�^ K�f�^ OT^ _�K�L ^ J O%MW7b h
[�O%X�MfmP J `7N�^ V O%M�O%PI�h7J K7MKZP O%J;gn_V N _�`ZN�O%amI�b K�^ KZw%X�K7MN�_�V M�W
V L>`7L L X�a�K7f%i ��h M�`7amV Nw%X%K�MN _%V MW�N `7Mn[%K�K�k N b X�f%K�f�V M�^ _%K�P J O>� K�M
a�`7^ J V N�K7L�X�L K�f�V MT^ _�K7L K�K�k�I�K7J V a�K�M^ L i
j_�KqP b X�O%J K7L N�K7MN�K�w%X�`0M�^ X�a�h�V K7b f�`7M�f�^ _K�P J `7N�^ V O%M`7b

N�O>M^ J V [%X�^ V O>M�O%P ^ _%K�g�K�`7�7b h�V M^ K�J `7N�^ V M�W�I�h�J K7M�K�amO%b K�N X�b K7L%_�`7e K
MO%^nh7K�^�[%K7K7Mvf�K7^ K7J amV MK�fv`7Mfr`7J K�L X�[ � K7N ^�^ OrP X�^ X�J Kmg�O%J �0i
� `0L K�f�O%M�^ _�K�J K�L X�b ^ LlP O%X�Mf�`7^%J O%O%a�^ K7amIK�J `7^ X�J K�`7Mf�`7^%b O%g
^ K7amI�K7J `7^ X�J K7]�V ^TN�`7M~[�KyK�k�I�K7N ^ K7f�^ _�`7^�^ _�KyP b X�O%J K7L N�K7MN�K
w�X�`7M^ X�a�h�V K7b f�V L�J `0^ _�K7J�L am`7b b i
���%����7��7� � ���7 �¡ ¢�£�� ¡ ¤�¥!¦�§ ��O%L ^�_�X�amV N�L X�[�L ^ `7MN�K�L�L _�O%g

M`7^ V e�K�P b X�O%J K7L N K7MN�K�]0`7Mf�^ _�V L;K7amV L L V O%M"S g�V ^ _O>X�^`7f�f%V ^ V O%M"O%P
Ih�J K�MK7\rg�`7LsL ^ X�f�V K7f~`7Ltg�K7b b imx M�U%V W7X�J K�¨7`q^ _K�J O%O%am�
^ K7amI�K7J `7^ X�J K"P b X�O>J K7L N�K�MN�K"K�a�V L L V O>M�`7MfTK7k N�V ^ `7^ V O%MTL IK�N�^ J `
O%P>c0©���Q�R�`7J KnL _�O%g�Mi�x M"^ _�K�U%{>|vK7k IK�J V amK7M^ Ll`7M"K�k�N�V ^ `7^ V O>M
J `7MW7KZ[�K7^ g�K7K7M�ª0Y } `7Mf�ª7¨ } M�a�gn`0LnI�J O%[�K�f�i � `7L K�f�O>MT^ _K
L ^ K�`7f�h � L ^ `�^ K�L I�K�N�^ J `�^ _�V L%L _�O%X%b fn_�`7e�K�[%K�K�M�`lJ K�`7L O>M�`7[%b K�J `�MW�K
P O%J�K7k�N V ^ V MW�P b X�O%J O%I�_O>J K7L�O%P�_�XamV Nm`7N�V fvamO%b K7N�X�b K�L�V M^ Or`
e7V [%J O%MV NZb K7e�K7b%O%P�`ZN�O%J J K7L I�O%Mf%V MWZc d L ^ `7^ K7i%Q�O%g�K7e�K7J ]%XM�f�K7J
^ _%K�K7k I�K�J V amK�M^ `7b N�O>Mf%V ^ V O>M�L�`�I�I�b V K�fnMO�L V W7M�V P V N�`�M^�U>{>|�K�P P K7N ^
g�`7L�P O%X�MfuP O>Jv^ _�K�V Me�K7L ^ V W7`7^ K7fu_�X�a�V Ns`7N�V f�L i"R~^ h�I�V N�`7b
P b X�O>J K�L N�K�MN KlK�amV L L V O%M�P O%X�M�f�P O>J0_�X�a�V N�`7N V f�L%`7^�� }l« V L�L _�O>g�M
V MTU%V W7X�J KZ¨0[�i
c0V MN�KZb V W7MV M�`7MfmP X�J ^ _�K�J�I�b `7M^�am`7^ K7J V `7b�V LnN�O%ML V f%K7J K�f�`7L

IJ K7N�X�J L O>J LnO%P�_�X�amV NZ`7N�V f%L ]%V ^�V L�J K7`7L O%M`7[%b KZ^ Om`7^ ^ J V [�X�^ KZ^ _K
O%[�L K7J e�K7fvP b X�O%J K7L N�K7MN�K�^ Ora�O>V K�^ V K7L�L X�N�_z`7L�w%XV M�O%MK7L�`7Mf
`0J O%am`7^ V N;_�h�f�J O%k h;N�`7J [�O%k h�b V N;`7N�V f%L�S ¬0

-

¬7® \ i x ^>V L�g�K7b b � �7MO%g�M
^ _�`7^�P O>J;^ _�V LnN�b `7L LnO%PN�O%amIO>X�Mf�LnO%P ^ K�MT`Zb `7J W7KZc0^ O%�7K7L ¯�L _�V P ^
V LnP O%X�M�f�V Mm^ _�K7V JlL ^ K7`7f�h�� L ^ `7^ K!K�a�V L L V O>MmL I�K7N�^ J `ZN `7XL K�f�[�h�`
b `7J W7KmN�_�`7MW7KmV Mvf�V I�O%b Kma�O%amK7M�^nO%J�[�hm`�I�J O%^ O>MzK�k�N�_�`7MW7K
IJ O%N K7L L i �TO>J K�O%e�K7J ] _�X�amV N�`7N V f�L�`7J KlN�O>ML V f%K7J K7f�`7L%P `7V J b hlb `7J W7K
IO>b h�K7b K7N ^ J O%b h7^ K7L ] `7Mf�] ^ _�K7J K7P O%J K7] V M�^ J `0amO>b K�N�X�b `7J0a�O>^ V O>ML�f�X�K
^ O�K�b K�N�^ J O%MV N�K�k�N V ^ `7^ V O>Mv`7J K�b V �7K7b h�^ OTO%N�N�X�J�`7LZgnK7b b i�c0^ J O>MW
V Mf�V N�`7^ V O%ML!^ _�`7^�^ _�K�I�J O%N K7L L K7L!f%K7L N�J V [�K7fT`0[%O%e�K�O>N�N�X�J�`7Mf
N�O%M^ J V [�X�^ K�^ O!^ _�KnO%[�L K7J e�K7fZP b X�O%J K�L N�K7MN K�K�a�V L L V O>M"g�K�J Kn`7b L O
P O%X�M�fnV M�^ V amK�� J K�L O>b e�K�f�P b X%O%J K�L N�K�M�N�K�K�k I�K�J V amK7M�^ L�gnV ^ _�_%X�amV N
L X[%L ^ `7MN K7Ln`7M�fm^ _�K7V Jla�K�^ `7b%N�O>a�I�b K7k K7LnS ¬7° ±n²7� \ i>j_�K!J K�L X�b ^ L
J K7I�O%J ^ K7fn_K�J KlP X�J ^ _K�J>L X�I�I�O%J ^�^ _�KlI�J K�e7V O>X�L b h�I�J K7L K�M^ K�f�f�`7^ `7i
�k N�V ^ K7f�� L ^ `7^ KnJ K7`7N�^ V O%ML ]7K�i W7i ]7V M�^ J `0amO%b K7N�X�b `7J�I�J O%^ O%M"^ J `7ML P K7J
`0M�f�³ O%J�N�_�`7J W7K�^ J `7ML P K7J�J K7`7N�^ V O>ML ]7`7J K�b V �7K7b hn^ OZO>N�N�X�J�K7e�K7M"`7^
e7K�J hsb O>g´^ K7amI�K7J `7^ X�J K7Lzgn_V N _�N O%X�b fq[�K�`7M�K�k�I�b `7M`7^ V O%M
S ^ O>W7K7^ _�K7J�g�V ^ _�^ _�K!_�K7^ K7J O>W7K7MK7V ^ h!O>P^ _K!Q�R\�P O>Jl^ _�K!MO%M�O%[��
L K�J e `7^ V O>M�O>P `�N b K�`�J0U>{>|mK�P P K�N�^ P O%J7^ _%K�_%X�amV N`7N V f%L>V M�e K�L ^ V W�`7^ K�f%i
��V P P K7J K7M�N�K7LnV MT^ _�K�V M�^ K�J `7N�^ V O>ML�f%X�K�^ O�^ _�KZO%J V W7V M�O%P�^ _�K�Q�R
N�`7b b�P O%J`nf�K�^ `7V b K7fZV Me�K7L ^ V W7`7^ V O>M�O%P>^ _�KnN�O%J J K7b `0^ V O%M�g�V ^ _�O>^ _�K7J

N _�`7J `7N ^ K�J V L ^ V N�L%L X�N�_n`7L�P X�M�N�^ V O%M�`7b W7J O%X�I�L%`7Mfn[�X�V b f%V MW�[�b O>N��7L
O>P�^ _�K�_�X�a�V N L i
µ%¶�·7¸ ¹>ºT» ¼>½>¾;¿�¼;¸ À Á
j_�K�`7X�^ _�O%J Lm`7J K�W7J `7^ K�P X�bn^ Oz^ _�K���K�X�^ L N�_�K�U%O%J L N _�XM�W7L W7K7�
amK7V M�L N�_�`7P ^;P O>J�L X�I�IO>J ^ V MW�^ _�K�gnO%J ��P V M`7MN�V `7b b h"g�V ^ _V Mr^ _�K
Â�Ã c0x ÄsI�J O%W7J `7amij_�K7h"K�L I�K7N�V `7b b h�^ _�`7M�"��J iÄ�iR[�[�^ � � J `7X�M
P O%J;^ _�K�L X�I�I�b hZO%P�^ _KZ_�XamV NZ`7N�V fma�`7^ K7J V `7b L i
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2.2.4 Interaction between natural organic matter (NOM) and
polycyclic aromatic compounds (PAC) - comparison of
fluorescence quenching and solid phase micro extracti-
on (SPME)

T.E. Doll, F.H. Frimmel, M.U. Kumke, G. Ohlenbusch
Fres. J. Anal. Chem., 1999, 364, 313 - 319.

Die Wechselwirkungen von Phenanthren und 9-Aminophenanthren mit HS verschie-
dener Ursprungsorte wurden mittels SPME und Fluoreszenzspektroskopie unter-
sucht. Die beim Vergleich der Ergebnisse beobachteten Differenzen wurden im Zu-
sammenhang mit Unterschieden in der Art der durch die Methode detektierten
Wechselwirkungen interpretiert. Es wurden zwei unterschiedliche Arten von Wech-
selwirkungen postuliert. In Fluoreszenzlöschexperimenten wird die Summe beider
beobachtet und kann nicht differenziert werden, während in SPME-Experimenten
nur einer der beiden Mechanismen zu beobachten ist. Damit wird der gefundene
Unterschied in den durch die beiden Methoden gemessenen Sorptionskonstanten
erklärbar. Während mit der SPME Aktivitäten der Analyten bestimmt werden,
ist die Messung der Fluoreszenz konzentrationsbezogen (s. auch 2.2.1). Aus den
SPME-Experimenten konnten desweiteren auch Hinweise zum Aggregationsverhal-
ten von HS abgeleitet werden. Die Sorptionskonstanten KH und KDOM für c(PAK)
= const. bzw. c(HS) = const. waren verschieden, da die Anzahl der qualitativ unter-
schiedlichen Bindungsplätze im Verhältnis zur Anzahl der PAK-Moleküle in beiden
Ansätzen unterschiedlich variiert.
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2.3 Wechselwirkung von Huminstoffen (HS) mit Me-

tallionen

Die Löschung der intrinsischen HS-Fluoreszenz durch Men+ wurde systematisch mit
stationären und zeitaufgelösten Fluoreszenztechniken untersucht. Es wurde vor al-
lem der Mechanismus der Löschung hinterfragt. Dabei wurde gefunden, dass

• neben der Löschung durch die Komplexierung bestimmter Metallionen (z.B.
Al3+ und Ga3+) die HS-Fluoreszenz auch verstärkt werden kann,

• bestimmte Metallionen (z.B. Eu3+) einen Einfluss auf die Fluoreszenzabkling-
kinetik der HS haben,

• durch die Komplexierung von Men+ die HS einen Teil der konformativen Frei-
heiten verlieren,

• es in den Metall-HS-Komplexen durch Photoanregung zu Ligand-zu-Metall-
Ladungstransfer-Prozessen kommt.

Qualitativ läßt sich die Löschung der intrinsischen Fluoreszenz durch Komplexier-
ung von Metallionen als die Kombination aus äußerem Schweratomeffekt, Veränder-
ung der konformativen Freiheit der HS und Ladungstransfer-Reaktionen verstehen.
Besonders die Bedeutung von konformativen Veränderungen, wie sie etwa für eine
Reihe von organischen Fluorophoren als TICT-Zustände (twisted intramolecular
charge transfer) beschrieben sind, war bisher unterbewertet worden.
In den folgenden Veröffentlichungen wurden Effekte der Metallkomplexierung auf
die Fluoreszenzeigenschaften - vor allem auf das Fluoreszenzabklingverhalten - von
HS untersucht:

12. M.U. Kumke, C. Tiseanu, G. Abbt-Braun, F.H. Frimmel
J. Fluorescence, 1998, 8, 309 - 318.
Fluorescence decay of natural organic matter (NOM) - Influence of fractionation, oxidation,
and metal ion complexation.

13. C. Tiseanu, M.U. Kumke, F.H. Frimmel, R. Klenze, J.I. Kim
J. Photochem. Photobiol. A, 1998., 117(3), 175 - 184.
Time-resolved fluorescence spectroscopy of fulvic acid and fulvic acid complexed with Eu3+

- A comparative study.

14. J.-M. Monsalier, F. Scherbaum, G. Buckau, J.I. Kim, M.U. Kumke, C.H. Specht,
F.H. Frimmel
J. Photochem. Photobiol. A, 2001, 138, 55 - 63.
Influence of photochemical reactions on the complexation of humic acid with europium(III).

Bezug zur aktuellen Literatur Auf die Literatur speziell im Zusammenhang
mit der Komplexierung von Ln3+-Ionen durch HS wird in Kapitel 3 eingegangen.
Die Speziation von Metallionen in natürlichen Systemen wird durch die Anwesen-
heit von Huminstoffen in diesen bestimmt. Für eine erfolgreiche Modellierung des
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Transportverhaltens verschiedener Metallionen in der Umwelt ist daher das Ver-
ständnis der Metall-HS-Wechselwirkungen von entscheidender Bedeutung [76]. Erst
dann können verlässliche Modelle erarbeitet werden, die eine qualitative und quanti-
tative Beschreibung der relevanten Prozesse in der Umwelt erlauben. Diese sind z.B.
für Langzeitsicherheitsanalysen bei der Planung von End- und Zwischenlagerstät-
ten für radioaktive Abfälle oder andere schwermetallhaltige Abfälle bedeutsam, um
Transport- und Mobilisierungsverhalten entsprechend den geogenen Bedingungen zu
erfassen [76–80]. Zur Beschreibung der HS-Men+ -Wechselwirkungen sind verschie-
dene Modelle entwickelt (bzw. weiterentwickelt) worden, von denen das bekannteste
wohl das NICA-Donnan Modell ist, daneben sind weitere Modelle vorgestellt wor-
den, die für spezielle Fragestellungen entsprechend den Anforderungen verfeinert
sind [80–90].
Neben elektrochemischen Methoden sind spektroskopische Verfahren weit verbrei-
tet zur Quantifizierung von verschiedensten Me3+-Spezies. Atomabsorptionsspek-
troskopie (AAS) und Massenspektrometrie (MS) gekoppelt mit verschiedenen chro-
matographischen Verfahren sind gängige analytische Methoden, die zur Quantifi-
zierung von Metallen verwendet werden und mehr oder weniger gut zur Speziation
der Metallionen in Gegenwart von HS geeignet sind [91, 92]. Der Nachweis über
die intrinsische HS-Fluoreszenz und/oder die intrinsische Ln3+-Lumineszenz (bzw.
Ac3+-Lumineszenz) hat den Vorteil, dass eine direkte Untersuchung ohne eine vor-
hergehende chromatographische Trennung erfolgen kann, das System HS-Men+ wird
also nahezu ungestört untersucht. Es wurden einfache Emissionsspektren, synchrone
Emissionsspektren und Totale Lumineszenzspektren (excitation-emission matrices,
EEM) aufgenommen [93].
In den synchronen Fluoreszenzspektren der HS wurden bei Zugabe von Men+ unter-
schiedliche Veränderungen in den verschiedenen Fluoreszenzpeaks beobachtet, wor-
aus Rückschlüsse auf die Anzahl der beteiligten, unterschiedlichen Bindungsplätze
für Men+ in HS gezogen wurden [89, 94–97]. Ähnlich wurde in der Auswertung der
EEM vorgegangen [98]. Die Auswertung und Bestimmung der Wechselwirkungskon-
stanten wurde oft mittels einer Stern-Volmer-Analyse gemacht oder nach modifi-
zierten anderen Modellen, wie z.B. von Ryan und Weber [88, 94, 96, 99]. Aus diesen
Messungen wurden häufig zwei bis drei verschiedene Bindungsplätze in den HS ab-
geleitet.
Neben der intrinsischen HS-Fluoreszenz wird die intrinsische Lumineszenz verschie-
dener Lanthanide und Actinide als Sonde genutzt, um die Wechselwirkung von Men+

mit HS zur charakterisieren. Dabei werden zeitaufgelöste Fluoreszenzspektren (time-
resolved laser fluorescence spectroscopy, TRLFS) gemessen, in denen Beiträge durch
Hintergrundfluoreszenz ausgeblendet werden und so das reine Signal der Lanthani-
de bzw. Actinide detektiert werden kann. Da die Hintergrundfluoreszenz meist auf
der Nanosekundenzeitskala, die Lumineszenz von Lanthaniden und Actiniden aber
auf der Mikrosekundenzeitskala erfolgt, kann dies mit hoher Effizienz experimen-
tell leicht durchgeführt werden. Die Hypersensitivität verschiedener Übergänge der
Ln3+- und Acn+-Ionen spielt hier bei der Speziation der Komplexe eine ganz wichtige
Rolle (s. auch Kapitel 3). Bei den Lanthaniden wurde das Eu3+ häufig als Lumi-



2.3. WECHSELWIRKUNG HS MIT METALLIONEN 123

neszenzsonde eingesetzt, bei den Actiniden waren es für die +III-Oxidationsstufe
das Cm3+ und das Am3+ [100–103]. Neben den Wechselwirkungen mit HS wurden
zunehmend auch ternäre Systeme betrachtet, in denen Kolloide bzw. feste Ober-
fläche in die Betrachtungen miteinbezogen wurden [102–105]. Außerdem wurde die
Rolle von mikrobiologischen Prozessen auf die Mobilität von Metallen verstärkt un-
tersucht [106]. Durch Hypersensitivität einzelner f -f -Übergänge konnten Komplexe
mit Huminstoffen, OH− sowie CO2−

3 unterschieden und die konditionellen Wech-
selwirkungskonstanten bestimmt werden [100]. Das Verhalten von Uran-Spezies in
verschiedenen Umweltkompartimenten, insbesondere die Wechselwirkung mit HS,
wurde mit verschiedenen Fluoreszenzmethoden charakterisiert, z.B. indem die Fluo-
reszenzlöschung im Zusammenhang mit verschiedenen HS-Fraktionen, die durch Gel-
permeation erhalten wurden, quantifiziert wurde [107]. Weiterhin wurde die Spezia-
tion von U(VI) (meist das UO2+

2 ) intensiv mittels TRLFS verfolgt [88,108]. Parallel
zu Untersuchungen von HS/UO2+

2 -Komplexen wurden auch Komplexe mit einfachen
Modellliganden, wie z.B. Malonsäure und anderen aromatischen Carbonsäuren, qua-
litativ und quantitative mittels TRLFS charakterisiert [109–111].



124 KAPITEL 2. EIGENE ARBEITEN - VON 1995 BIS 2000

2.3.1 Fluorescence decay of natural organic matter (NOM)
- Influence of fractionation, oxidation, and metal ion
complexation

M.U. Kumke, C. Tiseanu, G. Abbt-Braun, F.H. Frimmel
J. Fluorescence, 1998, 8, 309 - 318.

Die Bestimmung der Komplexierungskonstanten von HS für verschiedene Metallio-
nen wird häufig über eine Stern-Volmer-Auswertung der Löschung der intrinsischen
Huminstofffluoreszenz durchgeführt. Das Problem hierbei ist, dass der Zusammen-
hang zwischen Metallbindungsplätzen der HS und den Fluorophoren unklar ist und
dass der wirksame Löschmechanismus weitgehend ungeklärt ist. Durch detailier-
te Untersuchungen, vor allem in zeitaufgelösten Fluoreszenzexperimenten, wurden
die wirksamen Löschmechanismen hinterfragt. Die Fluoreszenzabklingkinetiken von
HS verschiedener Ursprungsorte wurden in An- und Abwesenheit von Cu2+, Fe2+,
Al3+, und Eu3+ gemessen und mittels Verteilungsfunktionen bzw. globaler Analyse
ausgewertet. Zusätzlich wurden die HS gezielt durch Fraktionieren oder Oxidieren
modifiziert. Es zeigten sich je nach betrachtetem Metallion unterschiedliche Einflüs-
se auf die Fluoreszenzabklingkinetiken. Für Kupfer wurde kein Einfluss beobachtet,
während die übrigen Metallionen deutliche Veränderungen in den Fluoreszenzab-
klingkinetiken verursachten. Als mögliche Gründe hierfür sind die veränderte Kon-
formation der HS durch die Einbindung von Metallionen zu nennen, die sich beson-
ders bei Ionen mit großer Ladungsdichte (also z.B. Al3+) bemerkbar macht oder der
mögliche Energietransfer vom Liganden (hier: HS) auf das Metallion. Dies ist für
die Lanthanide (besonders Eu3+ und Tb3+) zu berücksichtigen.
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2.3.2 Time-resolved fluorescence spectroscopy of fulvic acid
and fulvic acid complexed with Eu3+ - A comparative
study

C. Tiseanu, M.U. Kumke, F.H. Frimmel, R. Klenze, J.I. Kim
J. Photochem. Photobiol. A, 1998., 117(3), 175 - 184.

In zeitaufgelösten Fluoreszenzuntersuchungen wurden neben den Fluoreszenzab-
klingkinetiken bei verschiedenen Emissionswellenlängen die zeitaufgelösten Fluores-
zenzspektren von aus Grundwasser isolierten HS gemessen und der Einfluss der
Komplexierung von Eu3+ untersucht. Durch die Metallkomplexierung änderten sich
die operational-definierten Fluoreszenzabklingzeiten nur wenig, allerdings änderten
sich die relativen Anteile dieser deutlich. Es zeigte sich eine Abhängigkeit der Pa-
rameter von Anregungs- und Emissionswellenlänge. Die mittlere, gewichtete Fluo-
reszenzabklingzeit nahm mit zunehmender Emissionswellenlänge zu. In Gegenwart
von Eu3+ war dieser Effekt reduziert. Noch deutlicher konnte der Effekt der Kom-
plexierung von Eu3+ in den zeitaufgelösten Fluoreszenzspektren der untersuchten
HS gezeigt werden. So wurde beispielsweise der Schwerpunkt im Fluoreszenzspek-
trum in Abhängigkeit von der Zeit nach Anregung betrachtet. In Abwesenheit von
Eu3+ verschob sich der Schwerpunkt deutlich bathochrom, während diese durch die
Komplexierung von Eu3+-Ionen fast vollständig aufgehoben wurde. Als Gründe für
die beobachten Veränderungen in der Fluoreszenzabklingkinetik können eine verän-
derte Konformation (oder Konformationsdynamik) und Energietransferprozesse in
Betracht gezogen werden.
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Time-resolved ¯uorescence spectroscopy of fulvic acid and
fulvic acid complexed with Eu3� ± a comparative study

C.-D. Tiseanu1,a, M.U. Kumkea, F.H. Frimmela,*, R. Klenzeb, J.I. Kimb
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Abstract

In this work a systematic characterization of the ¯uorescence kinetics of fulvic acid by means of a single-photon time correlation

technique is reported. The data were extracted from both single decay curves and time-resolved emission spectra and analyzed by the

exponential series method. The results strongly suggest the existence of a tri-modal decay time distribution with peak decay time values

centred around 0.7, 3 and 10 ns. The relative amplitudes of the decay time distributions were shown to depend on the emission wavelength,

indicating a three-species mixture with slightly different emission maxima and widths. As sustained by time-resolved emission spectra the

same species of ¯uorophores are responsible for the ¯uorescence kinetics behaviour of fulvic acid at all excitation wavelengths used in the

experiments. For the ®rst time these techniques and methods were applied in investigating the effects of the Eu3� complexation upon

¯uorescence kinetics of the fulvic acid. Single decay analysis indicates that the peak decay time values are not affected by Eu3� addition at

all emission and excitation wavelengths used in the experiments. On the contrary, the dependency of relative amplitudes on emission

wavelength was greatly reduced in comparison with the uncomplexed fulvic acid. This effect is further evidenced by analysing the

barycenter transients of time-resolved emission spectra. Finally, it is also indicated that within the temporal resolution of the experimental

set up used the singlet states play no role as donor states in intramolecular energy transfer from the organic fulvic acid ligands to the Eu3�

energy levels. # 1998 Elsevier Science S.A. All rights reserved.

Keywords: Time-resolved ¯uorescence; Fulvic acid; Europium ion

1 . Introd uction

Humic substances (HS) ± humic acids (HA) and fulvic

acids (FA) ± are macromolecular compounds with a very

complex and heterogeneous structure that show polyfunc-

tional, polyelectrolytic and conformationally related proper-

ties [1±4]. Consequently, the ¯uorescence of dissolved

HS depends strongly on their origin, molecular weight,

concentration, pH, ionic strength, temperature, redox poten-

tial of the medium and ®nally on the interactions with

organic xenobiotics and anorganic constituents, e.g. metal

ions [5,6].

During the last decade ¯uorescence spectroscopy has

been successfully applied in extracting useful information

on quantitative and qualitative aspects of HS. However, only

little reliable data on the dynamic ¯uorescence behaviour

of HS (e.g. ¯uorescence decay times, time-resolved

¯uorescence emission spectra (TRES)) have been reported

in the literature.

Recently, the maximum entropy method (MEM) was used

for the data analysis of FA ¯uorescence decays indicating a

tri-modal ¯uorescence decay times distribution for the

investigated FA [7]. The peak decay time values reported

were around 1, 3 and 10 ns. In a more detailed study [8], HS

from different aquatic origins were investigated by means of

a different deconvolution algorithm (exponential series

method, ESM), and again a tri-modal distribution with

similar peak decay time values was found for the investi-

gated HS as well. The study proved the applicability of time-

resolved ¯uorescence measurements for the investigation of

the molecular dynamics of humic substances. A suggestion

to relate certain parts of the calculated ¯uorescence decay

time distribution with structural subunits of the investigated

humic substances was made.

The acidic functional groups of HS are an abundant

source of metal binding sites in the natural environment.

Studies of metal binding to HS are of great environmental

interest because of the biological and physicochemical
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properties of metals which are often dramatically changed as

a result of complexation by HS [9,10].

In order to understand how these heterogeneous organic

macromolecules bind metals within a large range of binding

energies, TRES has been used to study changes in the

luminescence spectra of lanthanide metal ion when binding

to HS. The study of sensitised ¯uorescence by energy

transfer from the excited chromophores to the f-element

ion may yield, among others, information about binding

distance between the organic ligand and the metal ion. One

of the metals most extensively studied is the Eu3� ion. As

reported by other authors, Eu binding to humic substances

resulted in sensitised Eu3� luminescence following the

intramolecular energy transfer (IMET) from HS ligands

to Eu excited levels [11±16]. The `traditional' picture of

IMET is based on the donor character of the triplet state of

the organic ligands which transfers the excitation energy

through a dipole±dipole interaction mechanism to the

excited Eu3� levels. For a recent review on IMET, see,

for example, reference [17].

This assumption, however, lacks two important experi-

mental evidences: (a) the impossibility of observing the

phosphorescence of the donor (e.g. the triplet state of HS)

at room temperature and in solution due to strong quenching

processes. In other words, no experimental observations of

the dynamic effect of energy transfer manifested as a fast

initial drop in the luminescence kinetics of the HS donor

could be extracted; (b) no effects of the energy transfer

may be inferred from the acceptor (Eu3�) luminescence as

well, within the usual temporal resolution reported in such

studies.

Our preliminary results obtained in a different series of

TRES experiments (details will be published elsewhere)

indicate that the rate of the energy transfer from FA to

Eu3� is faster than the temporal resolution of the instru-

mental set up (approx. 10 ns) e.g., larger than 10ÿ7±

10ÿ8 sÿ1. In this case, quantitative estimations of the energy

transfer from the acceptor (Eu3�) luminescence kinetics

were not possible, as no rise time in Eu3�-sensitised lumi-

nescence was detected.

Moreover, the mechanism of IMET from the donor triplet

state to most of the excited state levels of the lanthanide ions

is a (super)exchange one as imposed by the W igner±Pauli

rule [17,18]. In this case, information on distances between

ligand and metal ion commonly obtained within the

Foerster±Dexter formalism is not straightforward to obtain

[19]. However, this rule may be relaxed in case of the mixing

of the triplet states with energetically closely situated singlet

states.

To the dif®culties one usually encounters in TRES studies

concerning interactions between HS and Eu3� ions (as well

as other lanthanides and actinide ions), we must add the lack

of reliable data concerning the effects induced by lanthanide

ions on the ¯uorescence kinetics of humic substances.

There are three issues we investigate in this paper: (1) the

kinetics of the FA ¯uorescence and its dependence on

excitation wavelength, emission wavelength and FA con-

centration, (2) the effects induced by Eu3� binding on the FA

¯uorescence kinetics, and (3) the possible role of FA singlet

states as a donor state for an energy transfer from FA ligands

to Eu3�. The latter issue was imposed by (a) the dense

scheme of excited energy levels presented by Eu3� in the

region of FA ¯uorescence (e.g. between 390 and 550 nm)

[20] and (b) some earlier observations according to which in

some of the lanthanide complexes, the IMET process seems

to occur through a direct resonance energy transfer between

a ligand singlet level and a lanthanide ion level [21]

2. Experimental details

The time-resolved ¯uorescence measurements were per-

formed using a FL900CDT ¯uorescence decay time spectro-

meter (Edinburgh Analytical Instruments, UK) in the time-

correlated single photon counting mode. The instrument was

set up in a T-geometry format with two analyzing detection

channels. The grating of the excitation monochromator was

blazed at 250 nm and the grating of the emission mono-

chromators was blazed at 500 nm for optimal performance.

The linear dispersion of the monochromators was 1.8 nm/

mm which determined together with the slit width the

spectral bandpass of the ¯uorescence measurements. For

the detection photomultiplier tubes (PMT) R1527 (Hama-

matsu) with a typical rise time of 2.2 ns were used. A nF900

ns ¯ash lamp (Edinburgh Analytical Instruments) ®lled with

nitrogen gas was used for the excitation of the samples. The

multichannel analyser (MCA) Norland 5000 (V iking Instru-

ments, USA) was operated in the pulse height analysis

mode. The memory of the MCA Norland 5000 consists

of 4096 channels. In the typical T-geometry format experi-

ment 1024 channels of the MCA were attributed to each

detection channel.

For data analysis the commercial software package of

Edinburgh Instruments was applied based on the ESM

approach and on the discrete components approach

(DCA). For a reliable data evaluation of complex ¯uores-

cence kinetics the acquisition rate (reported as the count rate

at peak maximum) is a crucial parameter. Experiments

at different levels of counts (103±105 counts at the peak

maximum) were performed and the in¯uence on ®tting

results was monitored.

The measurement time was usually below 4 h, and the

stability of the time pro®le of the excitation pulse was

controlled by monitoring the ¯uorescence decay of the

NOM samples and the excitation pulse in cycles of 5000

counts per cycle. In general, the counting rate was less than

1% for the natural organic matter samples under investiga-

tion and therefore pile-up problems in decay time analysis

were not likely to occur.

The excitation wavelengths in the time-resolved ¯uores-

cence experiments were 314, 357 and 379 nm. The experi-

ments were typically run at a time base of 100 ns with

176 C.-D. T iseanu et al. / J ournal of Photochemistry and Photobiolog y A: Chemistry 117 (1998) 175±184



138 KAPITEL 2. EIGENE ARBEITEN - VON 1995 BIS 2000

5 ns delay of the stop PMT. Fluorescence emission was

detected between 380 and 580 nm with a spectral bandwidth

of 9 nm.

Steady-state ¯uorescence measurements were performed

with a Perkin±Elmer LS 5B spectro¯uorometer. In the

standard steady-state experiments a spectral bandwidth of

10 nm in excitation and emission was used. Excitation

wavelengths of 314 nm were applied and the spectra were

recorded in the range between 350 and 600 nm. The spectra

were background corrected and for comparison purposes

normalized to the dissolved organic carbon concentration

(DOC, in mg/l). The Raman signal of pure water was used as

internal standard for the correction of day-to-day ¯uctua-

tions of excitation intensity. The ¯uorescence intensities

were not corrected for the inner ®lter effects nor for the

spectral difference of the PMT response because the spectra

were evaluated on a relative base and no change in the shape

of fulvic acid ¯uorescence was observed under experimental

conditions.

The fulvic acid fraction under investigation was extracted

from one of the deep ground waters in Gorleben area in

northern Germany. Details of the extraction and puri®cation

as well as basic data can be found elsewhere [22]. Stock

solutions of Eu3� were prepared by dissolving Eu2O3 in

0.1 M HClO4 and dilution with 0.1 M NaClO4. The pH for

pure and complexed FA samples was adjusted to approx. 6,

and the concentration of Eu3� was kept in all time-resolved

¯uorescence experiments at 10ÿ4 M.

Fluorescence was monitored for a DOC in the range

between 5 and 30 mg/l in steps of 5 mg/l. In general, the

in¯uence of Eu3� on FA ¯uorescence decay was monitored

for a DOC of 10 mg/l. All ¯uorescence measurements were

performed at room temperature.

3. Results

The time dependence of the ¯uorescence intensity I(t) was

measured and the data were analyzed using three discrete

exponential terms (DCA) and with a distributional analysis

based on the ESM, [23,24].

I�t� �

Z1

0

A���exp�ÿt=��d� (1)

In this approach up to 100 decay times ranging from 0.1 to

50 ns equally spaced in the logarithmic time scale were used.

The amplitude distribution A��� recovered by the ESM

represents the maximum probability of amplitudes among

the decay time components. The quality of the exponential

®t was determined from the randomness of the weighted

residuals distribution at �2 close to unity. The parameters of

¯uorescence decay obtained by the ESM are de®ned as

follows: (a) the distribution A��� is divided in as many peaks

(or decay components) as can be clearly separated by two

successive well-de®ned minima; (b) the peak decay time

values, � i, represent the average position of the peak i in ns,

calculated as:

�i �
X
j

Aj�j=
X
j

Aj (2)

calculated over all decay times j included in the peak i; the

relative amplitude Ai is the ratio of the peak surface
P

Aj

over the entire surface of the distribution. The ESM analysis

also provides the distribution width parameters re¯ecting

both the degree of inhomogeneity experienced by ¯uores-

cing species and noise effects. The experimental data consist

of a convolved decay curve, and thus the ESM recovery

curve, I(t), is obtained by iterative re-convolution with the

instrumental response function.

To obtain accurate ¯uorescence decay parameters, the

following steps were used: the visual inspection of the

experimental decay curves to establish the best ®tting range;

DCA ®t and ESM analysis together with choosing between

the optimum of the �2 values and the best images of the

residuals.

3.1. Single decay curves analysis

3.1.1. Dependence of the fluorescence decay of F A and F A

complexed with Eu3� on the excitation wavelength

F A: The FA ¯uorescence was excited at three excitation

wavelengths �ex�314, 357 and 379 nm, the ®rst two wave-

lengths were chosen around the maximum of the ¯uores-

cence excitation spectrum of the FA and the third

wavelength was selected at the red edge of the ¯uorescence

excitation spectrum (see Fig. 1).

W ithin the experimental spectral resolution, the shape

of FA excitation spectra were minimally changed upon

complexation with Eu3�: there were only second-order

Fig. 1. Excitation spectrum of the FA at room temperature (emission

wavelength is 450 nm). The excitation and the emission slit widths were

10 nm. The dotted line represents the background fluorescence spectrum

of water.
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changes observed in the difference spectrum (®gure not

shown). These changes may involve increased intensities

of certain modes but no changes in the eigenvalues of the FA

states.

In most cases, the decay time distributions obtained with

the ESM analysis had a three modes pattern with the

corresponding peak decay times centred around the follow-

ing values: 0.7±1; 3±3.6 and 8±10 ns with �ex�314 nm

(Fig. 2) and three to four peak decay times centred around

0.7±0.9, 2.2±2.7, 5±6 ns and 15 ns with �ex�357 nm,

respectively. At an excitation wavelength of 357 nm a fourth

decay time component appeared that could not be neglected,

as its relative amplitude was around 10% for emission

wavelengths larger than 450 nm. At an excitation wave-

length of 379 nm the decay parameters for the emission

wavelengths �em�390 nm and �em�420 nm were compar-

able with those obtained with �ex�314 nm.

Table 1 summarises the ¯uorescence decay parameters

found for the FA under different excitation wavelengths. The

results for peak decay time values, the relative amplitudes

and the mean decay times recovered by the ESM analysis are

also shown. W ithin certain limits, these results witness the

absence of a signi®cant excitation wavelength dependence

of the ¯uorescence decay time distribution. The ESM results

are in satisfactory agreement with the results recovered by

DCA (three-exponential ®tting).

FA complexed with Eu3�: In the time-resolved ¯uores-

cence experiments the concentration was 10ÿ4 M. At this

Eu3� concentration all metal binding sites were saturated.

Similar with the case of FA, the ESM results concerning

the ¯uorescence kinetics of FA complexed with Eu3� did not

reveal signi®cant changes with the excitation wavelength. At

each excitation wavelength a three-modes decay times dis-

tribution was calculated, the peak decay-times values being

unchanged in comparison with the values obtained without

Eu3�. For illustration, in Table 2 the decay parameters

obtained at �ex�314 nm are listed. The ESM results are

also in satisfactory agreement with the results recovered by

DCA (three-exponential ®tting).

3.1.2. Dependence of the fluorescence decay of FA and FA

complexed with Eu3� on the emission wav elength

FA: All the measured ¯uorescence decays were highly

non-exponential and showed a large variation as the emis-

sion wavelength �em was varied in the range between 390

and 550 nm. The mean decay times at �ex�314 and 357 nm

increased up to 50% and 200%, respectively (see Table 1).

At �ex�379 nm the ¯uorescence decay was measured at two

emission wavelengths 390 and 420 nm. Therefore no trend

of the mean decay time over the emission range could be

inferred. Below, we resume the results obtained with

�ex�314 nm, with the emphasis that these results could also

be regarded representative for �ex�357 nm, and for

�ex�379 nm: (a) all peak decay time values showed a slight

shift in the same direction (towards larger values) with

increasing emission wavelengths. However, due to experi-

mental and method calculation errors this trend has to be

judged very carefully. (b) there was a continuous redistribu-

tion of the relative amplitudes between the shortest and the

longest decay time values, in a sense that the latter is

favoured at longer emission wavelengths. The second decay

constant represented the majority of the ¯uorescence decay

components and it showed only a slight variation of its

relative amplitude (about 45±55%) over the measured emis-

sion wavelength range. Therefore, variation of the FA

¯uorescence mean decay time across the emission spectrum

could be related to changes in the relative amplitudes of the

®rst and the third component of ¯uorescence decay. At

�ex�357 nm and for emission wavelengths larger than

450 nm, the middle decay time components, centred around

2 and 6 ns, redistributed their relative amplitudes in the

sense that the 6 ns decay time became favoured at longer

emission wavelengths. (c) There was a signi®cant contribu-

tion to the decay time distribution at short decay times (up to

35±40%) at the blue edge of the emission spectrum at

�ex�314 nm and up to 30% at �ex�357 nm. This feature

is typical of FA from different origins [8] and, as resulted

from our data, this parameter did not vary with the con-

centration of the FA. (d) For the longest decay component

obtained at �ex�314 nm there was a larger dispersion of its

values between 6 and 10 ns, most probably due to the noise

effects which imposed different ®nal ®tting range values in

Fig. 2. The fluorescence lifetimes distribution of the FA recovered by

ESM. Excitation wavelength: 314 nm (bandwidth 10 nm). Temperature

188C. Above: �em�390 nm; 4�104 counts in the peak channel. The

corresponding �2 value was 1.037. Below: �em�530 nm; 4�104 counts in

the peak channel. The corresponding �2 value was 1.098. Fluorescence

decay parameters values are listed in Table 1.
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each of the cases. (e) All values of relative amplitudes were

positive over the whole emission range studied, i.e. no

tendency to negative values for the third amplitude was

observed, even for emission wavelengths longer than

500 nm. (f) The decay parameters were invariant with FA

concentration in the range between 5 and 15 mg/l dissolved

organic carbon (DOC).

FA complexed with Eu3�: In contrast to the slight depen-

dency of the decay parameters of FA complexed with Eu3�

on the excitation wavelength, the variation of the emission

wavelength gave strong differences relative to the FA ¯uor-

escence mainly at the blue and the red edges of the emission

spectra. To illustrate these changes, in Fig. 3 the decay

curves of FA and FA complexed with Eu3� are presented,

measured at the spectral edges of the emission spectra at

�ex�314 nm

As shown in Fig. 3, the effects of Eu3� complexation on

FA ¯uorescence kinetics can be resumed as follows: (1) at

the blue edge (390 nm), the kinetics of FA in the presence of

Eu3� was slowed down in the ®rst approx. 20 ns while for

times longer than approx. 40 ns the kinetics was accelerated;

(2) at the red edge of the emission spectra (530 nm), the

opposite effect was observed and (3) the effect of Eu3� on

FA ¯uorescence kinetics was stronger with decreasing emis-

sion wavelengths (Tables 1 and 2, Fig. 3).

Upon the addition of Eu3�, we found that the differences

in FA ¯uorescence decay times between the extremes of the

emission range investigated were strongly reduced; a sur-

prising result if one takes into account the strong variation of

FA ¯uorescence kinetics with emission wavelength. For

comparison, in Fig. 4 the experimental decay curves of

FA and FA complexed with Eu3� are shown measured at

�em�390 nm and 530 nm with �ex�314 nm.

As expected, the decay parameters for FA complexed with

Eu3� showed a only slight dependence on the emission

Table 1

Dependence of the fluorescence decay parameters of FA on the emission wavelength recovered by ESM (excitation wavelengths �ex�314, 357 and 379 nm,

temperature 188C)

�ex (nm) �em (nm) Peak decay times, � i (ns) and relative Ai (%) �mean
a (ns) �2

314 390 0.7�0.3 3.1�0.9 9�1.1 5.2 1.037

36 51 13

357 390 0.7�0.4 2.2�1 6.1�1.2 4.1 1.065

31 46 21

314 420 0.8�0.5 3.3�1.1 10�1.5 6.2 1.074

27 56 17

357 420 0.7�0.3 2.3�0.9 6�0.6 16�1.2 6.9 0.985

21 46 28 5

379 420 1�0.6 3.2�1.1 8.5�1.4 5 1.121

39 47 14.5

314 450 0.8�0.5 3�0.9 8�0.9 5.7 1.034

25 49 26

357 450 0.9�0.6 2.5�1.2 5.5�1 15�2.5 7.3 1.155

23 35 34 8

379 450 1�0.5 3.2�0.6 8�0.8 5.4 1.023

27 48 22

314 490 0.9�0.6 3.3�1.2 9�1.5 6.4 1.046

22 51 27

357 490 0.7�0.4 2.2�0.8 5.1�0.9 15 8.5 1.080

13 34 39 10

314 530 1�0.6 3.2�0.9 9�1.1 6.7 1.098

18 52 30

357 530 0.8�0.6 2.7�0.8 6.5�0.9 15�2.4 8.5 1.043

13 40 35 12

314 550 1�0.5 3.6�0.6 10�1.2 7.5 1.025

16 51 33

357 550 0.8�0.7 2.2�1.2 5.7�1.4 16�2.6 8.8 1.117

14 32 43 10

a�mean is calculated according to equation: �mean �
P

Ai�
2
i =

P
Ai�i, which emphasises the long time component of the decay function.

Table 2

Fluorescence decay parameters of FA complexed with Eu3� at different

emission wavelengths (excitation wavelength �ex�314 nm, temperature

188C, ((Eu3�)�10ÿ4 M)

�em(nm) Peak decay times, � i (ns) and relative Ai (%)�mean (ns) �2

390 0.7�0.5 3.2�0.7 11�0.8 6.9 1.037

29 54 17

420 0.7�0.6 3.1�0.9 11�1.1 7.2 1.074

26 55 19

450 0.75�0.5 3.2�0.8 10�1.1 7.7 1.034

26 50 24

530 0.8�0.5 3.2�1.1 11�1.4 7.7 1.098

27 49 24

�mean is calculated as shown in Table 1.
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wavelength for the decay time distribution with the peak

decay time values centred at 0.7, 3.1 and 11 ns, and the

relative amplitudes of 27±29% , 49±54% and 17±24% ,

respectively (Table 2). Also, the mean decay times varied

only slightly with emission wavelength: 10% in comparison

with a 50% increase in the mean decay time of the FA over

the same emission spectral range is measured at

�ex�314 nm (Table 2).

3.2. T ime-resolved emission spectra

TRES were reconstructed from 20±21 individual decays

as a function of emission wavelength in the range between

390 and 580 nm (bandwidth 9 nm) with a 10 nm spectral

step. Fluorescence was excited at 314, 357 and 379 nm and

the decays were accumulated up to approx. 3�104 counts in

the peak channel. Each decay curve was ®tted with a three-

exponential function by using an iterative reconvolution

scheme to partially remove the effects of instrumental

broadening.

To describe quantitatively the evolution in time of the

emission spectra, the experimental spectra were ®tted at any

time to a log-normal line shape [25]. Two parameters were

used: (a) the barycenter in frequency, B(t) was computed

from the raw spectra and (b) emission maxima vmax were

determined from the log-normal line shape ®tted spectra.

In contrast to the single-curve decay analysis, the con-

struction of time-resolved emission spectra has the advan-

tage that the full contour of the emission spectrum obtained

from an analytical procedure may lead to a better visualisa-

tion of processes occurring in the excited state. This is

especially important for the extraction of qualitative and

to a less extent quantitative effects on FA ¯uorescence

induced by Eu3� complexation. The analysis of the TRES

performed involved at least two steps of non-linear regres-

sion which were the ®tting of the decay curves at each

emission wavelength to a multi-exponential form (to a

three-exponential function in our case) and a ®tting of the

emission spectra at each moment t to a log-normal gaussian

line shape function. In more sophisticated approaches

of dynamical relaxation, the transient of the spectral shift

is also ®tted to a multi-exponential form [26]. An error

source imposed by our experimental set-up was the normal-

ization of emission spectra [27] because the steady-state

emission spectra and TRES were measured on different

instruments.

In order to overcome these limitations, all TRES results

were discussed only on a comparative basis: TRES were

compared either at different excitation wavelengths for the

FA, or at the same excitation wavelength for FA and FA

complexed with Eu3�.

The expression for the log-normal gaussian line shape

used in TRES ®tting is:

It��� �
I0

1� ���
exp�ÿ�ln2�1� ����� (3)

with ����maxÿ� and ��1/� in units of cmÿ1. There are

four parameters in the ®t: the amplitude at the peak I0, the

width and skewness parameters, � and �, and the frequency
at the peak, �max (emission maxima). The log-normal dis-

tribution is a skewed gaussian distribution (it tends to a

gaussian one as (���!0). Its area, a and full width at half

height, w are given by:

a � I0 � �� =���2��1=2

w � �exp��� ÿ exp�ÿ���=��exp�2��ÿ1� (4)

�2 � �2��ÿ2 � �ln2�=�

Due to spectral resolution, no variation in time of the full

width at half height, w, could be measured at each of the

Fig. 3. The fluorescence kinetics of the FA and FA complexed with Eu3�

excited at 314 nm and measured at 390 nm. The insert shows the

fluorescence kinetics of the FA and FA complexed with Eu3 measured at

530 nm. ((Eu3�)�10ÿ4 M). All curves represent the fits of the experi-

mental fluorescence decays to a three-exponential function.

Fig. 4. The fluorescence kinetics of FA excited at 314 nm and measured at

390 and 530 nm emission wavelengths. Insert shows the fluorescence

kinetics of FA complexed with Eu3� measured at the same excitation and

emission wavelengths. All curves represent the experimental fluorescence

decays.
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three excitation wavelengths. As a consequence, we limited

our investigations to one parameter, e.g. the emission max-

ima, �max provided by means of a non-linear least squares

routine.

Time dependence of the barycenter and of the emission

max imum of the emission spectra: The variation of the

¯uorescence composition with the emission decay rate gave

rise to time-evolving spectra shown in Fig. 5.

The curves in Fig. 5 are log-normal ®ts to the 21-point

experimental data at times between 0 and 40 ns, at

�ex�314 nm, using a temporal step of 2 ns. As can be seen,

the ¯uorescence spectra shifted in time without any notice-

able narrowing or changes in shape. A detailed analysis of

the spectra, applying a deconvolution with three gaussians,

revealed slight variations of line shape and width, nicely

illustrated in Fig. 6. No similar behaviour was observed with

FA complexed with Eu3�, the emission spectra remaining

constant in line shape, width and, within spectral resolution,

in the position of the maximum intensity (results not shown

in the graph).

Thus, the instantaneous emission spectrum was attributed

as the envelope of three gaussians with different centres of

gravity (�0i) and widths (�i):

I��; t � �
X

3

i�1

I0iexp�ÿt=�0i � �
1
���������

2��i

p � exp ÿ ��i ÿ �0i�2
2�2

i

 !

(5)

W e must stress that the analysis based on multi-gaussian

deconvolution needs to be proven with both a higher spectral

and temporal resolution and it is the subj ect of current work.

F A: The evolution in time of the barycenters of the

emission spectra at each excitation wavelength is shown

in Fig. 7.

Several features of these curves deserve comments: (a) the

emission spectra moved in the same sense, e.g., towards

longer emission wavelengths; (b) the barycenter shifts were

quite similar, and they were about 15±20 nm (approx. 600±

1000 cmÿ1). Accuracy in determining the emission maxima

shifts could be regarded as satisfactory, as these shifts were

larger than the spectral resolution (limited to 9 nm); (c) the

time dependencies of the barycenters were rather similar for

all excitation wavelengths used. There were still some

differences: at �ex�314 nm, most part of the barycenter

shift (more than 60%) was accomplished in the ®rst 3±5 ns,

while for the other two excitation wavelengths the same

range shifted towards longer times (about 10 ns); (d) The

plots of emission maxima and barycenter transients look

Fig. 5. Three-dimensional representation of a TRES experiment. The

smooth curves shown in the graph are the fits of the FA experimental

spectra (21 emission wavelengths) to a log-normal line shape function.

�ex�314 nm and �t�2 ns.

Fig. 6. Time-resolved emisson spectra measured at times of 0, 8 and 20 ns.

The smooth curves shown in the graph are the fits of the FA experimental

spectra to a three-gaussian line shape function. �ex�357 nm.
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qualitatively similar, suggesting that within our experimen-

tal resolution, the spectra did not change noticeably in time

in their width and shape, independent of the excitation

wavelength. For comparison, in Fig. 7 also the emission

maxima transient obtained at �ex�314 nm is plotted.

FA complexed with Eu3�: W ith the addition of Eu3� the

temporal behaviour of the maximum and of the barycenter of

emission spectra changed signi®cantly. W ithin our experi-

mental resolution these changes are consistent with the

single decay curve analysis, e.g., showing an almost constant

value with time for these two parameters. However, judged

on a comparative basis, the trends are clearly different for

the TRES of FA and FA complexed with Eu3�.

In Fig. 8 the evolution in time of the barycenters of

emission spectra of FA and Eu3�-bound FA in the ®rst

40 ns after excitation are shown. For comparison purposes

only, the B and �maxmeasured for FA and Eu3�-bound FA at

time 0 were normaliz ed.

4. Discussion

FA : The kinetics behaviour of FA ¯uorescence showed a

strong deviation from mono-exponentiality. Analysis of the

multi-exponential decays was performed without restric-

tions on their number (up to 100 exponential terms were

included in ESM analysis) and position. In the great majority

of cases, we obtained a three-modal distribution with peak

decay time values centred approximately at 0.7, 3 and 10 ns.

The FA ¯uorescence kinetics was strongly dependent on

the emission wavelength, being different at the short and

long wavelength sides of emission spectra. These differ-

ences were expressed mainly in changes of the relative

amplitudes of the decay components while the values of

peak decay time may be regarded as constant within experi-

mental and method calculation errors (Table 1). In contrast

with emission wavelength dependency, ¯uorescence

kinetics changed only slightly with excitation wavelength

(Table 1).

The study of the emission wavelength dependency of the

decay curves indicated that a great part of ¯uorescence

decay complexity was due to the inhomogeneous emission

decay kinetics determined by ground state heterogeneity

effects. Ground state heterogeneity can be expected due to

complex mixture of different ¯uorophores which compose

the FA structure on which are superimposed different dis-

tributions of environments experienced by each of the

¯uorophore species. The results indicate that the emission

spectrum of FA may be regarded as the superposition of (at

least) three broad spectral envelopes, with slightly different

emission maxima and widths. It is tempting to attribute the

shortest decay time component (approx. 0.7 ns) to the blue

edge of the spectral range, where its amplitude was most

pronounced. This feature may be regarded as typical for FA

of different origins [8].

However, if ground state heterogeneity would be the only

factor responsible for the trends in the TRES, one may

expect that the amplitude of the short decay time component

has a maximum value either at the blue or the red region,

depending on the details of the FA structure. Also, ¯uores-

cence kinetics would depend more strongly on the excitation

wavelength as this dependency is an indication of inhomo-

genous decay kinetics due to the static effects in the dis-

tribution of the excited state species within the initial

ensemble of ¯uorophores. The expected effect would man-

ifest in the enhancement of one of the relative amplitudes of

the decay components to the detriment of the other. As

shown in Table 1, this is not actually the case, as the value of

the relative ratio A1/A2/A3 is almost invariant with the

excitation wavelength at least in the blue region of the

emission range (390±460 nm). As a consequence of the

above considerations, one could expect that other processes

contribute to the temporal inhomogeneity of FA ¯uores-

cence decay as well. These processes may manifest during

the excited states decay time of the FA, such as intramole-

cular and intermolecular rearrangements of the ¯uorophores

Fig. 7. Evolution with time of the FA emission spectra barycenters at 314,

357 and 379 nm (star curves). For comparison, the evolution with time of

the maxima of emission spectra at 314 nm excitation wavelength (see text)

is also represented (line curve).

Fig. 8. Evolution with time of the barycenter of emission spectra at

357 nm excitation wavelength: (a) FA complexed with Eu3� and (b) FA.
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together with a reorganization of ¯uorophore-solvent hydro-

gen bonds.

The TRES are very sensitive to both changes of � i and Ai

in the course of the relaxation processes [27]. Together with

single decay analysis a deeper insight into FA ¯uorescence

decay kinetics was achieved. The time shift of the TRES

may be observed even in the case when negative amplitudes

are absent (no excited state reactions) or in the absence of the

dynamic relaxation process. As discussed in Section 3.1.2,

no tendency towards negative values of the relative ampli-

tudes (related to the longest peak decay time) was detected

when measuring the kinetics at the red spectral edge. Also,

the relaxation process takes place on a time scale much

faster than our experimental resolution as the time of the

reorientation of thewater dipoles is the order of picoseconds,

much too fast to be detected with the instrumental set-up

used [26].

The TRES data sustain two important conclusions: (a) the

¯uorescence kinetics of FA depended rather weakly on the

excitation wavelength and (b) there were the same ¯uoro-

phores which contributed to the evolution in time of the

emission spectra, whatever excitation wavelength was used.

The last conclusion is based on the similar trends with time

presented by the barycenters of the emission spectra of FA,

at each of the excitation wavelengths (Fig. 7).

Fluorescence spectra shifted in time with slight narrowing

and changes in shape (Fig. 6). These aspects of the dynamics

may be not intuitive, especially when the ratio of the shortest

and longest decay time components has a good contrast

value, which is approx. 15 (see Table 1). Thus, one might

expect instead that the heterogeneity effects would lead to a

narrowing of the spectrum due to the preferential depletion

of the short decay time component (situated more or less by

coincidence, at the blue spectral edge). That this did not

happen in the present case may be due to the fact that we

have a superposition (at least) of three broad emission

spectra, with closely spaced maxima and similar widths.

Eu
3�

complexation effects upon F A ¯uorescence kinetics:

In the presence of the Eu3�, the dependency of the relative

amplitudes of the ¯uorescence decay of the fulvic acid on

the emission wavelength was greatly reduced (in compar-

ison with the uncomplexed FA). (Tables 1 and 2 and also the

insert in Fig. 4). As expected, for the FA in the presence of

Eu3� the mean decay time varied within only 10%, from 7 ns

at �em�390 nm to 7.7 ns at �em�550 nm, whereas in the

case of FA the mean decay time varied with almost 50%

from5.2to7.5 nsoverthesamespectral range(Tables 1and2).

These results are contrary with what was expected from a

dynamic quenching effect, e.g. reduction of the peak decay

time values of FA ¯uorescence in the presence of Eu3�. The

invariance of the decay time values of the FA ¯uorescence

with Eu3� addition indicates that the effects of Eu3� com-

plexation upon FA ¯uorescence were not related to energy

or/and electron transfer between FA singlet states and the

Eu3� ion. Quenching of FA ¯uorescence induced by Eu3�

appeared only static in origin and may have as much to do

with its paramagnetic properties as with its spectral proper-

ties. Quenching involving the so-called external heavy atom

effect re¯ects ef®cient singlet±triplet intersystem crossing in

FA brought up by an increase in spin-orbit coupling [28]. In

our preliminary steady-state experiments the extent of static

quenching, � � 1ÿ I=I0 with I and I0 being the ¯uorescence
intensities of Eu3�-bound FA and FA, respectively, was

around 20% at �ex�314 nm.

TRES data con®rmed the Eu3� effect upon the relative

amplitudes redistribution of FA decay time components. As

illustrated in Fig. 8, the barycenter varied almost insignif-

icantly in time, in comparison with the same evolution of

FA. This small variation in time of the barycenter may be

easily explained if one takes into account the constancy of

the peak decay time values and the small variation with the

emission wavelength of the corresponding relative ampli-

tudes (Table 2).

In conclusion, single ¯uorescence decay curve analysis

combined with the analysis of the time-resolved emission

spectra has been proven to be a powerful method for the

investigation of the complex temporal behaviour of FA

¯uorescence. Results indicated the presence of at least three

species of FA ¯uorophores, each species experiencing its

own distribution of chemical environments. The addition of

Eu3� induced besides static quenching of the FA ¯uores-

cence an invariance of the relative amplitudes of the decay

components with the emission wavelength. The peak decay

time values of the FA ¯uorescence in the presence of Eu3�

were almost unchanged at all emission and excitation wave-

lengths investigated. Thus, at this stage it seems to be

reasonable to conclude that within the temporal resolution

of the experimental set-up used the singlet levels of FA

played no role as donor state in intramolecular energy

transfer from FA ligands to the upper excited levels of

Eu3�. Future experiments which will include other quencher

ions like Gd3� Tb3� and Sm3� as well as a better correlation

between the steady-state and time-resolved emission experi-

ments will attempt to elucidate the speci®c role of spectro-

scopic properties of different lanthanide ions in quenching

FA ¯uorescence.

Even though the results have been obtained on the FA

fraction of only one NOM sample the spectroscopic

approach proved that time-resolved ¯uorescence experi-

ments can yield valuable information on the molecular

dynamics of metal ion complexation by NOM. In future

experiments with NOM of different origins and their FA

fractions this approach will be further examined.
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2.3.3 Influence of photochemical reactions on the complexa-
tion of humic acid with europium(III)

J.-M. Monsalier, F. Scherbaum, G. Buckau, J.I. Kim, M.U. Kumke, C.H. Specht,
F.H. Frimmel
J. Photochem. Photobiol. A, 2001, 138, 55 - 63.

Bei der Untersuchung der Komplexierung von Actiniden durch HS hat sich be-
sonders die zeitaufgelöste Laserfluoreszenzspektroskopie (time-resolved laser fluor-
escence spectroscopy, TRLFS) als empfindliche Methode etabliert, da sie große Vor-
teile beim Umgang mit radioaktiven Materialien mit sich bringt - besonders hervor-
zuheben sind die hohe Empfindlichkeit, die große Selektivität und der nicht-invasive
Charakter der Methode. In der Vergangenheit wurde aber der Einfluss auf HS von
durch den Anregungslaser induzierten Photoreaktionen auf das Ergebnis der Spezia-
tionsuntersuchungen wenig untersucht. In dieser Studie wurde der photoinduzierte
Abbau von HS und dessen Konsequenzen für die Bestimmung von Komplexbildungs-
konstanten mit TRLFS bestimmt. Dabei wurden zur Charakterisierung der Effekte
eine Reihe verschiedener spektroskopischer und chromatographischer Methoden ein-
gesetzt. Durch die Bestrahlung wurde bei großen eingetragenen Energien ein Abbau
der HS induziert, der sich u.a. in einer Abnahme der mittleren molekularen Größe
äußerte. Dadurch veränderte sich auch die Komplexbildungskonstante und nahm
mit zunehmendem Abbau der HS ebenfalls ab. Der photoinduzierte Abbau der HS
wurde durch die Gegenwart von Eu3+ verlangsamt. Die Ergebnisse machen deutlich,
dass bei der Verwendung von TRLFS zur Bestimmung von Komplexbildungskon-
stanten die experimentellen Bedingungen, wie z.B. die eingetragene Laserenergie,
unbedingt berücksichtigt werden müssen. Außerdem wurde für Europium festge-
stellt, dass nach Lichtabsorption bedingt durch HS eine Reduktion stattfindet und
somit ein Wechsel der Oxidationsstufe von +III nach +II induziert wird, wodurch
wiederum veränderte Komplexbildungskonstanten zu erwarten sind.
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Abstract

Photochemical reactions in the Eu(III)–humic acid system are investigated by fluorescence spectroscopy. For comparison, humic acid
without europium is also studied. Irradiation is performed by high energy laser beam and a low pressure mercury lamp. The impact
of photodegradation on spectroscopic properties, size and decomposition of humic acid is monitored by steady state and time-resolved
fluorescence spectroscopy, UV–Vis spectroscopy, gel permeation chromatography (GPC), dissolved organic carbon (DOC) analysis and
ultrafiltration. The different indicators for photodegradation show different sensitivity. The decrease in DOC content with increasing
irradiation dose is lower than the decrease in UV/Vis absorption. The highest impact is found for the fluorescence intensity. At 3 kJ/mg
humic acid absorbed energy and in absence of europium, fluorescence diminishes by more than 90%. In the presence of Eu(III), however,
fluorescent groups are partly stabilized in this range of absorbed energy. Results from GPC show changes in the chemical structure, especially
generation of smaller entities. The photodegradation of the humic acid leads to a decrease of the europium–humate complexation constant.
Furthermore, europium is reduced to the divalent state. The present study shows that for metal ion humic acid complexation studies by
laser fluorescence spectroscopy, great care is needed to avoid significant experimental artifacts, such as photodegradation and metal ion
redox reactions. © 2001 Published by Elsevier Science B.V.
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1. Introduction

All natural waters contain dissolved organic substances in
concentrations ranging from approximately 0.1 up to more
than 100 mg dissolved organic carbon (DOC) per liter [1,2]
depending on the geochemical surrounding. Between 50 and
90% of DOC consist of humic substances [2] which are
macromolecules with a complex and heterogeneous struc-
ture [3,4]. These acids have a high density of proton ex-
changing groups varying between 1.5 and 11.2 meq/g [5].
The high functional group content gives them their strong
affinity for metal cations, leading to complexation with metal
cations, especially of higher charge [6].

Numerous investigations have been performed on the
complexation behavior of humic acid with actinide ions.
Different methods have been used such as gel permeation
chromatography (GPC) [7], solvent extraction [8,9], UV

∗ Corresponding author. Tel.: +49-7247-82-2231;
fax: +49-7247-82-4308.
E-mail address: monsallier@ine.fzk.de (J.-M. Monsallier).

spectroscopy [10–16], ion exchange [17–19], laser induced
photoacoustic spectroscopy (LPAS) [11], time-resolved
laser fluorescence spectroscopy (TRLFS) [12,20–22], ul-
trafiltration [11,23,24] and dialysis [19,25]. Depending on
the method, the results vary considerably. TRLFS has the
advantage of direct speciation and allows measurements
at the very low metal ion concentrations required for the
low solubility of multivalent metal cations. Thereby, spec-
tral information is obtained from excitation, emission and
the lifetime of emission. When TRLFS is used to evaluate
the metal ion complexation, it is generally assumed that
no photodegradation accompanies the excitation of these
multi-functional macromolecules. Such photodegradation,
however, has been reported for excitation of the Eu– and
Tb–humate at 308 and 394 nm using an excimer laser [21].
The objective of the present work is to evaluate photochem-
ical reactions induced by UV and laser irradiation and their
influence on complexation studies of the Eu(III)–humic
acid system by fluorescence spectroscopy.

In this work, humic acid solution is irradiated with differ-
ent light sources. For comparison between different sources

1010-6030/01/$ – see front matter © 2001 Published by Elsevier Science B.V.
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and wavelengths, the irradiation is expressed in energy ab-
sorbed per unit weight humic acid (kJ/mgHA). The resulting
photodegradation is measured at different absorbed energy
by steady state and time-resolved fl uorescence spectroscopy,
UV–Vis absorption spectroscopy, DOC concentration and
GPC. Furthermore, the infl uence of photodegradation of hu-
mic acid on the Eu(III)–humate complexation is determined
by measuring the emission spectra of Eu with photode-
graded humic acid. The complexation constant of Eu(III)
with non-photodegraded and photodegraded humic acid is
determined by means of ultrafiltration.

2. Experimental

2.1. Reagents

The humic acid investigated is Gohy-573(HA), which
originates from a groundwater at 139 m depth of the Gor-
leben aquifer system located in Northern Germany. The
purification and characterization of Gohy-573(HA) can be
found elsewhere [26]. Its proton exchange capacity (PEC)
determined by pH titration under Ar atmosphere is 5.38 ±

0.20 meq/g [26]. Stock solutions are prepared by dissolving
a known amount of humic acid in 0.1 M NaOH rapidly fol-
lowed by dilution with 0.1 M NaClO4. The pH is adjusted
to 6.0 by addition of HClO4. With few exceptions, 10−3 M
MES buffer (2-mospholine–ethane sulfonic acid) is used for
stabilization of pH. The molar humic acid concentration is
obtained by multiplying a given weight concentration (g/l)
by the PEC (meq/l) divided by the charge of the metal ion
under investigation (z). Thus, for europium(III), the humic
acid concentration is expressed as [HA(III)] [27].

2.2. Hg/UV irradiation

In the Hg/UV irradiation experiment, a 14 W low pres-
sure mercury lamp (Katadyn GmbH, Germany) is used
at an irradiation wavelength of λ = 254 nm. The photon
fl ux is determined to 9.91 mEinstein/s by actinometry (with
K3Fe(C2O4)3) at a radiation power of 4.7 ± 0.5 W.

2.3. Laser induced fluorescence spectroscopy

The laser system used for irradiation of humic acid solu-
tion and for laser fl uorescence spectroscopy of complexed
and non-complexed europium is an excimer pumped dye
laser system (Lambda Physics, Compex 205 and Scanmate
II). Dye-laser pulse at 394 nm (dye: Qui), 1 mJ pulse en-
ergy and a pulse duration of 25 ns at FWHM is used for
irradiation of the sample solution. The sample cell is a
rectangular silica cell (HELLMA). The fl uorescence emis-
sion light is monitored perpendicular to the laser pulse,
spectrally resolved by a polychromator (Acton Research,
Spectra Pro 275; entrance slit width: 0.5 mm; grating: 300

lines/mm) and detected by an intensified time gated diode
array detector (Princeton Instruments, OSMA IRY 700 GR,
1024 linear arranged Si photo diodes). The experimental
equipment operates in a spectral window of 210 nm width
with a wavelength resolution of about 1.1 nm. Using a beam
splitter, a small fraction of the laser pulse is refl ected onto a
pyroelectric detector connected to a powermeter (Newport
1835C) to monitor the pulse energy. Reading out and dig-
itizing the data from the diode array detector is controlled
by an SI180 camera controller (Spectroscopy Instruments).
The system components are synchronized by a digital de-
lay/pulse generator (Stanford Research Systems: DG535)
as a master trigger unit. With the software POSMA (Spec-
troscopy Instruments), a PC is used to control the system
and analyze the data. Final emission spectra obtained are
the results of 10–25 averaged single spectra. The result-
ing emission spectra are normalized to the average pulse
energy.

2.4. Flashlamp induced fluorescence lifetime determination

Time-resolved humic acid fl uorescence measurement is
performed using an FL900CDT fl uorescence lifetime spec-
trometer (Edinburgh Analytical Instruments, UK) in the
time-correlated single photon counting mode. The instru-
mental set up is described in detail elsewhere [28]. An F900
nitrogen-filled (1 bar, 6.6 kV, 0.3 mm electrode separation)
nanosecond fl ash lamp (Edinburgh Analytical Instruments)
operated at 40 kHz is used as excitation light source. The
excitation wavelength in the time-resolved fl uorescence ex-
periments is λex = 314 nm. The experiment is typically run
at a time base of 100 ns with a 5 ns delay of the photomulti-
plier tube. The time calibration is 0.095 ns per channel. The
emitted light is monitored at λem = 400 and 500 nm using
a spectral bandwidth of 9 nm. To prevent counting artifacts
caused by excessively high photon loads, the counting rate
is typically <1%. The fl uorescence decay is evaluated with
a commercial software package of Edinburgh Analytical
Instrument based on the Marquardt algorithm which is
described elsewhere [29]. The same spectrometer is used
for the steady state fl uorescence experiments. The instru-
ment is set up in a T-format with two detection channels
and operated in the single photon counting mode. A 450
W Xenon arc lamp is used for the excitation of samples.
The slit width is 1 mm in the excitation and emission path
with a spectral resolution of 1.8 nm. The emission spectra
are recorded for excitation wavelength range from 275 to
401 nm (1λ = 3 nm) in the emission range from 281 to
545 nm (1λ = 1 nm).

2.5. Ultrafiltration

Ultrafiltration is used to investigate the Eu complexation
with photodegraded and non-photodegraded humic acid.
This method allows the separation of the non-complexed
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Eu ion from its humate complex by size fractionation
[30]. The filtration system uses a membrane of nominal
cut-off 1000 Da (Filtron, MicrosepTM Microconcentra-
tors). Europium concentrations in filtrates are quantified by
ICP-MS. A correction is used for the partial retention of the
non-complexed Eu ion, and possibly sorption on the mem-
brane (at pH 6.0, 0.1 M NaClO4, 75% of the non-complexed
Eu3+ ion is found in the filtrate). The Eu species distri-
bution is calculated by the total Eu concentration and the
concentration in filtrate, applying the correction factor.
Published results [30] show the validity of the method for
non-photodegraded humic acid. Alteration of humic acid
by photodegradation, including changes in size distribu-
tion, could introduce experimental artifacts. As shown in
this work, however, this method can be applied also for
photodegraded humic acid.

2.6. Gel permeation chromatography

The GPC is performed with on-line detection of fl uo-
rescence (λex = 300 nm, λem = 400 nm), UV absorption
at λabs = 254 nm and DOC detection [31]. The column,
packed with TSK HW 50 S (Toyopearl), has a length of
25 cm and an inner diameter of 2 cm. The exclusion volume
is 19 ml, (determined with dextran blue) and the total volume
is 46 ml. Phosphate buffer with c(K2HPO4·2H2O)=1.25 g/l
and c(NaH2PO4·2H2O)=2.5 g/l, pH = 6.8, is used as
eluent at a fl ow rate of 1 ml/min. Samples are diluted
with phosphate buffer (c(K2HPO4·2H2O)=2.5 g/l and
c(NaH2PO4·2H2O)=5 g/l) the ratio of 1:1 to adjust the
phosphate concentration of the sample and eluent. The
system is integrated in an assembly for column experi-
ments with additional detectors for electrical conductivity
(LDM/S, WTW) and pH-value (Ingold).

The detection limit of the DOC detector (determined with
potassium hydrogen phthalate according to DIN 32645 (cal-
ibration curve method)) is 0.2 mg C/l. The eluent passes an
UV reactor before use in order to decrease the background
concentration of DOC. The irradiation time is approxi-
mately 8.5 h. The samples are injected by an autosampler
(Gilson Abimed, Model 231 BIO with Dilutor 401), whose
injection volume can be set within the range from 0 to
2000 ml. In this work, 2 ml of sample is injected. To remove
bicarbonate from the sample stream after passing through
the column and before the DOC measurement, a continuous
stream of diluted H3PO4 together with K2S2O8 is added to
lower the pH value to 1.5. Subsequently CO2 is stripped
with N2. The sample is then pumped through a capillary UV
reactor, where the organic substances react with K2S2O8
and UV light to form CO2. The retention time within the
reactor is about 14 s. The CO2 is stripped by a N2 stream.
The gas stream is passed through a cooling module to re-
move water vapor in order to improve the signal-to-noise
ratio in the IR absorption detector (Ultramat 3, Siemens).
The data collected from all detectors are recorded
on a PC.

3. Results and discussion

Humic acid has a broad UV/Vis absorption, increasing
strongly towards shorter wavelength without distinct fea-
tures. It has broad excitation and emission bands and a com-
plex fl uorescence decay time dependency. Part of the com-
plexity in fl uorescence properties has been attributed to ex-
cited state processes (e.g., intramolecular energy transfer)
[28,32]. Due to irradiation, a number of different photochem-
ical processes can be induced, including breaking of bonds,
change in functional groups and structures that may also
change intramolecular interactions. Through examination of
UV/Vis absorption and fl uorescence, including comparison
of fl uorescence decay between irradiated and non-irradiated
humic acid, information is obtained on structural changes
induced by photodegradation. Additional information is ob-
tained by GPC with different detection methods.

3.1. Humic acid solution without europium

Humic acid solution is irradiated at wavelengths of 254,
308 and 394 nm. Continuous irradiation at 254 nm is done
by a mercury lamp light source. Discontinuous irradiation at
308 and 394 nm is made by the pulsed laser system; 308 nm
is chosen because at this wavelength the highest dose rate is
achieved and 394 nm is chosen because of its relevance for
Eu–humate interaction studies. For comparison, an absorbed
energy of 3.0 kJ/mg HA refl ects the typical situation for
measurement of the Eu fl uorescence lifetime for speciation
purposes under these conditions.

3.1.1. Infl uence on UV/Vis absorption
In Fig. 1, UV/Vis absorption spectra are shown for humic

acid after irradiation at 308 nm with absorbed energy up

Fig. 1. UV/Vis absorption spectra of humic acid for different absorbed
energy from pulsed laser irradiation at 308 nm.
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Fig. 2. UV/Vis absorption and DOC concentration relative to non-
irradiated samples of humic acid for different absorbed energy from pulsed
laser irradiation at 308 nm. Samples a and b are without MES buffer and
28.1 and 66.8 kJ/mg humic acid absorbed irradiation energy, respectively.
Sample c is with 10−3 mol/l MES buffer and 64.0 kJ/mg humic acid
absorbed irradiation energy.

to 418 kJ/mg humic acid. The UV/Vis absorption decreases
over the entire wavelength range and for the highest dose
the absorption decreases with almost 80%.

In Fig. 2, the absorption relative to non-irradiated sam-
ples is shown for irradiation doses of 28.1 and 66.8 kJ/mg
humic acid, with and without presence of MES buffer. The
decrease in absorption is higher around the irradiation wave-
length than at shorter and longer wavelengths. Nevertheless
the decrease in absorption is relatively uniform and also
takes place at shorter wavelengths than that of irradiation.
In the presence of MES buffer, the decrease in UV/Vis ab-
sorption is lowered compared to samples without the buffer.
This indicates that the organic buffer acts as a scavenger for
photochemically generated reactive species.

A key question is to which extent UV/Vis absorption
can be used as an indicator for decomposition of humic
substances. As seen in Fig. 2, the decrease in DOC con-
centration with increased absorbed irradiation dose is lower
than the decrease in UV/Vis absorption. This shows that
the decrease in UV/Vis absorption is the result of a variety
of photochemical reactions including modification of the
electronic structure and bond-breakage. As seen below, this
includes the generation of smaller entities.

3.1.2. Infl uence on fl uorescence spectrum
The decrease in fl uorescence intensity with irradiation is

much stronger than the decrease in UV/Vis absorption. In
Fig. 3, the fl uorescence spectra of humic acid are shown for
irradiation at 394 nm. In Fig. 4, the fl uorescence emission
intensity at 500 nm is shown as a function of the absorbed
energy. The fl uorescence intensity decreases with increasing
absorbed energy. At an absorbed energy of approximately
3.0 kJ/mg HA, the fl uorescence intensity is decreased by
approximately 95%, compared to an only marginal decrease

Fig. 3. Infl uence of irradiation by laser at 394 nm on the fl uorescence of
humic acid. Fluorescence spectra from excitation at 394 nm are shown
for different absorbed irradiation energy.

in the UV/Vis absorption for the same irradiation dose (cf.
Fig. 1).

3.1.3. Infl uence on fl uorescence decay time
The fl uorescence decay can be evaluated by different ap-

proaches. On the one extreme, the decay can be seen as a
continuum with certain features. On the other hand, one may
also represent the fl uorescence decay by a limited number
of operational components. The latter approach is guided

Fig. 4. Infl uence of irradiation by laser at 394 nm on the fl uorescence of
humic acid. Fluorescence at 500 nm from excitation at 394 nm is shown
as a function of the absorbed irradiation energy.
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Table 1
Selected results for fl uorescence lifetime of humic acid, described by three individual components (excitation wavelength 314 nm)

Humic acid Emission wavelength (nm) Fluorescence lifetime (ns) of operational decay components

1 2 3a

Non-photodegraded 400 1.7 5.0 8
500 1.6 4.8 12

Photodegraded 500 1.6 4.8 10

a The contribution of this component to the total fl uorescence is approximately 15%. Due to the low contribution and low intensity at long delay
time, the error of this component is larger than that of the other ones.

by the perception that different distinguishable fl uorescent
entities are present. It furthermore allows better visualiza-
tion of the fl uorescence decay process. Results show that
the humic acid fl uorescence decay can be well represented
by three operationally defined individual decay components
([32], Table 1).

For the first two operationally defined fl uorescence decay
components, no significant difference is found for different
degrees of photodegradation. The third component with the
longest decay time represents only approximately 15% of
the total fl uorescence. Due to the delay and low intensity,
the error in evaluation of this component is larger than for
the other two. Also for this component, however, no major
impact of photodegradation is seen.

3.1.4. Gel permeation chromatography of UV-irradiated
HA

GPC in aquatic media separates substances according to
their hydrodynamic size, charge and gel surface sorption
properties. In Fig. 5, GPC chromatograms of humic acid are
shown before and after irradiation at 254 nm with the low
pressure mercury lamp. One main peak is observed by UV
and fl uorescence detection. Chromatograms from absorption
detection at 254 nm fall mainly within the working range
of the column (between dotted vertical lines), however,
tailing beyond the total volume is also observed. For the
fl uorescence detection (excitation at 300 nm and emission
at 400 nm), this tailing is more pronounced. With increasing
irradiation dose the peak maximum is shifted to larger elu-
tion volume, indicative for a change in charge/surface sorp-
tion properties, but especially smaller size. The main part of
non-irradiated humic acid is eluted between 22 and 38 ml.
With increasing irradiation dose, the amount eluted in this
region is decreased. Integration of the chromatograms, how-
ever, reveals that at 8.05 kJ/mg humic acid absorbed dose,
the total area of the absorption chromatogram decreases only
by 10%. This shows that the main effect at this dose is not
oxidation to CO2, but rather fragmentation of humic acid.

The gel permeation chromatograms with DOC detection
(Fig. 5) are strongly infl uenced by the signal from the MES
buffer. In addition to the large signal from the buffer, three
peaks can be seen, at around 35, 70 and 80 ml elution vol-
ume. With increasing irradiation, the first peak decreases
where this decrease is less pronounced for entities of larger
apparent size. The peaks at 70 and 80 ml elution volume, i.e.

beyond the total volume, are hardly visible in the original
humic acid, but become more intense with increasing irra-
diation dose. These entities show no significant absorption
or fl uorescence signals.

In summary, the results from GPC verify findings dis-
cussed above (cf. Fig. 2). Photodegradation results in
changes in the humic acid with emphasis on generation
of smaller molecular size and small fragments with no
measurable absorption and fl uorescence.

3.2. Irradiation of a humic acid solution containing Eu

3.2.1. Infl uence on the emission spectrum of Eu and humic
acid

When exciting a non-complexed Eu3+ ion solution at
394 nm, two main bands (5D0–7F1 and 5D0–7F2, at 592 and

Fig. 5. GPC of original and photodegraded humic acid (HA) applying
different detection methods, namely absorption at 254 nm, fl uorescence
(excitation at 300 nm, emission at 400 nm) and DOC.
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617 nm, respectively) are observed. Another weak band can
also be seen (5D0–7F4 at 697 nm), whereas the other tran-
sitions (5D0–7F3, 5D0–7F5 and 5D0–7F6) are very weak.
For the non-complexed Eu3+ ion, the band at 592 nm is
the most intense. Upon complexation, the peak positions do
not change, but the relative intensity of the different bands
change and for Eu(III)–humate, the 5D0–7F2 (617 nm) band
becomes the most intense.

Humic acid is complexed with europium at pH 6.0
(buffered with 10−3 mol/l MES) in 0.1 mol/l NaClO4. The
europium concentration equivalent to 20, 40 and 65% of the
fraction of humic acid functional groups that can be com-
plexed under these conditions (the loading capacity) [27].
This ensures that the concentrations of non-complexed eu-
ropium are negligible in the starting solutions. The solutions
are equilibrated for 48 hours prior to irradiation experiments.
Fig. 6 shows the europium and humic acid fl uorescence as a
function of the absorbed energy at 40% europium loading.
The irradiation energy is delivered by the laser source used
for the fl uorescence measurements (394 nm). The fl uores-
cence intensities of both europium bands and that of humic
acid decrease with increasing irradiation dose.

The ratio between the two bands at 592 and 617 nm for
different absorbed energies is shown in Table 2. Irrespective
of the absorbed energy, this ratio remains basically constant
(2.36 ± 0.17). This observation suggests that during pho-

Fig. 6. Fluorescence of europium complexed with humic acid and that
of humic acid (500 nm) as a function of absorbed irradiation energy by
laser at 394 nm. The europium concentration is equivalent to occupation
of 40% of the fraction of humate sites that can be complexed (loading
capacity) under these conditions (pH 6.0, I= 0.1 (NaClO4)).

Table 2
Europium fl uorescence intensity ratio of bands at 617–592 nm as a function
of absorbed energy by laser irradiation at 394 nma

Absorbed energy (kJ/mg HA) Ratio FI 617 nm/ FI 592 nm

0.012 2.39
0.10 2.32
0.45 2.38
0.56 2.33
1.13 2.25
1.71 2.10
2.28 2.40
4.23 2.69

2.36 ± 0.17b

aThe europium concentration is equivalent to 40% of the loading
capacity of humic acid; FI: fl uorescence intensity.

b Mean value.

todegradation, the ratio of free Eu/complexed Eu is not af-
fected. However, the fl uorescence intensity of free Eu being
much smaller than that of Eu–humic acid complex, a small
change in the free Eu concentration is difficult to observe
by the Eu emission spectrum (cf. Fig. 9). Furthermore, to
which extent the mode of complexation between humic acid
and Eu(III) is affected by degradation of humic acid cannot
be determined.

In Fig. 7, the relative fl uorescence intensities of humic
acid with and without europium as well as the two europium
emission bands are shown. As shown in Table 2, the relative
fl uorescence intensity ratio of the two europium emission
bands remains virtually constant with increasing irradiation
dose. In absence of europium, the humic acid fl uorescence
diminishes rapidly and, as discussed above, decreases by ap-
proximately 95% at an absorbed irradiation dose of 3 kJ/mg
humic acid (cf. Fig. 4). In the presence of europium, the hu-
mic acid fl uorescence becomes stabilized for absorbed doses

Fig. 7. Decrease in europium fl uorescence bands (592 and 617 nm))
and humic acid fl uorescence at 500 nm with and without europium as a
function of absorbed irradiation dose (cf. Figs. 4 and 6).
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Fig. 8. Photolytic generation of Eu2+ in humic acid solution irradiated by
laser at 394 nm (4 kJ/mg HA). The europium concentration is equivalent
to 65% of the loading capacity of the humic acid.

above approximately 1 kJ/mg humic acid. The reason for the
stabilization of humic acid fl uorescence by europium in this
range of absorbed energy is not yet clear.

3.2.2. Photolytic generation of Eu(II)
Irradiation with laser light at 394 nm not only leads to

changes in the absorption, fl uorescence, size distribution and
functional group content of humic acid but also leads to
the generation of divalent europium. In Fig. 8, the 5D0–7F1
transition (592 nm) of Eu(III) is shown for photodegraded
humic acid in the presence of europium. This spectrum is

Table 3
Europium–humate complexation results at pH 6.0 (I = 0.1 M (NaClO4)a

Total [Eu] (mmol/l) [HA(III)]free (mmol/l) log β (l/mol) log β (average)

Non-complexed Humate complex

Non-photodegraded humic acid (20% europium loading)
2.32 0.10 2.22 9.38 6.37
2.32 0.13 2.19 9.41 6.25 6.31 ± 0.06

Photodegraded humic acid (20% europium loading)
2.32 0.81 1.51 10.09 5.27
2.32 0.90 1.42 10.18 5.19
2.32 1.18 1.14 10.46 4.97
2.32 1.04 1.28 10.32 5.08 5.13 ± 0.11b

Non-photodegraded humic acid (65% europium loading)
7.54 0.55 6.99 4.61 6.44
7.54 0.44 7.10 4.50 6.55
7.54 0.72 6.82 4.78 6.30
7.54 0.69 6.85 4.75 6.32 6.40 ± 0.10

Photodegraded humic acid (65% europium loading)
7.54 3.24 4.30 7.30 5.26
7.54 2.85 4.69 6.91 5.38
7.54 3.53 4.01 7.59 5.18
7.54 3.45 4.09 7.51 5.20 5.26 ± 0.08b

a The effective humic acid concentration equals 11.6 mmol/l, taking into account the loading capacity under these experimental conditions. Concentrations
of the non-complexed europium ion and europium–humate are determined via species separation by ultrafiltration, taking into account partial retention of
the non-complexed europium ion at this pore-size (1000 Da). Non-photodegraded and photodegraded humic acid is investigated for europium concentrations
equivalent to 20 and 65% of the effective humic acid concentration.

b No correction is made for the impact of photodegradation on the functional group content.

recorded for the highest europium concentration, i.e. 65% of
the humic acid europium loading capacity and photodegra-
dation by an absorbed energy of 4 kJ/mg humic acid. Around
460 nm a band corresponding to Eu(II) is observed.

3.2.3. Infl uence on the Eu–humate complexation
Stability constants of europium with non-photodegraded

and photodegraded humic acid are determined by the ul-
trafiltration method at pH 6.0 and I = 0.1 M (NaClO4).
Degradation of humic acid is done by laser irradiation at
308 nm with an absorbed energy of 80 kJ/mg HA. After
laser irradiation, europium is added in concentrations equiv-
alent to 20 and 65% of the humic acid europium(III) loading
capacity. The stability constants are evaluated by the charge
neutralization model [27]. The results are shown in Table 3.
For the investigation on the non-photodegraded humic acid,
as expected, no infl uence of the loading is found. The over-
all average of the europium–humate stability constant is
found to be 6.37 ± 0.10, which is in good agreement with
values determined for different trivalent f-elements by ultra-
filtration and spectroscopic methods (log β = 6.24 ± 0.28
[27]). For the photodegraded humic acid results are differ-
ent. Again, no significant infl uence of the loading of humic
with europium is found, however, the overall average of the
stability constant is much lower, namely 5.19 ± 0.12.

The lower values for the stability constants found for
photodegraded humic acid, could be the result of ultra-
filtration artifacts. If humic acid entities decrease in size
with photodegradation, the filter membrane could be partly
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Fig. 9. Emission spectra of the Eu(III) ion in the non-complexed form
as well as complexed with photodegraded and non-photodegraded humic
acid (HA).

permeable for the europium complex. The composition of
the filtrate was measured by taking an emission spectrum of
this filtrate and comparing to the emission spectra of free Eu
and complexed Eu. The 5D0–7F2 transition for Eu (617 nm)
is sensitive to the complexation by humic acid and would
increase drastically if smaller size europium humic acid en-
tities would pass through the filter. In a good approximation,
it is possible to estimate the amount of complexed Eu going
through the filter by normalizing the intensity of the 5D0–7F1
(592 nm) transition for the different solutions and compar-
ing directly the intensity of the 5D0–7F2 transition (Fig. 9).
By this method, less than 8% of Eu in the filtrate is found
to be complexed. Taking this correction value into account,
the stability constant of photodegraded humic acid does not
change significantly (log β becomes 5.33 ± 0.08 instead of
5.26 ± 0.08 at 65% Eu loading of the humate ligand). Thus,
the lowering of the stability constant by photodegradation is
not a consequence of ultrafiltration artifacts.

Photodegradation leads to changes both in the functional
group content of humic acid and decrease in molecular
size. Investigations on different size fractions of humic acid
show that with decreasing size the complexation strength
decreases [33]. Comparison of the metal ion complexation
with humic and with fulvic acid also shows lower com-
plexation strength for the smaller fulvic acid [12]. Simul-
taneously, photodegradation results in modification of the
functional group content. Delineation of the impacts from
decrease in the molecular size and change in the functional
group content, cannot be performed by the present data.

4. Summary and conclusions

The sensitivity of different properties of humic acid to-
wards photodegradation varies strongly. Photodegradation
leads to generation of smaller entities. The decrease in
DOC is lower that the decrease in UV/Vis absorption. The

decrease in fl uorescence intensity, however, is much more
pronounced that the former two decomposition indicators.
Addition of europium leads to stabilization of humic acid
towards photodegradation.

Application of laser induced fl uorescence spectroscopy
for studying the europium–humate interaction may be
subject to considerable experimental artifacts through pho-
tochemically induced reactions. These artifacts are due
to changes in functional group content and lowering in
molecular size of humic acid. Simultaneously, photolytic
reduction of europium from the trivalent to the divalent
state takes place. Due to the relatively low fl uorescence
efficiency of europium, significant photolytic impact can
occur. This is especially true for high absorbed irradiation
doses, for example where europium lifetime measurements
are conducted. Therefore, great care is needed to ensure
that significant experimental artifacts are avoided where the
europium humic acid system is studied.
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Kapitel 3

Aktuelle Arbeiten

Die Komplexierung von Metallionen durch HS ist von zentraler Bedeutung für deren
Transport und Immobilisierung. In sensiblen Bereichen, wie z.B. bei der Erschlie-
ßung und dem Betrieb von End- und Zwischenlagern für radioaktive Abfälle, ist für
Sicherheitsanalysen und für die verlässliche Modellierung der Dynamik der Actini-
dionen1 (An3+) in den verschiedenen Umweltkompartimenten eine Aufklärung der
Bindungsmechanismen an HS sowie die Bestimmung der thermodynamischen und
kinetischen Kenngrößen unbedingt erforderlich.
In den z.Z. laufenden Forschungsvorhaben werden vor allem die Lanthanidionen
(Ln3+) von Europium (Eu) und Terbium (Tb) und deren Komplexierungsverhalten
mit HS untersucht, wobei die Ln3+-Ionen stellvertretend für die An3+-Ionen un-
tersucht werden, die bedingt durch ihre Radioaktivität wesentlich problematischer
im Umgang sind. Aufgrund der vergleichbaren Komplexbildungseigenschaften wer-
den die Ln3+-Ionen als Ersatz verwendet. Ferner ermöglichen die spektroskopischen
Eigenschaften der Lanthanide, dass die Ln3+-Ionen selbst als Lumineszenzsonden
eingesetzt werden und so die HS-Metallkomplexierung untersucht werden kann.

In den aktuellen Forschungsvorhaben werden folgende Ziele verfolgt:

• die Untersuchung von Konformations- und Assoziationseffekten in HS, initiiert
durch die Komplexierung von Metallionen,

• die Charakterisierung von Bindungsstellen in HS, speziell deren Abstandsver-
teilungen,

• die Bestimmung von differenzierten thermodynamischen und kinetischen Pa-
rametern zur Beschreibung der HS-Metall-Komplexierung,

• die Weiterentwicklung von Modellen für den Transport und den Verbleib von
Metallen in der Umwelt.

Als Untersuchungsmethoden werden stationäre und zeitaufgelöste Fluoreszenztech-
niken eingesetzt. Die Proben sind nach den Standardvorschriften isolierte FA- und

1auch Actinoidionen
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HA-Fraktionen von HS verschiedener Ursprungsorte, synthetische HS und einfache
Modellverbindungen, die als Bausteine von HS betrachtet werden können. Es wird
sowohl die intrinsische Fluoreszenz der HS und der Modellverbindungen wie auch
die Lumineszenz der Ln3+-Ionen selbst untersucht. Besonders der Energietransfer
zwischen gebundenen Ln3+-Ionen (z.B. Tb3+ (Donor) und Nd3+ (Akzeptor)) wird
genutzt, um Abstandsverteilungen von Bindungsstellen in HS zu bestimmen und
das Assoziationsverhalten von HS zu untersuchen.
Die verwendeten HS und Modell-HS sind im Anhang C in Tabelle C.1 zusammenge-
stellt. Bei den untersuchten HS handelt es sich einerseits um Standard- und Referenz-
HS der IHSS sowie nach Standardverfahren isolierte HS verschiedener Ursprungsorte.
Ergänzend werden Untersuchungen an verschiedenen Hydroxybenzoesäuren durch-
geführt.
Im Folgenden sind ausgewählte Ergebnisse der laufenden Arbeiten dargestellt. Da
der Lumineszenz der Ln3+-Ionen als Sonden eine besondere Bedeutung in den Un-
tersuchungen zu kommt, sind die grundlegenden photophysikalischen Eigenschaften
der Ln3+-Ionen zu Beginn des Kapitels kurz zusammengefasst.

Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse sind z.T. in folgenden Veröffentlich-
ungen publiziert bzw. als Tagungsbeiträge präsentiert worden:

15. I. Billard, E. Ansoborlo, K. Apperson, S. Arpigny, M.E. Azehna, D. Birch, P. Bros, H.D.
Burrows, G. Choppin, L. Couston, V. Dubois, T. Fanghanel, G. Geipel, S. Hubert, J.I. Kim,
T. Kimura, R. Klenze, A. Kronenberg, M. Kumke, G. Lagarde, G. Lamarque, S. Lis, C. Ma-
dic, G. Meinrath, C. Moulin, R. Nagaisi, D. Parker, G. Plancque, F. Scherbaum, E. Simoni,
S. Sinkov, C. Viallesoubranne
Appl. Spectros., 2002, 57, 1027-1038.
Aqueous solutions of U(VI) as studied by time-resolved laser-induced fluorescence spectros-
copy (TRLFS) : A Round-robin test.

16. C. Tiseanu, R.K. Mehra, R. Kho, M.U. Kumke
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Optical properties of terbium-doped thiosalicylic-capped CdS nanocrystals.
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J. Phys. Chem. B, 2003, 107, 12153-12160.
Comparative study of time-resolved photoluminescence properties of terbium-doped thio-
salicylic-capped CdS and ZnS nanocrystals.
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Time-resolved photoluminescence analysis of distribution and migration of terbium ions in
zeolites X.
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in: Humic substances: molecular details and applications in land and water conservation,
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genommen.
Fluorescence and energy transfer processes of humic substances and related model com-
pounds in terbium complexes.

* M.U. Kumke, H.-G. Löhmannsröben
6th International Conference on the Biogeochemistry of Trace Elements (ICOBTE), 29. July



3.1. LANTHANIDE - GRUNDLAGEN 159

- 2 August 2001 in Guelph, Canada.
Binding of metals by natural ligands - What can we learn from fluorescence spectroscopy.

* M.U. Kumke, H.-G. Löhmannsröben, S. Eidner, G. Korshin
11th Meeting of the International Humic Substances Society, 21. -26. July 2002 in Boston,
USA.
Inter-Lanthanide luminescence resonance energy transfer in humic substances.

* M.U. Kumke, H.-G. Löhmannsröben, S. Eidner, S. Prenzel
European Young Investors Conference, März 2003 in Slubice, Polen.
Interlanthanide energy transfer in mixed Tb3+/Nd3+-humat complexes.

* M.U. Kumke, S. Eidner
Humic Substances Seminar VII, 17. - 19. März 2004 in Boston, USA.
Investigation of metal ion complexation by humic substances (HS) and related model ligands
using lanthanide ion probe spectroscopy (LIPS).

3.1 Lanthanide - Grundlagen

Die Lanthanide2 (Seltenen Erdmetalle, Ln) umfassen die vierzehn auf das Lanthan
folgenden Elemente [112–115]. Da allerdings die Chemie des Lanthans der der Lan-
thanide sehr ähnlich ist, wird diese Element oftmals auch zu den Lanthaniden ge-
zählt. Beginnend mit dem Cer wird die 4f -Schale nacheinander mit Elektronen auf-
gefüllt und da die 4f -Elektronen kaum an der Bindungsbildung teilnehmen, ist das
chemische Verhalten der Lanthanide sehr ähnlich. Die vorherrschende Oxidations-
stufe der Lanthanide ist +III [112]. Ein Grund dafür ist das höhere Ionisierungspo-
tential der f -Elektronen im Vergleich zu den s- und d-Elektronen der Valenzschale.
Unterschiede im chemischen Verhalten sind meistens auf die unterschiedlichen Ionen-
radien, bedingt durch die sogenannte Lanthanidenkontraktion, zurückzuführen. Die-
se kommt durch die unvollständige Abschirmung der 4f -Elektronen untereinander
zustande, so dass die effektiv wirkende Kernladung mit zunehmender Ordnungszahl
wächst. Ausnahmen zur Oxidationsstufe +III bilden Cer, das in der Oxidationsstufe
+IV vorkommt, sowie Samarium, Europium und Ytterbium, die in einigen Feststof-
fen und wässrigen Lösungen die Oxidationsstufe +II bilden können [112, 114, 116].
Als Koordinationszahlen werden für die Oxidationsstufe +III am häufigsten 7, 8 und
9 gefunden. Da die f -Orbitale relativ gut abgeschirmt sind, stehen diese nicht für
die Bildung von Hybridorbitalen zur Verfügung. Die stabilsten Komplexe werden
mit Liganden, die Sauerstoffatome enthalten, eingegangen [112]. Die Aqua-Ionen
(Ln[H2O]3+n ) hydrolysieren in Wasser, wobei die Tendenz mit steigender Ordnungs-
zahl zunimmt. Desweiteren bilden die Ln3+-Ionen mit weiteren anorganischen Li-
ganden wie z.B. Carbonat-Ionen Komplexe. Diese Reaktion ist stark vom pH-Wert
abhängig und wird in der Regel für pH-Werte > 7 beobachtet [117]. Aus diesen
Gründen sind die Untersuchungen zum Komplexierungsverhalten durch Huminstof-
fe vorwiegend für einen pH-Wertbereich ≤ 6 durchgeführt worden.
Die Anwendungen von Lanthanid-Ionen bzw. ihren Komplexen sind vielfältig [118–
120]. Besonders in Bereich der Entwicklung neuer Lasermaterialien und optischer

2auch Lanthanoide



160 KAPITEL 3. AKTUELLE ARBEITEN

Sensoren werden mit Lanthanid-Ionen dotierte Materialien in zunehmendem Ma-
ße eingesetzt [121–127]. Lanthanid-Ionen und ihre Komplexe werden als Sonden
für biologische Systeme genutzt [120, 128–134]. Ln3+-Ionen können Ca2+ in Pro-
teinen isomorph ersetzen. Dadurch können z.B. Tb3+ und Eu3+ als Lumineszenz-
sonden in Untersuchungen von Proteinen bzw. Proteinstrukturen eingesetzt wer-
den [128, 135–138]. Besonders hervorzuheben sind Anwendungen zur Untersuchung
von Konformationsänderungen (wie z.B. bei der Muskelkontraktion oder von Pro-
teinen, die die Durchlässigkeit von Ionenkanälen steuern) [139–142]. Lanthanid-
Komplexe werden als Donor-Systeme in homogenen Fluoreszenzimmunoassays und
in homogenen DNA-Hybridisierungsassays eingesetzt [120,133,143,144]. Diese kon-
kurrieren inzwischen in der Empfindlichkeit mit Radioimmunoassays.

3.1.1 Absorptions- und Lumineszenzeigenschaften von Ln3+

Die Elektronenkonfiguration der Ln3+-Ionen ist in Tabelle B.2 zusammengefasst.
Durch elektrostatische Wechselwirkung der f -Elektronen erfolgt eine Aufspaltung
der 4fn-Elektronenkonfiguration in Terme mit unterschiedlichen Gesamtbahndreh-
impuls L. Zusätzlich führt die Austauschwechselwirkung der Elektronen zu unter-
schiedlichen Gesamtspinquantenzahlen (bei gleicher Gesamtbahndrehimpulsquan-
tenzahl). Durch Spin-Bahn-Wechselwirkung werden die elektronisch entarteten Ter-
me weiter in spektroskopische Terme aufgespalten. Die spektroskopischen Terme
werden zur Beschreibung der elektronischen Zustände von Lanthanidionen verwen-
det - im Gegensatz zu der Nomenklatur zur Beschreibung der elektronischen Zustän-
de von organischen Molekülen, bei denen einzig die Spinmultiplizität zur Unterschei-
dung herangezogen wird. Liganden können dann zu einer weiteren Feinaufspaltung in
unterschiedliche Niveaus führen (s. Tabelle B.2). Je nach Anzahl der f -Elektronen
wächst die Zahl der möglichen Niveaus sehr schnell an und ist für das Gd3+ am
größten. Da die 4f -Orbitale durch die äußeren d- bzw. s-Orbitale weitestgehend
von Umgebungseinflüssen abgeschirmt sind, ist die beobachtete Ligandenfeldaufspal-
tung im Gegensatz zu den d-Blockmetallen klein. Während für die d-Blockmetalle
Ligandenfeldaufspaltungen im Bereich von 10000 cm−1 bis 30000 cm−1 gefunden
werden, beobachtet man bei Lanthanidkomplexen gewöhnlich Aufspaltungen < 500
cm−1 [120,145,146]. In den spektroskopischen Termen erfolgt die Charakterisierung
der elektronischen Zustände durch die Quantenzahl L des Gesamtbahndrehimpulses,
die Multiplizität MS, sowie die Quantenzahl J des Gesamtdrehimpulses: MS

LJ . Bei
den elektronischen Übergängen handelt es sich um f -f -Übergänge, d.h. also zwischen
Zuständen gleicher Parität. Damit sind die f -f -Übergänge Laport-verboten (Pari-
tätsverbot) und als eine Konsequenz daraus sind die Extinktionskoeffizienten ε sehr
klein. Das Paritätsverbot wird gelockert durch das Mischen mit Schwingungen von
Liganden bzw. elektronischen Übergängen entgegengesetzter Parität [145, 147, 148].
Gewöhnlich liegen die Extinktionskoeffizienten in der Größenordnung von ε ≤ 10−2

M−1· cm−1. Da bei der elektronischen Anregung nur f -Elektronen involviert sind,
die nicht an chemischen Bindungen beteiligt sind, ist die Gleichgewichtsgeometrie
des elektronischen Grundzustands und des elektronisch-angeregten Zustands nahe-
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Abbildung 3.1: Energieniveauschema von Tb3+.

zu identisch, so dass Absorptions- und Emissionsbanden der Ln3+-Ionen sehr scharf
sind [112, 145, 148, 149]. Selbst bei Raumtemperatur können Linienspektren gemes-
sen werden, die eine Halbwertsbreite von nur wenigen cm−1 haben [128].
Von den Ln3+-Ionen zeigen nur das Samarium (Sm), das Europium (Eu), das Ter-
bium (Tb) und das Dysprosium (Dy) bei Raumtemperatur in Lösung nennenswerte
Lumineszenz. In Abbildung 3.1 sind das Termschema, die spektroskopischen Terme
sowie das Lumineszenzspektrum für Tb3+(aq) gezeigt. Für Tb3+ wird in Lösung die
Lumineszenz gewöhnlich aus dem 5D4-Zustand beobachtet, Eu3+ besitzt im Prinzip
zwei lumineszierende Zustände (5D0 und 5D1) wobei der erste der dominierende ist
(siehe auch Abbildung 3.4). Die Lumineszenz des Eu3+ erfolgt in das Multiplet des
elektronischen Grundzustandes (7FJ , mit J = 0 − 6) [150–152]. Basierend auf den
Auswahlregeln für elektronische Dipol-Übergänge sind die Übergänge 5D0 →

7F2,4,6

erlaubt, ebenso wie der magnetische Dipol-Übergang 5D0 → 7F1. Die Übergänge
5D0 → 7F0,3,5 sollten stark verboten sein. Dass diese dennoch teilweise in Spektren
beobachtet werden können, hängt mit der Symmetrie der Komplexe bzw. der Er-
niedrigung dieser durch Schwingungen zusammen [145,146].
Obwohl Veränderungen in der Koordinationssphäre der Ln3+-Ionen nur kleine Än-
derungen in der spektralen Lage der Absorptions- und Emissionsbanden bzw. den
relativen Intensitäten bewirkt, sind diese Änderungen sehr spezifisch und können
zur Identifikation von Komplexgeometrien oder deren Änderung verwendet wer-
den [145,146,148,151,152]. So sind z.B. für Eu3+ der 7F0- und der 5D0-Zustand nicht
weiter durch das Ligandenfeld aufgespalten, so dass aus der Anzahl der energetisch-
verschiedenen 5D0 → 7F0-Übergänge auf die Anzahl der unterschiedlichen Kom-
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plexe in einer Probe geschlossen werden kann. Die Fluoreszenzquantenausbeuten
von Ln3+-Aquaionen sind gewöhnlich sehr gering, was darauf hindeutet, dass die
Desaktivierung der elektronisch-angeregten Zustände überwiegend strahlungslos er-
folgt (sieh auch 3.1.2) [129,145,151–154].

Abbildung 3.2: Lumineszenzanregungs- und Lumineszenzspektren von Tb3+ (oben) und
Eu3+ (unten) in Wasser (cLn3+ = 10−3 M; λex,T b3+ = 350 nm und λex,Eu3+ = 395 nm;
λem,Tb3+ = 545 nm und λem,Eu3+ = 593 nm; Fluoromax 3, Yobin Yvonne).

Qualitative und quantitative Untersuchungen von Ln3+-Komplexen in Lösung kön-
nen mittels Lumineszenz- und Lumineszenzanregungsspektroskopie sehr empfindlich
durchgeführt werden (Konzentrationsbereich � 10−9 M) [155]. Zur Veranschau-
lichung sind in Abbildung 3.2 die Lumineszenz- und Lumineszenzanregungsspek-
tren von Tb3+(aq) und Eu3+(aq) gezeigt. Da es sich bei der beobachteten Emis-
sion von Ln3+-Ionen wie oben beschrieben um elektronische Übergänge zwischen
Zuständen mit unterschiedlicher Spinmultiplizität handelt, wird der Begriff Lumi-
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neszenz verwendet3. Die spektral hochaufgelösten Lumineszenz- und Lumineszenz-
anregungsspektren von Ln3+-Komplexen werden zur qualitativen und quantitativen
Charakterisierung eingesetzt [128, 153, 156–158]. So wurden z.B. durch Messen der
Lumineszenz- und Lumineszenzanregungsspektren von Eu3+ bei 614 nm (5D0 →
7F2-Übergang) und Anregung im Bereich von 578 nm < λex < 581 nm (7F0 → 5D0-
Übergang)) thermodynamische Komplexbildungskonstanten für verschiedene orga-
nische Liganden bestimmt. Dabei wurde eine konkurrierende Komplexierung mit
einem Liganden mit bekannter Stabilitätskonstante durchgeführt [159,160].
Besonders für die Speziation von Actiniden ist die zeitaufgelöste laser-induzierte
Fluoreszenzspektroskopie (time-resolved laser-induced fluorescence spectroscopy,
TRLFS) etabliert. Für Eu3+, Tb3+, Am3+ und Cm3+ wurden Komplexbildungskon-
stanten verschiedener Huminstoff-, Carbonat- und Hydroxokomplexe mittels TRLFS
bestimmt [100, 117, 161–164]. Besonders Eu3+ wurde vielfach zur Untersuchung der
Metallkomplexierung durch HS eingesetzt [80,82,83,117,165–167].
Eine weitere Konsequenz des Paritätsverbots der elektronischen f -f -Übergänge ist
die außergewöhnlich lange Lumineszenzlebensdauer τ der Ln3+-Ionen und ihrer
Komplexe [129,151–154]. In Abbildung 3.3 sind die Lumineszenzabklingkurven von
Tb+3(aq) und Eu+3(aq) dargestellt. Die Angaben in der Literatur für die Lumines-
zenzlebenszeit τ der Aquaionen schwanken: τEu3+ = 100 ± 10 µs und τTb3+ = 400 ±
10 µs (s. auch Tabelle B.1) [151,152,154]. Für die Strahlungslebensdauer τ0 von Tb+3

in H2O und in D2O wird ein Wert von τ0,T b3+ = 4800 µs bis 8300 µs genannt, die
für Eu3+ (τ0,Eu3+ = 9500 µs) sind sehr ähnlich [150,168,169]. Die großen Unterschie-
de zwischen τ und τ0 sind ein weiterer Hinweis dafür, dass in den Aquokomplexen
der Ln3+-Ionen sehr effektive strahlungslose Desaktivierungsprozesse stattfinden. In
Ln3+-Komplexen, die eine gute Abschirmung des Ln3+-Ions gegen äußere Einflüsse
gewährleisten, werden wesentlich längere Lumineszenzlebensdauern gefunden (eben-
so werden erhöhte Lumineszenzquantenausbeuten bestimmt) [156,170].

Hypersensitive elektronische Übergänge in Lanthanid-Komplexen Die
Intensität der elektronischen Übergänge in Lanthanid-Komplexen wird durch ih-
re erste und zweite Koordinationsspähre beeinflusst. Wird durch Substitution von
Liganden die Symmetrie verändert, so kann sich dies besonders auf die beobachte-
te Intensitätsverteilung im Absorptions- und Lumineszenzspektrum auswirken. Bei
einigen Lanthaniden wird für bestimmte elektronische Übergänge eine wesentlich
stärkere Beeinflussung gefunden als für andere Übergänge. Die Intensität der elek-
tronischen Übergänge ist direkt proportional der Oszillatorstärke des betrachteten
elektronischen Übergangs. Die beobachtete verstärkte Sensitivität der Oszillator-
stärke bestimmter Übergänge relativ zu anderen auf Veränderungen in der Koor-
dinationsspähre des Lanthanidions wird als Hypersensitivität bezeichnet [171, 172].
Der prominenteste Vertreter ist das Europium, bei dem der hypersensitive Über-
gang in Absorption einem 7F0 → 5D2-Übergang ( bei 464 nm) und in Emission

3Genau genommen sollte Phosphoreszenz verwendet werden. Diese Nomenklatur ist in der Li-
teratur allerdings für die Emission der Lanthanide selten zu finden.
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Abbildung 3.3: Lumineszenzabklingkurven von Tb3+ und Eu3+ in Wasser (cLn3+ = 10−3

M; λex,Ln3+ = 337.1 nm; λem,Tb3+ = 545 nm und λem,Eu3+ = 593 nm; FL920, µs-Modus,
Edinburgh Instruments).

einem 5D0 → 7F2-Übergang (bei 614 nm) entspricht. Dieser Übergang ist ein ma-
gnetischer Dipol-Übergang. Durch Veränderungen der Komplexsymmetrie werden
die Übergangswahrscheinlichkeiten der Übergänge mit elektrischem Dipolcharakter
des Eu3+ verändert, während die magnetischen Dipolübergänge unbeeinflusst blei-
ben [150,171,173]. Neben Europium werden auch noch für Praseodym (Pr), Neodym
(Nd), Samarium (Sm), Dysprosium (Dy), Holmium (Ho), Erbium (Er) und Thuli-
um (Tm) hypersensitive elektronische Übergänge beschrieben [171]. Die beobachtete
Hypersensitivität in den Absorptions- aber vor allem in den Lumineszenzspektren
dieser Lanthanide hat dazu geführt, dass diese als molekulare Sonden eingesetzt
werden, um z.B. Veränderungen in der Komplexierung von Metallionen zu untersu-
chen. Choppin et al. haben so z.B. eine gute Korrelation zwischen der Basizität der
Liganden und der Intensität der hpersensitiven Übergänge in Lanthanid-Komplexen
beschrieben, die sowohl in fester Phase wie auch in Lösungen bestätigt wurde [171].
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3.1.2 Strahlungslose Desaktivierungsprozesse

Die Lumineszenzquantenausbeute Φ und die Lumineszenzlebensdauer τ von Lan-
thanidionen in Lösung werden hauptsächlich durch die erste Koordinationsphäre
des Ions bestimmt. Einfluß auf die Parameter Φ und τ nehmen neben der Art der
Liganden (koordinierten Moleküle) in gemischten Komplexen die Anzahl der Ligan-
den sowie deren Anordnung im Komplex [150,174].
Die wirkungsvollste strahlungslose Desaktivierung der elektronisch-angeregten Lan-
thanidionen geschieht durch die Kopplung an OH- bzw. CH-Schwingungen von Li-
ganden in der ersten Koordinationssphäre [145,150]. Es konnte gezeigt werden, dass
die beobachtete Geschwindigkeitskonstante proportional zur Anzahl der OH- (bzw.
CH-) Bindungen im Komplex ist [128,150,175]. Kropp und Windsor haben für Tb3+-
und Eu3+-Ionen die Lumineszenzintensität und die Lumineszenzlebensdauer τ in rei-
nem H2O, D2O und in verschiedenen Mischungsverhältnissen, sowie in verschiedenen
deuterierten Lösungsmitteln untersucht [150,175,176]. Es wird ein ausgeprägter Iso-
topeneffekt beobachtet (s. Tabelle B.1).
Für die Lumineszenz wurde in allen Fällen eine Kinetik erster Ordnung gefunden,
was u.a. darauf hindeutet, dass der Austausch zwischen den freien Lösungsmittelmo-
lekülen und Lösungsmittelmolekülen aus der Koordinationssphäre sehr schnell ist im
Vergleich zu τ . Als Richtgröße wird für Lanthanidionen für den Austausch von Lö-
sungsmittelmolekülen aus der Koordnationssphäre eine Geschwindigkeitskonstante
kAustausch von ca. 2·107 s−1 angegeben. Daher wird bei Messungen der Lumineszenz-
lebenszeit gewöhnlich eine mittlere Koordinationssphäre beobachtet [150].
In wässrigen Lösungen erfolgt die Desaktivierung der angeregten Zustände die-
ser Ionen sehr effektiv durch einen strahlungslosen Energietransfer auf die OH-
Schwingungen des Wassers. Im Prinzip kann dabei die Energie auf eine einzelne
Schwingungsmode, auf verschiedene Schwingungsmoden eines einzelnen Moleküls
oder auf verschiedene Schwingungsmoden verschiedener Moleküle übertragen wer-
den. Für die Desaktivierung der Europium- und Terbiumionen in Wasser wird der
Energietransfer auf einzelne OH-Schwingungsmoden bzw. deren höher angeregte Zu-
stände als der vorherrschende Mechanismus angesehen [135,145,175,177]. Der Ener-
gieabstand zwischen dem Energieniveau, aus dem die Lumineszenz erfolgt und dem
höchsten Schwingungsenergieniveau des Grundzustands beträgt für Europium ca.
12200 cm−1 und für Terbium ca. 14800 cm−1 [152]. Wird für die Energie der funda-
mentalen OH-Schwingungsmode 3600 cm−1 angesetzt, so werden zur Desaktivierung
des Europiums ∆n = 4 und für Terbium ein ∆n = 5 benötigt, wobei n die Anzahl der
Schwingungsquanten ist, die vom Lanthanidion auf die OH-Schwingung zu Desakti-
vierung übertragen werden. Dieser Desaktivierungskanal ist in D2O sehr viel weniger
effizient aufgrund der niedrigeren Frequenz der OD-Schwingungen. Mit zunehmender
Energielücke zwischen Grund- und emittierendem Zustand in den Ln3+-Ionen nimmt
die Effektivität der Löschung durch OH- bzw. CH-Schwingungen ab [128, 168, 175].
Kann die elektronische Anregungsenergie nicht mehr auf eine einzelne Schwingungs-
mode übertragen werden (bei zu großem Energieabstand zwischen emittierendem
Zustand und Grundzustand ist das der Fall), ist ein Isotopeneffekt nicht mehr ef-
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fektiv wirksam (energy gap law) [168]. Wird die Energielücke andererseits zu klein,
können andere Desaktivierungskanäle wirksam werden, wie z.B. über Schwingungen
des gesamten Komplexes, auch dann wird kein (oder ein nur sehr kleiner) Isotopen-
effekt beobachtet [168].
Aus Messungen der Lumineszenzlebensdauer von Ln3+-Komplexen in H2O und D2O
kann die Anzahl der koordinativ-gebundenen Wassermoleküle ermittelt werden [128,
135,150,175,178]. Für verschiedene Komplexe von Terbium und Europium mit ver-
schiedenen Liganden (z.B. Acetat, EDTA, Sulfat, Chlorid, Oxalat usw.) konnte so
die mittlere Anzahl von Wassermolekülen in der ersten Koordinationssphäre be-
stimmt werden [128,178]. Es wurde dabei davon ausgegangen, dass die beobachtete
Lumineszenzlebensdauer zusammengesetzt ist aus der strahlungslosen und strahlen-
den Desaktivierung sowie einem Anteil, der nur von der Anzahl q der OH-Gruppen
in der ersten Koordinationsspähre abhängt:

τ−1
beob. = τ−1

nat. + τ−1
nr + τ−1

OH (3.1)

q = ALn3+ · (τ−1
H2O − τ−1

D2O) (3.2)

Der Parameter ALn3+ ist eine empirische Konstante, die für jedes Ln3+-Ion separat
ermittelt werden muss. AEu3+ wird mit 1.05 und ATb3+ mit 4.2 angegeben für den
Fall, dass τH2O und τD2O in ms eingesetzt werden [128, 172, 179]. Daneben gibt es
noch eine Reihe weiterer einfacher empirischer Beziehungen, die einen Zusammen-
hang zwischen der Anzahl an Wassermolekülen in der ersten Hydratationssphäre der
Ln3+-Komplexe und der Lumineszenzlebensdauer herstellen [172]. Allerdings werden
diese seltener benutzt.
Im Gegensatz zu organischen Molekülen und einer Reihe von d-Elementkomplexen
wird die Lumineszenz der Ln3+-Ionen durch Sauerstoff in Lösung nicht gelöscht
[150,175,180].

3.1.3 Antenneneffekt und Energietransferprozesse

In wässrigen Lösungen wird durch die Komplexierung mit organischen Liganden
in der überwiegenden Zahl von Fällen eine deutliche Zunahme der Lumineszenzin-
tensität der Ln3+-Ionen beobachtet. Diese wird einmal durch die Verdrängung von
Wassermolekülen aus der ersten Hydratationssphäre und einer damit verbundenen
effektiveren Abschirmung gegen die Desaktivierung durch OH-Schwingungen (s.o.)
verursacht. Der zweite Grund liegt im sogenannten Antenneneffekt [156, 170]. In
den Komplexen wird die Lichtenergie durch die Liganden absorbiert und in ei-
nem Energietransferschritt4 auf das Ln3+-Ion übertragen. Da die Extinktionsko-
effizienten der organischen Liganden oft um den Faktor 103 bis 104 größer sind
als die der Ln3+-Ionen selbst, kann so auch bei wenig effizienten Energietransfer-
prozessen zwischen Ligand (D) und Ln3+ (A) eine insgesamt deutliche Zunahme

4Die theoretischen Hintergründe zu den grundlegenden intra- und intermolekularen Energie-
transferprozessen sind im Anhang A zusammengestellt.
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Abbildung 3.4: Energieniveauschema von Eu3+ und Tb3+ in Wasser (aq). Die Pfeile
symbolisieren die als Lumineszenz bei Raumtemperatur sichtbaren Übergänge, wobei
die Strichstärke die Intensität des jeweiligen Übergangs repräsentiert (Daten aus [152]).
Weiterhin gezeigt sind die Energieniveaus eines hypothetischen Liganden sowie die mög-
lichen Energietransferschritte (ET) vom Liganden auf das Ln3+-Ion bzw. zurück zum
Liganden (nach [170]).

der Ln3+-Lumineszenzintensität beobachtet werden. Diese Lumineszenzverstärkung
ist für eine sehr große Zahl der verschiedensten Typen von Liganden beschrie-
ben [148, 156, 170, 181–183]. Die Lumineszenz von verschiedenen Europium- und
Terbiumkomplexen kann z.B. sehr effektiv durch Carbonylverbindungen sensibili-
siert werden [184–187]. In einigen seltenen Fällen wurde auch ein zusätzlicher in-
termolekularer Energietransferschritt beobachtet, bei dem die Energie von freien
Ligandmolekülen auf den Komplex übertragen werden kann. Dieser Schritt ist dif-
fusionskontrolliert und wird dementsprechend durch experimentelle Parameter wie
Temperatur und Viskosität der Lösung stark beeinflusst [173,186]. Für einige Kom-
binationen von Ligand / Ln3+ werden Verstärkungsfaktoren von bis zu 1100 berich-
tet [170, 184, 187, 188]. Auch wenn die Ln3+-Ionen in Proteinen, wie z.B. Parvalbu-
min und Cadmodulin, gebunden werden (und dort Ca2+ isomorph ersetzen) wird
ein Energietransfer von Tryptophan auf Eu3+ und Tb3+ beobachtet [189,190].
Für einen effektiven Energietransfer zwischen Ligand und Ln3+-Ion ist die relative
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energetische Lage des Triplett-Zustands des Liganden und der relevanten Zustände
der Ln3+-Ionen (für Tb3+ das 5D4-Niveau und für Eu3+ die 5D1- bzw. 5D0-Niveaus)
entscheidend [148, 173, 186, 187, 191–193]. Dies ist in Abbildung 3.4 zusammenfas-
send dargestellt [170]. Neben der Energieübertragung auf das Ln3+-Ion sind für
Eu3+ und Tb3+ weiter Prozesse beschrieben, die gesteuert durch die relative ener-
getische Lage von Ligand-Triplett-Zustand und lumineszierendem Niveau des Ln3+-
Ions zu einer strahlungslosen Desaktivierung führen können. Zum einen kann es
zu einem effizienten Rücktransfer der Energie kommen, wenn die energetische Lage
von Triplett-Zustand des Liganden und lumineszierenden Zustand des Ln3+-Ions zu
klein wird [148,170]. Für Tb3+ konnte gezeigt werden, dass eine Energiedifferenz von
mehr als 1850 cm−1 zwischen beiden Zuständen notwendig ist, um einen effizienten
Energierücktransfer zu verhindern [180, 188]. Daneben kann es in Eu3+-Komplexen
auch zu Ligand-zu-Metall-Ladungsübertragungsreaktionen (ligand-to-metal charge
transfer, LMCT) kommen, in denen der Europiumkomplex im angeregten Zustand
in einer f 7-Konfiguration vorliegt [138, 170]. Dies entspricht für Europium formal
einer Oxidationsstufe von +II.
Die bereits angesprochene Unempfindlichkeit der Ln3+-Lumineszenz gegenüber O2

gilt nur für die Aquokomplexe oder Komplexe mit anorganischen Liganden. Ln3+-
Komplexe mit organischen Liganden zeigen eine Löschung der Lumineszenz durch
O2. Dabei handelt es sich um eine dynamische Löschung der Triplett-Zustände der
Liganden, wie in zeitaufgelösten Messungen gezeigt werden konnte [180].

Interlanthanid-Energietransfer Neben den intramolekularen Energietransfer-
prozessen zwischen Liganden und Ln3+-Ionen wurde in Gläsern und Kristallen, die
mit verschiedenen Ln3+-Ionen dotiert waren, auch ein Interlanthanid-Energietransfer
beobachtet. Häufig wurden Eu3+ und Tb3+ als Donatoren und verschiedene andere
Ln3+-Ionen (z.B. Nd3+) als Akzeptoren eingesetzt. Als Mechanismus wird ein re-
sonanter Energietransfer durch Quadrupol-Dipol-Wechselwirkung (s. auch Anhang
A.2.2) vorgeschlagen5 [147, 197–199]. Für kleine Abstände zwischen Donor- und
Akzeptor-Lanthanidionen wird von Tanaka und Ishibashi allerdings der Austausch-
Mechanismus favorisiert [199,200]. Die bestimmten Geschwindigkeitskonstanten für
den Energietransfer in zweikernigen Lanthanidkomplexen waren ca. ein bis zwei
Größenordnungen zu hoch, um durch den Coulomb Mechanismus erklärt werden zu
können. Der Abstand der Lanthanidionen in den untersuchten Komplexen betrug ca.
4 Å. Neben Festkörpern wurde auch in mehrkernigen Komplexen bzw. in Makromo-
lekülen, die mehr als ein Ln3+-Ion binden können, ein Interlanthanid-Energietransfer
beobachtet. Für Komplexe mit Picolin- und Nicotinsäure, verschiedenen Carbonsäu-
ren und Aminosäuren wurde in wässrigen Lösungen ein effektiver intermolekularer
Energietransfer zwischen Eu3+ und Tb3+ gefunden. Dieser hängt sehr stark vom
pH-Wert der Lösung ab. Je nach verwendetem Liganden können mehrere Disso-

5Häufig wird diese Art des Energietransfers auch als Resonanzenergietransfer (RET), Förster
Resonanzenergietransfer, Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET) bzw. im Falle von Lantha-
niden Lumineszenz-Resonanzenergietransfer (LRET) bezeichnet [141, 194–196]. Zu den theoreti-
schen Grundlagen von Energietransferprozessen s. Anhang A.
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ziationsstufen des Liganden vorliegen, wodurch die Ausbildung von polynuklearen
Komplexen begünstigt wird. In diesen ist der Interlanthanid-Energietransfer dann
für den Fall, dass gemischte polynukleare Komplexe vorliegen, möglich [201–205]. In
mehrkernigen Komplexen, die Cer und Terbium (oder Europium) enthielten, wurde
eine Energieübertragung vom angeregten Cer zum Terbium (Europium) beobach-
tet [203]. Neben einem reinen Interlanthanid-Energietransfer wurden weitere Me-
tallkationen als Akzeptoren in entsprechenden Komplexen verwendet. So wurde in
verschiedenen Proteinen ein Energietransfer zwischen Eu3+ und Co2+, beide an Pro-
tein gebunden, gefunden. Ebenso wurde Fe3+ als Energieakzeptor in Proteinen mit
Eu3+ als Donor eingesetzt [128]. In diesen Fällen wird das Vorliegen eines Energie-
transfers nach dem Coulomb Mechanismus angenommen (LRET; s. auch Anhang
A.2.2).
Durch die Untersuchung der Effizienz des Energietransfers zwischen Donor und Ak-
zeptor läßt sich der Abstand der beiden auf molekularer Ebene bestimmen und
durch Variation des Donor-Akzeptor-Paares kann eine Art molekulares Lineal er-
halten werden, mit dem Abstände in der Größenordnung von einigen Å bis hin zu
ca. 10 nm gemessen werden können [195, 196]. Zwischen der beobachteten Effizienz
E des Resonanzenergietransfers und dem mittleren Abstand r zwischen Donor und
Akzeptor besteht folgender Zusammenhang (s. auch Anhang A.2):

E = 1 −
ID

ID,0

= 1 −
τD

τD,0

(3.3)

E =

[

1 +
(

r

R0

)6
]

−1

(3.4)

ID und τD sind die Lumineszenzintensität bzw. die Lumineszenzlebensdauer des Do-
nors, wobei der Index 0 die Größen in Abwesenheit eines Energieakzeptors bezeich-
net. R0 ist der sogenannte Försterradius, bei dem eine 50 %ige Wahrscheinlichkeit
für einen Energietransfer besteht. Die für ein Donor-Akzeptor-Paar charakteristische
Größe R0 wird durch die spektroskopischen Eigenschaften des Paares bestimmt (s.
Anhang A.2.2). Im Falle des Interlanthanid-Energietransfers liegen die Werte für R0

im Bereich 5 Å bis 27 Å (s. Tabelle B.3).
Ein Beispiel für die Anwendung des Interlanthanid-Energietransfers zur Untersu-
chung von molekularen Strukturen sind Ca2+-bindende Proteine. Durch isomorphe
Substitution von Ca2+ in den Proteinen durch Eu3+ bzw. Tb3+ konnten die Abstän-
de und die Struktur der Proteine in Lösung untersucht werden. Ein Untersuchung
der funktionsfähigen Proteine mittels anderer Methoden (z.B. mikroskopischer) ist
mit vergleichbarer Auflösung nicht möglich, da entweder die Auflösung von optischen
Mikroskopen zu gering ist oder im Falle von Rastersonden-basierten Verfahren, die
Proben aufwendig präpariert werden müssen und die Proteine dabei ihre Funkti-
onstüchtigkeit einbüßen. Die aus den LRET-Untersuchungen ermittelten mittleren
Abstände r der gebundenen Ln3+-Ionen (z.B. an Thermolysin, Parvalbumin und
Calmodulin) stimmen sehr gut mit aus Röntgenkristalluntersuchungen ermittelten
Abständen der Metallbindungsplätze überein [128,136,137,206].
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3.1.4 Komplexierung von Ln3+-Ionen durch HS

Polymaleinsäure-Derivate wurden als Modellpolymere zur Untersuchung der Kom-
plexbildung mit Eu3+ verwendet. Aus zeitaufgelösten Lumineszenzmessungen wurde
die Anzahl der koordinierten Wassermoleküle und die Komplexstöchiometrie abge-
leitet. Es zeigten sich Parallelen zur Komplexierung durch HS [207–209]. Ausserdem
wurden verschiedene Carbonsäure-Derivate als Modellsysteme zur Untersuchung der
HS-Ln3+-Komplexierung eingesetzt [164,166,210].
Für Actinide wie Cm3+ und Lanthanide wie Tb3+ ist eine Steigerung der Lumi-
neszenzintensität in HS-Komplexen um ein bis zwei Größenordnungen beschrieben
[164,211]. Der Energietransfer von HS auf komplexiertes Curium wird zur Speziation
von Cm3+-HS-Komplexen in natürlichen Wässern eingesetzt [161–163,212,213].
Durch die Wechselwirkung mit HS wird die relative Intensität der hypersensiti-
ven Lumineszenzbande des Eu3+ bei 615 nm verändert, was ein direktes Indiz für
die Komplexierung ist. Aus der Konzentrationsabhängigkeit des Verhältnisses der
Lumineszenzintensitäten bei λem = 593 nm zu λem = 615 nm wurde die Kom-
plexbildungskonstante für verschiedene HS mit Eu3+ bestimmt [82, 83, 165]. Eine
Unterscheidung verschiedener Bindungsplätze in HS wurde basierend auf dem nicht-
entarteten 7F0 →

5D0-Übergang des Eu3+ gemacht [78, 166]. Durch Peakentfaltung
wurden zwei verschiedene Eu3+-HS-Komplexbindungsplätze identifiziert, mit den
Maxima bei 17271.1 cm−1 und 17265.4 cm−1. Aus der Verschiebung der hyper-
sensitiven Eu3+-Lumineszenzbande und aus zeitaufgelösten Lumineszenzmessungen
wurden von Thomason et al. auf mindestens vier verschiedene Bindungsplätze ge-
schlossen - alle mit Carboxylgruppen als Liganden [167].
Die zeitaufgelösten Fluoreszenzspektren von Eu3+-HS Komplexen zeigen eine deut-
liche Veränderung im Peakverhältnis I593nm/I615nm, was auf eine Veränderung der
molekularen Umgebung im Eu3+-HS-Komplex schließen lässt. Allerdings werden von
Planque et al. keine Veränderungen in der Lumineszenzlebensdauer des durch HS
komplexierten Eu3+ gefunden. Mit 110 µs entspricht die Lebenszeit der des Aquo-
ions, woraus sich in der ersten Koordinationssphäre neun Wassermoleküle ableiten
lassen und somit das Europium in HS als outer-sphere Komplex vorliegen wür-
de [117]. Ebenso wird für Cm3+ und Dy3+ nur ein geringer Einfluss auf die Lumines-
zenzlebenszeiten durch HS-Komplexierung beschrieben [214]. In diesen Untersuchun-
gen wurde eine 1:1-Komplexbildung zwischen HS und Ln3+ angenommen. Im Gegen-
satz dazu werden von Choppin et al. und Kim et al. nicht mono-exponentielle Lumi-
neszenzabklingverhalten für Cm3+- und Eu3+-HS-Komplexen beschrieben [78, 213].
Die Heterogenität oder die Anwesenheit von Spuren weitere Metallionen in HS wer-
den als mögliche Erklärungen für die beobachtete komplexe Abklingkinetik ange-
führt. Aus den Lumineszenzabklingkinetiken wurde die Anzahl der im HS-Eu3+-
Komplex an das Ln3+ gebundenen Wassermoleküle abgeschätzt. Unter Verwendung
der Gl.(3.2) wurden abgeschätzt, dass durch die Komplexierung mit HS vier Was-
sermoleküle aus der ersten Koordinationssphäre des Eu3+ freigesetzt werden [167].
Allerdings wurde bei der Berechnung nur eine der aus einer bi-exponentiellen An-
passung erhaltenen Lumineszenzabklingzeiten berücksichtigt.
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3.2 Löschung der intrinsischen Fluoreszenz durch

Ln3+-Ionen

In den folgenden Abschnitten 3.2.1 bis 3.2.3 werden eigene Arbeiten zur Charakte-
risierung der intrinsischen Fluoreszenz von Benzoesäure-Derivaten, Modell-HS und
HS verschiedener Ursprungsorte sowie deren Löschung durch Ln3+ diskutiert. Bei
den Benzoesäure-Derivaten handelt es sich um Hydroxy- und Methoxy-Derivate der
Benzoesäure. Diese wurden als Modelle für einfache Strukturbausteine von HS un-
tersucht und sind vor allem aus bekannten Abbauprodukten z.B. des Lignins abge-
leitet [1,2,79,215,216]. Lignin selbst stellt einen, wenn nicht sogar den größten, Pool
an Substanzen dar, aus dem HS durch biotische und abiotische Reaktionen gebil-
det werden. Gestützt werden diese Annahmen durch die aus neuen hochauflösenden
massenspektrometrischen Untersuchungen abgeleiteten Strukturen von HS [15,18].

3.2.1 Löschung der intrinsischen Fluoreszenz von Benzoesäure-
Derivaten durch Ln3+-Ionen

Die intrinsische Fluoreszenz von verschiedenen Benzoesäure-Derivaten ist in Ab-
bildung 3.5 vergleichend dargestellt. Im Prinzip überstreicht die Fluoreszenz die-
ser Verbindungsklasse den gesamten Spektralbereich zwischen 300 nm < λem< 600
nm. Zum Vergleich ist in Abbildung 3.5 das Fluoreszenzspektrum einer Braunwas-
ser FA gezeigt. Die spektrale Überlappung und die Übereinstimmung in der Form
der Spektren sind groß. Die Quantenausbeuten und die Sensitivität gegenüber pH-
Wertänderungen dieser Verbindungsklasse sind sehr unterschiedlich. Besonders für
die hydroxysubstituierten Derivate wird eine starke Abhängigkeit der Fluoreszenz
vom pH-Wert beobachtet. Dies ist in der Hydroxygruppe begründet, die als so ge-
nannte Photosäure agieren kann, d.h. die Säurekonstante der OH-Gruppe ist im
elektronischen Grundzustand und im elektronisch-angeregten Zustand mitunter um
einige Größenordnungen unterschiedlich. Qualitativ läßt sich dieses Phänomen durch
den nach Th. Förster benannten Förster-Zyklus beschreiben. Für aromatische Hy-
droxyverbindungen wird in der Regel eine Verschiebung zu kleineren pKa-Werten
erwartet. In der Praxis hängt das aber vom Verhältnis der Geschwindigkeitskonstan-
ten der Desaktivierung des S1-Zustands über intramolekulare Prozesse (Fluoreszenz
und innere Konversion) zu der der Abspaltung des Protons aus der OH-Gruppe ab.
Wie erste stationäre und zeitaufgelöste Fluoreszenzuntersuchungen gezeigt haben,
sind beide Fallgruppen bei den hydroxysubstituierten Benzoesäuren vorhanden6. Die
Fluoreszenzabklingzeiten der Benzoesäure-Derivate überstreichen einen weiten Be-
reich, von wenigen ps bis zu einigen ns, wobei der pH-Wert einen großen Einfluss
hat [217]. Wie in Abbildung 3.6 am Beispiel der Fluoreszenzabklingkurven der 3-
Methoxybenzoesäure gezeigt ist, sind die beobachteten Fluoreszenzkinetiken nur bei

6Diplomarbeit von Sascha Eidner, Photodynamik substituierter Benzoesäuren, Universität
Potsdam, November 2004
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Abbildung 3.5: Fluoreszenzspektren verschiedener Benzoesäuren (c = 10−4 M, pH 6,
λex= 266 nm; Fluoromax, Yobin Yvon).

sehr kleinen pH-Werten bzw. sehr hohen pH-Werten mono-exponentiell, ansonsten
werden komplexe Kinetiken höherer Ordnung gefunden, sehr ähnlich zu denen von
HS (s. dazu z.B. Abschnitt 2.1.6). Die komplexen Abklingkinetiken werden durch das
Vorliegen verschiedener Spezies, die durch Protonierung bzw. Deprotonierung der
funktionellen Gruppen entstehen, verursacht. Hierbei sind sowohl Grundzustands-
reaktionen wie auch Reaktionen im angeregten Zustand zu berücksichtigen.
Bei der Zugabe von Ln3+-Ionen zu wässrigen Lösungen der Benzoesäure-Derivate
wird keine (oder eine nur minimale) Fluoreszenzlöschung beobachtet. In Abbil-
dung 3.7 sind die Fluoreszenzspektren von Gallussäure in Gegenwart verschiedener
Tb3+-Konzentrationen gezeigt. Es wird keine Abnahme der Fluoreszenzintensität
beobachtet. Zu einem ähnlichen Ergebnis führt die Analyse der Salicylsäurefluores-
zenz bei steigender Tb3+-Konzentration (s. Abbildung 3.12) [183, 218]. Eine Fluo-
reszenzlöschung durch Tb3+ aufgrund eines Schweratomeffektes würde eine effekti-
ve Spin-Bahn-Kopplung zwischen den f -Elektronen des Ln3+ und den Elektronen
des Liganden voraussetzen. Dies scheint nicht sonderlich ausgeprägt zu sein, mög-
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Abbildung 3.6: Fluoreszenzabklingkinetiken von 3-Methoxybenzoesäure (3-MBS) (c(3-
MBS)= 10−4 M, λex= 282 nm; Streak-Kamera, Hamamatsu). Die Fluoreszenzabkling-
zeiten sind durch eine globale Anpassung über den gesamten spektralen Bereich (340 nm
< λem< 420 nm) der 3-MBS Fluoreszenz erhalten worden (Das Streak-Kamera Messsy-
stem wurde mit verschiedenen Fluoreszenzlebenszeitstandards kalibriert - s. dazu Anhang
C.3).

licherweise weil die f -Orbitale durch die äußeren s, p und d-Orbitale weitestgehend
abgeschirmt sind. Ein ähnliches Ergebnis wird für den Einfluss von Tb3+ auf die
Fluoreszenz von Anthracen (c(Anthracen) = 1 µM in Methanol) gefunden. Für eine
Tb3+-Konzentration bis 10−4 M wurde keine Fluoreszenzlöschung beobachtet.

3.2.2 Löschung der intrinsischen Fluoreszenz von Modell-HS
durch Ln3+-Ionen

Die Beeinflussung der intrinsischen Fluoreszenz ist vollkommen verschieden von der
bei den Benzoesäuren und auch bei den natürlichen HS beobachteten (s.u.). Mit stei-
gender Tb3+-Konzentration wird eine Verschiebung des Fluoreszenzmaximums und
eine Fluoreszenzverstärkung beobachtet - ähnlich wie dies für die Komplexierung
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Abbildung 3.7: Löschung von Gallussäure durch Tb3+ (c(Gallussäure)= 10−4 M, λex=
275 nm, pH 4; Fluoromax 3, Yobin Yvonne).

von Al3+durch HS beschrieben wurde7 [98]. Die spektrale Verschiebung ist beson-
ders stark für die Probe M42 ausgeprägt (s. Abbildung 3.8). Im spektralen Bereich
λem> 500 nm wird eine leichte Abnahme der M42-Fluoreszenz gefunden, während
bei Wellenlängen λem< 475 nm eine Zunahme zu sehen ist. Insgesamt ist für die
Proben M1 und M42 die gefundene Fluoreszenzverstärkung im Spektralbereich 400
nm < λem< 460 nm sehr ähnlich. Die beobachteten Tendenzen sind für Tb3+ und
Eu3+ qualitativ gleich (s. Abbildung 3.9).

3.2.3 Löschung der intrinsischen HS-Fluoreszenz durch Ln3+-
Ionen

In Abbildung 3.10 ist der typische Verlauf der Löschung der intrinsischen HS-Fluor-
eszenz mit steigender Konzentration von Tb3+ dargestellt. Im Gegensatz zu den
untersuchten Benzoesäuren und den Modell-HS wurde für alle bislang untersuchten

7M.U. Kumke, H.-G. Löhmannsröben, S. Eidner, G. Korshin; 11th Meeting of the Inernational
Humic Substances Society, 21. -26. July 2002 in Boston, USA. Inter-Lanthanide luminescence
resonance energy transfer in humic substances.
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Abbildung 3.8: Löschung der Fluoreszenz des Modellhuminstoffs M42 durch Tb3+

(c(M42)= 10 mg/L, λex= 325 nm, pH 5, I = 10−2 M; Fluoromax 3, Yobin Yvonne).

HS eine mehr oder weniger deutliche Löschung der intrinsischen HS-Fluoreszenz ge-
funden. In Abhängigkeit vom Ursprungsort der HS bzw. welche Fraktion (FA, HA)
betrachtet wird, werden qualitative Unterschiede gefunden. So wird z.B. die Fluores-
zenz von Gohy573 FA relativ stark gelöscht, im Fluoreszenzspektrum werden aber
keine spektralen Veränderungen analog zu den für die Modell-HS beobachteten ge-
funden (s. Abbildung 3.10). Im Gegensatz dazu wird für Gohy573 HA quantitativ
ebenfalls eine Fluoreszenzlöschung beobachtet, zusätzlich kann eine spektrale Ver-
schiebung beobachtet werden (s. Abbildung 3.11). Die Löschung der intrinsischen
HS-Fluoreszenz durch Komplexierung von Tb3+ oder Eu3+ ist abhängig vom Ur-
sprungsort der HS. In Abbildung 3.12 ist die relative Abnahme der intrinsischen
Fluoreszenz von HS verschiedener Ursprungsorte gegenübergestellt. Die eingezeich-
neten Trendlinien sind nach einem einfachen Modell von Ryan und Weber angepasst
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Abbildung 3.9: Einfluss von Tb3+ auf die Fluoreszenz von M1 und M42. Ausgewertet
wurde die Fluoreszenz im Bereich 400 nm < λem< 460 nm (c(Modell-HS)= 10 mg/L,
λex= 325 nm, pH 5, I = 10−2 M; Fluoromax 3, Yobin Yvonne).

worden (s. Gl. 3.5) [99].

I =
(Ilim − IL)

(2 · K · cL)(K · cL + K · cM + 1)
−
√

(K · cL + K · cM + 1)2 − 4 · K2 · cL · cM + IL (3.5)

In diesem wird von einer einfachen 1:1-Komplexierung zwischen HS-Molekülen und
Metallionen ausgegangen8. Das einfache Modell gibt die experimentellen Daten er-
staunlich gut wieder. Allerdings ist die Annahme eines 1:1-Komplexes eine grobe Ver-
einfachung. Ein spezielles Problem bei der Verwendung von Fluoreszenzlöschexpe-
rimenten zur Bestimmung von Komplexbildungskonstanten ist der unbekannte Zu-
sammenhang zwischen Metallbindungsplätzen und Fluorophoren der HS [219,220].
Ein Vergleich der Löscheffizienz von Tb3+ und Eu3+ zeigt Unterschiede zwischen den
beiden Ln3+-Ionen (s. Abbildung 3.13). Die Differenz in der beobachteten Löschung

8I = HS-Fluoreszenzintentsität; Ilim = durch weitere Zugabe von M(= Men+) nicht weiter
löschbare HS-Restfluoreszenz; IL = aus Normierung resultierender Faktor (1 oder 100%); K =
Gleichgewichtskonstante des 1:1 Komplexes; cM = Konzentration der Metallionen Men+
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Abbildung 3.10: Löschung der Fluoreszenz einer HS (Gohy573 FA) durch Tb3+

(c(HS)=10 mg/L, λex=325 nm, pH 5, I = 10−2 M; Fluoromax 3, Yobin Yvonne).

durch verschiedene Ln3+-Ionen ist einerseits von den Ln3+ selbst abhängig, zusätzlich
sind die beobachteten Unterschiede aber noch durch die HS (Ursprungsort, Frakti-
on) bestimmt. So ist die Differenz zwischen Tb3+ und Eu3+ für die Probe Gohy573
FA besonders stark ausgeprägt. Für die entsprechende HA-Fraktion der Probe wird
eine deutlich kleinere Differenz gefunden. Die Gründe für die beobachteten Diffe-
renzen können in kleinen Unterschieden in den physiko-chemischen Eigenschaften
der Ln3+-Ionen liegen. So ist z.B. die Differenz in den Ionenradien zwischen Eu3+

und Tb3+ klein (92,3 pm für Tb3+ und 95 pm für Eu3+ [112]). Ebenso sind die
bekannnten Bindungslängen der Ln-O-Bindung für beide Ln3+ sehr ähnlich [221].
Eu3+ unterscheidet sich aber von allen anderen Ln3+ in seiner Elektronegativität
(EN). Der Vergleich zwischen Tb3+ und Eu3+ ergibt in der EN einen Unterschied
von ∆EN = 1.716 (bei einer für Lanthanide typischen Koordinationszahl von 10).
Im Gegensatz dazu zeigen Tb3+ und Nd3+ nur einen Unterschied von ∆EN = 0.144.
Nd3+ sollte somit in der beobachteten Löscheffizienz dem Tb3+ ähnlich sein [221].
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Abbildung 3.11: Löschung der Fluoreszenz einer HS (Gohy573 HA) durch Tb3+

(c(HS)=10 mg/L, λex=325 nm, 0 < cTb3+ < 54 µM, pH 5, I = 10−2 M; Fluoromax 3,
Yobin Yvonne).

Möglicherweise wird ein Teil des komplexierten Eu3+ nach Photoanregung der HS
zu Eu2+ reduziert und zeigt deshalb die größere Löscheffizienz.
Die konditionellen Komplexbildungskonstanten K für Tb3+, Eu3+ und Nd3+ sind in
Tabelle 3.1 zusammengefasst. Aufgrund der geringen Unterschiede in ihrem chemi-
schen Verhalten sind diese für die verschiedenen Ln3+-Ionen sehr ähnlich. Weitere
Versuche mit anderen Ln3+-Ionen sind geplant, um die z.T. stark unterschiedlichen
Löscheffizienzen weiter zu untersuchen und die (erwarteten) geringen Unterschiede
in β zu erhärten.
Der große Unterschied zwischen Benzoesäure-Derivaten und HS in Bezug auf die
Löschung der intrinsischen Fluoreszenz deutet im Fall der HS auf eine Beteiligung
von intramolekularen Prozessen, die der HS-Fluoreszenz vorgelagert sind, hin. Das
können z.B. Prozesse sein, in denen nach erfolgter Lichtabsorption eine Ladungs-
trennung (charge transfer, CT) oder ein Protonentransfer erfolgt, mit dem dann
eine Veränderung der HS-Struktur einher geht. Eine Komplexierung verändert in
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Abbildung 3.12: Übersicht der Löschung der Fluoreszenz verschiedener HS durch Tb3+.
Die Trendlinien sind nach dem Modell von Ryan und Weber angepasst worden (s. Glei-
chung 3.5) [99] (c(HS)=10 mg/L, λex= 325 nm, λem= 425-475 nm, pH 5).

diesem Fall die Reaktionswege, wodurch als Nettoeffekt eine Veränderung der HS-
Fluoreszenz beobachtet wird. Ein weiterer möglicher Mechanismus könnte die ein-
schränkende Wirkung von Men+ auf die Beweglichkeit (z.B. die Rotationsfreiheit
von Bindungen) in einem HS-Molekül sein [222,223]. Durch die Komplexierung von
Men+-Ionen werden bestimmte Konformationen eingefroren, wodurch wieder eine
Abnahme der Fluoreszenz verursacht wird - z.B. würde die Formation von verdrill-
ten CT-Zuständen (twisted intramolecular charge transfer, TICT) beeinträchtigt
werden. Der Einfluss von strukturbildenden Effekten der Men+-Ionen in HS wird
durch die beobachtete HS-Fluoreszenzverstärkung durch Al3+-Komplexierung sowie
einiger anderer Men+-Ionen unterstrichen [223, 224]. Al3+ zeigt keine Spin-Bahn-
Kopplung. In der Regel wird die HS-Fluoreszenz durch die Komplexierung von Al3+

verstärkt [98, 225, 226]. Eine ähnliche Fluoreszenzverstärkung wird bei der Zugabe
von Borat oder Ga3+ beobachtet9. Daraus folgt, dass die Verwendung der intrinsi-

9Nicht veröffentliche Ergebnisse, vorgetragen auf der 44th International Conference on Analy-
tical Sciences and Spectroscopy, 9 - 12 August 1998 in Kingston, Canada.
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Abbildung 3.13: Vergleich der Löschung der Fluoreszenz einer HS (Gohy573 FA) durch
Tb3+ und Eu3+ (c(HS)= 10 mg/L, λex= 325 nm, pH 5, I = 10−2 M; Fluoromax 3,
Yobin Yvonne). Dargestellt sind je zwei Messreihen. Ausgewertet wurde die Intensität
der intrinsischen HS Fluoreszenz im Wellenlängeninterval 400 nm < λem< 460 nm.

schen HS-Fluoreszenz zur Bestimmung von Komplexbildungskonstanten nur einge-
schränkt benutzt werden kann. So muss z.B. sichergestellt sein, dass keine spektralen
Veränderungen im HS-Fluoreszenzspektrum durch die Komplexierung von Men+-
Ionen induziert werden. Diese große Schwäche wird prinzipiell bei der Auswertung
der sensibilisierten Ln3+-Lumineszenz umgangen, weil nur der Anteil der gebundenen
Ln3+-Ionen detektiert wird (s.u.) und zwar über die gut definierten, charakteristi-
schen Lumineszenzbanden der Ln3+-Ionen. Allerdings ist einschränkend zu beachten,
dass für die Sensibilisierung der Ln3+-Lumineszenz geeignete Chromophore (genauer
gesagt Chromophore mit passenden Triplett-Zuständen) der HS vorhanden sein müs-
sen. Außerdem ist der mögliche Rücktransfer der Energie zu einem Triplett-Zustand
der HS zu beachten (s. Abbildung 3.4).
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log K (in M−1)

Ln3+ Aldrich HS Gohy573 HA Gohy573 FA

Tb3+ 5.6 5.7 4.7

Eu3+ 5.7 5.1 5.1

Nd3+ 5.7 5.6 5

Tabelle 3.1: Bestimmung der konditionellen Komplexbildungskonstanten K aus der Lö-
schung der intrinsischen Fluoreszenz von HS durch verschiedene Ln3+-Ionen. Die Aus-
wertung erfolgte nach Gl.(3.5). Bei den Ergebnissen für Gohy573 HA ist zu beach-
ten, dass in diesem Fall im Fluoreszenzspektrum eine spektrale Verschiebung durch die
Metallkomplexierung induziert wird, was die Aussagekraft der Daten einschränkt. Zur
Datenauswertung wurde die Protonenaustauschkapazität der HS als Äquivalent für die
vorhandenen Metallbindungsplätze verwendet (c(HS) = 10 mg/L, pH 5, I = 10−2 M,
λex= 325 nm, 400 nm < λem< 460 nm).
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3.3 Antenneneffekte in den untersuchten Ln3+-Kom-

plexen

In den Abbildungen 3.7, 3.8 und 3.10 ist neben der Veränderung der intrinsischen
Fluoreszenz der untersuchten Liganden die Lumineszenz des Tb3+ zu beobachten.
Diese steigt mit zunehmender Konzentration immer weiter an. Eine qualitativ ent-
sprechende Zunahme der Lumineszenz wurde auch in den Experimenten mit Eu3+

gefunden. Wichtig ist zu beachten, dass unter den gewählten experimentellen Be-
dingungen in reinem Wasser, keine Lumineszenz der Ln3+-Ionen zu beobachten ist
(s. z.B. Abbildung 3.18). In den Fluoreszenzexperimenten wurde die Anregungswel-
lenlänge λex= 325 nm bzw. 337 nm gewählt, da bei diesen Wellenlängen nur eine
minimale direkte Anregung der untersuchten Ln3+-Ionen erfolgt (s. dazu z.B. die
Anregungsspektren der Ln3+-Ionen in Abbildung 3.2) und somit die beobachtete
Lumineszenz in erster Linie sensibilisiert ist.

3.3.1 Sensibilisierung der Ln3+-Lumineszenz durch Hydroxy-
Benzoesäuren

Obwohl die Fluoreszenz der untersuchten Benzoesäure-Derivate nicht (oder nur
sehr gering) gelöscht wird, ist dennoch eine effektive Sensibilisierung der Tb3+-
Lumineszenz zu beobachten. Dies ist ein indirekter Beleg für die Komplexierung
der Ln3+-Ionen durch die Benzoesäure-Derivate. Die Sensibilisierung wird über einen
strahlungslosen Energietransfer aus dem Triplett-Zustand der Benzoesäure-Derivate
zum Ln3+ induziert10. Die Abfolge der Einzelschritte der Sensibilisierung sind in
Abbildung 3.4 gezeigt. Allerdings ist zu bedenken, dass ein LRET-Prozess auch für
den Fall von freien Liganden möglich ist [173, 186]. Ein Unterscheidung kann über
Variation der Viskosität der Lösung gemacht werden, da diese Art des LRET dif-
fusionskontrolliert sein sollte. Entsprechende Experimente stehen noch aus. In Ab-
bildung 3.14 ist die Zunahme der Tb3+-Lumineszenz als Funktion des Verhältnisses
zwischen Tb3+ und Salicylsäure gezeigt. Bei einem Molverhältnis um eins, ist eine
veränderte Steigung der Kurve zu erkennen. Dies kann als Hinweis auf einen Stöchio-
metriewechsel gedeutet werden, das also neben 1:1-Komplexen auch 1:2-Komplexe
zwischen Tb3+ und Salicylsäure gebildet werden. Andererseits könnte die fortschrei-
tende Sensibilisierung der Tb3+-Lumineszenz - auch über das Verhältnis von 1:1 hin-
aus - durch einen Energietransfer zwischen ungebundener Salicylsäure und Tb3+(aq)
zustande kommen. Aus den Messungen der Lumineszenzabklingzeiten von Tb3+ in
Gegenwart verschiedener Benzoesäure-Derivate ist zu sehen, dass abhängig vom Li-
ganden inter- und intramolekulare Energietransferprozesse möglich sind. Während
für Benzoesäure in den statischen Lumineszenzmessungen eine deutliche Sensibili-
sierung der Tb3+-Lumineszenz gefunden wurden, verändert sich die Abklingzeit des
Tb3+ nicht (s. Abbildung 3.15). Es werden Lumineszenzabklingzeiten τ von 390 µs

10Die grundsätzlichen Mechanismen des strahlungslosen Energietransfers sind im Anhang A.2
zusammengefasst.
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Abbildung 3.14: Verstärkung der Tb3+-Lumineszenz durch Salicylsäure in Abhängigkeit
vom Molverhältnis der beiden Partner (Die Signale sind auf den Intensitätswert der
höchsten Salicylsäure-Konzentration normiert. Fluoromax 3, Yobin Yvon).

± 10 µs gefunden, was den τ -Werten für Tb3+ in Wasser entspricht (τTb3+(pH 6) =
390 µs). Für andere Liganden werden in Abhängigkeit vom Molverhältnis veränder-
te Lumineszenzabklingzeiten τ gefunden. Ab einem Molverhältnis von ca. 1 werden
konstante Werte für τTb3+ gemessen, die signifikant kürzer sind als für Tb3+(aq). Bei
zu kleiner werdenden Molverhältnissen von Ligand : Tb3+ steigt die beobachtete
Lumineszenzabklingzeit an und nähert sich dem Wert für Tb3+(aq). Dafür gibt es
zwei mögliche Erklärungen: 1) es liegt immer mehr freies Tb3+ vor und experimentell
wird ein Mix aus den Lebenszeiten von Tb3+(aq) und Tb3+-Ligand gefunden und
2) die Komplexe sind kinetisch sehr labil und es findet ein rascher Austausch der
Liganden statt. Im ersten Fall sollte eine bi-exponentielle Luminezenzabklingkinetik
gefunden werden. Dies war nicht der Fall. Das legt die Vermutung nahe, dass die
Komplexe kinetisch labil sind, was nicht ungewöhnlich für Komplexe der Ln3+-Ionen
ist [120]. Kontrollexperimente, in denen die Viskosität der Lösung und das Lösungs-
mittel variiert werden, stehen noch aus und sollten Klarheit bringen. Die verkürzten
Lumineszenzlebenszeiten in den Komplexen mit Benzoesäure-Derivaten deuten auf
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Abbildung 3.15: Abklingzeiten der Tb3+-Lumineszenz in Gegenwart verschiedener
Benzoesäure-Derivate in Abhängigkeit vom Molverhältnis der beiden Partner (FL920,
µs-Modus).

einen Energierücktransfer zum Triplett-Zustand des Liganden hin. Die energetische
Lage der Triplett-Zustände für viele Benzoesäure-Derivate liegt zwischen 20000 cm−1

und 25000 cm−1 [127,227,228] und somit in der Nähe des 5D4-Zustandes von Tb3+

(20300 cm−1).

3.3.2 Antenneneffekte in Komplexen zwischen Ln3+-Ionen und
Modell-HS

Für die untersuchten Modell-HS M1 und M42 wird eine Zunahme des Tb3+-Signals
beobachtet (s. Abbildung 3.8). Für Eu3+ wird zwar eine effektive Löschung der
intrinsischen Fluoreszenz gefunden, aber in den stationären Spektren ist nur ei-
ne sehr schwache sensibilisierte Eu3+-Lumineszenz zu beobachten. Eine Analyse
der aus stationären Spektren erhaltenen Daten analog zu Tb3+ wurde daher nicht
durchgeführt (s. dazu Abbildung 3.16). In zukünftigen Messungen werden zeitauf-
gelöste Lumineszenzspektren aufgenommen werden, die eine hintergrundfreie De-
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Abbildung 3.16: Fluoreszenzspektren von M1 in Gegenwart von Eu3+ (c(M1) = 10 mg/L,
pH 5, λex= 325 nm; Fluoromax 3, Yobin Yvon). In den Insets sind die jeweiligen Bereiche
der Eu3+- und Tb3+-Lumineszenz vergrößert dargestellt.

tektion der sensibilisierten Eu3+-Lumineszenz gestatten (s. dazu als Beispiel Abb.
3.18). Gründe für die schwache Sensibilisierung der Eu3+-Lumineszenz können die
Bildung von charge-transfer-Komplexen in den Europiumverbindungen und die im
Vergleich zum Tb3+ niedrigere Energie des lumineszierenden Zustands sein, auf-
grund der ein effektiverer Energierücktransfer möglich sein könnte. Ein Vergleich
der Tb3+-Lumineszenzsensibilisierung durch die Modell-HS M1 und M42 zeigt, dass
der Modell-HS M42 einen deutlich stärkeren Effekt zeigt (s. Abbildung 3.20).
Die Wechselwirkung zwischen Ln3+-Ionen und Modell-HS wird desweiteren in den
zeitaufgelösten Lumineszenzmessungen charakterisiert. Für Tb3+ und Eu3+ werden
in Gegenwart von Modell-HS komplexe Abklingkinetiken gefunden, die von ein-
fachen Kinetiken ersten Ordnung abweichen. Die beobachteten Abweichungen im
Zeitverhalten deuten auf das Vorhandensein von Energierücktransferprozessen hin,
in denen Energie vom elektronisch-angeregten Ln3+-Ion zurück auf den Modell-HS
übertragen wird. Dieses Verhalten unterscheidet die Modell-HS von den untersuch-
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ten Benzoesäure-Derivaten und entspricht dem bei HS beobachteten Verhalten11.

3.3.3 Antenneneffekte in Komplexen zwischen Ln3+-Ionen und
HS verschiedener Ursprungsorte

Abbildung 3.17: Energietransfer in HS-Ln3+-Komplexen. Dargestellt ist sowohl der Fall
der direkten Anregung, bei dem das Ln3+

1 -Ion zunächst direkt angeregt wird und dann
in einem Energietransferschritt Energie auf das Ln3+

2 -Ion überträgt sowie der Fall der
indirekten Anregung, in dem ein Chromophor im HS angeregt wird und dieser dann
Energie auf das Ln3+

1 -Ion überträgt. Die gezeigte HS-Struktur ist hypothetisch und dient
ausschließlich der Illustration.

In Abbildung 3.17 sind die möglichen Energietransferprozesse in HS-Ln3+-Komplex-
en vereinfacht dargestellt. Da die Extinktionskoeffizienten der HS mit Sicherheit
wesentlich größer sind als die der Ln3+-Ionen und HS gewöhnlich ein äußerst brei-
tes, wenig strukturiertes - beginnend im UV-Bereich bis in den NIR-Bereich auslau-
fendes - Aborptionsspektrum12 besitzen, kann es in HS-Ln3+-Komplexen immer zu

11Zur Diskussion dieses Phänomens s. Kapitel 3.3.3, zeitaufgelöste Messungen.
12Genau genommen sind die in der Literatur beschriebenen Spektren eine Kombination von ech-

ter Absorption und Lichtstreuung, d.h. es handelt sich um Extinktionsspektren. Zur Bestimmung
der echten Absorption müsste erst der Anteil der Lichtstreuung bestimmt werden [229].
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einer indirekten Anregung der Ln3+-Ionen via strahlungslosen Energietransfer kom-
men. Wie bereits in Kapitel 3.1.3 beschrieben ist dazu ein in seiner energetischen
Lage passender Triplett-Zustand der HS notwendig [156, 170, 181]. Experimentell
lässt sich der Energietransfer von HS auf Ln3+ in den veränderten Lumineszenzan-
regungsspektren der Ln3+, im Anstieg der Lumineszenzintensität im Vergleich zu
Ln3+(aq) und im geänderten Lumineszenzabklingverhalten nachweisen.
Der Vorteil der indirekten Anregung der Ln3+-Ionen ist, dass nur die komplexierten
Ionen zur Lumineszenz beitragen. Da die Lumineszenzabklingzeiten der Ln3+-Ionen
und ihrer Komplexe im Mikrosekundenbereich liegen, die Fluoreszenzabklingzeiten
der HS aber im Nanosekundenbereich, kann durch Schalten des Detektors die Mes-
sung frei von Beiträgen durch HS-Fluoreszenz sehr empfindlich durchgeführt werden
(s. Abbildung 3.18) [164,167,230].

Abbildung 3.18: Zeitaufgelöstes Fluoreszenzspektrum (TRFLS) von Eu3+ in An- und
Abwesenheit von HS (Verzögerung nach Anregungspuls ∆t = 1 µs; iCCD, LOT).

Stationäre Messungen In Abbildung 3.10 ist neben der Löschung der intrinsi-
schen HS-Fluoreszenz auch die Zunahme der Terbiumlumineszenz zu beobachten.
Gleiches Verhalten wird für die Zugabe von Eu3+ zu HS-Lösungen gefunden. In
Abbildung 3.18 ist das zeitaufgelöste Lumineszenzspektrum von Eu3+ in Ab- und
Anwesenheit von HS gezeigt. Selbst bei fünffach größerer Konzentration ist unter den
gewählten experimentellen Bedingungen keine Lumineszenz des Eu3+(aq) sichtbar.
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Erst durch die Sensibilisierung via Energietransfer von HS auf das komplexierte Eu3+

wird eine Lumineszenz messbar. Dass es sich um eine Komplexierung und somit um
einen intramolekularen Energietransfer handelt, zeigt ein Vergleich des Verhältnis-
ses der Lumineszenzintensitäten I595nm zu I615nm mit dem des Eu3+(aq) [152]. Das
Verhältnis ändert sich für den Fall der HS-Komplexierung von 1.57 auf 0.46.

Abbildung 3.19: Löschung der HS-Fluoreszenz und Sensibilisierung der Tb3+-
Lumineszenz in D2O (c(HPOA)=10 mg/L, λex= 325 nm; Fluoromax 3, Yobin Yvonne).

Die beobachtete Sensibilisierung der Ln3+-Lumineszenz ist in D2O noch wesentlich
stärker (s. Abbildung 3.19). Der beobachtet Isotopeneffekt ist ein Indiz dafür, dass
selbst in Anwesenheit von HS noch Wassermoleküle in der ersten Hydratations-
sphäre des Ln3+-Ions gebunden sind, die effektiv zur Desaktivierung des Ln3+-Ions
beitragen. Aus Messungen der Lumineszenzabklingzeiten in D2O und H2O wurde
nach Gl.(3.2) die Anzahl der in der ersten Koordinationssphäre gebundenen Wasser-
moleküle zu 8.5 ± 0.5 bestimmt (s. Abbildung 3.23). Danach handelt es sich bei den
Ln3+-HS-Komplexen höchst wahrscheinlich um fast reine outer-sphere-Komplexe,
möglicherweise sind ein oder zwei H2O-Molekül aus der ersten Hydratationssphäre
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Abbildung 3.20: Übersicht der Tb3+-Lumineszenzverstärkung durch Modell-HS, Gohy573
HS (FA, HA) und Aldrich HS (c(HS)=10 mg/L, λex= 325 nm, pH 5, I = 10−2 M).

entfernt, je nachdem welche Koordinationszahl zugrunde gelegt wird.
In den Abbildungen 3.20 und 3.21 ist die Verstärkung der Tb3+-Lumineszenz durch
Komplexierung mit HS verschiedener Ursprungsorte gezeigt13. Im Gegensatz zur Lö-
schung der intrinsischen HS-Fluoreszenz durch Tb3+-Ionen, die für alle untersuchten
HS als deutlich ausgeprägt gefunden wurde (s. Abbildung 3.12), wird eine Verstär-
kung der Tb3+-Lumineszenz in den stationären Emissionsspektren nicht in gleichem
Maße für die untersuchten HS verschiedener Ursprungsorte beobachtet. Für zwei
IHSS Standardreferenz HS (Soil HA und Peat HA) wurde nur eine sehr geringe
Sensibilisierung der Tb3+-Lumineszenz gefunden, während andere HS vergleichbare

13Die in Abbildung 3.20 und 3.21 gezeigten Daten für Aldrich HS sind in ihrem Verlauf leicht
unterschiedlich, da es sich einmal um eine gereinigte, d.h. im Metallgehalt abgereicherte Probe
handelt und im anderen Fall (s. Abbildung 3.21) um die nicht weiter aufgereinigte kommerzielle
Aldrich HS.
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Abbildung 3.21: Übersicht der Tb3+-Lumineszenzverstärkung durch HS von IHSS
Referenz-HS (c(HS)=10 mg/L, λex= 325 nm, pH 5). Die Daten sind normiert.

Ergebnisse zu den in Abbildungen 3.20 und 3.21 dargestellten lieferten (BS1 HA und
HO10 HA). Inwieweit für die IHSS Standardreferenz HS (Soil HA und Peat HA) eine
schwache sensibilisierte Lumineszenz in zeitaufgelösten Emissionsspektren gefunden
werden kann, wird zurzeit in den laufenden Experimenten untersucht. Die intensive
Hintergrundfluoreszenz der HS stellte in der Auswertung der stationären Fluores-
zenzspektren ein Problem dar und eine Veränderung der Tb3+-Lumineszenz gegen-
über diesem starken Hintergrund der HS-Fluoreszenz war nicht vernünftig quantifi-
zierbar. Das sollte in zeitaufgelösten Lumineszenzmessungen wesentlich zuverlässiger
aufgelöst werden. Auffällig ist weiter die außergewöhnlich ausgeprägte Sensibilisie-
rung der Tb3+-Lumineszenz durch Gohy573 FA. In welchen HS-Eigenschaften dieses
Ausnahmestellung begründet liegt, ist Gegenstand von zurzeit laufenden Arbeiten,
in denen weitere FA-Fraktionen verschiedener HS untersucht werden.
Ebenso wie bei den Modell-HS war die beobachtbare Sensibilisierung der Eu3+-
Lumineszenz durch Komplexierung mit HS schwach. Die möglichen Gründe dafür
wurden bereits in 3.3.2 diskutiert. Auch hier ist die Messung zeitaufgelöster Emis-
sionsspektren geplant, die eine hintergrundfreie Aufnahme des Eu3+-Signals erlau-
ben werden. Ein Beispiel dafür ist bereits in Abbildung 3.18 gezeigt.
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Abbildung 3.22: Lumineszenzabklingkurven von Tb3+ in An- und Abwesenheit von HS
(λex= 337 nm, c(Tb3+)=1 ·10−5 M, pH 4; iCCD, LOT). Für die Lumineszenzabklingzeit
des Tb3+ (aq) wurden 401 µs bestimmt.

Zeitaufgelöste Messungen Die Komplexität der Wechselwirkung zwischen HS
und Tb3+ ist auch im Zeitverhalten der Tb3+-Lumineszenz zu sehen. Während das
Tb3+-Ion in Wasser eine monoexponentielle Abklingkinetik der Lumineszenz zeigt,
wird das Lumineszenzzeitverhalten in Anwesenheit von HS komplexer. In Abbil-
dung 3.22 sind die Lumineszenzabklingkurven von Tb3+ in An- und Abwesenheit
von HS gezeigt. Gewöhnlich wird eine deutliche Zunahme der Fluoreszenzabklingzei-
ten nach Komplexierung mit organischen Liganden beobachtet, da Wassermoleküle
aus der ersten Koordinationssphäre verdrängt werden und so die Desaktivierung
über Kopplung an OH-Schwingungen verringert wird [156, 170, 188]. In den bislang
untersuchten Tb3+-HS-Komplexen ist dies allerdings nicht zu beobachten. Es werden
durchweg Tb3+-Lumineszenzabklingkurven gefunden, die deutlich vom monoexpo-
nentiellen Verhalten abweichen und insgesamt eine schnellere Lumineszenzabkling-
kinetik zeigen. Ein vergleichbares Verhalten ist für Eu3+ zu beobachten. Ebenso wird
eine komplexe Lumineszenzabklingkinetik der Tb3+-HS-Komplexe in D2O gefunden.
Zwar klingt die Lumineszenz auf einer deutlich längeren Zeitbasis ab, wie dies für
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Abbildung 3.23: Lumineszenzabklingverhalten von Tb3+ in Gegenwart von HPOA in D2O
und H2O (c(HPOA)=10 mg/L, λex= 337 nm, pH 5). Die experimentellen Daten wurden
nach Gleichung (3.7) mit nur einer Lumineszenzabklingzeit angepasst (τD2O = 1.57 ms
und τH2O = 0.373 ms; FL920, µs-Modus).

den Austausch von OH- gegen OD-Schwingungskopplung erwartet wird, allerdings
bleibt das nicht-exponentielle Abklingverhalten bestehen. In Abbildung 3.23 sind
die Lumineszenzabklingkurven von Tb3+ in Gegenwart von HS (HPOA) für D2O
und H2O gegenübergestellt. Das nicht-exponentielle Zeitverhalten bei kurzen Zeiten
legt die Vermutung nahe, dass im Ln3+-HS-Komplex intramolekulare Energietrans-
ferprozesse wirksam sind.
Für die Anpassung der kinetischen Daten können verschiedene Modelle herangezo-
gen werden. Eine einigermaßen befriedigende Anpassung der experimentellen Daten
kann durch eine biexponentielle Kinetik erhalten werden:

I(t) = A + B1 · e
−

t

τ1 + B2 · e
−

t

τ2 (3.6)

Für die Komplexierung von Cm3+ durch HS ist ebenfalls eine vom monoexponenti-
ellen Verhalten abweichende Lumineszenzabklingkinetik gefunden worden. Es wurde



3.3. ANTENNENEFFEKTE 193

angenommen, dass zwei verschiedene HS-Cm3+-Komplexe vorliegen, die für die bei-
den beobachteten kinetischen Komponenten mit den Lumineszenzabklingzeiten τ1

und τ2 verantwortlich sind [212]. Gestützt wurde diese Annahme durch die Beob-
achtung, dass die Amplitudenverhältnisse B1 zu B2 mit dem Verhältnis von HS
zu Cm3+ variieren. Werden experimentellen Abklingkinetiken der sensibilisierten
Tb3+-Lumineszenz analog zu Gl.(3.6) ausgewertet und wird bei der Anpassung eine
globale Analyse durchgeführt, d.h. die Lumineszenzabklingzeiten τ1 und τ2 werden
unabhängig vom Verhältnis Tb3+ zu HS angepasst und nur die relativen Amplitu-
den B1 und B2 werden je Datensatz individuell angepasst. Dann ergibt sich für die
beiden Amplituden in Abhängigkeit von der Tb3+-Konzentration der für Sättigungs-
kurven typische Verlauf (s. Abb. 3.24).

Abbildung 3.24: Amplitudenverhältnis B2 zu B1 aus der global bi-exponentiell ausgewer-
teten Lumineszenzabklingkinetik von Tb3+ komplexiert an HS (GoHy573 FA, 10 mg/L,
λex= 337 nm, pH 4; FL920, Edinburgh Instruments). Als globale Lumineszenzabkling-
zeiten wurden τ1 = 173 µs und τ2 = 26 µs) bestimmt.

Allerdings zeigt sich, dass besonders für kleine Tb3+-Konzentrationen die Anpas-
sung mit Gl.(3.6) nicht wirklich gut ist. In Abbildung 3.25 sind die experimentellen
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Gohy573 FA M42

β 0.406 0.099

τD 284 µs 204 µs

Tabelle 3.2: Ergebnisse der Auswertung der Tb3+-Lumineszenzabklingkurven nach
Gl.(3.7).

Daten, sowie die durch globale Anpassung von Gl.(3.6) (gestrichelte Linien) erhal-
tenen Kurven für drei Tb3+-Konzentrationen beispielhaft dargestellt. Markant sind
die Abweichungen zwischen experimentellen und angepassten Daten speziell bei lan-
gen Zeiten, dort wird der Kurvenverlauf durch eine biexponentielle Abklingkinetik
nicht passend wiedergegeben.
Der beobachtete zeitliche Verlauf der Lumineszenzintensität kann auch durch einen
Energierücktransfer vom Tb3+ auf HS bedingt sein. Ein Phänomen, dass schon für
eine Reihe von anderen Tb3+-Komplexen bekannt ist [156,170]. Unter der Annahme,
dass es sich um einen Dipol-Dipol-basierten Energietransfer-Mechanismus handelt,
wurden die Daten nach Gl.(3.7) ausgewertet.

I(t) = A + B1 · exp

(

−
t

τD

− P ·
(

t

τD

)β
)

+ B2 · exp−

(

t

τ ?
D

)

(3.7)

Mit Hilfe dieser gedehnten Exponentialfunktion wurden bereits nicht-exponentielle
Lumineszenzabklingkinetiken in verschiedensten heterogenen Systemen analysiert
[231–237]. Dabei wurde die Heterogenität der Probe einerseits in der ungleichmäßi-
gen Verteilung von Fluorophoren (oder speziell von Donor und Akzeptor) verursacht
oder aber durch geometrische Einschränkungen des Systems, wie sie z.B. in Zeolithen
oder anderen porösen Materialien gefunden werden [238–245]. In letzteren sind durch
die eingeschränkte Geometrie der Matrix auf molekularer Ebene Wechselwirkungen
nicht kontinuierlich über alle Raumwinkel bzw. -entfernungen möglich. Ebenso wird
in lichtstreuenden Lösungen oft eine Abweichung der experimentellen Daten von ein-
fachen monoexponentiellen Verhalten gefunden [246]. Formal entspricht Gleichung
(3.7) dem Zeitverlauf, der für den Fall einer diffusionskontrollierten Energieübertra-
gung nach Förster für homogene Lösungen gefunden wird, wobei dann β = 0.5 ist.
In Polymeren und Systemen (z.B. Zeolithe, Dendrimere), in denen nur eine einge-
schränkte relative Bewegung von Donor und Akzeptor möglich ist, kann β 6= 0.5
sein. Für diese Fälle wird β der Charakter einer fraktalen Dimension zugeschrie-
ben [239, 240, 247]. Zusätzlich wurde ein weiterer Exponentialterm angefügt, um
einem Anteil von komplexiertem Tb3+ Rechnung zu tragen, der keinem Energierück-
transfer zu HS unterliegt14.

14Die Lumineszenzabklingzeit τD und τ?
D sind in diesem Fall gleich. Es ist außerdem vernünf-

tig anzunehmen, dass die Lumineszenzabklinzeit τD einer mittleren Abklingzeit einer Verteilung
entspricht, da höchst wahrscheinlich mehr als zwei diskrete Bindungsplätze in HS vorhanden sind.
Der Parameter P skaliert mit dem Abstand zwischen Donor und Akzeptor
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Abbildung 3.25: Anpassung der Tb3+-Abklingkinetik in Anwesenheit von HS für verschie-
dene Tb3+-Konzentrationen (GoHy573 FA, 10 mg/L, λex= 337 nm, pH 5, I = 10−2 M;
iCCD, LOT). Die experimentellen Daten wurden global bi-exponentiell und mit Gl.(3.7)
ausgewertet.

In den Anpassungen der Lumineszenzabklingkinetiken der Tb3+-HS-Komplexe wur-
de eine gute Übereinstimmung zwischen experimentellen und durch das Model be-
schriebenen Daten erhalten (s. Abbildung 3.25). In neuesten Experimenten wur-
den Untersuchungen mit synthetischen HS, die als Reaktionsprodukte verschiede-
ner Aminosäuren und Zucker erhalten wurden, durchgeführt. In den zeitaufgelösten
Lumineszenzmessungen wurden auch für diese Systeme nicht-exponentiell abklin-
gendes Zeitverhalten gefunden und eine Auswertung nach Gl. (3.7) lieferte gute
Anpassungsergebnisse. Es ist interessant, dass der Wert für β für die beiden bisher
untersuchten HS sehr unterschiedlich war (s. Tabelle 3.2). Im laufenden BMWA-
Forschungsvorhaben Spektroskopische Bestimmung von thermodynamischen und ki-
netischen Kenngrößen zur Beschreibung der Huminstoff-Metall-Komplexierung werden
diese Arbeiten in Zukunft fortgesetzt und weitere HS untersucht werden.
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3.4 Interlanthanid-Energietransfer in Ln3+-HS-Kom-

plexen

Ein fundamentales Problem der Untersuchung von HS ist die Heterogenität der
Proben, u.a. ist daher die Angabe einer HS-Struktur aussichtslos. Das Assoziations-
verhalten, die Bildung von Kolloiden oder die Sorptionseigenschaften von HS sind
Eigenschaften, die für die Beurteilung von Mobilität und Verbleib von Xenobiotika
in der Umwelt äußerst relevant sind. Diese Parameter hängen direkt mit Strukturen
und Größenverteilungen der HS zusammen.
Ergebnisse aus chromatographischen Methoden, die zur Bestimmung der Größenver-
teilungen der HS bzw. des Einflusses von Solvensbedingungen auf diese eingesetzt
werden, sind mit großer Vorsicht zu interpretieren, da die eingestellten Trennbe-
dingungen (Puffergemisch, Ionenstärke) und die gewählten Standards zur Kalibrie-
rung einen beachtlichen Einfluss auf die bestimmten Molekülgrößenverteilungen ha-
ben [248]. Andere Methoden, die auf massenspektrometrischen Verfahren basieren,
zerstören häufig die Proben und sind anfällig für Artefaktbildungen. Andere Verfah-
ren brauchen sehr hohe, von Realbedingungen weit entfernte Konzentrationen (z.B.
NMR-Methoden) [1].
Durch das Einführen von Lumineszenzsonden kann dieses Problem reduziert wer-
den. Zur Untersuchung des Assoziationsverhaltens der HS und zur Bestimmung von
mittleren Abständen r der Metallbindungsplätze in HS kann der Interlanthanid-
Energietransfer zwischen an HS gebundene Tb3+- und Nd3+-Ionen genutzt werden.
Dieser experimentelle Ansatz erlaubt eine Bestimmung von Abständen gebundener
Ln3+-Ionen z.B. unter verschiedenen Solvensbedingungen. Die Konzentrationen der
HS entsprechen Realbedingungen und eine vorgeschaltete Probenauftrennung ist
nicht notwendig, d.h. es ist ein nicht-invasives Verfahren mit minimaler Probenver-
änderung durch die Messung selbst.
Der Interlanthanid-Energietransfer zwischen Tb3+ (Donor) und Nd3+ (Akzeptor) ist
gut beschrieben und wurde für die Untersuchung von Proteinstrukturen eingesetzt
(s. 3.1.3). Die physiko-chemischen Eigenschaften mit Hinblick auf Bindungslängen
(speziell der Ln-O-Bindung) und EN sind für die beiden Ln3+-Ionen sehr ähnlich,
so dass für das Komplexbildungsverhalten gegenüber HS keine signifikanten Unter-
schiede zu erwarten sind (im Gegensatz zu Eu3+, s. Tabelle 3.3).
Werden zu einer Lösung, in der durch HS komplexierte Tb3+-Ionen vorliegen, Nd3+-

La Nd Eu Tb

Ln-O-Bdg. (Å) 2.591 2.534 2.490 2.460

EN 1.053 1.094 2.954 1.238

Tabelle 3.3: Vergleich der Bindungslängen und der Elektronegativitätswerte (EN) für
verschiedene Ln3+-Ionen (für den Fall der Koordinationszahl 10, nach [221]).
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Abbildung 3.26: Löschung der Tb3+-Lumineszenz durch Nd3+ (Fluoromax 3, Yobin Yvon-
ne).

Ionen titriert, so wird zweierlei beobachtet: 1) die intrinsische HS-Fluoreszenz wird
weiter gelöscht, was ein gutes Indiz dafür ist, dass weitere Ln3+-Ionen (hier: Nd3+)
gebunden werden und 2) die sensibilisierte Lumineszenz des Tb3+ nimmt ab. In
Abbildung 3.26 ist die durch Nd3+ induzierte Löschung der Tb3+-Lumineszenz für
den Terbiumlumineszenzpeak bei λem = 545 nm gezeigt. Weiterhin ist für den Spek-
tralbereich 520 nm < λem < 530 die fortschreitende Löschung der intrinsischen
HS-Fluoreszenz zu erkennen, anhand der die Komplexierung von Nd3+ durch HS
abgelesen werden kann. Dies ist wichtig, da ansonsten die beobachtete Abnahme
der Tb3+-Lumineszenz durch eine Verdrängung der Tb3+-Ionen aus HS durch Nd3+-
Ionen nicht unterschieden werden könnte. Für den Fall eines schlichten Austausches
von an HS gebundenen Tb3+- durch Nd3+-Ionen kann erwartet werden, dass zwar
die Tb3+-Lumineszenz auch abnimmt, da unter den gewählten experimentellen Be-
dingungen in erster Linie sensibilisiert Tb3+-Lumineszenz beobachtet wird, aber die
HS-Fluoreszenz sollte dann in erster Näherung erstmal unverändert bleiben.
Zur Überprüfung wurden zusätzlich Experimente mit La3+ durchgeführt. La3+ ist
in seinen Eigenschaften (s. Tabelle 3.3) dem Nd3+ sehr ähnlich und sollte in Bezug
auf die Komplexierung durch HS gleiche Eigenschaften besitzen, allerdings ist La3+
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nicht als Energieakzeptor für LRET-Experimente mit Tb3+ geeignet (s. auch Tabelle
B.3).

Abbildung 3.27: Einfluss von Nd3+ und La3+ auf die Tb3+-Lumineszenzintensität (λex=
325 nm, λem= 545 nm, c(Tb3+) = 10−5 M, c(HPOA) = 10 mg/L, pH 5, I = 0.02 M;
Fluoromax 3, Yobin Yvonne). Für Nd3+ sind zwei separate Messreihen in H2O und eine
Messreihe in D2O gezeigt.

Wie in Abbildung 3.27 zu sehen ist, nimmt die Tb3+-Lumineszenzintensität auch
bei steigender Konzentration von La3+ ab. Dies muss in der Verdrängung der an
HS gebundenen Tb3+-Ionen durch La3+-Ionen liegen. Allerdings ist deutlich zu er-
kennen, dass der Effekt im Vergleich zur Zugabe von Nd3+ viel kleiner ist. D.h.
für kleine Konzentrationen von Tb3+ bzw. Nd3+ spielt dieser Verdrängungseffekt
eine untergeordnete Rolle und die beobachtete Abnahme der Tb3+-Lumineszenz ist
durch LRET zwischen Tb3+ und Nd3+ bedingt. Desweiteren ist in Abbildung 3.27
die beobachtete Lumineszenzlöschung in H2O und D2O verglichen. Es ist ein deut-
licher Isotopeneffekt sichtbar, der zeigt, dass die Ln3+ in HS noch eine Reihe von
Wassermolekülen in der ersten Koordinationssphäre enthalten (s. auch Abbildung
3.19). Diese Annahme wird durch die zeitaufgelösten Lumineszenzmessungen von
an HS gebundenen Tb3+-Ionen gestützt. In diesen werden im Allgemeinen Abkling-
kinetiken beobachtet, die im Vergleich zu Tb3+(aq) schneller ablaufen (s.o.), was
einerseits durch einen effektiven Energierücktransfer auf HS erklärt werden kann
und andererseits die Vermutung nahe legt, dass es sich bei der Bindung der Ln3+ an
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die HS um outer-sphere-Komplexe handelt, in denen die erste Koordinationssphäre
der Ln3+-Ionen weiterhin durch H2O besetzt ist.
Der LRET zwischen an HS gebundenen Tb3+ und Nd3+-Ionen konnte durch zeitauf-
gelöste Lumineszenzmessungen untermauert werden. Mit steigender Konzentration
an Nd3+ wurde eine Abnahme der Lumineszenzlebensdauer des Tb3+ beobachtet für
den Fall das beide an HS gebunden vorlagen. In homogener wäßriger Lösung ohne
HS konnte für ähnliche Ln3+-Konzentrationen keine Abnahme in der Lumineszenz-
abklingzeit des Tb3+ beobachtet werden (s. Abbildung 3.28).

Abbildung 3.28: Einfluss von Nd3+ auf die Lumineszenzabklingkurven von Tb3+ in An-
und Abwesenheit von HS (FL920 im µs-Modus, Edinburgh Instruments).

Ein Auswertung der Lumineszenzabklingzeiten des Tb3+ zur Bestimmung des mitt-
leren Abstandes zwischen gebundenen Tb3+ und Nd3+-Ionen ist allerdings aufgrund
des komplexen Lumineszenzabklingverhaltens des an HS gebundenen Tb3+ schwierig
und ein Gegenstand der laufenden Forschung. Daher wurde die Auswertung zunächst
über die Lumineszenzintensitäten bei λem= 545 nm nach Gleichung (3.3) und (3.4)
durchgeführt und um den Anteil der Löschung, der durch einfache Verdrängung ver-
ursacht wird, korrigiert. Dieser wurde in separaten Messungen mit La3+ ermittelt.
Die nach Gleichung (3.3) und (3.4) bestimmten mittleren Abstände r sind in Abbil-
dung 3.30 für HS verschiedener Ursprungsorte gegenübergestellt. Erwartungsgemäß
sinkt zunächst der mittlere Abstand r mit zunehmender Konzentration an Nd3+
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Abbildung 3.29: Einfluss von Nd3+ auf das Lumineszenzabklingverhalten von Tb3+ (Go-
hy573 FA, c(HS) = 10 mg/L, c(Tb3+) = 3.3 µM , λex= 337 nm, λem= 545 nm, pH 5;
iCCD, LOT).

und nähert sich scheinbar einem minimalen Grenzabstand rmin an, welcher für den
jeweiligen HS typisch zu sein scheint. Damit liegen die mittleren Abstände zwischen
den an HS gebundenen Ln3+-Ionen im Bereich von ca. 7 bis 10 Ionenradien (der
Ionenradius beträgt 99.5 pm für Nd3+ und 92.3 pm für Tb3+ , nach [112]).
Die mittleren Abstände r von an HS gebundenen Ln3+-Ionen verändern sich in
Abhängigkeit vom pH-Wert der Lösung. In Abbildung 3.31 ist ein deutlicher Un-
terschied der mittleren Abstände zwischen den pH-Werten 3 und 6 zu erkennen.
Interessanter Weise nimmt der mittlere Abstand zwischen den gebundenen Ln3+-
Ionen mit sinkendem Abstand zu (für eine bestimmte Nd3+-Konzentration, z.B.
10 µM) - entgegen der gängigen Erwartung, dass sich HS bei sinkendem pH-Wert
der Lösung verknäulen. Dies sollte z.B. durch die Ausbildung von intramolekularen
Wasserstoffbrückenbindungen und durch die abnehmende Ladungsdichte begünstigt
werden. Allerdings stehen mit sinkendem pH-Wert immer mehr Protonen in Konkur-
renz zu den Ln3+-Ionen, so dass insgesamt weniger Bindungsplätze zur Verfügung
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Abbildung 3.30: Mittlere Abstände r zwischen Tb3+ und Nd3+ gebunden an HS ver-
schiedener Ursprungsorte (c(HS) = 10 mg/L, pH 5, I = 0.02 M).

stehen werden. Zusätzlich könnte eine intermolekulare Aggregation zu einem ver-
größerten mittleren Abstand r führen.
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Abbildung 3.31: Mittlere Abstände r zwischen Tb3+ und Nd3+ gebunden an HS für
verschiedene pH-Werte (c(HPOA) = 10 mg/L, I = 0.02 M).
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3.5 Ausblick

Spektroskopische Techniken, wie z.B. fluoreszenzbasierte Methoden, mit ihrer großen
Sensitivität und Selektivität sind in Kombination mit den spezifischen Eigenschaf-
ten von molekularen Sonden, wie z.B. Lanthanide, die geeigneten Werkzeuge, auch
außergewöhnlich heterogene Systeme wie Huminstoffe (HS) direkt, ohne das System
möglicherweise störende Trennschritte zu untersuchen.
Die Anwendung von Lanthaniden als molekulare Sonden zur Untersuchung von HS
setzt ein grundlegendes Verständnis der Wechselwirkungsmechanismen voraus. Da-
für ist es notwendig, dass die intrinsischen Fluoreszenzprozesse von HS weiter auf-
geklärt werden. Es ist ein Ziel, die Beteiligung von intra- und intermolekularen
Desaktivierungskanälen, die konformative Veränderungen der HS beinhalten, in Zu-
kunft weiter zu charakterisieren. Als wichtigste Desaktivierungskänale ist geplant
die Beiträge von Konformationsänderungen über TICT-Zustände, photoinduzierten
Protonenabspaltungen und Energietransferprozessen charakterisiert werden. In zur-
zeit laufenden Untersuchungen wird die photoinduzierte Dissoziation von verschie-
denen substituierten Benzoesäuren untersucht. Geplant sind dann weiterführende
Untersuchungen an Ligninen, Chitosanen und Chitinen, die als Ausgangsstoffe bei
der Entstehung von HS angesehen werden. Durch die schrittweise Annäherung von
einfachen zu komplexen Verbindungen werden die beteiligten Desaktvierungsprozes-
se in HS systematisch weiter differenziert und charakterisiert werden. Zusätzlich sind
stationäre und zeitaufgelöste Fluoreszenzanisotropieuntersuchungen geplant. Prinzi-
piell können aus Fluoreszenzanisotropieexperimenten Informationen über Molekül-
oder Aggregatgrößen bzw. deren Veränderung bei chemischen Reaktionen abgelei-
tet werden. Dazu müssen allerdings die zugrundeliegenden Fluoreszenzmechanismen
bekannt sein (s.o.). Aus den Veränderungen der Fluoreszenzanisotropie und den Ro-
tationskorrelationszeiten werden Rückschlüsse auf das Aggregationsverhalten von
HS zugänglich, die nicht durch Artefakte, wie sie z.B. bei der SEC bedingt durch
Zusatz von Puffern (Acetat oder Borat) verursacht werden, verfälscht sind und eine
direkte Messung am heterogenen System gestatten.
Ein weiteres Ziel der zukünftigen Arbeiten ist, den Einsatz von Lumineszenzson-
den zur Charakterisierung der HS-Metall-Wechselwirkungen weiter auszubauen. Ne-
ben den lumineszierenden Lanthaniden Samarium und Dysprosium werden dann
auch organische Moleküle als Fluoreszenzsonden in die Experimente eingeflochten.
Zur Zeit wird an einem kombinierten Auswerteformalismus für die intrinsische HS-
Fluoreszenzlöschung und die sensibilisierte Ln3+-Lumineszenz gearbeitet, der in ein
übergreifendes Modell zur Bestimmung von Komplexbildungskonstanten integriert
werden soll.
Im Rahmen eines von der Europäischen Union geförderten Wissenschaftleraustau-
sches15 werden Tieftemperatur-Lumineszenzexperimente (T < 10 K; fluorescence
line narrowing, FLN) mit HS-Eu3+-Komplexen bzw. Komplexen von Eu3+ mit or-
ganischen Modellliganden durchgeführt werden. In den FLN-Experimenten ist das
Ziel, aus der Anzahl der beobachtbaren 5D0-7F0-Banden die Anzahl von unterschied-

15Antrag ist bewilligt.
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lichen HS-Eu3+-Komplexen in HS zu bestimmten. Durch die Reduktion der spektra-
len Bandbreite bei tiefen Temperaturen wird eine erheblich verbesserte Auflösung
der Signale von unterschiedlichen Eu3+-Komplexen erreicht. Dabei sind Untersu-
chungen über einen großen Konzentrationsbereich (für die Ln3+ < nM, für HS «
10 mg/L) möglich, wodurch die Experimente unter Realbedingungen durchgeführt
werden können. Aus den erhaltenen Ergebnissen ist es dann möglich, detailliertere
Aussagen zu den in HS vorliegenden Komplexstöchiometrien zu machen.
Besonders bei den gängigen Methoden zur Strukturuntersuchung muss meist mit
hohen Konzentrationen an HS gearbeitet werden. Methoden wie XPS oder EX-
AFS gestatten dann die Untersuchung der ersten und zweiten Koordinationssphäre
der Ln3+-Ionen. Das Ziel ist aus Untersuchungen des Interlanthanid-Energietransfers
zwischen an HS-gebundenen Ln3+-Ionen, Informationen auch über größere Abstände
in HS-Molekülen bzw. -Aggregaten zu erhalten. Durch entsprechende Variation der
Donor-Akzeptor-Paare könnten Distanzen von bis zu 10 nm bestimmbar werden. Auf
diese Weise können Konformationsänderungen, wie sie durch die Variation der Ionen-
stärke, des pH-Wertes oder der Anwesenheit von Metallionen in HS möglicherweise
induziert werden, direkt gemessen werden. Es können weiterhin Konformations- und
Aggregationsverhalten von HS als Konsequenz der Komplexierung über den Nah-
bereich der Metallbindung hinaus analysiert werden. Diese Untersuchungen sind
komplementär zu den schon erwähnten Fluoreszenzanisotropiemessungen. Als ei-
ne weitere Anwendung ist geplant, den Interlanthanid-Energietransfer in stopped-
flow-Experimenten zu nutzen, um die Kinetik der Aggregation von Huminstoffen
und der durch Lösungsmittelparameter bedingte Reorganisation der HS auf einer
Mikrosekunden-Zeitskala zu bestimmen. Für die Anwendung des Interlanthanid-
Energietransfers ist es allerdings notwendig, die fundamentalen Prozesse weiter zu
hinterfragen und zu verstehen. Bei der Verwendung der Lanthanid-Ionen Tb3+ und
Eu3+ sind die komplexen Reaktionswege, in denen die elektronische Energie von
HS auf das Ln3+-Ion übertragen wird bzw. der Rücktransfer von HS zum Ln3+-Ion
weiter zu untersuchen.



Anhang A

Ausgewählte Aspekte zu

theoretischen Grundlagen von

bimolekularen

Lumineszenzlöschprozessen

A.1 Allgemeine Formulierungen zu Fluoreszenzlösch-

prozessen: Stern-Volmer-Formalismus

Nach der Wechselwirkung mit Licht geeigneter Energie befinden sich Molekülen in ei-
nem elektronisch-angeregten Zustand1 (s. Gleichung A.1). Die elektronisch-angeregt-
en Moleküle (D∗) können durch Wechselwirkung mit anderen Molekülen (A) des-
aktiviert werden, wobei die elektronische Energie auf das Molekül A übertragen
wird. Das Molekül A kann sich dann seinerseits in einem elektronisch-angeregten
Zustand befinden. Es gibt dabei eine Reihe von möglichen intermolekularen Wech-
selwirkungen, die zu dieser sogenannten „Löschung“ (Quenching) der Fluoreszenz
führen können. Als ein Beispiel sei hier der Resonanzenergietransfer genannt, der
später noch genauer betrachtet werden wird (s. Abschnitt A.2.2). Ganz allgemein
werden zwei grundlegende Arten von Löschung unterschieden: statische und dyna-
mische Löschung.

D + hν −→ D∗ (A.1)

D∗ + A −→ D + A∗ (A.2)

Statische Fluoreszenzlöschung Bei der statischen Löschung kommt es zwischen
A und D bereits im elektronischen Grundzustand von D zu einer Wechselwirkung
(z.B. einer Komplexbildung), so dass D nicht mehr direkt angeregt werden kann.
Hierbei handelt es sich also eigentlich um eine Grundzustandsreaktion zwischen D

1Dies gilt für den Fall, dass die Resonanzbedingung erfüllt ist.
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und A, wobei das Produkt (AD) nicht fluoreszenzfähig ist, d.h. der unter Gleichung
A.6 beschriebene Reaktionsschritt läuft nicht ab.

D + A −→ (AD) (A.3)

(AD) + hν −→ (AD)∗ (A.4)

(AD)∗ −→ (AD) + ∆ (A.5)

(AD)∗ −→ (AD) + hνF (A.6)

Durch das Messen der Fluoreszenzintensität in An- und Abwesenheit der Löschers
A (I0 bzw. I) kann die Löschkonstante Ks bestimmt werden, die in diesem Fall
den Charakter einer Gleichgewichtskonstanten für die Bildung von (AD) hat (s.
Gleichung A.3). Die Fluoreszenzlebenszeit τ von D bleibt auch in Anwesenheit von
A unverändert.

I0

I
= 1 + Ks · [A] und

τ0

τ
= 1 (A.7)

Dynamische Fluoreszenzlöschung In dynamische Fluoreszenzlöschprozessen fin-
det die Wechselwirkung zwischen D und A nur im elektronisch angeregten Zustand
von D statt. Diese Prozesse sind gewöhnlich diffusionskontrolliert. Im Gegensatz zur
statischen Fluoreszenzlöschung werden sowohl die Fluoreszenzquantenausbeute als
auch die Fluoreszenzabklingzeit von D durch den Löschprozess verändert. Es gilt:

I0

I
= 1 + Kd · [A] und

τ0

τ
= 1 + kq · τ0 · [A] (A.8)

Im Fall der dynamischen Löschung entspricht die aus stationären Messungen ermit-
telte Löschkonstante Kd dem Produkt aus der Fluoreszenzlebenszeit τ0 von D in
Abwesenheit des Löschers und der bimolekularen Löschkonstanten kq.

A.2 Energietransfer-Prozesse

Die elektronische Anregungsenergie, die von einem Moleküle (Donor, D) durch Ab-
sorption eines Lichtquants passender Energie aufgenommen wurde, kann auf ein
zweites Molekül (Akzeptor, A) übertragen werden. Es können dabei drei grundle-
gend verschiedene Mechanismen identifiziert werden.
Von den beiden interessanten Mechanismen (s. Abschnitt A.2.1 und A.2.2) muss
grundsätzlich der triviale Mechanismus der Energieübertragung unterschieden wer-
den. Bei diesem handelt es sich um einen Zwei-Schritt-Prozeß:

D∗ −→ D + hνF (A.9)

hνF + A −→ A∗ (A.10)
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Nachdem das angeregte Donormolekül D∗ ein Photon emittiert hat, wird dieses in ei-
nem zweiten Schritt vom Akzeptor re-absorbiert. Vorraussetzungen für diesen Prozeß
sind eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute des Donors, ein intensiver Absorptions-
übergang des Akzeptors im spektralen Bereich der Donorfluoreszenz und ein großer
Überlapp der Donorfluoreszenz mit der Akzeptoremission. Der Überlapp wird als
Überlappungsintegral J quantifiziert. Das Überlappungsintegral J entspricht formal
dem integriertem Überlapp zwischen dem experimentellen Absorptionsspektrum des
Akzeptors und dem Fluoreszenzspektrum des Donors.

J ≡
∫

∞

0
ID · εA · d

∼

ν (A.11)

Hierbei entspricht ID dem experimentellen Fluoreszenzspektrum des Donors und εA

dem Absorptionsspektrum des Akzeptors. Beide sind auf einer Energieskala darge-
stellt, z.B. als Funktion der Wellenzahl

∼

ν (in cm−1) und sind normiert, so dass für
den maximalen Überlapp J = 1 wird. Der triviale Mechanismus wird normalerweise
erst bei hohen Konzentrationen von Donor und / oder Akzeptor beobachtet.
In der allgemeinen Formulierung kann die Wahrscheinlichkeit P für den strahlungs-
losen Transfer elektronischer Energie von einem Donor D auf einen Akzeptor A nach
der Golden Regel von Fermi beschrieben werden (s. Gl. A.12) [199].

P (D∗ + A −→ D + A∗) ∼
2π

h
· ρ · 〈Ψi | H | Ψf〉

2 (A.12)

Hierbei sind Ψi und Ψf die Wellenfunktionen des Anfangs- und Endzustands und ρ
ein Maß für die Dichte der beteiligten Zustände. Der Operator H beinhaltet die spe-
zifische Wechselwirkung, die Ausgangs- und Endzustand miteinander wechselwirken
läßt. Strahlungsloser Energietransfers kann einmal durch elektronische Wechselwir-
kungen (s. Abschnitt A.2.1) bewirkt werden und zum Zweiten durch elektrostatische
Wechselwirkungen (s. Abschnitt A.2.2) [74, 194, 199, 249, 250]. Bei der elektrostati-
schen Wechselwirkung ist kein echter Kontakt zwischen Donor und Akzeptor notwen-
dig, da die Wechselwirkung durch ein elektromagnetisches Feld erfolgt. Diese Wech-
selwirkung wird auch als Coulomb- oder Dipol-Dipol-Wechselwirkung bezeichnet.
Bildlich kann angenommen werden, dass die Bewegung der Elektronen im angereg-
ten Donor (= elektromagnetisches Feld) eine Störung der Bewegung der Elektronen
im Akzeptor bewirkt und im Falle der Resonanz dann zu einer Energieübertragung
führt, ähnlich einem Sender-Empfänger-Paares. Hingegen ist bei der elekronischen
Wechselwirkung ein echter Kontakt zwischen Donor und Akzeptor notwendig, damit
die beteiligten Orbitale beider überlappen. Es kommt zu einem „echten“ Austausch
von Elektronen zwischen Donor und Akzeptor. Der wesentliche Unterschied besteht
also darin, dass beim Coulomb-Mechanismus die Wechselwirkung durch den Raum
und beim Austausch-Mechanismus durch Kontakt zustande kommt.

A.2.1 Austausch Mechanismus (Dexter-Energietransfer)

Bimolekulare Wechselwirkung, z.B. durch Kollision, zwischen Molekülen können im
einfachsten Bild als Zusammenstöße zwischen zwei Molekülen gleicher oder unter-
schiedlicher Art sein. Im Verlauf der Kollision kommt es zu einer Überlappung der
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Elektronenwolken. Oftmals sind für den Ablauf von echten chemischen Reaktio-
nen dabei stereochemische Gesichtspunkte ganz maßgeblich, damit eine chemische
Reaktion (z.B. ein Bindungsbruch oder -bildung) abläuft. Werden diese in erster
Näherung ersteinmal vernachlässigt, so nimmt die Überlappung der Orbitale zwi-
schen den Molekülen exponentiell mit dem Abstand zwischen ihnen ab. Im Falle
der Energieübertragung durch den Austausch-Mechanismus bedeutet das, dass die
Geschwindigkeitskonstante kex exponentiell mit dem Abstand RDA zwischen Donor
und Akzeptor abnimmt. Nach Dexter gilt für kex:

kex = K · J · exp
(

−
2RDA

L

)

(A.13)

Die Konstante K beinhaltet die spezifischen Orbitalwechselwirkungen für das unter-
suchte Donor-Akzeptor Paar und J ist das spektrale Überlappungsintegral. Anders
als für den Fall der Energieübertragung durch elektrostatische Wechselwirkungen
(s.u. Abschnitt A.2.2) ist hier das Absorptionsspektrum des Akzeptors auf eins nor-
miert, d.h. die Oszillatorstärke der Übergänge D ⇀↽ D∗ und A ⇀↽ A∗ ist unerheb-
lich. Während also die Geschwindigkeitskonstante kFRET stark von der Stärke dieser
Übergänge abhängt (s. Abschnitt A.2.2), ist diese für kex ohne Einfluß. Das ist ein
wichtiger Unterschied zwischen beiden Mechanismen.

A.2.2 Coulomb Mechanismus (Resonanz-Energietransfer)

Der Transfer elektronischer Energie durch Dipol-Dipol-Wechselwirkung (Coulomb
Mechanismus2) zwischen einem elektronisch-angeregten Donor D∗ und einem Ak-
zeptor A erfolgt nach:

D∗ + A
R0−→ D + A∗ (A.14)

Das Ausmaß der Dipol-Dipol-Wechselwirkung hängt von der Wechselwirkungsener-
gie E ab. Diese wiederum ist verknüpft mit den Dipolmomenten µ von Donor und
Akzeptor und dem Abstand RDA zwischen Donor und Akzeptor (s. Gl. A.15).

E(Dipol − Dipol) ∼
µD · µA

R3
DA

(A.15)

Durch die Verknüpfung der Dipolmomente von Donor und Akzeptor mit den expe-
rimentell zugänglichen spektroskopischen Parametern der Oszillatorstärke f für die
strahlenden Übergänge D ⇀↽ D∗ und A ⇀↽ A∗ gilt:

µ2
D(D ⇀↽ D∗) ∼

∫

εD(
∼

ν) d
∼

ν ∼ k0
D (A.16)

µ2
A(A ⇀↽ A∗) ∼

∫

εA(
∼

ν) d
∼

ν ∼ k0
A (A.17)

2Der Coulomb Mechanismus wird oft auch als Resonanzenergietransfer oder Förster-
Energietransfer bezeichnet.



A.2. ENERGIETRANSFER-PROZESSE 209

Da außerdem noch das Quadrat der Wechselwirkungsenergie E proportional zur
Geschwindigkeitskonstante kFRET für einen durch elektrostatische Wechselwirkun-
gen veranlaßten Energietransfer ist, kann ein Ausdruck für kFRET erhalten wer-
den [196,199,251]:

kFRET ∼
κ2 · k0

D

R6
DA

· J (A.18)

J stellt dabei das sogenannte Überlappungsintegral dar (s.u.). Der kritische Trans-
ferradius (Försterradius) R0 wird zur Charakterisierung der Stärke der Coulomb-
Wechselwirkung verwendet. Er bezeichnet die Entfernung zwischen Donor und Ak-
zeptor, bei der die Effizienz des Energietransfers gerade 50% beträgt und somit die
gleiche Wahrscheinlichkeit besitzt wie die Summe der anderen Desaktivierungsme-
chanismen für den elektronisch-angeregten Donor.

kFRET · [A] = kF + kIC + kISC =
1

τD

(A.19)

Nach der von Förster entwickelten Theorie zum Resonanzenergietransfer gilt für R0:

R6
0 =

(9000 · ln10) · κ2 · ΦD

128 · π5 · n4 · N
·

∞
∫

0

FD(
∼

ν) · εA(
∼

ν)
∼

ν
4 d

∼

ν (A.20)

In Gleichung A.20 und A.18 bezeichnet κ einen Faktor, der berücksichtigt, dass für
die Stärke der Wechselwirkung zwischen zwei oszillierenden Dipolen die Orientie-
rung der Übergangsdipolmomente (hier: von Donor und Akzeptor) wichtig ist. Für
den Fall der vollständigen Rotationsfreiheit und schneller Rotation im Vergleich zur
Fluoreszenzlebenszeit von Donor und Akzeptor wird ein Wert von 2

3
für κ2 ange-

nommen. Ganz allgemein kann κ2 im Bereich 0 < κ2 < 4 variieren, wobei der Wert 0
bedeutet, dass Donor- und Akzeptor-Übergangsdipolmoment senkrecht zueinander
stehen und der Wert 4 im Falle einer vollständig parallelen Orientierung erreicht
wird [196]. Werden Donor-Akzeptor-Systeme mit langen Fluoreszenzabklingzeiten
eingesetzt, wie z.B. im Falle von Lanthanidionen, so ist der Einfluß der Orientie-
rung der Übergangsdipolmomente herausgemittelt [251]. ΦD ist die Fluoreszenz-
quantenausbeute des Donors in Abwesenheit von A, n ist der Brechungsindex des
Lösungsmittels und N ist die Avogadrozahl. Im als Überlappungsintegral J bezeich-
neten integralen Ausdruch stehen die spektralen Verteilungen der Donoremission
und der Akzeptorabsorption in Form des molaren dekadischen Extinktionskoeffizi-
enten (beide als Funktion der Wellenzahl

∼

ν). Dieser Ausdruck gilt für den Fall, dass
der Donor fluoreszenzfähig ist. Ganz allgemein formuliert muss für Dipol-Dipol-
Wechselwirkung der equilibrierte S1-Zustand des Donors und ein Franck-Condon-
Zustand des Akzeptors gleiche Energie haben [199,252]. Je größer die Zustandsdichte
an isoenergetisch-resonaten Energieniveaus von Donor und Akzeptor, desto größer
ist J und damit auch die Geschwindigkeitskonstante kFRET .
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Nach Gleichung A.20 und A.18 hängt die Geschwindigkeit und damit auch die Ef-
fizienz der Dipol-Dipol-Wechselwirkung stark vom Abstand zwischen Donor und
Akzeptor ab und kann im Gegenzug für ein bekanntes, d.h. spektroskopisch gut
charakterisiertes, Donor-Akzeptor-Paar zur Abstandsbestimmung zwischen beiden
benutzt werden. Denn für einen beliebigen Abstand R zwischen A und D gilt:

kFRET =
1

τD

·
(

R0

R

)6

(A.21)

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der Austausch-Mechanismus nur
für relativ kleine Abstände zwischen Donor und Akzeptor wirksam werden kann,
während der Coulomb Mechanismus eine wesentlich größere Reichweite hat. Dies ist
in Abbildung A.1 nochmal verdeutlicht.

Abbildung A.1: Vergleich der Abstandsabhängigkeit des Coulomb und Austausch Me-
chanismus als Verhältnis der Geschwindigkeitskonstanten des Energietransfers kET und
der übrigen Desaktivierungsprozesse ki
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Einflüsse auf das Fluoreszenzabklingverhalten von Donor und Akzeptor

ID(t) = ID(0) · exp

{

−
t

τD

+ 2 · γ ·

√

(

t

τD

)

}

(A.22)

Gleichung (A.22) gilt für den 3-dimensionalen Fall und einer gegen Unendlich rei-
chenden Anzahl von Akzeptor-Molekülen in der Umgebung des Donors. Die Größe
γ = cA

c0
verknüpft die Akzeptorkonzentration cA und den Försterradius R0 (c0 =

3000·(2·π2/3 ·N ·R3
0)). In dieser Näherung wird angenommen, dass die Diffusionslän-

ge während des Energietransferprozesses klein gegenüber R0 ist, was für ausreichend
viskose Lösungen erfüllt ist. Dann kann die Verteilung von Donor und Akzeptor als
stationär angenommen werden. Stryer und Haugland konnten für Modellverbindun-
gen, in denen Donor (eine Naphthyl-Gruppe) und Akzeptor (eine Dansyl-Gruppe)
durch Prolin-Oligomere verschiedener Länge getrennt waren für den intramolekula-
ren Fall, die von Förster geforderte R−6-Abstandsabhängigkeit experimentell bestä-
tigen [195].

ID(t) = ID(0) · exp

{

−
t

τD

+ 2 · y(t) · γ ·

√

(

t

τD

)

}

(A.23)

Für den Fall von endlichen Diffusionslängen während des Energietransferprozesses
kann ein zeitabhängiger Korrekturterm (y(t) in Gleichung (A.23)) eingeführt wer-
den. Sind die Akzeptormoleküle nicht homogen um den Donor verteilt, treten durch
diese Inhomogenität Abweichungen auf, die durch weitere Korrekturterme in Glei-
chung (A.22) berücksichtigt werden müssen [252].
Neben Dipol-Dipol-Wechselwirkungen gibt es auch noch Dipol-Quadropol und Quad-
ropol-Quadropol-Wechselwirkungen. Methoden, die auf der Bestimmung des Cou-
lomb Energietransfers beruhen, werden zur Bestimmung von Abständen zwischen
Donor-Akzeptor-Molekülen bis zu 100 Å in Polymer- und Biowissenschaften häufig
eingesetzt. Unter dem Akronym FRET (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer)
wurde die Methode zur Untersuchung von Proteinen, Oligopeptiden, DNA, Myosin,
Enzymen und synthetischen Polymeren eingesetzt [196]. Hierbei werden nicht nur
statisch die Distanz zwischen zwei Punkten im Makromolekül bestimmt, sondern es
können auch dynamische Prozesse, wie z.B. Proteinfaltungen, untersucht werden.
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Anhang B

Tabellen

Ln3+ τ Φ ε (λabs) Ref.

(µs) (%) (M−1 · cm1−)

Eu3+ (H2O) 104 - 110 0.5 - 1.9 0.01 (580) [146,168,179]

Eu(NO3)3 (H2O) 100 - - [175]

Eu3+ (D2O) 2630 - 4000 78 - [146,168,179]

Eu(NO3)3 (D2O) 1900 - - [175]

EuCl3 (D2O) 2270 - - [175]

Tb3+ (H2O) 400 8.4 - [168]

TbCl3 (H2O) 430 - 470 - - [175,176]

Tb(NO3)3 (H2O) 390 - 460 - - [175,176]

Tb3+ (D2O) 3880 - - [168]

TbCl3 (D2O) 1300 - 3300 - - [175,176]

Tb(NO3)3 (D2O) ca. 1200 - 3300 - - [175,176]

Tabelle B.1: Einige photophysikalische Daten von Tb3+ und Eu3+ in Lösung (τ = Lu-
mineszenzlebensdauer, Φ = Lumineszenzquantenausbeute, ε = Extinktionskoeffizient).
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Ord.- Name Sym- Elektronenkonfig. Spektrosk. N1)

zahl bol Ln Ln3+ Grundterm

57 Lanthan La 5d16s2 [Xe] 1S0 1

58 Cer Ce 4f15d16s2 4f1 2F5/2 2

59 Praeseodym Pr 4f36s2 4f2 3H4 13

60 Neodym Nd 4f46s2 4f3 4I9/2 41

61 Promethium Pm 4f56s2 4f4 5I4 107

62 Samarium Sm 4f66s2 4f5 6H1/2 198

63 Europium Eu 4f76s2 4f6 7F0 295

64 Gadolinium Gd 4f86s2 4f7 8S7/2 327

65 Terbium Tb 4f96s2 4f8 7F6 295

66 Dysprosium Dy 4f106s2 4f9 6H15/2 198

67 Holmium Ho 4f116s2 4f10 5I8 107

68 Erbium Er 4f126s2 4f11 4I15/2 41

69 Thulium Tm 4f136s2 4f12 3H6 13

70 Ytterbium Yb 4f146s2 4f13 2F7/2 2

71 Lutetium Lu 4f145d16s2 4f14 1S0 1

Tabelle B.2: Elektronenkonfiguration von Lanthanidatomen und -ionen nach [112, 151]
(1)Anzahl der möglichen Niveaus).

Donor Akzeptor R0 in Å Ref.

Tb3+ Co2+ 19.6 [128]

Tb3+ Fe3+ 27.1 [128]

Tb3+ La3+ 0 [198]a

Tb3+ Dy3+ 5 [198]a

Tb3+ Eu3+ 7 [198]a

Tb3+ Nd3+ 12 [198]a

Eu3+ La3+ 0 [198]a

Eu3+ Dy3+ 7 [198]a

Eu3+ Nd3+ 11 [198]a

Tabelle B.3: Förster Radien für den Energietransfer verschiedener Donor-Akzeptor-Paare
(ain Ca(PO3)2-Glas).



Anhang C

Geräte und Chemikalien

C.1 Verwendete Spektrometer

In den folgenden zwei Unterkapiteln sind die für die Durchführung der Messungen
verwendeten Spektrometer tabellarisch zusammengestellt.

C.1.1 Messung von Fluoreszenz- und Lumineszenzabklingzei-
ten

FL 920 (Edinburgh Instruments) Streak Kamera iCCD

ns-Modus µs-Modus (Hamamatsu) (LOT)

Anregungs- Ti:Sa Laser N2-Laser Ti:Sa Laser N2-Laser

lichtquelle (Tsunami 3960, (LTB) (Tsunami 3960, (LTB)

Spectra Physics) Spectra Physics)

Rep.-rate 1 MHz 20 Hz 80 MHz 20 Hz

Pulsbreite 100 fs 10 ns 100 fs 10 ns

Pulsenergie nJ 800 mJ nJ 800 mJ

λex (in nm)6 260 < λex < 300 337.1 260 < λex < 300 337.1

Detektion MCP1 PMT2 MCP + iCCD3 iCCD

ELDY EM1 R928 C5680 iStar

(Europhoton) (Hamamatsu) (Hamamatsu) (Andor)

Methode SPC4 MCS5 SPC Boxcar

IRF7 100 ps 3 ps

λem (in nm) 325 < λem < 500 545, 593, 615 325 < λem < 600 500 < λem < 700

1 Mikrokanalplatte (micro channel plate)
2 Photomuliplier
3 intensified charged coupled device
4 Einzelphotonenzählung (single photon counting)
5 multi channel scaling (Verfahren entspricht im Prinzip der Boxcar-Methode)
6 THG
7 Instrument-Antwort-Funktion (instrument response function)
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C.1.2 Absorptions- und Fluoreszenzspektrometer

Typ Hersteller

Lambda 2 Perkin Elmer

Cary 500 Varian

Fluoromax 3 Jobin Yvon

FS920 Edinburgh Instruments

In den Absorptionsmessungen wurden im Allgemeinen eine Vorschubgeschwindigkeit
von 120 nm/min gewählt. Die spektrale Bandbreite der Detektion betrug standard-
mäßig 1 nm.
Bei der Aufnahme der stationären Fluoreszenzmessungen wurden die Spaltbreiten
am FS920 und am Fluoromax 3 zur Messung der HS-Spektren auf 5 nm (Ex) und 2
nm (Em) eingestellt. Die Integrationszeit pro Datenpunkt war auf 0.5 s gesetzt. Die
Fluoreszenzspektren der HS wurden - soweit nicht anders erwähnt - nicht quanten-
korrigiert.
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C.2 Chemikalien: Huminstoffe

Kurzbezeichung Ursprungsort

Aldrich HS kommerzielles Produkt (Aldrich)

BS1 FA bzw. HA Bodensickerwasser [1]

GoHy573 FA bzw. HA Gorleben-Grundwasser [253]

HO10 FA bzw. HA Braunwassersee (Holohsee,

Nordschwarzwald) [1]

Leonardite HA IHSS Standard

Peat HA IHSS Standard

Soil HA IHSS Standard

Suwannee River (SR) FA und HA IHSS Standard

HPOA Suwannee River HS (Georgia, USA)

M42 Modellhuminstoff aus Xylose und

Glutaminsäure, FZ Rossendorf [254,255]

M1 Modellhuminstoff aus Xylose, Phenylalanin

und Glycin, FZ Rossendorf [254,255]

Tabelle C.1: Liste der verwendeten Huminstoffe

C.3 Referenzsubstanzen und -messungen

Die verschiedenen Messungen von Fluoreszenzabklingkinetiken im Nano- und Piko-
sekundenzeitbereich wurden mit Substanzen, von denen die Fluoreszenzabklingzei-
ten bekannt sind, überprüft. Im Falle des Nanosekundenzeitbereichs wurden Pery-
len, Anthracen und Pyren verwendet. Wesentlich aufwendiger waren die Messungen
in der Pikosekundenzeitdomäne. Zur Überprüfung wurden Erythrosin, Rose Ben-
gal, POPOP und Xanthion in verschiedenen Lösungsmitteln eingesetzt. Xanthion
wurde zu diesem Zweck eigens hergestellt [256]. In den Abbildungen C.1 und C.2
sind das Absorptions- und das Fluoreszenzspektrum sowie die Fluoreszenzabkling-
kurven von Xanthion in zwei verschiedenen Lösungsmitteln beispielhaft dargestellt.
Die weiteren photophysikalischen Daten (Fluoreszenzabklingzeit τF und Fluores-
zenzquantenausbeute ΦF ) der untersuchten Referenzsubstanzen sind in Tabelle C.2
zusammengefaßt.
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Lösungsmittel Literatur Ref.

τF / ps

Xanthion Benzen 12 ± 3 [257]

Toluol 15

i-Octane 43 [258]

Methylcyclohexan 28 42? [259]

Methanol 18 19? [259]

Perfluorhexan 190 460? [259]

Erythrosin Wasser 85 66 ± 8 [260]

Rose Bengal MeOH 450 500 ± 20 [260]

ΦF · 10−2

Xanthion Methylcyclohexan 0.49 0.36 [259]

Methanol 0.37 0.15 [259]

Perfluorhexan 1.23 3.8 [259]

Tabelle C.2: Photophysikalische Parameter der verwendeten Referenzverbindungen bei
Streak-Kamera-Messungen. Die mit einem ? gekennzeichneten Fluoreszenzlebenszeiten
sind nach Strickler und Berg berechnet worden.

Abbildung C.1: UV/Vis-Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Xanthion in i-
Propanol (λex= 394 nm, ΦF = 0.38 ·10−2); Fluoromax, Yobion Yvon).
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Abbildung C.2: Fluoreszenzabklingkurven von Xanthion in verschiedenen Lösungsmitteln
(λex= 394 nm, λem= 450 nm, τPolyfluorhex. = 190 ps, τi−Prop. = 29 ps); Streak Kamera
Messsystem, Hamamatsu).
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Anhang E

Thesen der Habilitationsschrift

Immobilisierung bzw. Mobilisierung und Transport von Xenobiotika in den Umwelt-
kompartimenten Boden und Wasser sind von fundamentaler Bedeutung für unser
(Über)Leben auf der Erde. Als einer der Hauptreaktionspartner für organische und
anorganische Xenobiotika in der Umwelt sind Huminstoffe (HS) zu nennen, die Ab-
bauprodukte pflanzlichen und tierischen Gewebes. Zur qualitativen und quantitati-
ven Charakterisierung der Wechselwirkungen zwischen HS und Xenobiotika werden
analytische Methoden benötigt, die auch bei der Untersuchung von extrem heteroge-
nen Systemen aussagekräftige Daten zu liefern vermögen. HS stellen bedingt durch
ihre Genese außerordentlich komplexe Stoffsysteme dar, die höchste Anforderungen
an die Untersuchungsmethoden stellen. Spektroskopische Verfahren besitzen neben
der hervorragenden Selektivität und Sensitivität, auch eine Multidimensionalität, die
es gestattet, heterogene Systeme direkt zu untersuchen. Durch die Multidimensiona-
lität der Fluoreszenz (mit den Observablen Intensität IF , Anregungswellenlänge λex,
Emissionswellenlänge λem und Fluoreszenzabklingzeit τF ) sind fluoreszenzbasierte
Methoden besonders geeignet für die Untersuchung von heterogenen Systemen, wie
sie HS darstellen.

Kapitel 2.1:
Zur spektroskopischen Charakterisierung der Huminstoffe (HS) wurden systematisch
die intrinsische Fluoreszenz von HS mit stationären und zeitaufgelösten Methoden
untersucht. Durch gezielte chemische Modifikationen, wie z.B. enzymatischer Hy-
drolyse wurde ein zusätzlicher strukturrelevanter Parameter in die Untersuchungen
eingebunden.
In den spektroskopischen Untersuchungen der HS konnte in Kombination mit che-
mischen Verfahren sowie chromatographischen Trennmethoden der Einfluss des Ur-
sprungsortes und damit der Vorläufersubstanzen auf die (spektroskopischen) Eigen-
schaften der HS gezeigt werden. Am Beispiel von speziellen Standorten, wie z.B.
eines alten Gaswerksgeländes, wurde das Fortschreiten der Huminfizierung und der
Abbau bzw. Einbau von organischen Xenobiotika (polyzyklischen aromatischen Koh-
lenwasserstoffen, PAK) in die HS-Matrix gezeigt. Desweiteren konnten substituierte
Benzoesäuren als wesentliche Elemente der intrinsischen HS-Fluoreszenz von HS
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nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass diese bei einem Großteil der HS verschie-
dener Ursprungsorte das die Fluoreszenz bestimmende Strukturelement sind. Diese
Verbindungen zeichnen sich durch eine z.T. komplexe Photophysik aus, die sich auch
im Fluoreszenzverhalten der HS wiederfindet. Es sind vor allem intra- und intermole-
kulare Energietransferprozesse sowie konformative Reorganisationsprozesse, die die
Photophysik der HS prägen.

Kapitel 2.2:
Durch die Kombination von stationären und zeitaufgelösten Fluoreszenzmethoden
mit der Mikrofestphasenextraktion wurden die Wechselwirkungen von PAK - als
Leitsubstanzen für hydrophobe, organische Xenobiotika - und HS eingehend unter-
sucht und charakterisiert. Besonders die erstmals durchgeführte spektral-hochaufge-
löste Charakterisierung von PAK-HS-Komplexen bei Temperaturen < 10 K brachte
neue Erkenntnisse über die vorliegenden PAK-HS-Komplexe. Es konnte gezeigt wer-
den, dass ein Teil der PAK-Moleküle sich in einer Mikroumgebung befinden, die in ih-
rer Polarität der eines kurzkettigen Alkohols analog ist. Durch die Kombination von
Fluoreszenzlöschung und Mikrofestphasenextraktion wurden konzentrationsbezoge-
ne und aktivitätsbezogene Effekte unterschieden. Es konnten zwei unterschiedlich
starke Wechselwirkungen der PAK mit HS identifiziert werden. Durch vergleichen-
de Experimente mit Polymeren, die als Modelle für HS eingesetzt wurden, konnte
ebenso wie in den Tieftemperaturexperimenten gezeigt werden, dass im Falle der
schwachen Wechselwirkung die molekulare Umgebung, in der sich die hydrophoben
Xenobiotika befinden, der von kurzkettigen Alkoholen entspricht. Neben den Wech-
selwirkungen, die durch den hydrophilen bzw. hydrophoben Charakter von HS und
Xenobiotika definiert werden, sind zusätzlich spezifische Wechselwirkungen in Be-
tracht zu ziehen, falls die Xenobiotika auch funktionelle Gruppen enthalten (z.B.
OH-Gruppen).

Kapitel 2.3:
Als zweite große Gruppe von Xenobiotika wurden Metallionen (Men+) und deren
Wechselwirkungen mit HS betrachtet. Es wurde einerseits die intrinsische Fluores-
zenz der HS und andererseits die Lumineszenz von Lanthanid-Ionen (Ln3+) als Para-
meter untersucht. Der Mechanismus der Löschung der intrinsischen HS-Fluoreszenz
durch Men+ wurde systematisch mit stationären und zeitaufgelösten Fluoreszenz-
techniken charakterisiert. Es zeigte sich, dass neben der Löschung durch die Kom-
plexierung bestimmter Metalle (z.B. Al3+ und Ga3+) die HS-Fluoreszenz auch ver-
stärkt werden kann. Die Verstärkung zeigte sich in spezifischen Spektralbereichen der
HS-Fluoreszenz, wie durch die Aufnahme von Totalen Lumineszenzspektren demon-
striert werden konnte. In den Fluoreszenzabklingkinetiken der HS wurden durch die
Komplexierung von z.B. Eu3+-Ionen Veränderungen in den Abklingzeitenverteilun-
gen induziert. Diese waren abhängig von der Behandlung der HS (z.B. vorhergehende
Oxidation) und den experimentellen Bedingungen, vor allem der Emissionswellen-
länge. Qualitativ läßt sich die Löschung der intrinsischen Fluoreszenz durch Kom-
plexierung von Metallionen als die Kombination aus äußerem Schweratomeffekt,
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Veränderung der konformativen Freiheit der HS und Ladungstransfer-Reaktionen
zwischen HS und Metallionen (z.B. Ligand-zu-Metall-Ladungstransfer) verstehen.
Besonders die Bedeutung von konformativen Veränderungen, wie sie etwa für eine
Reihe von organischen Fluorophoren (z.B. TICT-Zustände, twisted intramolecular
charge transfer) gut beschrieben sind, war bisher für HS unterbewertet worden.

Kapitel 3:
Komplementär zu den Untersuchungen der intrinsischen HS-Fluoreszenz wurden Lu-
mineszenzsonden, speziell Ln3+-Ionen, eingesetzt, um die Wechselwirkungen zwi-
schen HS und Men+ zu charakterisieren. Die Lumineszenz der Ln3+ zeichnet sich
durch außergewöhlich scharfe, spektral wohl-charakterisierte Lumineszenzbanden
und durch µs-Lumineszenzabklingzeiten aus. Die Intensitätsverteilung im Lumines-
zenzspektrum verschiedener Ln3+ zeigt außerdem eine sogenannte Hypersensitivi-
tät, die es erlaubt, direkt auf die molekulare Umgebung der Ln3+-Ionen in ihren
jeweiligen Komplexen zu schließen. Da die Lumineszenzabklingkinetiken auf einer
µs-Zeitskala stattfinden, können Störungen aufgrund von Matrixfluoreszenz durch
entsprechendes Schalten des Detektors (gaten) ausgeschlossen werden.
Durch einen Vergleich der Lumineszenz- und Fluoreszenzeigenschaften von Ln3+-
Komplexen mit verschiedenen substituierten Benzoesäuren und mit HS konnte ge-
zeigt werden, dass die beobachtete Veränderung der HS-Fluoreszenz nach Komple-
xierung von Men+ stark durch die Veränderung der konformativen Freiheiten bzw.
die Assoziation der HS bedingt ist. In diesen Experimenten wurde neben der Lö-
schung der intrinsischen Fluoreszenz der substituierten Benzoesäuren bzw. der HS
auch die sensibilisierte Lumineszenz der Ln3+ (Tb3+, Eu3+) untersucht. Auf diese
Weise konnte die Komplexbildung über zwei unabhängige Messgrößen charakterisiert
werden. Das war besonders im Fall der untersuchten Modellsubstanzen vorteilhaft,
da für diese nur eine sehr geringe bzw. überhaupt keine Löschung der intrinsischen
Fluoreszenz durch Ln3+-Ionen gefunden wurde. Als Lumineszenzsonden wurden in
erster Linie Tb3+- und Eu3+-Ionen verwendet. Die Sensibilisierung der Lumineszenz
wird über einen strahlungslosen Energietransfer vom Liganden auf das Ln3+-Ion be-
wirkt. Da die direkte Anregung bedingt durch die sehr kleinen Extinktionskoeffizi-
enten wenig effizient ist, erlaubt die indirekte Anregung, die auch als Antenneneffekt
bezeichnet wird, eine sehr empfindliche Messung der komplexierten Ln3+-Ionen. Die
Effizienz der Lumineszenzsensibilisierung war für die beiden Ionen unterschiedlich
und hängt von den photophysikalischen Eigenschaften der eingesetzten Modellligan-
den bzw. der jeweiligen HS ab. Als wichtige Einflussgrößen sind dabei die Triplett-
energie der Liganden und deren Redoxeigenschaften zu beachten. Im Fall des Tb3+

wird die Desaktivierung durch einen Energierücktransfer zum Liganden bestimmt
und im Falle des Eu3+ durch die Bildung von nicht-lumineszierenden Ladungsüber-
tragungskomplexen (charge transfer-, CT-Komplex). Der Energierücktransfer zeigte
sich besonders deutlich in den komplexen Lumineszenzabklingkinetiken der Tb3+-
HS-Komplexe. Abweichend vom Lumineszenzverhalten der Tb3+-Komplexe mit den
substituierten Benzoesäuren, die erwartungsgemäß monoexponentielles Zeitverhal-
ten zeigten, wurde für die HS-Komplexe ein nicht-exponentielles Lumineszenzab-
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klingverhalten gefunden. Die Lumineszenzabklingkinetiken waren von Grad der Be-
ladung der HS mit Tb3+ abhängig, wobei mit steigender Beladung die Unterschiede
im Zeitverhalten immer geringer wurden. Die Auswertung erfolgte über eine ge-
dehnte Exponentialfunktion (stretched exponential fit), aus der die Abklingzeit des
ungelöschten Tb3+-Ions im Komplex bestimmt werden konnte. Die Auswertung der
Daten ergab u.a., dass in der inneren Koordinationssphäre von Ln3+-HS-Komplexen
mindestens noch acht Wassermoleküle gebunden sind, d.h. die gebildeten Komplexe
von Ln3+ und HS liegen zunächst als Komplexe mit starkem outer-sphere-Charakter
vor.
Aus der Untersuchung des Interlanthanid-Energietransfers in gemischten HS-Ln3+-
Komplexen, in denen Ln3+-Ionen-Paare - vorzugsweise Tb3+ und Nd3+ - als Energie-
Donor und -Akzeptor verwendet wurden, konnte der mittlere Abstand von Metall-
bindungsstellen in HS bestimmt werden. Dieser hängt einerseits von der HS selbst
ab (Ursprungsort, Fulvin- bzw. Huminsäurefraktion) und von den Solvensbedingun-
gen, wie z.B. dem pH-Wert. Mit steigender Beladung verringerte sich erwartungs-
gemäß der mittlere Abstand zwischen den Ln3+-Ionen und näherte sich aber dann
einem für die jeweilige HS charakteristischen Grenzabstand. Bei konstanter Bela-
dung der HS mit Ln3+-Ionen änderte sich der mittlere Abstand der gebundenen
Ln3+ durch pH-Wertvariation. Mit abnehmendem pH-Wert wurde eine Zunahme
des mittleren Abstands gefunden. Dies wird durch die sinkende Anzahl an verfüg-
baren Bindungsplätzen verursacht, da bei sinkendem pH-Wert eine fortschreitende
Neutralisation der Ladung der HS-Moleküle erfolgt und außerdem eine z.B über
Wasserstoffbrückenbindungen initiierte Bildung von größeren HS-Aggregaten statt-
findet.
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Anhang F

Lehre und Lebenslauf

Titel Zeitraum Art Umfang

Engler-Bunte-Institut, TH Karlsruhe

Untersuchung und Beurteilung WS 98/99 VL 2 SWS

von Gewässern WS 99/00

Institut für Chemie, Universität Potsdam

Physikalische Chemie I WS 00/01 Ü 1 SWS

WS 01/02

WS 02/03

Physikalische Chemie II SS 01 Ü 2 SWS

SS 02

Physikalische Chemie IV WS 02/03 VL 2 SWS

WS 03/04

WS 04/05

Physikalische Chemie V SS 04 VL 2 SWS

Grundpraktikum Physikalische SS 01 P 6 SWS

Chemie für DC SS 02

SS 03

SS 04

Fortgeschrittenen Praktikum WS 00/01 P 6 SWS

Physikalische Chemie für DC WS 01/02

WS 02/03 8 SWS

WS 03/04

WS 04/05 8 SWS
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