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Extraction of diatom frustules with SPLITT-fractionation.

A new method for separating diatom frustules from lake sediments.

ABSTRACT

Diatom frustules are an interesting tool for climatic
and ecological research and they have for some
time been employed in isotope research work as a
paleothermometer. Diatom frustules are said to be
very stable over a long period of time, and thus the
stable oxygen isotopes within the frustule’s SiO,
can under certain conditions represent a good proxy
for climatic or ecological reconstructions (Juillet,
1980; Juillet & Labeyrie, 1987; Shemesh et al.,
1992). Especially in those cases where carbonates
are not available for climate research, diatoms seem
to be a very promising alternative. This is for
example the situation in the high resolution
sedimentary sequences of Westeifel Maar lakes.
The sedimentary sequences consist of turbidites,
siderit-laminites and annually laminated
diatomaceous gyttja but mostly lack any carbonates
(Negendank & Brauer & Zolitschka, 1990). The
problem, however, is to get highly purified diatom
material for reliable oxygen isotope investigations.
This implies that minerogenic impurities have to be
separated since they can easily alter the isotope
signal of a diatom layer and, thus, lead to wrong
results. Additionally it is in many cases desirable to
distinguish between diatom fractions of different
sizes, i.e. to distinguish between different diatom
species. It therefore was the aim of this work to
develop a new method for separating quantitatively
diatom frustules from lake sediments for
investigations of the stable oxygen isotope
composition in diatom SiO,. This method uses a
new technique for separating particles depending on
their sinking velocity in a liquid, streaming through
a narrow channel. The technique to be used splits
particles hydrodynamically into different size
classes, a procedure which is called SPLITT-
fractionation  (split-flow lateral-transport thin
separation cells) and was first presented by
Giddings (1985).

As with field-flow fractionation (FFF) techniques,
thin flow channels in conjunction with a field
(gravitation) applied perpendicular to the flow are
used for SPLITT-fractionation. A  sample
suspension containing the particles to be separated
is continuously introduced through one inlet into
the cell while sediment-free liquid is introduced
into the cell through a second inlet. Within the cell
the two flows merge smoothly, the suspension
overlying the sediment-free carrier flow, resulting
in a laminar flow in which the separation of
particles takes place. Within the laminar current
grains migrate according to their density, shape and

size towards either of two outlets. As a result the
sample will be divided into two fractions around a
cut-off diameter, which is controlled by the ratio of
the two outlet flow rates.

As diatoms behave hydrodynamically different
compared with mineral grains, the described
method provides a tool to separate them by
SPLITT-fractionation. The advantages of SPLITT-
fractionation over other separating methods for
diatoms are reproducibility, high throughput by
continuous flow, minimum losses, fast procedure
and minimum contamination of the sample. The
SPLITT cell used in this study has a length of
20 cm, a breadth of 4 cm, and a height of 371 um.
The sample concentration used was below 1 weight
percent to minimise particle-particle interaction
which spoils resolution. Sediment samples of
different origin, age, compaction and diatom
amount were tested. In a first step a method was
established to suspend the material in water with
H,0, (30%). In this process also most of the
organic matter was removed, to prevent
agglomeration in the sample suspension.
Afterwards the samples were sieved into fractions
of > 80um, 20 — 80um and < 20 pm. The fractions
< 80 um were used for SPLITT-fractionation. The
fraction 20 — 80 pm was fractionated in one step.
Because of the small amount of grains with
hydrodynamical properties similar to diatom
skeletons, it was relatively easy to get a clean
diatom fraction. The fraction < 20 pm was treated
several times to enrich a sample fraction with
diatoms. Because of the high amount of mineral
grains (especially grains with equal sinking
velocities) it wasn’t possible to get an entirely clean
sample of diatom frustules. To avoid problems
related therewith an additional step was introduced
by dividing the corresponding samples with 5 and
10 pm sieves. The resulting fractions do no more
contain minerals with hydrodynamical properties of
diatoms and therefore a separation of diatom
frustules is again possible.

In addition a method was developed for analysing
grain distribution and amount of diatom frustules
using image processing methods. For each SPLITT-
fractionation subsamples from the two outlets were
collected and photographed under the microscope.
The pictures were then evaluated using image
processing software. The photographs represented
the particle size distribution of the fractions, the
amount of frustules and gave a cut-off diameter at
different in- and outlet flowrates.
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1 Einleitung

Die immer stirker werdenden Auswirkungen anthropogener Aktivititen auf die natiirlichen
Kreisldufe unserer Erde werden nach heutiger Sicht die zukiinftige klimatische Entwicklung
verindern. Richtung und Ausmal} von Verdnderungen sind aber noch keineswegs klar vorher-
sehbar. In diesem Rahmen ist die Erforschung der jiingsten erdgeschichtlichen klimatischen
Entwicklung von groBler Bedeutung. Denn ihre Verifizierung bietet einen guten Ansatz zum
Verstindnis anthropogen bedingter klimatischer Verinderungen, sowie deren moglicher Ursa-
chen — ein Verstiindnis, das im tiibrigen zur Verbesserung von Klimamodellen unerlésslich ist
(Eddy & Oeschger, 1993; Overpeck, 1995; Chanin, 1996).

Es besteht heute kein Zweifel, dass fiir die Uberpriifung von Klimamodellen anhand vergan-
gener Klimaepochen eine grofle Zahl gut gesicherter Palidodaten erforderlich ist. Die Erhebung
verldBlicher Paldodaten setzt natiirlich den Zugang zu entsprechenden Zeitarchiven voraus, die
sich bis auf den heutigen Tag moglichst ohne wesentliche Veridnderungen erhalten haben. Zahl-
reiche derartige Archive sind in den letzten Jahren gewonnen worden, im terrestrischen Bereich
z.B. aus den Sedimenten von Maaren des Westeifeler Vulkanfelds (Negendank & Brauer &
Zolitschka, 1990).

Zur Gewinnung meteorologischer Daten aus Proxydaten von Klimaarchiven, haben sich die
stabilen Isotope gewisser leichter Elemente als sehr fruchtbar erwiesen. Dabei handelt es sich in
erster Linie um die Elemente Kohlenstoff und Sauerstoff.

Bei der Bildung biogener Karbonate oder Silikate etwa von lakustrinen Muscheln oder Algen,
sind Unterschiede in den Isotopenverhiltnissen des Sauerstoffs zu beobachten, sofern deren
Bildung bei unterschiedlicher Temperaturen erfolgt. '80/%0-Verhiltnisse erdffnen daher die
Moglichkeit, Temperatur- bzw. Umweltsignale der Zeitperiode zu ermitteln, in welcher die ent-
sprechenden Algen oder Muscheln in ihrer aquatischen Umwelt lebten (Labeyrie, 1974; Juillet-
Leclerc & Labeyrie, 1987; von Grafenstein et al., 1996). Obwohl Geriistsubstanzen verschiede-
ner Diatomeenspezies oder Schalen von Muscheln nicht notwendigerweise gleiche Isotopen-
werte liefern, lassen sich Zusammenhinge mit Umweltverinderungen ermitteln, sofern aus-
schlieBlich Geriistsubstanzen oder Schalen von méglichst jeweils gleichen Spezies zur Analyse
genutzt werden.

Bei den gegenwiirtig hauptsédchlich von uns isotopenméBig zu bearbeitenden Sedimenten der
wasserfiihrenden Maare des Westeifeler Vulkanfeldes muss auf Diatomeen als Untersuchungs-
objekte zuriickgegriffen werden, da Karbonate in Weichwasserseen, wie z.B. dem Holzmaar,

nicht zur Verfiigung stehen.



10 Einlettung

Die Gesamtabfolge der Eifelmaarsedimente besteht im wesentlichen aus Turbiditen, Siderit-
Laminiten und jahreszeitlich geschichteten Diatomeengyttjen (Zolitschka, 1990). Aus diesen
Sedimenten muss fiir isotopenanalytische Studien das zu analysierende Geriistmaterial von
Diatomeen so herauspripariert werden, dass moglichst keine Beimengungen anderer Sauerstoff
enthaltender Substanzen vorhanden sind. Dariiber hinaus ist es vielfach wiinschenswert,
einzelne Diatomeenspezies getrennt zu erhalten, zumindest nach bestimmten Grof3enklassen zu
fraktionieren, was bis zu einem gewissen Grade einer Separierung von Diatomeenarten gleich-
kommt. Wegen der im Vergleich zu Diatomeen mit Sicherheit isotopisch anders markierten
minerogenen Komponenten in einem Sediment galt es, ein Verfahren zur vollstindigen

Trennung von Diatomeen aus Sedimenten zu etablieren.

1.1 Zielsetzung

Es ging also darum, eine Technik aufzubauen, mit der eine quantitative Extraktion von Diato-
meenschalen aus limnischen Sedimenten ermdglicht wird. Von groem Interesse ist hierbei,
eine hohe geochronologische Aufldsung zu erreichen. Erst dadurch wird es moglich, die Isoto-
penwerte in einen grofleren Zusammenhang besser einzuordnen, sei es fiir klimatologische oder
fiir 6kologische Fragestellungen, bzw. fiir Zeitreihenanalysen. Damit steht pro Analysegang nur
wenig sedimentires Material zu Verfiigung. Daher ist eine quantitative Extraktion der Schalen
notwendig, um geniigend Material fiir eine Doppelmessung der Sauerstoffisotope zu erhalten.
Auch ist die Reprisentanz des Isotopenwertes dann fraglich, wenn nicht ein Aliquot einer Ge-
samtprobe gemessen werden kann. Die Gréfenfraktionen einer Schalenprobe kénnen u.U. un-
terschiedliche Isotopensignaturen aufweisen. Der Rahmen der moglichen in Frage kommenden
Methoden wird des weiteren durch Anforderungen an die Reinheit der Probe und eine Minimie-
rung von Kosten und Zeitaufwand begrenzt. Daher wurde eine Technik unter folgenden
Gesichtspunkten aufgebaut und getestet:
e Bei der Extraktion von Diatomeenschalen sollten moglichst alle minerogenen Komponenten
abgetrennt werden.
e Soweit moglich, sollten Diatomeen nach verschiedenen Grofenklassen extrahiert werden.
e In diatomeenarmen Sedimenten sollte durch Aufkonzentrierung von groferen Sediment-
mengen geniigend Diatomeenmaterial fiir isotopische Messungen nutzbar sein.
e Die Gewinnung von Diatomeenschalen aus Sedimenten sollte mdglichst einfach und schnell
erfolgen

e Das Verfahren sollte einen moglichst geringen Kostenaufwand erfordern.
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1.2 Aufbau der Diatomeenschale

Die Schalen von Diatomeen (Kieselalgen) werden aus
amorpher, polymerisierter Kieselsdure aufgebaut (von den
Hoek et al, 1993; Round et al. 1990). Aufgrund von
Unterschieden im Schalenbau werden zwei Ordnungen in der
Klasse der Diatomeen (Bacillariophyceae) unterschieden, die
Pennales und die Centrales. Beiden gemeinsam ist der
schachtelartige Aufbau ihrer Schalen (Abb. 1).

Die komplette Schale wird auch als Frustulum (lat.
»Brockchen®) bezeichnet. Sie besteht aus der Hypotheka (der
Schachtel) und der Epitheka (dem Deckel). Die grofiere
Epitheka {iiberlappt die Hypotheka. Hypo- und Epitheka
werden von Valva (der Schale) und Cingulum (dem Giirtel)
gebildet, die als Hypo-, Epivalva und Hypo-, Epicingulum
bezeichnet werden. Das Cingulum ist wiederum aus weiteren
Elementen, den Copulae (den Bindern) aufgebaut. Die
Diatomeenschalen konnen aus bis zu 50 Komponenten

aufgebaut sein (Round et al., 1990).

11

Abb. 1

Frustulum einer
naviculoiden Diatomee
(Explosionszeichnung).

(E) Epivalva, (EC)
Epicingulum mit 4 Copulae,
(HC) Hypocingulum,

(H) Hypovalve.

(aus Round et al. 1990)

Die Bauteile der Schalen werden durch eine sekundire organische Wand zusammengehalten,

die aus Polysaccharidsulfaten besteht. Der primire organische Uberzug der Schalenteile

besteht im wesentlichen aus Resten des Cytoplasmas (von den Hoek et al., 1993). Da die

Schalenteile starre Gebilde sind, welche die lebende Zelle umschlieBen, kann ein

Zellwachstum nur in eine Richtung erfolgen, ndmlich indem Hypo- und Epitheka sich

voneinander entfernen (Abb. 2). In diesem Fall werden weitere Giirtelelemente an das

Hypocingulum angebaut. Das Epicingulum kann nicht erweitert werden, da es vom

Hypocingulum unterlagert und so vor der Zelle abgeschirmt wird. Nach einer Zellteilung wird

aus der Hypotheka eine Epitheka, die die neugebildete Hypotheka iiberlappt. Durch diesen

Prozess nimmt die ZellgroBe der ,,Hypotheken-Generation® mit jeder Zellteilung sukzessiv

ab, wihrend die ,.Epitheken-Generation* ihre Grofle beibehilt. Eine Diatomee kann also

Schalen ganz unterschiedlichen Alters und Gré8e besitzen.



12 Einlettung

Die Schalen der Pennales sind meist langgestreckt und
bilateralsymmetrisch aufgebaut. Sie weisen oft eine Spalte auf
der Valva auf, die als Raphe bezeichnet wird. Die Raphe dient
zur Fortbewegung oder Befestigung der pennaten Diatomeen.

Centrale Diatomeen sind im Prinzip radidr-symmetrisch
gebaut, im Idealfall vergleichbar einer Petrischale. Bei vielen
Centrales bestehen die Valven aus radiér verlaufenden Reihen
hexagonaler Kammern. Vor allem die Valven sind mit einer
Vielzahl unterschiedlicher Strukturen geschmiickt.

Der Aufbau eines Schalenteils geht in flachen Vesikeln vor
sich (silica deposition vesicles, SDV). Die bendtigte
Kieselsdure (Si(OH)4) wird durch einen aktiven, durch
Tréagerstoffe vermittelten Prozess durch das Plasmalemma
aufgenommen — gegen einen 30 bis 250fachen
Konzentrationsgradienten (Round et a,. 1990; Paasche, 1980;
Sullivan & Volcani, 1981). Sie bildet einen Vorrat 16slicher
Silikate oder Organosiliciumverbindungen (Sullivan, 1986;
Blank et al., 1986). Fiir den Vorgang der Polymerisation zu
hydrierter, amorpher Kieselsdure [SiO, - nH,O] innerhalb
eines Vesikels werden unterschiedliche Modelle angefiihrt
(Round et al., 1990). Volcani (1981) nennt drei Ursachen fiir
die Polymerisation: (1) Anderung im pH-Wert oder der
Si(OH)4-Konzentration, (2) Bindung an spezifische Bereiche

f

Abb. 2
Wachstum einer Diatomeenzelle
wihrend des Zellzyklus.

a) Neue Zelle mit kompletter
Ephiteka und Hypovalva (in
diesem Stadium sind bei vielen
Diatomeen schon Komponenten
des Hypocingulum vorhanden.

b) Uniaxiales Wachstum mit
weiteren Hypocinguli.

¢) Vollendung der Thekae:
Mitose + Cytokinese

d) Tochterzellen beginnen sich
zu trennen: Neue Hypovalvae.
Eine Tochterzelle ist kleiner.

(aus Round et al. 1990)

des Silicalemmas (der Vesikelmembran), (3) Kondensation an Hydroxylgruppen. Hecky et al.

(1973) entwickelten ein Modell, das die Kondensation durch die Hydroxylgruppen der

Aminosduren Serin und Threonin einbezieht. Pickett-Heaps, Tippit & Andreozzi (1979) gehen

von feinen Polysaccharidstriingen aus, die in das Lumen der Vesikel abgesondert werden und

als Schablone dienen.

Wenn Silikate iiber einen lingeren Zeitraum in der Diatomeenzelle bevorratet werden konnen,

hat dies vermutlich auch Einfluss auf die isotopische Zusammensetzung des Schalenmaterials.

Wie lange die Bevorratungszeit sein kann, ist noch nicht geklért, Sullivan & Volcani (1981)

legen einen Zusammenhang mit dem Zellzyklus der Diatomeen nahe. Ebenso lésst sich

vermuten, dass die einzelnen, unterschiedlich alten Schalenkomponenten, verschiedene

Isotopensignaturen besitzen.
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1.3 Moglichkeiten der Diatomeenextraktion anhand verschiedener Eigenschaften

Fiir die Extraktion von Diatomeenschalen aus limnischen Sedimenten fiir isotopische
Untersuchungen wurden verschiedene Verfahren in Betracht gezogen. Die in der Literatur
beschriebenen Methoden des Absetzenlassens einer Suspension im Becherglas wird in einem

eigenem Kapitel (2.3.2) diskutiert. Die Vorbedingungen fiir die Extraktion sind:

e Keine isotopische Verdnderung des Schalenmaterials durch Anlosung / Sauerstoff-
Austauschreaktionen, bzw. durch anhaftende mineralische Stoffe (Tonminerale), wihrend
der Aufbereitung.

e Vollstindige Extraktion der Diatomeenschalen, da die Materialmenge bei zeitlich
hochauflosenden Untersuchungen sehr gering ist.

e Geringer Zeit- / Ressourcenbedarf.

Um Diatomeenschalen vom restlichen Sediment abtrennen zu konnen, diirfen die Schalen
nicht an andere Partikel des Sediments anheften, wie es im getrockneten oder verfestigtem
Sediment der Fall ist. Das Sediment wurde aus diesem Grund vollstindig suspendiert und eine

Methode zur Extraktion gewihlt, die in Suspension abliuft.

1.3.1 Trennung nach Grole der Partikel

Eine Trennung nach GroBe ist fiir Diatomeenschalen meist nicht geeignet, da abhingig von
der KorngroBBenverteilung im Sediment jeweils den Schalen vergleichbar grofSe Mineralkdrner

vorkommen.

1.3.2  Trennung nach Dichte der Partikel

Mit Hilfe einer geeigneten Schwerefliissigkeit konnen unterschiedlich dichte Partikel
voneinander getrennt werden. Diatomeenschalen besitzen eine im Vergleich zu den meisten

Mineralen geringe Dichte, d.h. sie konnten aus diesem Grunde von Mineralkdrnern getrennt
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werden. Als Schwerefliissigkeit wird heute meist eine Losung von Natriumpolywolframat
(3Na,WO,-9WOs - H,0) eingesetzt.

Es wurde eine Polywolframat-Losung mit differentiell zunehmender Dichte angesetzt. Nach
Zugabe einer Siebfraktion < 20 um begannen die kleinsten Partikel (z.B. Tone) wegen des
Salzgehaltes der Losung zu flocken. Die Viskositit | der Polywolframat-Losung wird zwar
bis zu einer Dichte zwischen 2,0 — 2,5 g/cm? als relativ niedrig (n < 8 * 10° Pa-s) beschrieben
— zum Vergleich besitzt Wasser (20°C) ein 1| von 1-10° Pa-s, Heizol M (20°C) ein 1 von
7 Pa-s (Fischer & Dorn, 1982) - es lieB sich aber trotz Zentrifugierens keine
zufriedenstellende Trennung der Partikel erreichen. Eine Trennung von Diatomeenschalen
allein auf der Basis unterschiedlicher Dichten ist fiir die gegebene Fragestellung ebenfalls

nicht geeignet.

1.3.3 Trennung nach Partikelform

Eine recht neue Methode zur Auftrennung und Analyse von Partikelgemischen in Suspension
ist die Feld-Fluss-Fraktionierung (Field-Flow-Fractionation (FFF), Giddings & Caldwell,
1989; Giddings, 1993; Janca, 1993). Bei der Feld-Fluss-Fraktionierung wird die Suspension
einem flachen Kanal aufgegeben, durch den kontinuierlich ein Medium flie3t. Die Partikel
werden durch eine duflere Kraft selektiv an eine der Kanalwinde (z.B. Gravitationskraft,
Zentrifugalkraft) gedriickt. Die Zentrifugalkraft kann z.B. in einem als Zentrifuge
konstruierten, ringformig angeordneten FFF-Kanal erzeugt werden. Im Falle von sehr kleinen
Partikeln (z.B. Proteine) entscheidet deren Gro8e, inwieweit das Partikel im Kanal aufragt. Da
die Feld-Fluss-Fraktionierung in laminarer Strémung erfolgen muss, nimmt die
Stromungsgeschwindigkeit des Mediums von den Winden zur Mitte hin zu. Infolge dessen
bewegen sich im Kanal gro3ere Partikel schneller als kleinere. Es lisst sich so eine Trennung
erreichen. GroBle Partikel unterliegen hydrodynamischen Auftriebskriften, die wiederum von
Form und GrofBe der Partikel abhiingig sind. Entsprechend anders trennt sich ein solches
Partikelgemisch auf. Theoretisch lieBen sich kleine Diatomeenschalen auf diese Weise vom
Mineralbestandteil der Suspension abtrennen. Die Feld-Fluss-Fraktionierung ist jedoch ein
analytisches Verfahren bei dem die pro Trennungsgang aufgegebene Probenmenge fiir
isotopische Untersuchungen zu klein ist. Daher kann dieses Verfahren nicht zur

Diatomeenextraktion verwendet werden.
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1.3.4 Trennung nach hydrodynamischen Eigenschaften

Das hydrodynamische Verhalten von Partikeln in einer Suspension ist von mehreren
Partikeleigenschaften abhingig. Dazu zdhlen vor allem Grofle, Form und Dichte. Ein
Trennverfahren, das auf der Nutzung der hydrodynamischen Eigenschaften der Partikel
basiert, ist die SPLITT-Fraktionierung (split-flow lateral-transport thin separation cells)
(Giddings, 1985). Dieses Verfahren wurde fiir die Extraktion der Diatomeenschalen gewihlt,
weil es einen weiten Bereich von Partikelgrofen selektiv zu trennen vermag. Ausfiihrlich wird
dazu in einem eigenen Kapitel (2.3.2) berichtet. Im einfachsten Fall wird die unterschiedliche
Sinkgeschwindigkeit von Partikeln in einer Suspension genutzt, vergleichbar mit dem

Absetzenlassen im Becherglas.

1.3.5 Trennung nach elektrochemischen Eigenschaften

Die Wandergeschwindigkeit von suspendierten Partikeln in einem statischen elektrischen Feld
ist abhingig von den elektrochemischen Oberflicheneigenschaften der Partikel. Eine dies
charakterisierende GroBe ist das Zetapotential. An einer Festkorperoberfliche, die sich im
chemischen Gleichgewicht mit einer Elektrolytlosung befindet, bildet sich eine sogenannte
elektrochemische Doppelschicht aus, die eine andere Ladungsverteilung aufweist, als ihre
Umgebung (Wagner et al., 1989; Tsuda, 1997; Nitzsche & Simon, 1997; Jacobasch, 1996). Es
baut sich ein elektrisches Potential auf. Das von Gouy (1910, 1917), Chapman (1913) und
Stern (1924) beschriebene Modell unterteilt die elektrochemische Doppelschicht in eine
immobile und eine mobile Schicht. Das Potential an der Scherfliche zwischen immobiler und
mobiler Schicht wird als Zetapotenial { bezeichnet. Der Zusammenhang zwischen
Wandergeschwindigkeit, elektrischer Feldstirke und Zetapotential wird mit der allgemeinen

Henry-Gleichung beschrieben (Henry, 1931):

808r

v _3
O === G- fhor]

E 2 n
M= elektrophoretische Mobilitét [m?/Vs] N = dynamische Viskositit des Mediums [Pa-s]
v= Wandergeschwindigkeit der Partikel [m/s] { = Zetapotential [V]

= elektrische Feldstirke [V/m] k= Debey-Hiickel-Parameter (effektive Dicke der

€= Influenzkonstante [As/Vm] elektrochemischen Doppelschicht)

e, = Dielektrizitdtskonstante r= Partikelradius
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Die Methode reagiert empfindlich auf Verinderungen im pH-Wert und Salzgehalt
(Elektrolytgehalt), bzw. auf Verinderungen der Oberflicheneigenschaften der Partikel, z.B.
durch anhaftende Stoffe. Da Diatomeenschalen in unterschiedlichsten Formen vorkommen
und Gro6Ben besitzen, die deutlich iiber der kolloider Partikel liegen, ist ein einheitliches Zeta-
potential nicht zu erwarten. Hegewald (1972) zeigte dies an verschiedenen Arten von
lebenden, bzw. fixierten Zellen und Diatomeenschalen. Damit lassen sich Diatomeenschalen
vermutlich nicht ohne weiteres iiber die elektrophoretische Mobilitit aus Sedimenten

extrahieren. Diese Trennmoglichkeit wurde deshalb auch nicht weiter verfolgt.

1.3.6 Trennung nach magnetischen Eigenschaften

Bei nicht ferromagnetischen Materialien wird, entsprechend der Permeabilititskonstante L,
bzw. der magnetischen Suszeptibilitit (¥ = W, — 1) zwischen Para- und Diamagnetika
unterschieden. In einem inhomogenen magnetischen Feld wird auf paramagnetische Stoffe
eine Kraft in Richtung hoherer magnetischer Kraftflussdichte ausgeiibt, auf diamagnetische
Stoffe in Richtung geringerer magnetischer Kraftflussdichte.

Ein Verfahren, das sich dieser Eigenschaft bedient, wurde von Andres (1975) und Janér &
Jungner (1982) beschrieben. Die einfache Apparatur besteht aus einem Elektromagneten
dessen Kern V-formig getrennt wurde (Abb. 3). In diese Liicke wird der Probebehilter
gebracht. Das zu trennende Material ist in einer konzentrierten Mn2+-Lésung (Mn(NO3), oder

MnCl,) suspendiert.

Entsprechend der Formel

2 E,=((m—x,) H grad(H)

Abb. 3

Partikeltrennung im Magnetfeld.

Diamagnetische Partikel erfahren

eine Kraft in Richtung abnehmender

Xp = magnetische Suszeptibilitit des Partikels Magnetfeldstirke, bis diese im
Gleichgewicht mit der

H = magnetische Feldstirke [A/m] Gravitationskraft ist.

F,, = magnetische Kraft [N]

Xm = magnetische Suszeptibilitit des Mediums
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wirken nun Krifte auf die Partikel, deren GroéBe und Richtung von den magnetischen
Partikeleigenschaften abhingig sind. Die in der magnetischen Losung suspendierten Partikel
regeln sich gemill dem Gleichgewicht zwischen magnetischer Kraft und Gravitationskraft ein

(verdandert nach Janér & Jungner (1982)):
3  E=V,b,-p.)g und Frn=F,

F, = Gravitationskraft [N]

V, = Volumen des Partikels [m?]
pp = Dichte des Partikels [kg/m3]
pm = Dichte des Mediums [kg/m3]

g = Gravitationskonstante [m/s?]

Jungner nutzt diese Methode, um (diamagnetische) Quarzkorner der Siebfraktion > 200 pm
flr =~ Thermolumineszens-Untersuchungen zu extrahieren (Jungner, pers. Mitt.).
Diatomeenschalen sollten ebenfalls diamagnetische Eigenschaften aufweisen, da es sich um
Skelette aus amorphem SiO, handelt. Die Permeabilititskonstante ist jedoch von kristallinem
Quarz verschieden. Theoretisch lielen sich die Schalen daher magnetisch von Mineralen
trennen. Praktisch aber ist die Viskositéit der bendtigten paramagnetischen Mn2+—L(')'sung SO
hoch, dass kleine Partikel sich fast nicht mehr bewegen. Bei geringerer Konzentration der
Losung lasst sich die bendtigte magnetische Feldstirke nur unter hohem apparativem
Aufwand erreichen. Eine magnetische Trennung ist daher als einfache Methode nicht

einsetzbar.
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2  Ausgewihltes Verfahren zur Trennung von Diatomeenschalen

In den folgenden Kapiteln werden die einzelnen Schritte des gewéhlten Extraktionverfahrens
fiir Diatomeenschalen aus limnischen Sedimenten beschrieben. Um einen Uberblick iiber den
Gesamtablauf des Verfahrens zu geben, sei vorab ein Schema der einzelnen

Verfahrensschritte dargestellt.

Aufschluss und
Suspendierung des
gefriergetrockneten

Sediments.

Siebung

Extraktion der
Diatomeenschalen:

SPLITT-Fraktionierung

Bildanalyse der SPLITT-
Fraktionen zur Bestimmung des

Diatomeenanteils
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2.1 Herkunft des Probenmaterials

Das Extraktionsverfahren wurde mit limnischen Sedimenten unterschiedlicher Herkunft
getestet. Die Auswahl des Materials folgte dem Gedanken ein moglichst gro3es Spektrum von
Material aus unterschiedlichen Regionen, unterschiedlichen Alters und unterschiedlichen

Verfestigungsgrads zu testen.

2.1.1 Material aus Sedimentfallen im Holzmaar (Eifel)

Das Material stammte aus Sedimentfallen die in 7 m Wassertiefe, iiber dem Seetiefsten
angebracht waren. Die Fallen bestanden aus 2 parallelen Rohren von 1 m Linge und 10 cm
Durchmesser. Der Sedimentations-Zeitraum betrug 2 Wochen. Zur Bearbeitung kamen zwei
Proben, die im Sommer genommen wurden (7.9.1999 und 21.9.1999). Die Proben wurden am

Probenahmetag eingefroren und anschlieend gefriergetrocknet.

Hydrographische Kenndaten des Holzmaars (Scharf, 1987):

Lage 50°7° N, 6°53‘ E
max. Tiefe 19m
Seefliche 0,058 km?

Einzugsgebiet 2,25 km?
Hoéhe ii. NN 425m

2.1.2 Rezentes Sediment aus dem Holzmaar (Eifel)

Das Sediment wurde mit Hilfe eines Kastengreifers den obersten 15 - 20 cm des Seebodens
entnommen. Die Beprobungsstelle lag im Seetiefsten (19 m). Zur Aufbewahrung wurde das
Sediment in eine 2 1-Flasche aus Polyethen (PE) gefiillt und im Kiihlschrank bei ca. 4°C
gelagert. Von der Gesamtprobe wurden Teilproben entnommen, eingefroren und

gefriergetrocknet.
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2.1.3 Rezentes Sediment aus dem Bachsee (Schweiz)

Die Sedimentprobe aus dem Bachsee wurden von Sonja Hausmann (Universitit Bern) zur
Verfiigung gestellt. Das Material stammte aus dem obersten Zentimeter (O — 1 cm) eines
Sedimentkerns und war vollstindig suspendiert. Die Suspension wurde sofort fiir die SPLITT-

Fraktionierung verwendet.

Hydrographische Kenndaten des Bachsees:

Lage ca. 50 km NE* Bern
max. Tiefe 16 m
Seefliche 0,07 km?

Einzugsgebiet 1,87 km?
Hoéhe ii. NN 2265 m

2.1.4 Kernmaterial aus dem Huguang Maar (China)

Das getrocknete Sedimentmaterial aus dem Huguang Maar, stammt aus einer Kerntiefe von
2916 cm und wurde auf ein Alter von etwa 40000 Jahren datiert. Das Huguang Maar liegt im
siidlichsten China (21°9° N, 110°17° E), ca. 200 km westlich von Macao. Die maximale

Wassertiefe betréigt heutzutage etwa 20 m.

2.2 Vorbereitung des Sediments zur Diatomeenextraktion

2.2.1 Aufschluss des Sediments

Die Abtrennung von Diatomeenschalen aus dem Sediment erfolgt in einer wisserigen
Suspension. An Sedimentproben aus dem Holzmaar und dem Huguang Maar wurden

unterschiedliche Verfahren zur Suspendierung getestet:

Mechanische Verfahren
e Ultraschallbad: die Behandlung mit Ultraschall unterschiedlicher Intensitit und Dauer

brachte keine gute Suspendierung und zerstorte einen Grofteil der Diatomeenschalen.
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e Schiittler: Ohne Hilfsstoffe wie z.B. Natriumdiphosphat (Natriumpyrophosphat, NasP,O)
oder Natrium-cyclo-hexaphosphat (Natrium-hexametaphosphat, NagPsO;g) ldsst sich das
Sediment nicht durch Schiitteln suspendieren. Kondensierte Phosphate werden in saurer
Losung und bei hohen Temperaturen (nahe 100°C) verhiltnisméBig schnell hydrolytisch
abgebaut. Natriumtriphosphat z.B. hat in wissriger Losung bei pH 3 und 100°C eine
Halbwertszeit von Minuten (Ullmann’s, 1995). Solange nicht klar ist, ob Phosphate an den
Schalen verbleiben und mdoglicherweise bei den Untersuchungen von Sauerstoffisotopen

storen, sollten diese Substanzen vermieden werden.

Chemische Verfahren

e HCIO, (70%ig) + HNO; (65%ig): Das Material wird gut suspendiert. Entwicklung von
Stickoxiden.

e H,O, (Hydrogenperoxid): Durch die Entwicklung von O,-Blidschen (2 H,O, — 2 H,O +
0,T) an den Oberflichen der Sedimentkdrner wird das Sedimentmaterial meist gut

suspendiert.

Neben der Suspendierung des Materials ist es wiinschenswert gleichzeitig auch das
organische Material abzubauen. Im Laufe der Trennversuche stellte sich schnell heraus, dass
groere Reste organischen Materials die Trennung storen: sie neigen dazu Partikel
einzufangen und zu agglomerieren, und bilden die Grundlage fiir Bakterien- und
Pilzwachstum in der Suspension. Die Reste konnen z.B. aus kompletten Zellgeriisten von
Blaualgen bestehen, wenn das aufgeschlossene Material aus Sedimentfallen stammt, oder
auch mikroskopisch nicht erkennbar sein, wenn bereits ein mikrobieller Abbau stattgefunden
hatte. Neben H,O, wurden auch HCIO, und HNO; konz. als Oxidationsmittel in wisseriger
Losung getestet. Der Vorteil des vollstindigeren Abbaus organischer Substanz rechtfertigt
nicht den Einsatz dieser problematisch zu handhabenden Stoffe. Allein der Aufwand des
Auswaschens der hohen Salzkonzentration lidsst ihren Einsatz fragwiirdig erscheinen.
Daneben ergibt sich das Problem, dass vollstindig ihrer organischen Filamente beraubte
Diatomeenschalen in ihre Kompartimente zerfallen (Round et al, 1990). Der Einfluss
sauerstoffhaltiger Reagenzien auf die isotopische Zusammensetzung der Diatomeenschalen ist
dariiber hinaus weitgehend unbekannt.

H,O, reagiert je nach den Reaktionsbedingungen unter Radikalbildung oder durch
Additions-, Substitutions-, Oxidations- oder Reduktionsreaktionen (Kirk-Othmer, 1994;
Ullmann’s, 1995).
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Radikalbildung: HOOH — He + *OOH oder HOOH — 2 «OH

Addition: H,0: +Y — Y-H,0,
Substitution: H,0, + RX — ROOH + HX
H,0; + 2 RX — ROOR + 2 HX
Oxidation: H,O, + W —- WO + H,O
Reduktion: HO, +7Z — ZH, + O,

Um den Einsatz des H,O, zu optimieren, wurden verschiedene Versuchsreihen gefahren,
wobei folgende Parameter variiert wurden: Menge des H>O,, Katalysatoren, UV-Bestrahlung,
Ultraschall, Erhitzen. Von einer 30%igen H>O,-Losung wurden 20 ml fiir 1g
gefriergetrocknetes Sediment bendtigt. Weniger Fliissigkeit erzeugt eine breiige Masse — es
wird schlecht suspendiert. Die benotigte Menge H»O» ist in diesem Fall eher an den Tonanteil
im Sediment gebunden, als an den Anteil organischen Materials. Die Zugabe von
Katalysatoren erscheint iiberfliissig, da im Sediment selbst geniigend katalytische Stoffe (z.B.
Fe, Mn) und Reaktionsoberfliche zur Verfiigung stehen. Durch katalytische Zersetzung geht
ein Teil des H,O; fiir den Abbau organischen Materials verloren (Hollemann-Wiberg, 1995).
Dieser Anteil ldsst sich durch Einstellung des pH-Werts der Losung zwischen pH 1 — 4
vermindern (Kirk-Othmer, 1994). Eine UV-Bestrahlung mit den Wellenlingen 254 nm und
366 nm zur Erzeugung von mehr freien HOe-Radikalen erbrachte keinen effektiveren Abbau
von organischem Material. Der photokatalytische Abbau von organischer Substanz durch
H,O; ist ein mehrfach beschriebenes Verfahren (Frimmel et al., 1992; Giglio et al., 1995;
Kawaguchi & Inagaki, 1994; Tuhkanen & Beltrdn 1995) in der Abwasserreinigungs- und
Umwelttechnik. Die Tatsache, dass bei diesem Versuch unter UV-Bestrahlung nicht mehr
organische Substanz abgebaut wird (Tab. 1), ist vermutlich auf die zu geringe Leistung des
UV-Strahlers' zuriickzufiihren, aber auch auf die hohe Absorption der UV-Strahlung an den
Sedimentpartikeln.

! Handlampe NU-15KL, 2x15 W, Konrad Benda UV-Lampen: Lampenleistung bei 254 nm: 950 uW / cm?,
bei 366 nm: 1200 pW / cm? in 15 cm Abstand
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Tab. 1
Versuchsschema zur Uberpriifung des Abbaus organischer Substanz unter UV-Bestrahlung und H,0,.
C-Gehalt im Ausgangsmaterial: 4,59 Gew.%

Wasserbadtemperatur: 25°C; Einwaage: 1 g; H,0, (30%ig): 20 ml; + konz. HCI: < 100 ul;
Ultraschall ein = X, aus = O;

UV-Bestrahlung (Abstand ca. 11cm) = farblich unterlegt sind Einsatz und Dauer der Bestrahlung;
Ultraschall 1% Leistung (Effektive Leistung = 2,25 W bei 35 kHz)

uv Verstrichene Zeit [min] Res tgehal e
Fall .
[min] 10 {20 30140 |50 | 60| 70 | 80 | 90 105 [Gew. %]
A 0 ausheizen 0,52
B 10 ausheizen 0,55
C 20 ausheizen 0,54
D 40 ausheizen 0,55
E 80 ausheizen 0,59

Kurzzeitiger Einsatz von Ultraschall® geringer Leistung unterstiitzt das Suspendieren des
Sediments. Es wurden weniger als 100 ul HCI konz. hinzugefl'igt3, um evtl. vorhandene
geringe Mengen Karbonats zu entfernen. Erhitzen wihrend der Reaktion des H,O, brachte das
Gemisch zum Uberschiumen. Nur zum Ausheizen des Rest-H,O, wurde letztlich bis zum

Sieden erhitzt.

Aus den Vorversuchen resultierte folgendes fiir die weiteren Versuche im wesentlichen

iibernommene Ablaufschema, dass durch Fall A der Tab. 1 charakterisiert wird:

e Zugabe von 20ml H;O, 30%ig pro 1 g Trockensediment,
¢ 30 min reagieren lassen,

e 3mal im Wechsel 10 min Ultraschall / 10 min ruhen,

e Rest-H,0, vorsichtig ausheizen.

(Gesamtdauer ca. 1 34 Stunden)

“ Sonorex Super 10p von Bandolin, HF-Frequenz 35 kHz, Spitzenleistung 2x450 W / Periode,
Effektive Leistung 225 W
3 bei 0,1 ml HCI konz. / 20 ml Lsg.: 10*1* 10 mol [HCI] /1= 10" mol [HCI] = pH = 3
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2.2.1.1 Ergebnisse mit unterschiedlichen Probenmaterialien

Rezentes, gefriergetrocknetes Sediment einer Kastengreiferprobe der obersten 15 - 20 cm des
Seebodens des Holzmaars wurde durch H,O, vollstindig suspendiert.

Frisches, gefriergetrocknetes Material einer Sedimentfalle im Holzmaar wurde zwar gut
suspendiert, enthielt dagegen fiir die Abtrennung der Diatomeenschalen noch zu viele
organische Reste.

Limnisches Sediment aus dem Huguang Maar, China — stirker verfestigtes Material mit
einem ungefihren Alter von 40000 Jahren, Kerntiefe 2916 cm — enthielt bei gleichem
Arbeitsgang noch verschieden grofe Restaggregate wobei Diatomeenschalen zum grof3ten
Teil schon frei in Suspension waren.

Aufgrund der hier gewonnenen Erfahrungen kann das genannte Ablaufschema als
Grundschema zum AufschluB von limnischen Sedimenten verstanden werden. Den
Ergebnissen mit verschiedenen Sedimentproben folgend, muss die Dauer der Behandlung und

die H,O,-Menge dem Material entsprechend angepasst werden.

2.2.2 Siebung

Nach Beendigung der Reaktion mit H,O, wurde die Suspension mit H;O deionisiert auf 1 1
verdiinnt und sich absetzen lassen. Der schwach saure Uberstand wurde abgesaugt und der
Bodensatz durch Aufschiitteln erneut auf ca. 0,5 1in H,O deionisiert suspendiert. Es folgte im
Anschlu3 eine Nasssiebung. Als Siebgrenzen4 wurden 80 um und 20 um gewihlt, fiir eine
Mikrosiebung® noch einmal 10 um und 5 pm. Die Kriterien fiir die Wahl der Siebgrenzen
waren zum einen die beschrinkte Verwendbarkeit der SPLITT-Zelle fiir Korngroen iiber
40 um, zum anderen die Korngroenverteilung im Sediment und die (Gré8en-)Verteilung der
Diatomeenschalen. Es wurde Suspension auf jeweils ein Sieb gegeben und solange gespiilt,
bis das Spiilwasser klar war. Die hindurch gespiilte Fraktion wurde auf das nichste Sieb ge-
geben und gleich behandelt. Die Siebfraktion < 20 um war nach Beendigung des Siebens, bei
2 g Einwaage, auf etwa 5 1 HO deionisiert suspendiert. Es wurde mindestens 1 Tag sich ab-
setzen lassen.

Der Zeitbedarf fiir die Siebung bis 20 um betréigt ca. ¥2 Stunde, fiir eine Mikrosiebung mehr
als 2 Stunden.

* Analysesiebe von Retsch, & 20 cm
? Nylonsieb von BIOBLOCK Scientific, @& 30 cm
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2.3 Extraktion von Diatomeenschalen

2.3.1 Theoretischer Ansatz

Grundlage einer Partikeltrennung iiber die Fallgeschwindigkeit in einem Medium ist die von

Stokes (1845) entwickelte Formel:
@) F=6-w-r'm-v

F = Reibungswiderstand [N]

r = Partikelradius [m]

1 = dynamische Viskositit des Mediums [Pa s]
v = Sinkgeschwindigkeit [m/s]

Aus ihr ldsst sich die Sinkgeschwindigkeit eines Partikels wie folgt ableiten:

F

5 =
v 6 711

Fiir F gilt nach Gleichung (3), die um den Auftrieb verminderte Gewichtskraft. Eingesetzt in
Gleichung (5) ergibt sich:

1
©6) v=m-vp-(pp—pm)-g

Bei Kugelform der Partikel gilt V, = % nt-1r’. Damit ergibt sich fiir Gleichung (6):

(7) V=%-g-r2-ﬁ [m/s]
9 n

g = Gravitationskonstante [m/s?]
pp = Dichte Partikel [kg/m?]
pm = Dichte Medium [kg/m?]

Dabei gelten die Voraussetzungen, dass
(a) die Partikel Kugelform haben,
(b) die Partikel starr und glatt sind,
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(c) die Sinkgeschwindigkeit in bestimmten Grenzen bleibt:
durch die hohe Sinkgeschwindigkeit bei Mineralen der Korngré3e > 50 um wird die
Stromung um die Partikel turbulent (nach Oseen, aus Koster, 1964), bei Korngrofien
< 2 um nihert sie sich der Diffusionsgeschwindigkeit (Batel, 1962),

(d) das Medium unendliche Ausdehnung haben soll, d.h. der Abstand des Partikels zu einer
Wand muss wesentlich mehr, als die doppelte Prandtelsche Grenzschicht sein (Anderung
des Mediumwiderstands),

(e) kein Gleiten der Partikel auftritt (bei flachen K&rpern).

Bedingung (a) ist meist nicht erfiillt, daher wird auf den Begriff des Aquivalentradius
zuriickgegriffen und ein Korrekturfaktor eingefiihrt. Die Bedingungen (b) bis (d) sind in der
hier beschriebenen Methodik meist erfiillt, werden aber spéter noch diskutiert.

Ein Gemisch verschieden grofier Partikel gleicher Dichte lidsst sich entsprechend Stokes
Formel nach Korngréen auftrennen. Ist das auch bei einem Gemisch von Partikeln

unterschiedlicher Grof3e und Dichte der Fall?

Die Sinkgeschwindigkeiten zweier unterschiedlich grofer und dichter Partikel ergeben sich

gemil Gleichung(7):

Nicht trennbar sind Partikel die gleiche Sinkgeschwindigkeit besitzen:

Vi=Vp

ppz - pm
ppl - pm

(10) 1 =1,

d.h. eine Suspension kann korrespondierende Korngrolen besitzen, die in Abhéngigkeit zur
Dichte gleiche Sinkgeschwindigkeiten besitzen (Abb. 4) und sich damit nicht auftrennen

lassen!
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Abb. 4

Abhingigkeit der Sinkgeschwindigkeit v von der Dichte und Gr6Be eines Partikels.

Horizontale Linie: Beispiel fiir korrespondierende Korngréfen. Partikel mit gleicher Sinkgeschwindigkeit, bei
unterschiedlichen Durchmessern und unterschiedlicher Dichte, sind nicht trennbar.

Dichte des Mediums = 0,998 g/cm?, dynamische Viskositit = 0,001 Pa-s. Achsen logarithmisch.

Hier zeigt sich ein Problem fiir die Auftrennung natiirlicher Partikelgemische (Sedimente)
mittels Sedimentiermethoden. Es miissen also Methoden kombiniert werden, die
unterschiedliche Parameter zur Diskriminierung der Partikel verwenden. Im Fall der hier
angewendeten Methodik ist das eine vorgeschaltete Siebung. Ist der Dichteunterschied
zwischen zwei Partikelklassen grof3 genug (bei gleicher Dichte lieBen sich die Partikel mittels
Sedimentieren auftrennen), konnen Fraktionen gesiebt werden, in denen keine korrespondie-
renden Korngrolen vorkommen. Das ist fiir die angestrebte Abtrennung der Diatomeen-
schalen wichtig, da das Kieselskelett eine deutlich geringere Dichte aufweist, als der GrofBteil

der Minerale in den untersuchten limnischen Sedimenten.

2.3.2 Sedimentieren im Becherglas

Eine oft angefiihrte Sedimentiermethode zur Anreicherung, bzw. Abtrennung von
Diatomeenschalen aus dem Sediment ist das Absetzenlassen des suspendierten Materials im
Becherglas, o.4. GefidBBen (Juillet-Leclerc, 1984). Diese Methode hat den Vorteil, ohne grofien

apparativen Aufwand auszukommen. Aber auch hier gilt: Ein beliebiges Korngréfengemisch
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lasst sich nicht vollstindig auftrennen, da trotz unterschiedlicher Grof3e das Vorhandensein
gleich schnell sinkender Teilchen angenommen werden muss. Auch hier sollte durch
vorheriges Sieben eine passende Fraktion erzeugt werden. Verschiedene Autoren machen

unterschiedliche Angaben zur Vorgehensweise und den Absetzzeiten:

e Juillet-Leclerc (1984): Siebfraktion > 5 pm oder > 10 pm. Smaliges Absetzen lassen in 5,
3,2,2und 1 minin 50 — 70 cm?3 Suspension (ohne Angabe des Diatomeengehalts).

e Shemesh et al. (1988): Siebfraktion < 38 um (ohne Angabe der Diatomeengehalts).
Mehrfach: Kochen mit Natrium-cyclo-hexaphosphat, bzw. Calgon und 1 - 2 Std.
Absetzen lassen, um Tone zu entfernen. Danach 10, 20 und 30 min Absetzen lassen, um

groflere Minerale zu entfernen.

Ein entscheidender Nachteil des

Sedimentierens im Becherglas ist
jedoch die nur teilweise erfolgende
Auftrennung des Partikelgemischs,
nidmlich nur im obersten Teil der
Suspension (Abb. 5). Je weniger sich
die Absinkgeschwindigkeiten der

Partikel unterscheiden, desto enger

Abb. §

wird die Zone sein, in der sich die Schematische Darstellung des Sedimentationsvorgangs im
Becherglas, mit nur zwei Partikelgroen und gleiche Dichte.

aufgetrennten Partikel befinden, d.h.

sich nur noch Diatomeenschalen

befinden. Der nutzbare Teil wird zusétzlich durch die Tatsache eingeschréinkt, dass beim

Abpipettieren der Diatomeenschalen keine Sedimentsuspension angesaugt werden darf. Somit

kann immer nur ein Teil der Diatomeenschalen aus der Suspension separiert werden. Fiir eine

hohere Ausbeute sind mehrfache Wiederholungen des Vorgangs nétig, die den Zeitbedarf

dieser Methode erhdhen und trotzdem keine vollstindige Nutzung des Materials zulassen.

Eine moglichst hohe Ausbeute aber ist bei Nutzung der hohen Auflosung laminierter

Seesedimente wegen der geringen Materialmenge fiir eine  hochauflosende

Isotopenuntersuchung erforderlich.
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2.3.3 SPLITT-Fraktionierung

Die SPLITT-Fraktionierung (split-flow lateral-transport thin separation cells) (Giddings, 1985) ist ein
priaparatives Verfahren zur Auftrennung von Partikelgemischen in Suspension. Es werden die hydro-
dynamischen Eigenschaften der Partikel in laminarer Strtémung genutzt. Wie bei der Feld-Fluss-
Fraktionierung (Field-Flow-Fractionation (FFF)) wird das Partikelgemisch durch eine senkrecht zur
Stromungsrichtung einer Trigerfliissigkeit einwirkende Kraft getrennt (z.B. Gravitationskraft). Der
Aufbau einer SPLITT-Zelle ist vergleichsweise einfach (Abb. 6). Die wenigen Bauteile formen einen
breiten, aber sehr flachen Kanal, der an Ein- und Ausgang von einem Trenner (splitter) horizontal
geteilt wird. Die Dimensionen des hier verwendeten Kanals® sind 20 cm x 4 cm x 0,0371 cm.

Auf der Eingangsseite wird die Probensuspension kontinuierlich an Eingang a* mit der volumetri-
schen Fliefrate V(a‘) aufgegeben (Abb. 7). Gleichzeitig wird das Transportmedium, meist H,O
deion., kontinuierlich durch Eingang b‘, mit der Fliefirate V(b®), in die Zelle gepumpt. Zunichst sind
die beiden Teilstrome noch durch den Trenner voneinander getrennt, nach kurzer Wegstrecke aber
vereinigen sich beide Strome. Die Kontaktfliche wird als Eingangstrennfliche (ISP = inlet splitter
plane) bezeichnet. Wegen der hoheren Flierate von Teilstrom b, wird die Suspension a* zur Wand
hin gedriickt (Abb. 7). Damit ist das Volumen, welches die Probensuspension im Kanal einnimmt,
klein im Vergleich zum Gesamtvolumen des Kanals. Unter Einwirkung der Gravitationskraft
beginnen die Partikel mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten abzusinken, entsprechend ihrer
hydrodynamischen Eigenschaften. Sie treten in die Transportregion ein (Abb. 7), in der die
eigentliche Auftrennung erfolgt. Die Zeit, die den Partikeln zur Auftrennung zur Verfligung steht,
wird durch die FlieBrate der Transportregion bestimmt. Auf der Ausgangsseite wird der Gesamtstrom
schlieBlich durch einen Ausgangstrenner in zwei Teilstrome geteilt, die so reguliert sind, dass V(a) >
V(b). Die Kontaktfliche der Teilstrome am Ausgang wird als Ausgangstrennfliche (OSP = outlet
splitter plane) bezeichnet (Abb. 7). Unterhalb der Ausgangstrennfliiche fiihren alle Strémungsflichen
zu Ausgang b. Da die Eingangsfliefrate V(a“) kleiner als die AusgangsflieBrate V(a) ist, entsteht ein
sich tiberkreuzender Strom, der die Hohe und die FlieBrate der Transportregion kontrolliert. Partikel
die bis unterhalb der Ausgangstrennfliiche abgesunken sind, werden durch Ausgang b abtransportiert;
Partikel die kaum abgesunken sind, werden durch Ausgang a abgeleitet. Unter der Annahme, dass alle
Partikel gleiche Dichte und Kugelform aufweisen, ldsst sich fiir bestimmte vorgegebene Fliefiraten
eine KorngréBe bestimmen, bei der 50% zum Ausgang a und 50% zum Ausgang b gelangen - der
Trenndurchmesser (Trennungskorngrofle) oder cuz-off Durchmesser d..

% SF1000HC von FFFractionation (Salt Lake City, USA)
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Eingang / Ausgang

Acrylblock — s——o

Teflondichtung —__ s,

Glasplatte — <~

Mylarfole —m—

Stahlfolie (Trenner)}—"¢

wie oben

Abb. 6

SPLITT-Zelle zur Trennung von

Partikelgemischen im schematischen .

Aufriss — nicht proportional dargestellt. Ein gang / Aus gang

Da die Zelle symmetrisch aufgebaut ist, gilt
der gleiche Aufbau fiir Ein- und Ausgang.

<.
m—
<.
)

%u@ «

sTis)®

V(b')

Ausgang
<.
.,
o
-

Abb. 7
SPLITT-Zelle im Schnitt — schematische Darstellung, nicht proportional.
ISP = inlet splitter plane, OSP = outlet splitter plane (nach Giddings, 1992)
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Zur Berechnung des Trenndurchmessers wird zunéchst die FlieBrate der Transportregion V(t)
betrachtet (Springston et al., 1987). Existiert ein iiberkreuzender Strom, d.h. unter der Voraus-

setzung V(a‘) < V(b*) und V(a) > V(b), gilt

(I1) V(1) = V(a) - V(a") = V(b*) - V(b)

Damit ist V(t) der Anteil von V(b®), der durch die Transportregion zu V(a) hinilibergeht. AuBer
in Néhe der Trennerkanten, kann eine laminare Stromung mit planaren Stromungsflichen und
parabolischem Geschwindigkeitsprofil angenommen werden. Ein Partikel ist hier in seiner
Bewegung zwei Komponenten unterworfen. Zunéchst ist in Strémungsrichtung x und Zeit t

die Partikelgeschwindigkeit (gleich der Strémungsgeschwindigkeit)

dx
(12) v(x)= m

Die gravitativ bedingte Sinkgeschwindigkeit des Teilchens in Richtung y ist des weiteren

dy
1 ==
(13)  v(y) it

Die volumetrische FlieBrate V in der planaren Stromungsschicht, in der sich das Partikel

befindet, ist gegeben durch

14)  dV=b-dx- Y =b.dx- -
(14) by sy

b = Breite des Kanals [m]

Integriert iiber die gesamte Linge des Kanal ergibt sich

(15) AV=bLv(y)

L = Linge des Kanals [m]
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Am Ende des Kanals wird ein Partikel auch seine vertikal grof3te Auslenkung erfahren haben.
Die Grofe dieser Auslenkung bestimmt, ob ein Partikel bei Ausgang a oder b abgezogen
wird. Ein Partikel erreicht im Idealfall nur dann Ausgang b, wenn die FlieBrate AV groBer ist,

als die FlieBrate der Transportregion V(t)

(16) AV>V(t)

Dies ist der einfachste Fall, unter der Annahme einer monodispersen Menge von Partikeln
(einheitliche Dichte und Grof3e), die alle sofort nach dem Trenner in die Transportregion
absinken. Dabei wird auch vernachlissigt, dass der Trenner eine gewisse Dicke besitzt. Der
Trenner der verwendeten SPLITT-Zelle nimmt immerhin 1/3 der Kanalhdhe ein (127 pm).
Dies hat vor allem auf der Ausgangsseite Konsequenzen, da ein Partikel dort durchaus gegen
die Trennerkante stoBen kann. Betrachtet man den Fall, dass diese Partikel iiber die
Einstromregion gleichmiBig verteilt sind, werden zum einen Partikel in die Transportregion
eintreten, wihrend andere noch innerhalb der Einstrémregion absinken. Es werden also u. U.
nicht alle Partikel zum selben Ausgang gelangen, obwohl sie gleiche Dimension und Dichte
besitzen. Um die Fraktion F, an Partikeln zu bestimmen, die zu Ausgang b gelangen, werden

folgende Extremfille beschrieben

(17) Fpy=0 fir V()= AV

(18) Fp=1 flir V() + V(@) <AV

Fiir alle anderen Fille gilt, dass in der Einstromregion
Stromungsflichen existieren, unterhalb derer die Partikel zu

Ausgang b gelangen, oberhalb derer zu Ausgang a (Abb. 8). Der
Anteil F, ist dann

o Abb. 8
AV -=V(1) " ) o o Partikel B erreicht Ausgang b,

V(t) kann geméB Gleichung (11) ersetzt werden
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AV +V(') V()

2 E = - -
@0 & V@) V@)

Fiir ein Partikelgemisch (einheitliche Dichte, unterschiedliche GréBen), soll nun der
Durchmesser bestimmt werden, bei dem ein Partikel Ausgang b erreicht, wenn es an der
Grenze zur Transportregion startet, also unter Vernachldssigung der zuvor beschriebenen
Situation.

Die Sinkgeschwindigkeit betriigt nach Stokes (modifiziert) (Springston et al., 1987)

1 Ap
21 =—.o0.4%- — .
2D v(y) TR ; g:s
n £,

f / fo = Korrekturfaktor fiir nichtsphirische Partikel

S = Sedimentationskoeffizient [s]

v(y) sollte so grof} sein, dass wihrend des Transports zu den Ausgingen das Partikel die
gesamte Transportregion durchqueren kann. Die Bedingung dafiir beschreibt die Ungleichung

(16). Unter Verwendung von Gleichung (15) ergibt sich

Yo
(22)  v(y)> L

Die kritische Sinkgeschwindigkeit fiir ein Partikel, bei der sowohl Ausgang b, als auch a

erreicht wird ist demnach

V()
23 Vi =—"
(23) Vi (¥) bL
Substituiert man v(y) in Gleichung (21) durch wvii(y) ergibt sich der kritische
Partikeldurchmesser
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0

24) d V(1)

kit b-L-g Ap

Wie eingangs erwihnt, bezeichnet der Trenndurchmesser die Gréfe eines Partikels, bei dem
jeweils 50% der Partikel Ausgang a, bzw. b verlassen. F, nimmt den Wert 0,5 an. Damit wird
Gleichung (19) zu

25 L-AV-VO
2 Va)

und mit Gleichung (15) zu

V(t)+ %V(a')
(26) v(y)= =

Der Trenndurchmesser d. ergibt sich aus der Substitution von v(y) in Gleichung (21) mit

Gleichung (26)

18-n~lfil
Q7 d, = 0 -|:V(t)+%\7(a’):|

0| =

| b-L-g-Ap

Allgemein ldsst sich der dem Anteil F, entsprechende Durchmesser bestimmen iiber

f >
18-n-lf—l
28) dy, = 0 ). [V(@)-V(a)+F, -V@)]| firo<F <1

T b-Log-Ap

Damit ergibt sich ein Partikelgrofenintervall innerhalb dessen nicht vollstindig getrennt
werden kann. Die GroBe dieses Intervalls bestimmt das theoretische Auflésungsvermégen der

SPLITT-Zelle. Giddings (1992) driickt dies mit folgender Gleichung aus:
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d _,Va@
d-d,” V@)

(29)

d1 = Partikeldurchmesser bei F,, = 1
d0 = Partikeldurchmesser bei F, =0

Bei einheitlicher Dichte (und Form) der Partikel, ist die Intervallbreite nur von den FlieBraten
abhingig. Die Situation stellt sich anders dar, wenn das Partikelgemisch ein natiirliches
Sediment ist. In diesem Fall haben die Partikel unterschiedliche Dichten und Formen und
damit verschlechtert sich auch das Auflésungsvermogen der SPLITT-Zelle. In der Frage der
Extraktion von Diatomeenschalen muss dies nicht unbedingt eine Rolle spielen, solange das
Partikelgroenintervall nicht in den Bereich der Groen der Diatomeenschalen selbst fillt. Ein
weiterer Unterschied zu den theoretischen Betrachtungen ergibt sich aus der Form der
Diatomeen. Bisher wurde durchweg eine runde Form der Partikel angenommen. Dies kann in
erster Nédherung fiir einen Teil der mineralischen Partikel angenommen werden, aber nicht fiir
Diatomeen. Diatomeenschalen sind meist eher flichig gebaut. Es konnen vielfiltige
symmetrische Formen vorkommen, von Kreisform, iiber sigmoidale, zu nadelformigen
Formen (siehe Kapitel 1.2, "Aufbau der Diatomeenschale”). Die Fihigkeit, ihre
Sinkgeschwindigkeiten zu verringern, ist bei Diatomeen eine Frage der Anpassung an den
Lebensraum. Planktonische Taxa bilden Schalengeometrien aus, die eine moglichst grofle
Oberfliche gegeniiber dem Volumen aufweisen, um eine gro3tmdogliche Reibung und damit
ein langsames Absinken zu erzielen. Dies wird z.B. auch durch Bildung bestimmter
Kolonieformen oder langer Chitinfortsétze an den Schalen erreicht. Benthische Taxa zeigen
dagegen eine groBere Vielfalt an Schalenformen.

Hieraus folgt, dass Diatomeen gleitend absinken und die Stokes'sche Gleichung nicht ohne
weiteres anwendbar ist. Es hédngt viel davon ab, wie sich die Schale in der Strémung
orientiert:

e mit der Breitseite entgegen der Absinkrichtung = langsames Sinken

¢ mit der Schmalseite entgegen der Absinkrichtung = schnelleres Sinken

Die Tendenz, im Vergleich zur GroBe relativ langsam abzusinken, bietet wiederum einen
Vorteil: die Schalen konnen mit SPLITT-Fraktionierung von Mineralpartikeln getrennt
werden, die deutlich kleiner sind als sie selbst. Der Anteil verbleibender Mineralpartikel lisst

sich wiederum absieben.
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Um die Anwendbarkeit der SPLITT-Fraktionierung zur Partikeltrennung realistisch
einschiitzen zu konnen miissen diejenigen Faktoren bzw. Randbedingungen, die zu einer

Einschrinkung des Trennvermogens fithren nédher erldutert werden.

2.3.3.1 Partikelgrofse

Fiir den Auftrennungsprozess muss ein geniigend langer Absinkweg zur Verfiigung stehen.
Limitierend ist hier die Kanalh6he. Im allgemeinen wird davon ausgegangen, dass fiir ein
gutes Trennungsergebnis der Trenndurchmesser d. 1/10 der KanalhShe nicht iiberschreiten
sollte (Jiang et al., 1997). Ferner besteht bei zu grofien Partikeln die Gefahr von Verstopfung

der Zuleitungen oder des Kanals.

2.3.3.2 Diffusion

Wie bereits erwihnt iiberwiegt unterhalb einer bestimmten Partikelgrofe die Diffusion
gegeniiber dem Absinken. Kleinere Partikel konnen nicht mehr getrennt werden, wohl aber
grofere Partikel von den kleineren. Eine Moglichkeit die Anwendbarkeit der SPLITT-
Fraktionierung fiir kleine Partikel zu beurteilen, ist die theoretische Anzahl N erzeugter Béden

withrend des Transports (Giddings, 1992)

N:F-W
2kT

t

(30)

mit Fzé-n-g-ds-Ap

F = Kraft, die das Partikel absinken ldsst (hier Gravitationskraft)
w; = Lange des Transportwegs

kT = thermische Energie
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Giddings entsprechend, sollte N = 100 sein. Beispielsweise wire fiir Partikel der Dichte-
differenz 2 g/em® die Untergrenze fiir gravitative SPLITT-Fraktionierung bei einem
Durchmesser von 0,6 um (Jiang et al., 1997). Der Einsatz einer groBeren Kraft F, z.B. durch

eine Zentrifuge, ldsst diese untere Grenze sinken.

2.3.3.3 Turbulenzen

Turbulenzen innerhalb des Kanals filhren zur Durchmischung wihrend des
Trennungsvorgangs. Damit ist eine Trennung weitgehend unmdglich. Das Entstehen von
Turbulenzen ist uw.a. von der Stromungsgeschwindigkeit im Kanal abhingig. Eine
beschreibende Grofle hierfiir ist die Reynolds-Zahl Re. Fiir einen flachen, rechtwinkligen
Kanal der Breite b, Dichte p und dynamischen Viskositidt n der Tragerfliissigkeit ist (Fuh et
al., 1995)

V-
‘n

ke

(31) Re=

=n

V = GesamtflieBrate, V = V(a‘) + V(b®)

Fuh gibt im Zusammenhang mit unterschiedlichen Einstrémverhiltnissen (r* = V(b®) / V(a‘))
verschiedene, errechnete Reynolds-Zahlen an. Es traten Turbulenzen in der Nihe der
Einlasstrennerkante schon auf bei r‘ =4, Re =42 und r‘ = 13, Re = 21. Normalerweise wiirde
man Turbulenzen ab einer Reynolds-Zahl von Re = 1000 erwarten. Die von Fuh
beschriebenen Modellrechnungen zeigen, dass die Turbulenzen mit der Geometrie des
Trenners in Zusammenhang stehen und durch Stromungsasymmetrien (V(b') >> V(a'))
beeinflusst werden. Des weiteren konnen Turbulenzen durch hohe GesamtflieBraten
entstehen, Unebenheiten des Trenners, Unebenheiten der Trennerkante oder Ablagerungen im
Kanal.

Eine Moglichkeit die FlieBraten zu verringern, die fiir die Trennung groBer Partikel bendtigt
werden, ist die Schrigstellung der SPLITT-Zelle (Jiang et al., 1997). Unter einem Winkel ist
der senkrecht zur Stromungsrichtung wirkende Kraftanteil geringer, bzw. ist die fiir die
Sedimentation zur Verfiigung stehende Fliche kleiner.

Es ergibt sich

(32) AV‘=AV-cos o
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2.3.3.4 Partikeldurchsatz

Der Partikeldurchsatz TP (throughput) der SPLITT-Fraktionierung ist proportional zur
ProbenflieBrate V(a') und Partikelkonzentration ¢ (Giddings, 1992)

Z Z V - .
33) TP=—= V . T =¢-V Z. = Anzahl der Partikel, V = Volumen

t

und mit V = V(a‘) ergibt sich

(34) Tp:l.q).b.L.gﬂ.az .Ad
9 n d

Ad = Differenz der Partikeldurchmesser bei F, =1 und F, =0

d = Mittelwert der Partikeldurchmesser bei F, =1 und F, =0

Bei konstanter FlieBrate V(a‘) ist der Partikeldurchsatz linear proportional zur
Partikelkonzentration und Kanalfliche. Die FlieBrate V(a‘) kann bei gleich bleibendem
Trenndurchmesser d. zum einen nur unter Verschlechterung der Auflosung erhoht werden,
zum anderen setzt der Beginn von Turbulenzen eine obere Grenze. Die Partikelkonzentration
sollte < 1% betragen (Jiang et al. 1997, Gupta 1997). Bei zu hoher Partikelkonzentration
beginnt die laminare Strémung instabil zu werden, da die Dichte der Probensuspension
deutlich die Dichte der Trigerfliissigkeit {ibersteigt. Ist im Partikelgemisch der
Probensuspension ein grofles Korngré3enspektrum vorhanden, kdnnen kleinere Partikel durch
absinkende groBere Partikel mitgerissen werden. Die Partikelkonzentration sollte in diesem
Fall noch niedriger gewdhlt werden. Malgebend ist hier der Abstand der Teilchen
untereinander, nicht der Massenanteil. Eine Erhohung des Durchsatzes iiber die Kanalflache
kann durch eine verinderte Geometrie der SPLITT-Zelle erreicht werden oder durch parallele

Verwendung mehrerer SPLITT-Zellen.
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2.3.4 Modifizierte SPLITT-Fraktionierung

Neben der hier beschriebenen SPLITT-Fraktionierung mittels Sedimentierens, kann die
SPLITT-Methodik modifiziert werden.

Giddings (1988) und Zhang et al. (1994) beschreiben die Nutzung hydrodynamischer
Auftriebskrifte zur Partikelfraktionierung. Die Auftriebskréfte sind nur nahe der Kanalwinde
grol genug, Partikel weg von der Wand zu treiben. Im Gleichgewicht zwischen
hydrodynamischer Auftriebskraft und Gewichtskraft bilden die Partikel in der Stromung
Lagen gleicher Partikelklassen und kénnen daher getrennt werden.

Levin et al. (1989) fiihrt eine elektrische SPLITT-Zelle zur Trennung von Proteinen ein. Die
Kanalwinde werden durch Elektroden aufgebaut, die ein elektrisches Feld innerhalb des
Kanals erzeugen. Hier bestimmen die elektrochemischen Eigenschaften der Partikel das
Trennungsergebnis.

Magnetische Methoden werden von Zborowski et al. (1997) und Fuh & Chen (1998)
beschrieben. Zborowski nutzt ein Quadrupol-Magnetfeld zur Trennung von Lymphocyten.
Fuh trennt technische Partikel (Dynabeats, Polystyrene, Quarz, Glas, z.T. mit Er3+, bzw. Fe*
belegt) iiber deren magnetische Eigenschaften.

Denkbar sind auch z.B. pH-, Thermo- oder Dichtegradienten innerhalb des SPLITT-Kanals,
zur Trennung von Partikeln.

Entsprechende Modifizierungen wurden in dieser Arbeit nicht verwendet, da sie den Aufwand

fiir die Handhabung der Trennung stark vergroBert hitten.

2.4 Entwicklung eines Verfahrens zur Charakterisierung der SPLITT-Fraktionen -

Bildverarbeitung

Die in den Versuchsreihen zur SPLITT-Fraktionierung erzeugten Fraktionen sollten soweit
analytisch erfasst werden, dass eine Aussage liber die Qualitit und Quantitit der
Diatomeenextraktion gemacht werden kann. Die meisten Partikelanalysemethoden erfassen
nicht gleichzeitig PartikelgroBenverteilungen fiir verschiedene Klassen von Partikeln
innerhalb desselben Gemischs. Eine Unterscheidung zwischen Diatomeen und Mineralen ist
hier aber notwendig. Zundchst wurde versucht eine mikroskopische Zihlung der Partikel

durchzufiihren, was jedoch ob der groBlen Partikelzahlen scheiterte. Als vergleichsweise
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einfaches Analyseverfahren wurde die Bildanalyse von Mikroskopbildern (Anhang D)
gewihlt. Die Bildanalyse wird bereits fiir vielfiltige Aufgaben eingesetzt, z.B. in der
Satelliten- / Luftbildauswertung, in der Mikrobiologie, in der Metallurgie etc. (Russ, 1999).
Fiir die gleichzeitige KorngroBenanalyse und Zidhlung der Diatomeenschalen im selben
Priparat stand noch kein Bildanalyseverfahren zur Verfiigung. Im Zuge der Analyse der
SPLITT-Fraktionen wurde ein entsprechendes Verfahren entwickelt, bei dem interaktiv

zwischen Mineral und Diatomee unterschieden wird.

2.4.1 Mikroskopie

Die Qualitiit der Bildanalyse héngt u.a. von der Qualitit der mikroskopischen Aufnahme ab.
Die Partikel miissen gut suspendiert sein, es diirfen sich keine Aggregate bilden und die
Partikeldichte darf nicht zu hoch sein. Zunichst wurde mit verdiinnter Suspension
mikroskopiert. Die Proben wurden mit Hilfe von Messungen der optischen Dichte der
Suspensionen auf etwa gleiche Partikeldichte verdiinnt.

Durch die Fliissigkeitsverdunstung entstehen unter dem Deckglas Stromungen, die Partikel
mittransportieren und zu Aggregaten zusammenlagern. Durch den Zusatz von Glyzerin wurde
versucht dies zu verhindern. Als Nachteil musste die Verschlechterung der
Abbildungsschirfe, aufgrund verdnderter Lichtbrechung der Suspension in Kauf genommen
werden. Eine Verbesserung der Mikroskopbildqualitit wurde durch das Anfertigen von
Trockenpréparaten erreicht. Verdiinnte Probensuspension wurde auf die kreisformigen Felder
(D ca. 7 mm) eines speziellen Objekttrigers’, der in der Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH), bzw. Biotechnologie Anwendung findet, getropft und trocknete ein. Aufgrund der
Oberflichenspannung des Wassers bildet sich ein gewdlbter Tropfen auf dem Objekttriger. In
der Tropfenmitte ist das trocknende Volumen groBer als zum Rand hin, es bildet sich somit
eine sehr ungleichformige Partikelverteilung auf dem Priparat aus. Der Zusatz von Ethanol,
bzw. Aceton zur Verringerung der Oberflichenspannung brachte keine deutliche
Verbesserung. Mit Hilfe von Tensiden (Agepon®, von Agfa) wurde eine bessere Verteilung
der Probe erreicht. Die Tensidmenge muss so bemessen sein, dass sich nach dem Eintrocknen

kein Tensidfilm iiber das Priparat legt.

7 Diagnostika-Objekttréiger mit Lochmaske aus schwarzer, hydrophober Epoxybeschichtung, von Firma Roth
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Es wurden unterschiedliche Beleuchtungsarten mit folgenden Ergebnissen getestet:

¢ Dunkelfeld - ungeniigende Erfassung der kleinsten Teilchen

¢ Phasenkontrast - der helle Lichtrand um die Partikel bereitet bei der Bildanalyse
Schwierigkeiten. Phasenkontrast wurde bei allen Bildern verwendet, die direkt von den
Suspensionen gemacht wurden.

e Hellfeld - fiir die Mikroskopie der Trockenpriparate erwies sich das Hellfeld am
geeignetsten.

Des weiteren wurde eine Farbung mit einem Fluoreszenzfarbstoff® (SYTOX® Green) getestet.

Die Firbung brachte kein befriedigendes Ergebnis und es wurde auf weitere Versuche

verzichtet. Dennoch ist anzunehmen, dass mit der stindigen Entwicklung von

Fluoreszenzfarbstoffen —und Firbetechniken hier noch Mboglichkeiten fiir die

Sedimentmikroskopie bestehen.

Das Videosystem zur Aufnahme der Mikroskopbilder bestand aus Videokamera®, frame

grabber (Analog-Digital Wandler) und Videosoftware'®. Videokamera und Fluoreszenz-

mikroskop wurden im Laufe der Arbeit ausgewechselt. Es traten daher Verdnderungen in der

Pixelzahl der Bilder, sowie der gemessenen GréBenverteilung auf. Die Bildformate hatten

daher 716 x 572 und 752 x 548 Pixel, und die Grofe eines Pixels entsprach 0,761 um, bzw.

0,8219 um. Die Aufnahmen wurden als 24 Bit RGB-Bitmap (Rot, Griin, Blau) gespeichert. In

einer RGB-Bitmap werden die Intensitdten der Farbkanile durch eine Zahl zwischen O und

255 (8 Bit) angegeben.

2.4.2 Bildverarbeitung

Die Aufnahmen wurden mit einer Bildverarbeitungssoftware'' weiterverarbeitet. Es wurde fiir
den aufeinander folgenden FEinsatz verschiedener Bildfilter ein Makro (automatisierter
Arbeitsablauf innerhalb einer Softwareanwendung) geschrieben und weiterentwickelt. Ziel
des Filtereinsatzes war es, aus dem Farbbild ein bindres Schwarzweif3bild herauszufiltern, das
nur noch die zu vermessenden Partikel zeigt.

Die Details der Bildverarbeitung sind Anhang A zu entnehmen.

# SYTOX® Green von Molecular Probes Europe BV, Niederlande
? Progressive 3 CCD, Color Video Camera; Sony

10 Lucia32®, Version 4.11, Laboratory Imaging

11 KS400 Imaging System, Version 3.0, Kontron Elektronik, Vertrieb Carl Zeiss GmbH
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2.5 Korngriofienmessung mit einem elektronischen Partikelzihler

Fiir wenige Proben wurden Vergleichsmessungen mit einem elektronischen
Partikelzihlgerit'? (,,Coulter Counter) durchgefiihrt. Ein direkter Vergleich der Datensiitze
aus Bildanalyse und der Messung mit dem ,,Coulter Counter* ist nicht moglich, da bei der
elektronischen Messung Volumina aus der Anderung von Spannungswerten errechnet werden
und dariiber hinaus nicht zwischen verschiedenen Partikelklassen (Diatomee / Mineral) einer
Suspension unterschieden wird. Das Messprinzip beruht auf der Abhiéngigkeit des
Widerstands einer elektrolytischen Suspension vom Volumen eines Partikels, innerhalb einer
Kapillar6ffnung (Grover et. al., 1969, 1972). In einer elektrolytischen Suspension wird ein
elektrisches Feld angelegt, das nur durch eine kapillarférmige, zylindrische Offnung fiihrt.
Treten nichtleitende Partikel durch diese Offnung, andert sich der Widerstand und es wird ein
Spannungssignal erzeugt. Wihrend der Messung wird laufend Suspension durch die Offnung
gepumpt. Die Art des Signals der Widerstandsinderung ist davon abhingig, wie sich ein
Partikel durch die Offnung bewegt. Einfluss hat die Distanz des Bewegungspfads zur
Offnungsmitte und die Orientierung von nichtsphirischen Partikeln innerhalb der Offnung.
Nach Signalverstirkung und Verarbeitung kann auf das effektive Volumen zuriickgeschlossen
werden, wenn der Formfaktor bekannt ist. Das effektive Volumen unterscheidet sich insoweit
vom realen Volumen eines Partikels, als das z.B. Poren oder unterschiedlich elektrische
Eigenschaften gleich groBer Partikel zu unterschiedlichen effektiven Volumina fiihren. Der
Formfaktor ist abhingig von der Orientierung des Partikels in der Offnung. Die Dimension
der Offnung muss den zu messenden Partikeln angepasst sein.

Fiir die Partikelmessung wurde eine 3%ige NaCl-Losung verwendet, die zuvor mit einem

0,2 wm Filter" filtriert wurde, um Verunreini gungen zu entfernen.

2 Elzone® PC 280, von Particle Data Europe (Consdorf, Luxemburg)

13 0,2 um Filter von Sartorius
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2.6 Randbedingungen fiir Isotopenmessungen an Diatomeenschalen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, eine Extraktion von Diatomeenschalen aus limnischen
Sedimenten zu erreichen. Dabei geht es in einem ersten Schritt um die Abtrennung séimtlicher
minerogenen Beimischungen und in einem zweiten Schritt um die Separierung von
verschiedenen Diatomeenarten. Im zweiten Fall kann allerdings nicht unbedingt eine
Trennung verschiedener Spezies voneinander durchgefiihrt werden, weil durchaus
verschiedene Diatomeenspezies etwa gleiche Gestalt bzw. Grofle besitzen. Dennoch ist es
interessant Diatomeenfraktionen unterschiedlicher GréBe zu generieren.

Diese garantieren zumindest die Trennung bestimmter Klassen von Diatomeen voneinander.
Immerhin ist nicht auszuschlieBen, dass unterschiedliche Diatomeenspezies biogen bedingt zu
unterschiedlichen Werten der Sauerstoffisotopenverhiltnisse fiihren. Derartige intensive
Untersuchungen stehen noch aus, bediirfen jedoch in einem ersten Schritt der sauberen
Trennung von anderen Sauerstoff enthaltenden Materialien. Diese Bedingung wird durch die
SPLITT-Fraktionierung erfiillt.

Die separierten Diatomeenschalen sollen fiir eine Untersuchung der stabilen Sauerstoffisotope
genutzt werden. Eine wichtige Frage hierbei ist, wie das silikatische Schalenmaterial in ein
Messgas (CO, oder CO) fiir die Isotopenmessung iiberfithrt werden kann. Bekannt sind
Methoden wie die partielle Verdampfung der Probe durch Laserbestrahlung, oder die
Fluorinierung (Hoefs, 1997). Da die Laserbestrahlung nur partiell erfolgt, ist eine Isotopen-
fraktionierung in Probenrandbereichen vielfach nicht zu vermeiden. Des weiteren miissen
mehrere Messungen erfolgen, die gemittelt werden. Bei der Fluorinierung kénnen im
Schalensilikat enthaltene OH-Gruppen, bzw. Wasser oder Reste organischen Materials den
Isotopenwert beeinflussen.

Fiir die Isotopenanalyse der stabilen Sauerstoffisotope in sauerstoffhaltigen Feststoffen,
insbesondere im Silikat von Diatomeenschalen, wurde von G.H. Schleser ein neues Verfahren
entwickelt, mit dem bei Temperaturen iiber 2000°C der Feststoff mit Graphit umgesetzt wird.
Dazu wird der Feststoff (z.B. Diatomeenschalen) auf eine Graphitkiivette aufgebracht. Die
Kiivette wird in einem wassergekiihlten Quarzgehiduse angebracht, das anschlieBend evakuiert
wird. Mit einem Mittelfrequenz-Generator wird die Graphitkiivette induktiv erhitzt. Die
Aufheizzeit ist frei wihlbar und die Temperatur stufenlos regelbar. In einer ersten
Aufheizphase bis ca. 450°C werden OH-Gruppen, bzw. Wasser desorbiert und organisches
Material thermisch zu CO, zersetzt. Das Quarzgehiduse wird hiernach erneut evakuiert. Es

folgt eine schnelle Temperaturerh6hung auf 2000 — 2200°C. Bei diesen Temperaturen setzt
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sich das Schalensilikat mit dem Graphit zu CO um. Nach dem Bouduard-Gleichgewicht
zwischen CO und CO,, liegt bei den genannten Temperaturen nur CO vor. Das CO wird
zunichst in stickstoffgekiihlten Molekularsieben eingefangen. Zur massenspektrometrischen
Messung wird das CO durch Aufheizen wieder aus den Molekularsieben freigesetzt.

Das Verfahren erfordert Einwaagen von wenigstens 200 bis 300 pg, so dass die Gewinnung
von Diatomeen aus Sedimentmaterialien moglichst vollstindig sein muss, um die gewiinschte

Mengen in ausreichender Auflésung zu erhalten.
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3 Ergebnisse

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der Trennversuche von Diatomeen aus
verschiedenen Sedimenten vorgestellt, die sich aus der Arbeit mit der SPLITT-Zelle und der

Bildanalyse ergaben. Die Bezeichnung der Proben wurde wie folgt vorgenommen:

Rezentes Holzmaarsediment: J, S, T,U

Sedimentfalle (Holzmaar): ZS7m (Material aus 7 m Wassertiefe)
Huguang Maar: Hug

Bachsee: BAC

Die Fraktionen wurden ihrer Fraktionierungsstufe entsprechend bezeichnet. Wenn z.B.

Fraktion a weiter fraktioniert wurde, ist die Fraktion a der zweiten Stufe mit ala bezeichnet

worden.
?'ktiona\\ E'ktion ala Fraktion ataia
SPLITT SPLITT SPLITT
Fraktion b Fraktion atb Fraklion ataib

Zunichst stellte sich die Frage, inwieweit die Bildauswertung fiir die Partikelanalyse der
SPLITT-Fraktionen eingesetzt werden kann, bzw. wie reprisentativ die Daten sind. Es wurde
eine Simulation einer SPLITT-Fraktionierung durchgefiihrt, um einen ersten Vergleich ziehen
zu konnen (Anhang B.1). Es ergab sich eine gute Ubereinstimmung zwischen den Werten aus
der Bildanalyse und der Simulation. Als néchstes wurden Fehlerquellen betrachtet, die sich
aus der Vermessung von Objekten in Pixeldarstellung ergeben, um zu verstehen, wie sich ein
Datensatz aus der Bildauswertung zusammensetzt (Anhang B.2). Als weiterer Punkt wurde
sich anschlieBend mit Messfehlern beschiftigt, die daraus folgen, dass (a) interaktiv
bestimmte Parameter (z.B. Schwellenwert) bei der Bildverarbeitung variiert werden, (b) das
Messergebnis bei Wiederholungsmessungen schwankt und (c) die interaktive und
automatische Messung u.U. unterschiedliche Ergebnisse liefern kdnnen (Anhang B.3). Zum
Schluss wird ein Vergleich zwischen Bildauswertung und ,,Coulter Counter“-Messung
vorgenommen und diskutiert, wobei die Frage zu beantworten ist, ob eine Abschitzung der
Massen moglich ist (Anhang B.4).

Mit den daraus folgenden Erkenntnissen werden die Ergebnisse der SPLITT-Fraktionierung

vorgestellt, wobei zunichst aufgezeigt wird, wie das gesamte Trennverfahren zu optimieren
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ist. Dazu wird als erstes in zwei Kapiteln (3.2.1, 3.2.2) dargestellt, wie das Ergebnis einer
SPLITT-Fraktionierung von der Variation der FlieBraten abhingt. Dann wird ein SPLITT-
Verfahren diskutiert, mit dem eine zeitlich kiirzere Fraktionierung moglich ist (Kap. 3.2.3).
Das folgende Kapitel (3.2.4) beschiiftigt sich mit den Fragen, ob es (a) sinnvoll ist
Tonminerale mittels SPLITT-Fraktionierung von den Diatomeenschalen abzutrennen und (b)
wieviel Fraktionierungsschritte dazu notwendig sind. Es wird des weiteren ein Verfahren
vorgestellt, mit dem man den Trenndurchmesser d. aus den Bildauswerte-Daten ermitteln
kann. Im Anschluss wird in zwei Kapiteln (3.2.5, 3.2.5.2) diskutiert, bei welchen Siebgréen
eine Probensuspension in Siebfraktionen geteilt werden sollte, bevor die SPLITT-Zelle zum
Einsatz kommt. Mit den gewonnenen Erkenntnissen folgt die Anwendung der dargestellten

Methode auf Sedimente unterschiedlicher Herkunft (Kap. 3.2.5, 3.2.6, 3.2.7).

3.1 Ergebnisse der Partikelmessungen mittels Bildauswertung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden gemill dem zuvor charakterisierten Bildauswerteverfahren
insgesamt etwa 1900 Mikroskopbilder ausgewertet. Die Ergebnisse, die sich im Laufe der
Entwicklungsarbeit dieser Technik ergaben, werden diskutiert und u.a. im Vergleich zur
PartikelgroBenmessung iiber die Anderung des elektrischen Widerstands bei Durchtritt der
Partikel durch eine Kapillaroffnung (,,Coulter Counter*-Messung, Kapitel 3.1.4) dargestellt.

3.1.1 Simulation einer SPLITT-Fraktionierung

Die ersten Ergebnisse aus der Bildanalyse warfen die Frage auf, ob die erhaltene
KorngroBenverteilung fiir die SPLITT-Fraktionen realistisch ist. Eine Simulation der
Fraktionierung in der SPLITT-Zelle sollte daher ein Bild von den zu erwartenden
Partikelverteilungen zeigen.

Dazu wurde ein einfaches Modell aufgestellt, in dem eine Hiufigkeitsverteilung einer
Probensuspension nach einem vorgegebenen Muster erzeugt wird. AnschlieBend wurde die
Ausgangsmenge in zwei Fraktionen aufgeteilt. Das Modell basiert auf 10 KorngroBenklassen.
Die kleinste Klasse war der Bereich von 2 bis 4 um, die groBite Klasse eine offenen Klasse
> 19 um. Um den Vergleich fiihren zu kénnen, wurden die Bildanalysedaten ebenfalls in 10

Klassen eingeteilt. Als Startwerte fiir die Simulation dienten die Werte der
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a) Anteile Fraktion a bei Umverteilung D)  simulation einer SPLITT-Fraktionierung
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Abb. 9

Simulation einer SPLITT-Fraktionierung als Test fiir die Zuverldssigkeit der bildanalytischen Auswertung.

a) Anteile in den GroBenklassen die bei einer Umverteilung der Ausgangsmenge zur Fraktion a gehen.
Ermittelte Werte aus der SPLITT-Fraktionierung und die in der Simulation eingesetzten idealisierten Werte.

b) Doppelt logarithmische Darstellung der kumulierten relativen KorngroBenhéufigkeiten.

Simulierte Werte: Start, Fraktion a, Fraktion b

SPLITT-Fraktionen: J2.3i (Ausgangssuspension), J2.3a (Fraktion a), J2.3b (Fraktion b)
FlieBraten: V(a‘) = 9,8 ml/min, V(b*) = 30,0 ml/min, V(a) = 30,3 ml/min, V(b) = 9,9 ml/min
V(@)/V(b*) = 0,3; V(t) = 20,5 ml/min

Héufigkeitsverteilung der Ausgangssuspension. Die Berechnungen wurden mit dem
Programm Microsoft Excel, Version 8.0b durchgefiihrt. Die detaillierte Beschreibung des
Simulationsverfahrens ist dem Anhang B.1 zu entnehmen.

In Abb. 9 sind die simulierten Werte als Summenkurven gegeniiber den Bildanalysedaten

einer SPLITT-Fraktionierung aufgetragen.

reinstimmung der simulierten Werten mit den
Ergebnisse aus der Bildanalyse liegen d

einer realistischen

3.1.2 Haufigkeiten der Pixelmuster in der Bildauswertung

Digitale Bilddaten setzen in Abhéngigkeit von der Bildauflsung einer Bestimmung von
Partikelgrofen eine untere Grenze. Kleinste Einheit ist das quadratische Pixel. Je hoher die
Bildaufldsung ist, desto mehr Pixel stehen fiir die gleiche Fliache zur Verfligung und desto

kleinere Objekte konnen vermessen werden. Steigende Pixelzahlen stellen aber auch hohere
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Anforderungen an Speicherplatzbedarf und Rechenzeit. Die Bildauflosung eines
Mikroskopbildes ist neben der VergroBerung, an die Bildauflosung der Videokamera
gekniipft. Die verwendeten Kameras erzeugten Bilder mit 716 x 572 und 752 x 548 Pixel
BildgroBe. Jedes vermessene Objekt hat eine GroBe die einem vielfachen eines einzelnen
Pixels entspricht. Wird ein Partikel durch ein Pixelmuster abgebildet, kann dies nur mit einer
begrenzten Vielfalt an Formen geschehen. Je weniger Pixel an einem Muster beteiligt sind,
desto geringer ist die Formenvielfalt. Zwei Pixel konnen zwei unterschiedliche Muster bilden,
drei Pixel kénnen fiinf unterschiedliche Muster bilden, usw.. Kleine Partikel werden mit nur
wenigen Pixeln abgebildet. Wird z.B. ein Partikel mit zwei oder mit drei diagonal
angeordneten Pixeln abgebildet, ist die gemessene PartikelgroBe um 1/3, bzw. 1/2
verschieden. Wird also ein Partikel durch Pixelmuster mit geringen Pixelzahlen abgebildet,
kann der Fehler bei nicht exakter Abbildung relativ groB3 sein. Um eine Vorstellung der
Hiufigkeiten bestimmter Pixelmuster zu gewinnen, wurde ein Datensatz einer Bildanalyse

dahingehend untersucht. Das verwendete Verfahren ist im Anhang B.2 dargestellt.

Das Ergebnis der Vermessung von Partikeln mittels rtung ist abhdngig davon,

wie genau die Partikel abgebildet werden konn ) und wie wihrend der
Bildverarbeitung die urspriingliche Abbildung e ine Vermessungsmaske
umgesetzt wird, d.h. welche Pixelmuster durch  bevorzugt werden. Der

Fehler ist bei kleinen Objekten am groften, da etroffene Randbereich eines

Pixelmusters relativ zur Gesamigrofe des Objekts grofs ist. Dieser Fehler fallt allerdings

er Vermessung ein grofie

3.1.3 Abschitzung der Messfehler bei der Bildanalyse

Zur Abschitzung des Messfehlers wurde sowohl eine Mehrfachmessung an drei
verschiedenen Bildreihen derselben Probe, als auch eine viermalige Wiederholungsmessung
an ein und derselben Bildreihe durchgefiihrt (die Details sind in Tab. 15 und Tab. 16 von
Anhang B.3 dargestellt). Erwartungsgemal ist die Reproduzierbarkeit einer Messung von der
Anzahl gemessener Partikel abhingig. Auffillig war ein Abknicken der Summenkurve bei

15 um in vielen Messungen. Dies wird darauf zuriickgefiihrt, dass die automatische Messung
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nur bis zu einer Gréfle von 15 pm durchgefiihrt wurde. Offensichtlich passt der interaktiv
vermessene Teil nicht exakt mit der automatischen Messung zusammen (Abb. 10). Hier stellt
sich die Frage, ob interaktive und automatische Messung bei gleichen Objekten auch gleiche

Ergebnisse liefern. Dieser Frage wird im Anhang B.3 nachgegangen.

Das Bildauswerte-Verfahren liefert reproduzierba
gemessen werden konnen (wenigstens 100 P, aktive Einstellung des
Schwellwerts bei der Binc‘irbildumwandlu% t eine bedeutende
Fehlerquelle. Die interaktive Vermessung von gebnisse, die mit der
automatischen Vermessung gut iibereinstimmen , ob interaktive und
automatische Messung zusammen ausgewertet werden diirfen, ist davon abhdngig, wie

Die Messung der Diatomeensch

ei der interaktiven Messu

entscheiden, welches Objekt als Diatomeenschale identifiziert wird. Hier spielt u.a. die

te der Proben und Fraktionen
it den Proben (SPLITT-
und schon dadurch

Bildgudalitdt eine Rolle. Beim Vergleich der Diatomee
ist auch immer daran zu denken, dass wihrene
Fraktionierung etc.) ein Teil der Schalen :

Unterschiede auftreten!

100000
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10000 —— J2_3 gesamt
=
2
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=
=}
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Abb. 10

Vergleich zwischen automatischer und interaktiver Messung der PartikelgroBen innerhalb derselben Probe, als
Test fiir die Vergleichbarkeit von automatischer und interaktiver Groenmessung.

(Doppelt logarithmische Darstellung der kumulierten Haufigkeiten der Partikelgrofe)
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3.1.4 Vergleich Bildanalyse / ,,Coulter Counter*

Aus der Bildanalyse der SPLITT-Fraktionen ergab sich ein Bild fiir die Groenverteilung von
Mineralkornern und Diatomeenschalen, bzw. der Anteil an Diatomeenschalen an der
gesamten Partikelmenge. Mit welcher Massenausbeute ist aber fiir Diatomeenschalen zu
rechnen? Eine Abschiitzung der Mineralmasse der gemessenen Fraktionen sollte eine Gréen-
vorstellung dafiir liefern. Das Verfahren zur Abschidtzung der Volumina ist im Anhang B.4
aufgefiihrt. Das Ergebnis unterscheidet sich um etwa zwei bis drei Gréenordnungen von den
oben beschriebenen tatséichlich vorhandenen Gesamtmassen: 0,031g. Die ,,Coulter Counter*-
Messung schlieft alle in der Suspension enthaltenen Partikel ein, also auch alle
Diatomeenschalen. Es wire zu erwarten, dass die daraus errechnete Gesamtmasse deutlich
iiber der tatsichlich erhaltenen Gesamtmasse liegt, denn selbst wenn die in der
Probensuspension enthaltene Masse nur 0,1 g betrug, sollte die errechnete Masse um eine
GroBenordnung hoher liegen. Vermutlich wurde die Anzahl groBer Partikel unterbewertet.
Eine Umrechnung der Volumina aus der ,,Coulter“-Messung in Korngréfen iiber eine
Ellipsoidgleichung (k, = 14), ergab gute Ubereinstimmung mit den Daten der Bildanalyse
(Abb. 11). Die Vorstellung, alle Mineralkérner wéren stibchenformig (Ellipsoid, kleine

Halbachse = 1/14 der Rotationsachse) erscheint jedoch nicht realistisch.

ne weiteres Volumina, bzw.

alen Abbildung der Partikel

Aus den gewonnenen Bildauswertedaten liefien sic

Massen berechnen, da nur Kennwerte der 2dimensior

gemessen werden konnten. Fiir eine Volumen- / Massenberechnung sind rdumliche

Abb. 11

Vergleich von Daten aus einer ,,Coulter-
Messung* (Volumina), der aus den ,,Coulter**-
Daten errechneten Partikelgrofien und den
PartikelgroBen (Feretmax) aus der Bildanalyse
derselben Probe.

(Zum Verfahren siche Anhang B)

Die Summenkurve der Volumina flacht im
Bereich der kleinsten Volumina ab, da diese
Volumenklassen nicht besetzt sind, d.h. keine
Partikel gemessen wurden.

Die KorngréBen aus der ,,Coulter*-Messung
1E-4 ® ji—g gOU::e’ V°'UT]e”t bartikelors ’ wurden iiber eine Ellipsoidgleichung (Halbachse
L e e otte | b= 1/14 der Rotationsachse) ertechnet.

m "Coulter” [um?]  (Doppelt logarithmische Darstellung der
kumulierten relativen Hiufigkeiten Volumina /
100 . .

Feretmax [um]  Partikelgréfen)

0,1

0,01

1E-3
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1E-5
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3.2 Ergebnisse der SPLITT-Fraktionierungen

Die Versuche zur SPLITT-Fraktionierung wurden mit unterschiedlichen Schwerpunkten
durchgefiihrt. Nach einer allgemeinen Betrachtung zum Einfluss der Fliefratenverhéltnisse
auf des Trennergebnis wird gezeigt, wie in stufenweiser SPLITT-Fraktionierung sukzessiv
KorngroBen abgetrennt werden konnen. Nachfolgend wird zunéchst betrachtet inwieweit
durch Siebungen vorfraktioniert werden sollte. Anschlieend werden Ergebnisse vorgestellt,
die mit Sedimenten unterschiedlicher Herkunft erzielt wurden. Insgesamt wurden 94
Fraktionierungen mit der Bildauswertung bearbeitet. Im Folgenden sollen die Ergebnisse der
Versuche anhand von représentativen Daten dargestellt werden.

Das sedimentire Material wurde wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben
aufgeschlossen, suspendiert und gesiebt (Kap. 2.2). Die Siebfraktionen wurden sofort aus den
Sieben in kleine Glasflischchen (Microvials) umgefiillt; die kleinste Siebfraktion (meist
mehrere Liter Suspension) sich zuerst absetzen lassen und dann zur Aufbewahrung in
Microvials gefiillt. Zum verdiinnen der Suspensionen wurde H,O deionisiert verwendet, das
unter Unterdruck und Ultraschall entgast wurde, um Blasenbildung wihrend der SPLITT-
Fraktionierung vorzubeugen. Die Suspensionen fiir die SPLITT-Fraktionierung wurden so
eingestellt, dass der Gewichtsanteil des suspendierten Materials unterhalb von 1% blieb,
bezogen auf die Gesamtmasse der Suspension. Zundchst wurden zur Suspension keine
Zusitze hinzugefiigt. Die ab Kapitel 3.2.4 dargestellten Ergebnisse (ab Probe J1+) wurden mit
Zusatz von Ethanol, bzw. einem Benetzungsmittel (Agepon®) erzielt. Der Zusatz dieser Stoffe
soll Ablagerungen in der SPLITT-

Zelle verhindern. Da beide Stoffe

Sauerstoff  enthalten, kann ein @ Blasen-

i falle

Schlauchpumpe

geringer Isotopenaustausch mit dem | Proven-

suspension

o . . =
Silikat der Diatomeenschalen nicht Magnet:

rithrer

Blasen-

ausgeschlossen werden. Dies gilt aber XZ falle

genauso fiir Wasser und alle anderen

Zahnradpumpe

Sauerstoff enthaltenen Suspensions-

bestandteile, WObei allerdings dle Tragerflissigkeit Fraktion b Fraktion a

O-Bindungsenergien der einzelnen
Stoffe einzubeziehen ist! Als organi-  Abb.12

Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur SPLITT-
sche Verbindungen sind Tenside und  Fraktionierung.



54 Ergebnisse

Ethanol weniger temperaturbestindig als die mineralischen (anorganischen) Stoffe der
Suspension. Das Schalensilikat wird thermisch bei ca. 2000°C aufgeschlossen. Es ist zu
erwarten, dass wihrend der Aufheizphase, die sehr schnell erfolgt, alle organischen
Verbindungen zersetzt und sofort abgepumpt werden (bei T = 450°C) und damit nicht die
isotopische Zusammensetzung der Diatomeenschalen beeinflussen.

Die Suspension wurde wihrend der Fraktionierung mittels eines Magnetriihrers stindig
gemischt und in einem homogenen Zustand gehalten. Nicht benutzte Suspensions-Chargen
und SPLITT-Fraktionen wurden im Kiihlschrank aufbewahrt. Die Fliissigkeitsstrome sollten
wihrend der Fraktionierung moglichst kontinuierlich sein. Erreicht wurde dies fiir die
Trigerfliissigkeit mit einer Zahnradpumpe'®, die auch bei hohen Gegendriicken (max. 6 bar)
zuverldssig arbeitet (Abb. 12). Schwierig ist es dagegen fiir die Probensuspension ein
geeignetes Pumpsystem zu finden, weil (a) die Probe nicht durch die Pumpe kontaminiert
werden darf, (b) die Suspension die Pumpe nicht beschidigen darf, (c) die Probenpartikel
nicht durch den Pumpvorgang zerstort werden diirfen, (d) die Pulsation des Probenstroms
moglichst gering sein sollte und (e) der einstellbare FlieBratenbereich der Pumpe grof3 sein
sollte (0,1 bis 100 ml/min). Es wurde eine Schlauchpumpe15 mit hohem Gleichlauf und 8
Rollen eingesetzt, um die Pulsation des Suspensionsstroms gering zu halten. Insbesondere bei
hohen Gegendriicken, also bei hohen FlieBraten, sind der Verwendbarkeit von
Schlauchpumpen Grenzen gesetzt. Die SPLITT-Zelle wurde zuniéchst durch Eingang a‘ mit
Ethanol (vergillt) gespiilt und blasenfrei gemacht. AnschlieBend wurde mit mehreren 100 ml
Trigerfliissigkeit (Eingang a‘ und b‘) das Ethanol herausgewaschen. Um Blasen einfacher
entfernen zu kénnen und Ablagerungen vor der Trennerkante zu vermindern, wurde (ab Probe
J1_8a2) die Trennerkante leicht gerundet. Die Schlauchdurchmesser der Schlauchpumpe
wurden so gewdhlt, dass die Pumpe mit mittlerer Leistung laufen konnte, d.h. die Pulsation
bei jeder Fraktionierung eine dhnliche Frequenz besall. Die FlieBraten wurden auf der
Eingangsseite ermittelt, indem die Zeit gemessen wurde, die zum Leerpumpen einer
Messpipette notig war. Das Pipettenvolumen wurde der Fliefrate angepasst, so dass etwa 2
min Messzeit zur Verfiigung standen. Auf der Ausgangsseite wurden die FlieBraten durch
Befiillen eines Messzylinders ermittelt. Auch das Volumen des Messzylinders wurde der
FlieBrate angepasst. Der Messfehler zwischen Eingangs- und AusgangsflieBraten betrug
durchschnittlich etwa 2%. Standen die FlieBraten fest, wurde die Probensuspension an

Eingang a‘ angeschlossen. Teilweise wurde mit Blasenfallen (Abb. 13) gearbeitet, die jeweils

1 Zahnradpumpe Reglo Z von Ismatec. Graphitzahnriider. Pumpleistung: 1 — 85 ml/min
1> Schlauchpumpe BVP CA8 von Ismatec. 8 Rollen. Pumpleistung: 0,01 — 226 ml/min
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zwischen den Pumpen und der SPLITT-Zelle angebracht waren. Bei
geringen FlieBraten wurde auf eine Blasenfalle fiir die Suspension
verzichtet, da die Zeit zum Ausspiilen der Blasenfalle zu groB3 war.
Zuerst wurde die Zahnradpumpe angeschaltet, um eine gleichméBige

Stromung in der SPLITT-Zelle zu etablieren. Danach wurde die

Schlauchpumpe (Suspension) hinzugeschaltet. Fiir die Ermittlung der
relativen KorngroBenverteilung und des Diatomeenschalengehalts Abb. 13
wurden jeweils mindestens 100 ml der SPLITT-Fraktionen gesammelt Querschnitt durch

eine Blasenfalle.

und hiervon Microvials befiillt (ca. 7 ml). Fiir quantitative Analysen

wurde die gesamte Menge an Probensuspension fraktioniert. Sobald die noch vorhandene
Probensuspension etwa 5 ml erreicht hatte, wurde mehrmals mit kleinen Mengen (ca. 5 ml)
Tréigerfliissigkeit (H>O deionisiert, 1% Ethanol, 0,05% Agepon) nachgefiillt, bis die
Suspension klar wurde. Anschlieend wurde mit Trégerfliissigkeit aufgefiillt und die Pumpen
noch mehrere Minuten weiter betrieben. Der Durchlauf war beendet, wenn die Probe komplett
die SPLITT-Zelle durchlaufen hatte. Die SPLITT-Fraktionen wurden jetzt durch
Zentrifugieren16 (15 min, 3000 min', ~ 18600 g) aufkonzentriert, gewaschen und in
Microvials umgefiillt. Wihrend dessen wurde die SPLITT-Zelle dadurch gespiilt, dass in
mehrmaligem Wechsel Ethanol, Luftblasen und Triagerfliissigkeit durch die Zelle gepumpt
wurden. Die Luftblasen erzeugen starke Druckunterschiede und Turbulenzen in der SPLITT-
Zelle, unterstiitzen somit den Reinigungsprozess. Nach mehreren Durchliufen oder wenn
sichtbare Ablagerungen in der Zelle zuriickblieben, wurde die SPLITT-Zelle zur Reinigung

komplett auseinander gebaut und mit H,O deionisiert, Ethanol, bzw. Aceton (nur vorsichtig

mit einem Tuch) gereinigt.

3.2.1 Anderung der EingangsflieBraten

Um zu verdeutlichen welchen Einfluss die Variation der EingangsflieBraten auf das
Trennergebnis hat, wurden Versuche mit unterschiedlichen FlieBraten fiir Eingang a‘ und b*
durchgefiihrt. Die AusgangsflieBraten wurden nicht variiert (V(a) = V(b)). Als

Probensuspension wurde die Siebfraktion < 20 pm (rezentes Sediment, Holzmaar, Eifel)

' Tischzentrifuge C4.12 von Jouan
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Abb. 14

Anderung des Trennvermégens der SPLITT-Zelle bei Variation der EingangsflieBraten.

Die Trennung erfolgt schlecht, wenn V(a‘) > V(b‘), wie im Fall U4.

Ausgangssuspension: ca. 1%ig. (sieche auch Anhang D.2.1, Abb. 49 und Abb. 50)

FlieBraten U4:  V(a‘) = 60 ml/min, V(b*) = 50 ml/min, V(a) = 57 ml/min, V(b) = 51,8 ml/min
V(@)y/V(b)y=1,2

FlieBraten U6: V(a‘) = 20 ml/min, V(b‘) = 50 ml/min, V(a) = 36,8 ml/min, V(b) = 33,5 ml/min
V(@)/V(b) =04

Differenzen der Summen von Eingangs- und AusgangsflieBraten sind durch das Messverfahren bedingt.

(Doppelt logarithmische Darstellung der relativen kumulierten Partikelgrofenhiufigkeiten)

verwendet. Erwartungsgemill zeigte sich, dass bei FlieBratenverhiltnissen V(a‘) / V(b‘) = 1
ein nur schlechtes Trennungsergebnis erzielt wird (Abb. 14, Abb. 49 (Anhang D)). Der Anteil
kleiner Korngroen ist in Fraktion b (Ub4) immer noch sehr hoch. Korngrof3en unter 10 pm
stellen mehr als 90% der Fraktion Ub4. Relativ zu Fraktion b ist Fraktion a verarmt an
Korngréfen tiber 10 pm. Die Summenkurve fiir Fraktion a (Ua4) weist einen Knick bei ca.
15 um auf, der auf die Kombination von interaktiver und automatischer Messung im
Bildanalyseverfahren zuriickzufiihren ist (sieche Kap. 3.1.3, Anhang B.3 und Abb. 10). Die
Situation stellt sich anders dar, wenn V(a‘) deutlich kleiner V(b‘) ist. In Fraktion b (Ub6)
betrigt jetzt der Anteil von KorngréBen tiber 10 um etwa 40% (Abb. 50). Die Summenkurven
der Korngréen von Fraktion Ua6 und Ub6 laufen an keiner Stelle mehr parallel. In Abb. 15
ist die unterschiedliche Fraktionierung zwischen hohen und niedrigen GesamtflieBraten
dargestellt. Sowohl Fraktion a, als auch Fraktion b enthalten bei hoher Gesamtflierate mehr
groBere KorngroBen (Ta7, Tb7) als bei niedriger GesamtflieBrate (Ta2, Tb2).
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Abb. 15

Anderung des Trennvermogens der SPLITT-Zelle bei Variation der EingangsflieBraten.

Bei hoher GesamtflieSrate wird bei einer gréferen Korngrofe getrennt (Fall T7 im Vergleich zu Fall T2).

T zeigt die KorngréBen der Ausgangssuspension (Siebfraktion < 20 um, ca. 1%ig).

FlieBraten T7:  V(a‘) =30,5 ml/min, V(b*) = 70,6 ml/min, V(a) = 52,6 ml/min, V(b) = 50,8 ml/min
V(a*)/V(b) = 0,43

FlieBraten T2:  V(a‘) = 10 ml/min, V(b‘) = 20 ml/min, V(a) = 15,4 ml/min, V(b) = 15,0 ml/min
V(a)/V(b*) =0,5

(Doppelt logarithmische Darstellung der relativen kumulierten Korngréenhéufigkeiten)

Das Ergebnis bestdtigt die theoretische Vorh nach bei der SPLITI-

Fraktionierung die Eingangsfliefrate V(b') >V(a') g t werden sollte, um eine gute

Auflosung zu erreichen.

3.2.2 Anderung der AusgangsflieBraten

Die Wahl der AusgangsflieBraten hat ebenso wie die Wahl der EingangsflieBraten Einfluss
auf die Trennungskorngréf3e und das Auflosungsvermdgen der Fraktionierung.

In Versuch S6 wurden alle FlieBraten gleich gewihlt. Eine TrennungskorngréBe ist in diesem
Fall nicht definiert, da keine Transportregion existiert: Eingangs- und Ausgangstrennfliache
fallen zusammen. Diejenige Korngrofe, welche zu 100% Ausgang b erreicht, ist nur von der
Eingangsflierate V(a‘) abhingig, d.h. von der Zeit, die zum Durchqueren der Region
zwischen oberer Wand und der Kanalmitte notig ist. Gleichzeitig sinken auch die feinsten

Partikel schon in die nur zum Ausgang b fiihrende Region. Der Anteil kleiner Partikel in
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Abb. 16

Anderung des Trennvermogens der SPLITT-Zelle bei Variation der AusgangsflieBraten.

Mit iiberkreuzender Strémung (Transportregion) ist die Auflosung deutlich besser (Fall S7).

S zeigt die KorngroBen der Ausgangssuspension (Siebfraktion < 20 um, ca. 1%ig).

FlieBraten S6:  V(a‘) = 30,0 ml/min, V{b*‘) = 30,0 ml/min, V(a) = 30,3 ml/min, V(b) = 29,4 ml/min

V(a9)/V(b*) = 1,0 V(a)/V(b) =1,0
FlieBraten S7:  V(a‘) = 30,0 ml/min, V(b‘) = 30,0 ml/min, V(a) = 46,2 ml/min, V(b) = 12,1 ml/min
V(a9)/V(b$) = 1,0 V(a)/V(b) =3,8

(Doppelt logarithmische Darstellung der relativen kumulierten Korngroenhiufigkeiten)

Fraktion b, ist demnach auch von der EingangsflieBrate V(a‘) abhiingig. In Abb. 16 ist dies
anhand der Kurvenverldufe fiir die Fraktionen a und b (Sa6, Sb6) nachzuvollziehen. Fraktion
a (Sa6) ist gegeniiber der Ausgangssuspension (S) verarmt an groBen KorngréBen. Fraktion b
(Sb6) enthilt einen hoheren Anteil groBer Korngroflen, aber auch einen hohen Anteil kleinster
Partikel. Der Anteil mittlerer KorngroBen scheint zu gering gemessen zu sein, da die Kurve

zum Teil unterhalb der Kurve der Ausgangssuspension (S) verlauft.

Auch in Versuch S1 / S2 wurden die EingangsflieBraten konstant gehalten und nur die
AusgangsflieBraten variiert (Abb. 17), wobei die Eingangsfliefrate V(b‘) > V(a‘) eingestellt
wurde. Bei S1 waren die AusgangsflieBraten V(a) und V(b) etwa gleich. Insbesondere
Fraktion a (Sal) zeigt kaum einen Unterschied zur Ausgangssuspension (S). Wenn V(a)>V(b)
gewihlt wird, d.h. ein von Eingang b‘ nach Ausgang a iiberkreuzender Strom erzeugt wird,
sollte zum einen die Trennungskorngroe grofBer werden, zum anderen die Auflésung
verbessert. Dieser Fall ist mit Versuch S2 veranschaulicht. Fraktion Sb2 zeigt einen héheren

Anteil groBer Korngréfen, als Fraktion Sbl.



59

. P b
- \\‘\\\\\\\\< .
“ N
S 0,14 |
X 3 \
K=y A
3 » X
g - W
o
2 0,014
B 3
e
5 ®  Sai
E 1E-3 4 v
2 E Sb1
= A Sa
(o]
¥ Sb2 o
. I . r T T LB B A | T fe—r—O— T T T
1 . 100

PartikelgroBe (Feretmax) [pm]
Abb. 17
Anderung des Trennvermogens der SPLITT-Zelle bei Variation der AusgangsflieBraten. Mit hoherer FlieBrate
der Transportegion V(t) verbessert sich die Aufldsung und vergroBert sich der Trenndurchmesser (Fall S2).
S zeigt die Korngrofien der Ausgangssuspension (Siebfraktion < 20 um, ca. 1%ig).
FlieBraten S1:  V(a‘) =5,0 ml/min, V(b*) = 20,0 ml/min, V(a) = 13,3 ml/min, V(b) = 12,8 ml/min

V(a*)/V(b*) = 0,25 V(a)/V(b) = 1,0 V(t) = 8,3 ml/min
FlieBraten S2:  V(a*) = 5,0 ml/min, V(b*) = 20,0 ml/min, V(a) = 15,0 ml/min, V(b) = 10,8 ml/min
V(a*)/V(b*) = 0,25 V(a)/V(b) =1,4  V(t) = 10 ml/min

(Doppelt logarithmische Darstellung der relativen kumulierten Korngréfenhédufigkeiten)

mit Hilfe der SPLITT-
cangsfliefrate Via) > V(b)

Damit ergibt sich folgendes Ergebnis fiir optim
Fraktionierungen: Fiir eine gute Auflosung sollre
gewdhlt werden. Zusammenfassend ergeben sich fiir 'léﬁmzé:n an Ein- und Ausgang

folgende Verhdlmisse: Via') < V(b') und V(a) > V(b), so daP sich eine Transportregion

entwickeln kan

3.2.3 SPLITT-Fraktionierung ohne Tréigerstrom (FFDSF = fiull-feed depletion SPLITT fractionation)

Die zum Teil starke Verdiinnung der Probenfraktionen, infolge der geringen Konzentration
der Ausgangssuspension und der Verdiinnung wihrend der SPLITT-Fraktionierung, macht
eine Aufkonzentrierung der Proben notwendig. Insbesondere bei mehrstufigen SPLITT-
Fraktionierungen stellt dies einen wichtigen Zeitfaktor dar, nebst der Mdglichkeit der
Instabilisierung der Suspension. Contado et al. (1997) schlugen eine Methode vor, bei der
keine Tragerfliissigkeit in die SPLITT-Zelle gepumpt wird, Eingang b* also geschlossen ist.
Der Vorteil bestiinde hier darin, dass die Konzentration der Ausgangssuspension 1 Gew.%

iiberschreiten darf, vor allem aber darin, dass im Laufe der Fraktionierung keine Verdiinnung
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Abb. 18

Trennungsvermoégen der SPLITT-Zelle im FFDSF —Modus, d.h. es wird (fast) ausschlieBlich Probensuspension
in die SPLITT-Zelle gepumpt.

J1 zeigt die Korngroflen der Ausgangssuspension (Siebfraktion < 20 pm).

FlieBraten J1_6: V(a) =50,0 ml/min, V(b*) = 5,2 ml/min, V(a) = 41,1 ml/min, V(b) = 10,5 ml/min

Differenzen der Summen von Eingangs- und AusgangsflieBraten sind durch das Messverfahren bedingt.
(Doppelt logarithmische Darstellung der relativen kumulierten Korngrofenhiaufigkeiten)

der Probe auftritt. Dieser Vorteil muss mit dem Nachteil eines schlechten Trennergebnisses
erkauft werden. Die schlechte Auflosung der Fraktionierung macht ein mehrstufiges Arbeiten
zwingend erforderlich.

Abb. 18 =zeigt das Ergebnis einer FFDS-Fraktionierung. Es wurde eine geringe
EingangsflieBrate V(b*) gewihlt, um Ablagerungen im Bereich des Eingangs b der SPLITT-
Zelle zu verhindern. Die Kurvenverliufe der Fraktionen a / b (J1a6, J1b6) zeigen ein
dhnliches Muster zu dem in Versuch S6 gefundenen (siehe Kapitel 3.2.2). Erwartungsgemif
ist Fraktion a (J1a6) gegeniiber der Ausgangssuspension (J1) an groen Korngroflen verarmt.
Fraktion b enthilt einen hdheren Anteil groBer Korngrofen, ist aber immer noch reich an

kleinen Korngrofen, die das Gros der Fraktion ausmachen.

Flir eine quantitative Extraktion von Diatomeen ethode nicht geeignet,
1 b verloren geht. Die

7 ,'E'dér Ausgangsfliefrate V(b)

da mit jedem Durchlauf ein Teil der Schale.

Grafe dieses Anteils hingt davon ab, wie grofs de

beziiglich V(a) ist und wieviel Diatomeenschalen schon in die Region abgesunken sind die
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3.2.4 Quantitative SPLITT-Fraktionierung in mehreren Stufen

Aus den Ergebnissen der vorhergegangenen Versuche zur SPLITT-Fraktionierung wurde ein
Schema entwickelt, das auf stufenweise ablaufenden SPLITT-Fraktionierungen beruht. Fiir
den hier aufgefiihrten Versuch wurde eine stark verdiinnte Suspension (<< 1Gew.%)
verwendet. Das Material bestand aus der Siebfraktion < 20 pm eines rezenten Seesediments
(Holzmaar, Eifel) welches folgende Diatomeenarten enthielt: Cyclotella, Fragilaria,
Cocconeis, Cymbella. Es wurden jeweils 400 ml Suspension angesetzt. Nach jedem
Fraktionierungsschritt wurden die SPLITT-Fraktionen bei 3000 Umdrehungen/min, 15 min
lang zentrifugiert und aufkonzentriert. Fraktion b wurde jeweils in kleinste Glasfldschchen
(Microvials, 7 ml) umgefiillt; Fraktion a wurde auf 400 ml angesetzt und weiter fraktioniert.

Insgesamt wurden 4 Fraktionierungsstufen mit folgendem Fliefratenschema durchgefiihrt:

Tab. 2
Fliefraten der nacheinander durchgefiihrten SPLITT-Fraktionierungen.
Anfinglicher Gehalt an Diatomeenschalen: 2 % der Gesamtpartikelzahl.

Diatomeengehalt bzgl.
Frakt.- Probe V(a‘) V(b*) V(a) V(b) Gesamtpartikelzahl
Stufe [ml/min] [ml/min] [ml/min] [ml/min] Fraktiona | Fraktion b
1. Stufe J2_3 9,8 30,0 30,3 9,9 2,5 % 0,6 %
2. Stufe J2_3al 5,0 20,3 19,7 6,0 2,7 % 1.4 %
3. Stufe J2_3alal 2,5 9,8 9.8 2,6 2,3 % 2,9 %
4. Stufe J2_3alalal 1,0 54 5,0 1,3 2,8 % 7,6 %

Im ersten und zweiten Durchlauf reicherten sich die Diatomeenschalen in Fraktion a an. In
Durchlauf drei und vier dagegen, wurde jeweils Fraktion b mit Schalen angereichert (Abb. 51
- Abb. 55). D.h. beziiglich der in dieser Sedimentprobe enthaltenen Diatomeenschalen scheint
ab einer Fliefrate fiir die Transportregion V(t) = V(a) - V(a‘) ab etwa 8 ml/min der Punkt
erreicht, an dem ein Gros der Schalen zu gleichen Teilen nach a und b fraktionieren. Mit einer
angenommenen FlieBrate V(a‘) = 3 ml/min und einem Dichteunterschied (Quarz - Wasser)
Ap =1,62 g/cm3, errechnet sich ein Trenndurchmesser d. = 4,7 um. Die zur Grole der
betrachteten Diatomeenschalen korrespondierende Mineralkorngrofle diirfte {iber dem
errechneten Wert liegen, da langsamere Sinkgeschwindigkeiten zu erwarten sind, wenn die
Korngestalt vom Ideal der Kugelform abweicht. Abb. 19 zeigt die Korngroenverteilung der
Minerale (ohne Diatomeenschalen) in den Fraktionen. Die sukzessive Abnahme der

KorngroBen mit jedem weiteren Fraktionierungsschritt ist gut nachzuvollziehen.
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Mehrstufige SPLITT-Fraktionierung

KorngréBenverteilung der Minerale
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Abb. 19
Ergebnisse einer mehrstufigen SPLITT-Fraktionierung anhand der Mineralverteilung (ohne Diatomeenschalen).
Fraktion a wurde jeweils fiir die nichste Stufe verwendet. Fiir die Mineralkérner wurde eine gute Auflosung der
Trennung erreicht. Ab Stufe (3) reicherten sich Diatomeen jeweils in Fraktion b an (hier nicht dargestellt).
J2_3i zeigt die Korngréien der Ausgangssuspension (Siebfraktion < 20 um). (siche Anhang D.2.2, Abb. 51 - Abb. 55)
(1) FlieBraten J2_3 (1):  V(a‘) = 9,8 ml/min, V(b‘) = 30,0 ml/min, V(a) = 30,3 ml/min, V(b) = 9,9 ml/min

V(@)/V(b*) =0,3; V(t) = 20,5 ml/min

(2) FlieBraten J2_3 (2):  V(a‘) = 5,0 ml/min, V(b‘) = 20,3 ml/min, V(a) = 19,7 ml/min, V(b) = 6,0 ml/min
V(@)/V(b) =0,3; V(t) = 15,3 ml/min

(3) FlieBraten J2_3 (3): V(a‘) = 2,5 ml/min, V(b‘) = 9,8 ml/min, V(a) = 9,8 ml/min, V(b) = 2,6 ml/min
V(@)/V(b) =0,3; V(t) = 7,3 ml/min

(4) FlieBraten J2_3 (4):  V(a‘) = 1,0 ml/min, V(b‘) = 5,4 ml/min, V(a) = 5,0 ml/min, V(b) = 1,3 ml/min
V(@)/V(b) = 0,2; V(t) = 4,4 ml/min

Differenzen der Summen von Eingangs- und Ausgangsfliefraten sind durch das Messverfahren bedingt.
(Doppelt logarithmische Darstellung der kumulierten relativen Korngréenhédufigkeiten)
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Es wurde versucht, fiir jeden Lauf nachzuvollziehen, bei welcher KorngroBle der Trenn-
durchmesser liegt (Abb. 20). Dazu wurden die absoluten Partikelzahlen in den Korngréen-
klassen der Ausgangssuspension, sowie in den Fraktionen berechnet (siehe Kap. 3.1.4).

Die Ermittlung des Trenndurchmessers gelang ob der grofen Zihlfehler (Kapitel 3.1.3) bei
groBeren Korngroen (> 10 um) nur in sehr groben Schranken. Berechnet wurde der Anteil
von Fraktion a an der jeweiligen Ausgangssuspension. Die untere und obere Fehlergrenze
wurde wie folgt berechnet. Zuerst wurde die Standardabweichung in Prozent, vom Mittelwert
der Wiederholungsmessungen J2_3i bis J2_3iii ermittelt (Anhang B.3, Tab. 15 und Tab. 16).

Die untere Fehlergrenze wurde dann berechnet nach

(35) x =2
o+

(36) a, + (an ) Sn)

a, = Partikelzahl in Klasse n der Fraktion a
on = Partikelzahl in Klasse n der Ausgangssuspension

sn = Standardabweichung in Prozent vom Mittelwert der Klasse n (aus J2_3i bis J2_3iii)

Aus der Abtragung der Werte der Korngrolenklassen ergeben sich die in Tab. 3 ermittelten
Trennungskorngrofen d. bei 50% Anteil Fraktion a.

Tab. 3

Experimentelle Ermittlung des Trenndurchmessers im Vergleich zum theoretisch ermittelten.

In der Spalte ,.Ermittelter dc* sind die ermittelten Werte aus den Gleichungen (35) und (36) dargestellt.
Die Optimierungsmethode ist im Kapitel (3.2.4.0) erléutert.

Der theoretische dc wurde anhand der allgemeinen Gleichung fiir den Trenndurchmesser (Kapitel 2.3.3,
Gleichung 35), fiir Quarzkugeln errechnet.

Lauf Probe Ermittelter d. [um] d. nach Optimierungs- Theoretischer d. [um]
Frakt. methode [um]

1. Stufe J2 3 13,5 bis 17,5 pm 13,8 bis 15,6 pm 7,7 pum
2. Stufe J2_3al 14,5 bis 15,5 pm 11,2 bis 12,1 pm 6,3 pm
3. Stufe J2_3alal 12,5 bis 16,5 pm 9,4 bis 10,3 pm 4,5 pm
4. Stufe J2_3alalal 6,5 pm 7,7 bis 8,6 pm 3,3 um
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Verglichen mit der GroBenverteilung der Diatomeenschalen in den Fraktionen, lassen sich die
Mineralkorngrolen abschitzen, welche etwa gleiche Sinkgeschwindigkeiten besitzen wie
Diatomeenschalen. Fiir runde Schalenformen (mehrheitlich Cyclotella) ergab sich eine
bimodale GréBenverteilung. Die SchalengréBfen lagen hauptsidchlich bei etwa 6 um (die
Mehrzahl) und bei etwa 12 um (Abb. 21).

Ab dem 3. Fraktionierungsschritt reicherten sich die groBeren runden Schalen in Fraktion b
an. Langgestreckte (+ nadelférmige) Schalenformen (z.B. Fragilaria) waren in einem
GroBenbereich von 10 pm bis iiber 60 pm vertreten, ohne ein Maximum in einem bestimmten
GroBenbereich aufzuweisen. Alle anderen Schalenformen (u.a. Cocconeis, Cymbella,
Fragilaria) wiesen in ihrer GroBenverteilung ein breites Maximum bei etwa 12 pm auf. Mit
dem 4. Fraktionierungsschritt waren in den Fraktionen a und b deutlich unterschiedliche
SchalengroBBen vorhanden. In Fraktion a hatte die GroBenverteilung ihr Maximum bei etwa
10 um (Cyclotella, Fragilaria), in Fraktion b lag das Maximum bei etwa 15 pm (Cyclotella,
Cocconeis). Es wurde fiir alle Durchldufe der Anteil, der nach ,,a* fraktionierenden Schalen
ermittelt. Die Berechnung erfolgte mit der weiter oben angegebenen Gleichung fiir die
Mineralkorner. Als Ergebnis ist festzustellen, dass die meisten Diatomeenschalen nach ,,a*
fraktionieren, ndmlich mit jeweils iliber 70%. Damit ergibt sich die Moglichkeit durch weitere
Siebungen zuerst quantitativ den Feinanteil der Minerale zu entfernen und erst dann eine
SPLITT-Fraktionierung durchzufiihren. Dies wurde auch in den theoretischen Betrachtungen

in Kapitel 2.3.1 dargelegt.

auf. Eine Auftrennung zwischen Schalengrofen und —formen ist bedingt maglich, was fiir

isotopische Untersuchungen u.U. von Bedeutung sein
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Nach Ausgang a fraktionierender KorngréBenanteil
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Abb. 20

Charakteristik der Partikelumverteilungen bei der mehrstufigen SPLITT-Frakionierung.

Fraktion a wurde jeweils als Ausgangssuspension fiir die nédchste Stufe gebraucht.

Dargestellt sind die Anteile pro Korngroenklassen, die bei der SPLITT-Fraktionierung in Fraktion a gingen. Z.B.
bedeutet 90% in der Klasse 2,5 pm, dass 90% von den Mineralkdrnern der Groenklasse 2,5 pm wihrend der
SPLITT-Fraktionierung zu Ausgang a gelangt sind und 10% zu Ausgang b.

Aufgrund der groBen Zihlfehler bei KorngroBen > 10 um bedingt durch geringe Partikelzahlen (Anhang B.3),
kommen teilweise Prozentzahlen > 100% vor.
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Abb. 21

Ergebnis der mehrstufigen SPLITT-Fraktionierung fiir verschiedener Diatomeenschalenformen.

(siche auch Anhang D.2.2, Abb. 51 - Abb. 55)

(1) bis (4): Stufe 1 bis 4 der mehrstufigen SPLITT-Fraktionierung. Jeweils Fraktion a wurde fiir den néchsten
Lauf benutzt. Ab Stufe 3 reicherten sich die grofieren Diatomeenschalen in Fraktion b an, z.B. die etwa
12 pm grofien Schalen der runden Form.

(Doppelt logarithmische Darstellung der kumulierten relativen Haufigkeiten der Diatomeenschalengréfen)
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3.2.4.1 Ermittlung des Trenndurchmessers mit einem Optimierungsverfahren

Die Trenndurchmesser, bzw. die Umverteilung der Partikel aus den Ausgangssuspensionen in
die Fraktionen kann direkt nur anhand quantitativer Messungen erfolgen. Um eine
Vorstellung von der Umverteilung derjenigen Suspensionen zu erlangen, die nicht quantitativ
erfasst wurden, musste ein rechnerisches Verfahren eingesetzt werden. Dazu wurden die
Rohdaten aus der Bildanalyse der Ausgangssuspension, der Fraktion a und der Fraktion b in
37 GroBenklassen eingeteilt (letzte Klasse offen, >33,5um). Dann wurden fiir jede
Suspension die Anteile der GréBenklassen an der Gesamtpartikelzahl ermittelt. Als néchstes
wurde ein Modell aufgestellt, nach dem die fiir die Ausgangssuspension ermittelten Anteile

als Partikelmengen betrachtet und in die Modellfraktion a und b umverteilt wurden (Tab. 4).

Tab. 4 Erstellung eines Modells fiir die Umverteilung von Partikel wihrend SPLITT-Fraktionierung.
Hier beispielhaft gezeigt anhand einer einzelnen Grofenklasse.

aus Bildauswertung
Klasse Partikelzahl | Anteil an Partikelmenge Umverteilung zur | Partikel Umverteilung zur | Partikel
[wm] Ausgangs- Gesamtzahl auf 1000 Modellfraktion a Modellfraktion b
suspension [%] normiert [%] [%]
3,31um 21553 39,2% 392 93% 365 7% 28

Die ermittelten Partikelzahlen der Modellfraktionen a und b wurden in Anteile umgerechnet.
Danach wurden die quadratischen Abweichungen zwischen den Gro8enklassen der
Modellfraktionen und den  tatsdchlichen = SPLITT-Fraktionen berechnet. Das
Optimierungsverfahren besteht nun darin, dass die Umverteilung der Ausgangssuspension so
angepasst wird, dass die Unterschiede zwischen Modellfraktionen und den Bildanalysedaten
der SPLITT-Fraktionen moglichst gering sind. Dabei wird die kleinste Summe der

quadratischen Abweichungen als Optimum angesehen.

Tab. 5 Optimieren der Umverteilung durch das Anpassen der Modellfraktionen an die Bildauswertedaten.

Hier beispielhaft gezeigt anhand einer einzelnen Groflenklasse.

aus Bildauswertung

Klasse SPLITT- SPLITT- Partikel Modell- Anteil an Partikel Modell- Anteil an Summe der
[nm] Fraktiona |Fraktionb |fraktiona Fraktion a | fraktion b Fraktion b quadratischen
[%] [%] Abweichungen

331luym | 37,3% 38,1% 365 39,2% 28 39,0% 2,4E-04




68 Ergebnisse

Die Umverteilung jeder Groenklasse ist mit Hilfe des ,,Solvers® im Programm Microsoft
Excel, Version 8.0b, optimiert worden (Abb. 22). Im Bereich kleiner Korngréen wurde eine
gute Ubereinstimmung der Werte erreicht. Aufgrund der geringen Anzahl gemessener Partikel
grofer KorngréBen und den damit vorhandenen Zihlfehlern, weicht das Ergebnis der

Optimierung deutlicher von den Bildanalysedaten ab.

Das vorgestellte Optimierungsverfahren erm che Abschdtzung des

Trenndurchmessers, anhand der Bildanalysedate. ktionen.
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Abb. 22

Ergebnis des Optimierungsverfahrens fiir die 4-stufige SPLITT-Fraktionierung der Probe J2_3i.

Links die optimierte Umverteilung der jeweiligen Ausgangssuspension. Angegeben sind die Anteile [%] der
Grofenklassen, die von der Ausgangssuspension nach Fraktion a gehen.

Rechts der Vergleich zwischen den aus der Bildanalyse gewonnen Daten und den aus der Optimierung
erhaltenen Werten. (doppelt logarithmische Achsen)

1) bis4)  Stufe 1 bis 4 der mehrstufigen SPLITT-Fraktionierung.
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3.2.5 SPLITT-Fraktionierung von Sedimentproben aus dem Holzmaar (Eifel)

3.2.5.1 SPLITT-Fraktionierung einer Siebfraktion 10 — 20 um (Holzmaar)

Aus den vorangegangenen Versu-

chen zur SPLITT-Fraktionierung

KorngréBenverteilung Minerale

ergab sich, dass je nach Ausgangs-
lage des vorliegenden Proben-
0.1

materials eine Unterteilung des

Sediments in weitere Siebfraktionen

vorteilhaft sein kann. Es soll im 0014

m  Siebfraktion

kumulierte relative Haufigkeit

Folgenden vorgestellt werden, wie % SPLITTala ]
. . L . SPLITTalb
eine Siebfraktion im Bereich 10 — 1E-3 4 "
1 2 3 4 5 6 7 8910 20 30 40 50

20um  SPLITT-technisch aufzu- PartikelgroBe (Feretmax) [um]

bereiten ist. Als Ausgangsmaterial Abb. 23

Ergebnis der SPLITT-Fraktionierung einer Siebfraktion 10 —
20 um in zwei Stufen.
Holzmaar verwendet. Zusitzlich zu ~ (siehe auch Anhang D.2.3, Abb. 56, Abb. 57)
Nach 2 Fraktionierungen sind in Fraktion a nur noch Partikel
den schon beschriebenen vorge- < 10 pm zu finden, die eine Kontamination darstellen. Partikel
>20 pm in der Siebfraktion sind zum groBten Teil auf Partikel
schalteten Aufbereitungsschritten zuriickzufiihren, die mit ihrem kleinsten Durchmesser durch das
Sieb gelangen konnten, aber auch auf Aggregate.
Fliefraten der Fraktionierungsstufen:
1) V(a*)=5,5 ml/min, V(b‘) =224 ml/min,
V(a) = 21,1 mI/min, V(b)= 6,9 ml/min

wurde rezentes Sediment aus dem

wurde mit der Siebfraktion <20 um

eine Siebung bei 10um durch-

gefiihrt. Die Siebfraktion 10 — 20 um V(@)/V(b) =025, V(1) = 16,9 ml/min
2) V(a‘) =3,3 ml/min, V(b‘) = 10,6 ml/min,
wurde anschlieend in zwei Durch- V(a) = 10,7 ml/min, V(b) = 3,4 ml/min

) . V@ yV(b)=031; V(t)= 7,3 ml/min
liufen mit der SPLITT-Zelle auf- (Doppelt logarithmische Darstellung der kumulierten relativen

. . . K 6Benhiufigkeit
bereitet. Mit dem zweiten Durchlauf omngroBenhiufigheiten)

konnten in Fraktion a (Abb. 23, Abb. 57 (Anhang D), SPLITTala) alle Mineralkérner
> 10 um abgetrennt werden, d.h. es sollten keine Mineralkdrner mehr vorhanden sein. Die
Partikelgroenanalyse ergab fiir diese Fraktion aber noch einen geringen Anteil an kleinen
Partikeln mit einem Maximum bei etwa 3 um (vergl. Kapitel 3.2.5.2 und 3.2.5.3), deren
Herkunft unklar ist. Denkbar sind eine unvollstindige Siebung, vorhandene Kontamination
der benutzten Losungen (es wurden keine hochrein gefilterten Fliissigkeiten benutzt),
Kontamination der Suspensionen iiber die Raumluft (es wurden in den Suspensionen immer

wieder Staubpartikel gefunden) oder Artefakte aus dem Prozess der PartikelgroBenanalyse.
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Unter Vernachlissigung der Partikel <10 um, ergibt sich fiir Fraktion a (SPLITTala) nach
dem 2. Lauf praktisch ein Anteil an Diatomeenschalen von 100%. Bei den Diatomeenarten
dieser Fraktion a handelte es sich hauptsédchlich um Cyclotella, Cymbella, Cocconeis und
Fragilaria. Eine weitere Auftrennung in Fraktionen von einzelnen Diatomeenarten wurde
nicht vorgenommen und erscheint schwierig, da die GréBen- und Masseneigenschaften der
Diatomeenschalen in diesem GréBenbereich (10 — 20 um) sehr dhnlich sind. Vermutlich lasst
sich aber mittels SPLITT-Fraktionierung, bei entsprechender Einstellung der FlieBraten oder
Modifikation des Trennvorgangs, eine Artentrennung in gewissem Umfang erreichen.

Allerdings garantiert die erhaltene Fraktion eine fiir isotopenanalytische Untersuchungen
weitestgehend saubere Probe, d.h. eine Probe die keine minerogenen Partikel mehr enthilt,

die das zu messende biogene Signal verfilschen konnten.

Tab. 6
Diatomeengehalte der SPLITT-Fraktionierung der Siebfraktion 10 — 20 um unter Angabe der Fliefraten.

Die Fraktionierung wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Fiir den 2. Schritt wurde Fraktion a aus der ersten
Auftrennung weiter verwendet. Der Anfangsgehalt an Diatomeenschalen betrug 13,8 % (69 % fiir Partikel

> 10 pm, d.h. unter Vernachlidssigung der Kontamination). Fiir Fraktion a der 1. Fraktionierungsstufe konnten
keine Diatomeengehalte ermittelt werden. Der hohe Gehalt an Diatomeen in Fraktion b der 2. Stufe erklirt sich

durch die geringe Zahl an Partikeln > 10 pm.

Frakt. |Via‘) Vibe) Via) Vib) Diatomee.ngehalt bzgl. Gesamtpart.ikelzahl
Stufe [ml/min] | [ml/min] |[ml/min] |[ml/min] Fraktion a Fraktion b
gesamt > 10 um gesamt > 10 um
1. Stufe 5,5 22,4 21,1 6,9 - - 2,8 % 4,0 %
2. Stufe 33 10,6 10,7 34 28,7 % 100 % 36,7 % 76,9 %

rezenten Holzmaarsediments lief3

indige Extraktion von Diatomeenschalen (Frakti

erreichen.

3.2.5.2 SPLITT-Fraktionierung einer Siebfraktion 20 — 80 um (Holzmaar)

Das gesiebte Sediment wies einen hohen Gehalt (81,9%) an Diatomeenschalen auf (u.a.
Synedra, Asterionella, Fragilaria, Pleurosigma, Cymbella). Dennoch ist bei einem

Fremdanteil von Partikeln in der Grolenordnung von etwa 20%, ein Grofteil davon sind

minerogener Natur, eine isotopenanalytische Untersuchung nicht sinnvoll. Je nach

Isotopenmarkierung der Minerale kann das zu verifizierende Isotopensignal der Diatomeen
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iiberdeckt werden (Kap. 4.4.5). Im vorliegenden Fall wurde eine einstufige SPLITT-
Fraktionierung durchgefiihrt (Anhang D, Abb. 58, Abb. 59). Aufgrund der hohen Fliefraten
wurde an der Grenze der Verwendbarkeit der SPLITT-Zelle gearbeitet. Insbesondere die
Schlauchpumpe zeigte sich angesichts des Gegendrucks an ihrer Leistungsgrenze. Die
Suspension, respektive die Trigerfliissigkeit, enthielt 0,05% Agepon® und war auf eine
Partikelkonzentration < 0,5 Gew.% angesetzt. Die Bildauswertung der Fraktionen,
einschlieBlich der Ausgangssuspension, ergaben eine trimodale KorngroBenverteilung der
Minerale, mit Maxima bei ca. 3 pm, ca. 37 pum und ca. 46 um (Abb. 24). Da der Feinanteil
sich nur aus kleinsten Partikeln zusammensetzt, ist die Herkunft dieser Partikel fraglich. Eine
Kontamination der Probe und/oder des Objekttrigers wihrend der PartikelgroBenanalyse
kann nicht ausgeschlossen werden. Werden diese Partikel fiir die Berechnung des Gehalts an
Diatomeenschalen nicht berticksichtigt, ist das Ergebnis der Fraktionierung bereits gut
(Tab. 7). Entsprechend der Angaben in Kap. 4.4.5 wiirde beispielsweise ein minerogener
Massenanteil von 10%, bei einer Differenz der Sauerstoffisotopenwerte zwischen Mineral und

Diatomee von A = 5%o, die Probenmessung um lediglich 0,5%o0 verfélschen.

Tab. 7

Diatomeengehalte der SPLITT-Fraktionierung fiir die Siebfraktion 20 — 80 pm unter Angabe der verwendeten
FlieBraten.

Das Ergebnis wurde mit nur einer SPLITT-Fraktionierung erzielt.

Die Gehalte an Diatomeenschalen sind einmal beziiglich aller gemessener Partikel angegeben (gesamt) und unter
Vernachlidssigung der Partikel < 20 pm.

Via®) Vibe) Via) V(b Diatomeengehalt bzgl. Gesamtpartikelzahl
[ml/min] | [ml/min] |[ml/min] |[ml/min] |Probe J1+ (20-80pum) Fraktion a Fraktion b
gesamt | >20 um | gesamt | >20 um | gesamt | > 20 um
56,6 77 100 32,9 81,9% 89,0% | 78,7% | 97,1% 1,9% 3,4%

Die SPLITT-Fraktionierung der Siebfraktion 20 — 80 um des rezenten Holzmaarsediments

erwies sich als eine schnelle und effektive A ode, Diatomeenschalen von

Mineralkdrnern zu trennen. Die angereicherte Di tion (Fraktion a) enthielt

noch wenige Mineralkorner > 20 um sowie ein on an kleinsten Partikeln
(3um). Um auf der sicheren Seite zu sein, konnt die Durchfiihrung einer

weiteren Fraktionierungsstufe sinnvoll erscheinen.



isse 73

Minerale gesamt Minerale > 20 pm
' By

0,1 0,1+

kumulierte relative Haufigkeit
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Abb. 24

SPLITT-Fraktionierung einer Siebfraktion 20 — 80 um. (sieche auch Anhang D.2.4, Abb. 58, Abb. 59)

Nach einer Fraktionierungsstufe waren in Fraktion a nur noch sehr wenige Mineralkdrner > 20 pm vorhanden.

In allen Fraktionen fanden sich Kontaminationen von Partikeln < 20 pm.

FlieBraten J1+: V(a‘) = 56,6 ml/min, V(b‘) = 77 ml/min, V(a) = 100 ml/min, V(b) = 32,9 ml/min
V(@)y/V(b)=0,7;  V(t) = 43,4 ml/min

(Doppelt logarithmische Darstellung der kumulierten relativen Korngrofienhaufigkeiten)

3.2.5.3 SPLITT-Fraktionierung eines Sedimentfallen-Materials (Holzmaar)

Um die verfahrenstechnische Eignung der vorgestellten Technik auf breiterer Basis zu
demonstrieren wurde als Vergleichsmaterial zu Sediment, dass den obersten Zentimetern
eines Seebodens entstammte, Sedimentfallen-Material gewihlt. Die von Jiilich aus betreute
Sedimentfalle befand sich in 7 m Wassertiefe, iiber der tiefsten Stelle des Holzmaares (Eifel).
Uber einen Zeitraum von jeweils 2 Wochen wurde Sediment akkumuliert. Es wurde Material
von zwei Probenahmen verwendet (vom 07.09.1999 und 21.09.1999). Der Gehalt an
mikroskopischem, organischem Material war deutlich hoher als im Sediment des Seebodens
(mikroskopische Beurteilung). Nach mehreren Stunden Behandlung mit 30%iger H,O, waren

noch deutlich fiadige Reste von Blaualgen zu erkennen. Es wurde eine Suspension, die noch
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derartige Reste enthielt, mittels SPLITT-
Fraktionierung aufbereitet (ZS7m990907).
Dabei dass eine

stellte sich heraus,

Suspension mit einem hohen Gehalt
bestimmter organischer Reste wie z.B. die
fadigen Zellstrukturen von Blaualgen oder
flr ~ Bakterien und  Pilze

aufschlieBbares Material, fiir eine SPLITT-

leicht

Fraktionierung nicht geeignet ist, da sich
vermehrt grole Aggregate bilden, welche
die Auftrennung verhindern (Abb. 25,
Anhang D, Abb. 60). Um die geschilderten
Probleme zu umgehen wurde eine weitere

Probe (ZS7m990921) daraufhin solange

0,1

0,01

1E-3
B ZS7m990907a

& ZS7m990907b

kumulierte relative Haufigkeit

1E-4 ————rrr

1 10 ' o "160
PartikelgréBe (Feretmax) [um]

Abb. 25
SPLITT-Fraktionierung eines Sedimentfallen-Materials
(7m Wassertiefe) — Siebfraktion 20 — 80 pm.
Aufgrund eines hohen Anteils organischer Reste und daher
Aggregatbildung, konnte nur ein schlechtes Trennergebnis
erzielt werden. (siche Anhang D.2.5, Abb. 60)
Probe ZM7m990907; FliefSraten:
V(a®) = 57,7 ml/min, V(b*) = 78,0 ml/min,
V(a) = 104 ml/min, V(b) = 34 ml/min

V(2*)/V(b*) = 0,74; V(1) = 20,3 ml/min

mit H,O; behandelt, bis keine organischen  (Doppelt logarithmische Darstellung)

Reste dieser Art mehr zu erkennen waren.

Trotzdem war der Gehalt an sehr stabilen biogenen Partikeln in der Siebfraktion 20 — 80 um
noch hoch. Dazu gehdrten u.a. Zellgeriiste bestimmter Griinalgen (Pediastrum), Reste der
Panzer von Wasserflshen (Cladocera), Schwammnadeln etc.. Dagegen waren in der

Siebfraktion < 20 um keine mikroskopischen, organischen Reste mehr zu erkennen.

Siebfraktion < 20 uwm des Fallensediments: Die entsprechend griindlich vorbehandelte
Siebfraktion <20 um des Fallensediments wurde in zwei Stufen SPLITT-fraktioniert
(Anhang D, Abb. 61 - Abb. 63). Im ersten Schritt wurden groBere Mineralkdrner von den
Diatomeenschalen abgetrennt, im zweiten Schritt wurden Tonminerale abgetrennt. Als
Ergebnis wurde eine mit Diatomeenschalen angereicherte Fraktion b (Cymbella, Cyclotella,
Cocconeis, Fragilaria) erhalten (Tab. 8). Eine Aussage iiber die Massenanteile von
Diatomeen und Mineralen, lisst sich aus den Bildanalysedaten nicht gewinnen (siehe Kap.
3.1.4). Die Suspensionen aus der SPLITT-Fraktionierung der Siebfraktion <20 um
(ZS7Tm990921) stellten sich als instabil heraus. Es bildeten sich nach der SPLITT-
Fraktionierung, im Zeitraum bis zur Priparation Aggregate, die bei der PartikelgroBenanalyse
zu einer Uberschitzung der groBeren KorngréBen fiihrte (zu erkennen in Abb. 26 (a),
ZS7mala). Insofern kénnen die aus der Bildauswertung gewonnenen Daten nur eingeschrinkt

zur Bewertung der Trennungsqualitdt der entsprechenden SPLITT-Fraktionierung gelten.
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Nach mikroskopischer Betrachtung waren Diatomeenschalen in Fraktion alb gut
angereichert, aber ein noch zu hoher mineralischer Anteil vorhanden. Daher muss auch in
diesem Fall eine Mikrosiebung bei 5 und 10 um der SPLITT-Fraktionierung vorgeschaltet
werden (vergl. Kap.3.2.4).

Tab. 8

Diatomeengehalte der SPLITT-Fraktionierung fiir die Siebfraktion < 20 pm (ZS7m990921) und Angabe der
Fliefiraten.

Die Fraktionierung wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Fiir den 2. Schritt wurde Fraktion a weiter verwendet.
Der Anfangsgehalt an Diatomeenschalen betrug 4,51%, bzgl. der Gesamtpartikelzahl.

Diatomeengehalt bzgl.
Frakt. Stufe Probe ZS7m | V(a) . V(b*) . V(a) . Vib) . Gesamtpartikelzahl
(990921) [ml/min] |[ml/min] |[ml/min] |[ml/min] . .
Fraktion a Fraktion b
1. Stufe ZS7Tm 5,1 20,0 18,8 6,3 2,07% 2,32%
2. Stufe ZS7mal 0,8 2,7 2,4 0,9 6,38% 11,45%
a) 1y b) 1.

0,1 0,1

0,01 o

kumulierte relative Haufigkeit
kumulierte relative Haufigkeit

0,01 4
o ZS7m990921
®  ZS7ma
1E-3 +  ZS7mb 1E-3
4 ZS7mala A 7S7mala
¥ ZS7mailb % ZS7malb
1E-4 . 1E-4 : .
1 10 1 10 100
Partikelgré3e (Feretmax) [um] DiatomeenschalengréBe [um]

Abb. 26
SPLITT-Fraktionierung eines Sedimentfallen-Materials in 2 Stufen (7 m Wassertiefe) — Siebfraktion < 20 pm.
In Fraktion b der 2. Stufe reicherten sich Diatomeenschalen an, die im Vergleich zu den Diatomeen in Fraktion a
groBere Schalen besalien (siehe b). (siehe auch Anhang D.2.5, Abb. 61 - Abb. 63)
a) KorngroBenverteilung der Minerale.
Aufgrund von Aggregatbildung sind in Fraktion ala grofle Korngré8en iiberschitzt.
Probe ZM7m990921; FlieBraten:
1) ZS7m: V(a*) = 5,1 ml/min, V(b‘) = 20,0 ml/min, V(a) = 18,8 ml/min, V(b)= 6,3 ml/min
V(@)/V(b*) =0,26; V(t) = 14,9 ml/min
2) ZS7ma: V(a‘) = 0,8 ml/min, V(b*) = 2,7 ml/min, V(a) = 2,4 ml/min, V(b)= 0,9 ml/min
V(@)/Vib)=03; V()= 1,9 ml/min
b) GréBenverteilung der Diatomeenschalen nach der 2. Fraktionierungsstufe in Fraktion a und b.
(Doppelt logarithmische Darstellung der kumulierten relativen Korngrof3enhiufigkeiten)
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Siebfraktion 20 - 80 pm des Fallensediments: Die Siebfraktion >20 um des
Fallensediments wurde in einer Stufe SPLITT-fraktioniert. Diatomeenschalen reicherten sich
in Fraktion a an (Anhang D, Abb. 64). Der Gehalt an Diatomeen (im wesentlichen Synedra)
war jedoch im Bezug auf die Gesamtpartikelzahl gering (Tab. 9). Neben wenigen Mineralen
fanden sich in Fraktion a vor allem Reste biogener Herkunft. Diese Reste werden bei der
Bildanalyse nicht beriicksichtigt (Abb. 27).

Nach der Bestimmung der Korngrofenverteilung ergab sich ein schon im Kapitel 3.2.5.1
beschriebenes Problem. Obwohl nach einer Siebung bei 20 um alle kleineren Korngréfen
entfernt worden sein sollten, wies die GroB3enverteilung der gemessenen Partikel ein weiteres
Maximum bei kleinsten Korngroen um 3 pm auf. Der Gehalt an Diatomeenschalen
beziiglich der Partikelzahl weist daher deutliche Unterschiede auf, je nachdem ob gemessene
Partikel <20 um mit beriicksichtigt werden oder nicht. Aufgrund der geringen Anzahl
gemessener Diatomeen sind die Angaben der Diatomeengehalte zusitzlich mit einem

groBeren Fehler behaftet.

Tab. 9

Diatomeengehalte und Fliefiraten fiir die SPLITT-Fraktionierung der Siebfraktion 20 - 80 um (ZS7m990921).
Es wurde nur ein Fraktionierungsschritt durchgefiihrt. Die Diatomeenschalen reicherten sich in Fraktion a an.
Der Anfangsgehalt an Diatomeenschalen wurde nicht bestimmt.

Diatomeengehalt bzgl. Gesamtpartikelzahl
Vi(a%) Vib*) V(a) V(b)
[ml/min] [ml/min] [ml/min] [ml/min] Fraktion a Fraktion b
gesamt > 20 um gesamt > 20 pm
58,8 779 103,8 33,8 6,5% 51,61% 0,49% 1,47%
Abb. 27 !

SPLITT-Fraktionierung eines Sedimentfallen-Materials
(7 m Wassertiefe) - Siebfraktion 20 — 80 pm.

Nach einem Fraktionierungsschritt reicherten sich
Diatomeenschalen in Fraktion a an.

(siehe auch Anhang D.2.5, Abb. 64)

Probe ZM7m990921; FlieBraten:

V(a*) = 58,8 ml/min, V(b*) = 77,9 ml/min,

V(a) = 103,8 ml/min, V(b) = 33,8 ml/min

V@)/Vib*) =0,75; V(t)= 19,1 ml/min

(Doppelt logarithmische Darstellung)
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here organische Anteile auf. Dies fiihrte

Fiir die Siebfraktion < 20 um ldsst sich festste

Fraktionierung in zwei Stufen zwar abtrenne

Die Siebfraktion 20 — 80 um enthielt nur wenig D so dass zwar in einem

(Fraktion a), aber

3.2.6 SPLITT-Fraktionierung einer Sedimentprobe aus dem Huguang Maar (Silidchina)

Das aus einer Kerntiefe von ca. 29 m stammende Material war soweit kompaktiert, dass die in
Kapitel 2.2.1 vorgeschlagene Aufbereitung nicht zu einer vollstindigen Suspendierung der
Partikel fiihrte. In der Suspension waren instabile Aggregate von kleinsten Partikeln (Tone +
Feinschluff) vorhanden, die immer wieder Partikel in unterschiedlichen Mengen freisetzten.
Aus diesem Grund konnen die aus der Bildanalyse gewonnenen KorngroBenverteilungen
nicht exakt das Ergebnis der SPLITT-Fraktionierung widerspiegeln. In den Summenkurven
der b-Fraktionen in Abb. 28 ist deshalb eine Uberbetonung kleiner KorngroBen vorhanden.
Die gemessenen gréBeren Partikel setzten sich aus Mineralkdrnern und Aggregaten
zusammen, wobei sich die Aggregate hydrodynamisch &hnlich zu den Mineralkérnern
verhielten, also ebenfalls abzutrennen waren.

Das Material wurde bei 20 pm gesiebt, um gréBere Aggregate zu entfernen. Fiir die SPLITT-
Fraktionierung wurde die Siebfraktion < 20 pm verwendet, da sich dort nach mikroskopischer
Betrachtung die meisten Diatomeenschalen (im wesentlichen Aulacoseira) befanden. Die
SPLITT-Fraktionierung wurde in 2 Stufen durchgefiihrt, um zuerst groBere Minerale /
Aggregate von den Diatomeenschalen zu trennen und anschlieBend die Ton- und

Feinschlufffraktion (Anhang D, Abb. 65 - Abb. 67). In Tab. 10 ist zu sehen, dass sich die
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Diatomeenschalen zuerst in Fraktion a anreicherten und mit der zweiten Fraktionierungsstufe
in Fraktion b (Hugalb). Aufgrund der freigesetzten Partikel ist hier vermutlich der Anteil von
3,25% Diatomeenschalen bzgl. der Gesamtpartikelzahl unterschitzt. In Fraktion Hugala

befanden sich noch wenige kleine Diatomeen und Schalenbruch.

Tab. 10

FlieBraten und Diatomeengehalte der SPLITT-Fraktionierung der Probe Hug_F-15-u_2916.

Die Fraktionierung wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Fiir den 2. Schritt wurde Fraktion a weiter verwendet.
In Stufe 1 wurden gréBere Mineralkorner abgetrennt, in Stufe 2 die Tonminerale.

Der Anfangsgehalt an Diatomeenschalen betrug 0,57% der Gesamtpartikel.

Diatomeengehalt bzgl.

Frakt. Probe V(a%) V(b*) V(a) Vib) Gesamtpartikelzahl
Stufe Hug_F-15-u_2916 | [ml/min] |[ml/min] |[ml/min] [ml/min] Fraktion a | Fraktion b
1. Stufe | Hug 5,1 20,3 19,5 6,3 1,18% 0,67%
2. Stufe | Huga 0,8 2,7 2,5 1,3 0,44% 3,25%

KorngroéBenverteilung der Minerale
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Abb. 28

SPLITT-Fraktionierung in zwei Stufen eines kompaktierten Sediments aus dem Huguang Maar (China) —
Siebfraktion < 20 pm.

Da Aggregate vorhanden waren, aus denen stindig kleine Partikel freigesetzt wurden, sind in den b-Fraktionen
kleine Korngréen iiberbetont. (sieche auch Anhang D.2.6, Abb. 65 - Abb. 67)

Probe Hug_F-15-u_2916; FlieBraten der Fraktionierungsschritte:

1) Hug: V(a*) = 5,1 ml/min, V(b*) = 20,3 ml/min, V(a) = 19,5 ml/min, V(b) = 6,3 ml/min

V(a)/V(b*) = 0,25; V(t)= 15,2 ml/min
2) Huga: V(a‘) = 0,8 ml/min, V(b*) = 2,7 ml/min, V(a) = 2,5 ml/min, V(b) = 1,3 ml/min
V(a)/V(b*) = 0,3; V()= 1,9 mI/min

(Doppelt logarithmische Darstellung der kumulierten relativen Korngréfenhédufigkeiten)
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vorherigen Versuchen gemachten FErgebnisse. In einer stufenweise ablaufenden

Fraktionierung lassen sich Diatomeenschalen anreic

eine vollstindige Extraktion
war im vorliegenden Fall jedoch nicht zu erreich Mineralkorner mit zu den
Diatomeen korrespondierenden Korngrofen nich . In einem solchen Fall
ist durch vorgeschaltete weitere Siebungen 7 Vrz korrespondierenden
Korngrofien vorzunehmen. Mit Hilfe weiterer onierungen diirfte eine

gewiinschte hohe Anreicherung an Diatomeen erreichb

3.2.7 SPLITT-Fraktionierung einer Sedimentprobe aus dem Bachsee (Schweiz, Grindelwald)

Der Bachsee ist ein Hochgebirgssee (2265 m ii. NN) mit sehr diatomeenarmen Sedimenten.
Es wurde eine Probe des obersten Sedimentzentimeters bearbeitet, um zu testen inwieweit
sich bei solch diatomeenarmen Sedimenten eine Anreicherung von Diatomeenschalen
durchfiihren ldsst. Eine Anwendung dafiir, ist z.B. im Bereich der Artenbestimmung zu
suchen. Nach mikroskopischer Beurteilung war das Material bereits gut suspendiert und
brauchte nicht mehr aufgeschlossen zu werden. Mikroskopische Reste organischen Materials
waren nicht zu erkennen. Das Probenvolumen betrug nur etwa 5 ml suspendiertes Sediment.
Die Probe wurde bei 20 um gesiebt, um groere Partikel abzutrennen. Es wurde die
Siebfraktion <20 upm weiter verwendet, da sich hier nach mikroskopischer Betrachtung die
meisten Diatomeenschalen (hauptsichlich Fragilaria, Cyclotella) befanden. Das Volumen der
Ausgangssuspension betrug 200 ml. Die SPLITT-Fraktionierung wurde auch hier in zwei
Stufen durchgefiihrt (Anhang D, Abb. 68 - Abb. 70). Die KorngroBenverteilungen der
Minerale sind in Abb. 29 wiedergegeben.

Die Gesamtzahl der gemessenen Mineralpartikel ist bei dieser Messreihe unsicher. Es traten
Abweichungen der absoluten Partikelzahlen zwischen der Ausgangssuspension und der
Summe der Fraktionen von ca. 50% auf, da vermutlich die Gesamtpartikelzahl in Fraktion
BACa durch die Bildanalyse unterschitzt wurde. Ebenso sind die Diatomeenzahlen mit z.T.
groflen Fehlern behaftet, da jeweils nur wenige Diatomeenschalen gezihlt wurden. Hier traten
Abweichungen der absoluten Schalenzahlen von ca. 20% zwischen den Fraktionierungsstufen

auf. Die Diatomeenschalen (Fragilaria, Cyclotella) reicherten sich in der
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1. Fraktionierungsstufe in Fraktion a an und mit der 2. Stufe in Fraktion b (Tab. 11). Die
Diatomeengehalte beziiglich der Gesamtpartikelzahlen blieben gering. Fiir eine Arten-
bestimmung ist nur die Fraktion mit den meisten Diatomeenschalen wichtig, ohne das grofere

Verluste auftreten. Entsprechend wurden die absoluten Schalenmengen ermittelt.

Tab. 11

Diatomeengehalte der SPLITT-Fraktionierung der Probe BAC_0-1 unter Angabe der FlieBraten.

Die Fraktionierung wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Fiir den 2. Schritt wurde Fraktion a weiter verwendet.
Die Prozentangaben sind beziiglich der Gesamtpartikelzahl der jeweiligen Fraktion gerechnet.

Die Schalenzahlen wurden aus den Bildanalysedaten auf absolute Zahlen der jeweiligen Fraktion hochgerechnet.
Fiir die Schalenzahlen ergab sich ein Zihlfehler von ca. 20%.

Der Anfangsgehalt an Diatomeenschalen betrug 0,26% (4.325.821 Schalen).

Diatomeengehalt
Frakt. Probe V(a®) V(b*) V(a) Vib)
Stufe BAC_0-1 |[ml/min] |[ml/min] |[ml/min] | [ml/min] Fraktion a Fraktion b
[%] Schalenzahl [%] Schalenzahl
1. Stufe | BAC 4,9 20,3 19,6 6,3 0,53% | 4.866.548 0,22% 59.639
2. Stufe | BACa 0,8 2,7 2,5 0,8 0,28% | 3.701.599 0,56% 333.979

KorngréBenverteilung der Minerale
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Abb. 29

SPLITT-Fraktionierung in zwei Stufen eines Sediments aus dem Bachsee (Schweiz) — Siebfraktion < 20 pm.
Das Sediment war sehr arm an Diatomeenschalen. Mit zwei Fraktionierungsstufen liefen sich Diatomeen
anreichern (in Fraktion BACalb). (siehe auch Anhang D.2.7, Abb. 68 - Abb. 70)

Probe BAC_O-1; FlieBraten der Fraktionierungsschritte:

1) BAC: V(a‘) = 4,9 ml/min, V(b) = 20,3 ml/min, V(a) = 19,6 ml/min, V(b) = 6,3 ml/min

V(@*)/V(b*) = 0,24; V(t) = 15,4 ml/min
2) BACa: V(a%) = 0,8 mI/min, V(b*) = 2,7 ml/min, V(a) = 2,3 ml/min, V(b) = 0,8 ml/min
V(@*)/V(b*) = 0,3; V(t) = 1,9 ml/min

(Doppelt logarithmische Darstellung der kumulierten relativen Korngroenhiufigkeiten)
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4 Diskussion

4.1 Anwendbarkeit der Bildanalyse fiir SPLITT-Fraktionen aus limnischen Sedimente

Wie in Kapitel 2.4 (Bildverarbeitung) beschrieben, stellt sich zunéchst die Frage, warum zur
Partikelanalyse der Sedimente aus den SPLITT-Fraktionierungen nicht eine der gingigen
Methoden angewendet wurde. Dazu ist anzumerken, dass Siebanalyse, Sedimentierverfahren,
Laserpartikelzidhler, Coulter-Counter usw. granulometrische Methoden sind die nur indirekt
eine Aussage liber Korngréfen erlauben. Bei keiner der genannten Methoden wird bei der
Messung zwischen unterschiedlichen Partikelklassen unterschieden. Um zweifelsfrei
zwischen einer Diatomeenschale und einem Mineralkorn unterscheiden zu kOnnen, sind
unbedingt morphologische Methoden gefragt. Traditionell kommen dafiir bis heute nur
optische Verfahren in Frage (Koster, 1964). Eine groBie Partikelzahl macht hier eine
Automatisierung zwingend. In weiten Bereichen werden schon software-gestiitzte
Bildanalyseverfahren eingesetzt, so dass der Einsatz fiir die Analyse der SPLITT-Fraktionen
nahelag (Russ, 1999; Klaus et al., 1999).

4.1.1 Mikroskopie — Probenvorbereitung

Auch bei einer bildanalytischen Methode ist die Probenvorbereitung fiir das spitere
Messergebnis entscheidend. Welches sind die Kriterien, die man fiir eine Bildanalyse

beachten sollte?

4.1.1.1 Probenlagerung

Es stellte sich heraus, dass einige der Suspensionen aus der SPLITT-Fraktionierung instabil
waren, d.h. dazu neigten, Aggregate zu formen. Dies ist nicht nur wihrend der SPLITT-
Fraktionierung stérend, sondern verfilscht, wenn nach der Fraktionierung auftretend, das
Ergebnis der Bildanalyse — es werden zu viele grof3e und gleichzeitig zu wenig kleine Partikel
gemessen. Instabile Suspensionen miissen stabilisiert werden. Dies kann geschehen durch

Waschen, bzw. Entfernen der Substanzen, die instabilisierend auf die Suspension wirken, oder
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durch Zugabe stabilisierender Mittel (z.B. Natriumdiphosphat, falls die Probe nur zur
Bildanalyse Verwendung findet).

4.1.1.2 Prdparation

Die Partikel sollten homogen {iiber das E veyq
Messfeld des Objekttrigers verteilt sein. Sich ’
beriihrende Partikel oder Anhiufungen 8§ =
beeinflussen das Messergebnis. Um eine 5

o : " £ 104
gleichmifige Verteilung des Préparats auf S ‘-:.
dem Objekttriger zu erreichen, wurde ein = .
Tensid (Agepon®) in starker Verdiinnung '3 S —

1 2 3 4 5 6 7 8910 20

(>1000-fach) eingesetzt. Es besteht hierbei PartikelgroBe (Feretmax) [m]
die Gefahr, dass Riickstinde des Tensids Abb. 30

nach der Bildverarbeitung als Artefakte mit-

gemessen werden konnen (Abb. 30). Eine

Blindversuch mit H,O deion. und Agepon (2 ul auf
1000ul).
Die Summenkurve zeigt eine bimodale Verteilung. In

21 Bildern wurden 611 Partikel gemessen, die z.T.
aus Tensidriickstinden bestehen, z.T. von
Verunreinigungen aus Wasser, bzw. Luft herriihren.
(doppelt logarithmische Darstellung)

weitere Quelle fiir eine Messverféilschung
sind Partikel, die aus der Raumluft und aus
den verwendeten Fliissigkeiten stammen.

Fremdpartikel dieser Art konnen nur mit erhdhtem Aufwand entfernt werden (fusselfreie
Kleidung, gefilterte Raumluft, gefiltertes Wasser...). Im Falle der SPLITT-Fraktionen wurde
darauf weitgehend verzichtet, da in den meisten Proben der Anteil an Fremdpartikeln
gegeniiber der Partikelzahl der Probe gering war. Eine Ausnahme stellten diejenigen Proben
dar, bei denen hauptséichlich Korngréfen > 15 um gemessen werden sollten, da hier die
Partikelzahl der Proben gering war. Die Wahl einer geringeren VergréfBerung konnte in

diesem Fall helfen, da so kleinste Partikel nicht mehr erfasst werden, allerdings ohne

Unterschied zwischen Fremdpartikeln und kleinen Mineralkdrnern.

4.1.1.3 Wahl der Okulare / Vergrofierung

Die VergroBerung ist dem Messbereich der PartikelgroBen anzupassen. Um einen grof3en
KorngrofBenbereich zu erfassen, wurde eine geringe Vergroferung gewihlt. Die Seitenléinge

eines quadratischen Bildpixels reprisentierte 0,76 pm, bzw. 0,82 um. Damit konnten Objekte
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zwischen 2 bis 80 um gut erfasst werden. Die Bildverarbeitung limitiert klar die untere
Grenze der messbaren Partikelgréen, wihrend die obere Grenze ein aufnahmetechnisches
Problem darstellt. Je groBer die Partikel sind, desto weniger konnen pro Bild gezihlt werden,

bzw. desto hidufiger werden nur Teile eines Partikels im Bild erfasst.

4.1.1.4 Belichtungszeit

Die Belichtungszeit fiir die Bildaufnahme muss der Beleuchtung angepasst sein. In
iiberbelichteten Bildern werden kleine Objekte iiberstrahlt. Stark unterbelichtete Aufnahmen

erschweren die Trennung zwischen Objektinformation und Hintergrund.

4.1.2 Bildverarbeitung

Bevor ein Objekt mittels Bildanalyse vermessen werden kann, muss eine Bildverarbeitung die
Bildinformation so aufbereitet haben, dass nur noch die gewiinschte Information in méglichst
unverfilschter Weise bereit steht. Doch der erste Schritt zur Informationsverfélschung ist die
Bildverarbeitung. Im Anhang A (Bildverarbeitung) wird erldutert, welche Schritte der
Bildverarbeitung notig sind, um ein messbares Ergebnisbild zu erhalten. Im Kapitel 3.1 wurde
auf die Schwierigkeiten hingewiesen, die sich mit der Bildverarbeitung ergeben. Die
Simulation einer SPLITT-Fraktionierung (Kapitel 3.1.1, Anhang A.l) ergab, dass die

Ergebnisse der Bildanalyse als realistisch zu beurteilen sind.

4.1.2.1 Erfassung kleiner Partikel

An dieser Stelle sei nochmals darauf hingewiesen, dass ein Videobild eine pixelweise
Darstellung von Objekten liefert. Das bedeutet, ein Objekt wird gerastert abgebildet und nicht
in seinem wirklichen Umriss. Die gerasterte Abbildung wird dem wahren Objekt um so
dhnlicher, je besser das Verhiltnis von morphologischen Details zur PixelgroBle (Rastergrofie)
ist. Mit anderen Worten, ein Objekt wird um so schlechter abgebildet, je weniger Pixel zur
Abbildung zur Verfiigung stehen. Genau das aber ist bei der Abbildung kleiner Partikel der
Fall. Da der Begriff ,kleine Partikel relativ ist, sei hier bemerkt, dass hier im allgemeinen

Partikel an der unteren Messgrenze gemeint sind, im besonderen Partikel < 6 pm aus den
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SPLITT-Fraktionen. Im Kapitel 3.1.2 wurde gezeigt, wie die Variation der Pixelmuster
Einfluss auf das Messergebnis nimmt. Ein Objekt, dass durch z.B. 12 Pixel abgebildet wird,
kann je nach Bildverarbeitung doppelt, bzw. halb so gro3 gemessen werden. Die untere
Grenze der Partikellingenmessung, die bei 4 Pixeln = minimal 2,15 um gewéhlt wurde, ist
daher kritisch zu bewerten. Die Verfilschung der morphologischen Messung hat keinen
Einfluss auf die gemessene Gesamtpartikelzahl der Probe. Basierend auf der

Gesamtpartikelzahl wurde der Anteil an Diatomeenschalen einer Probe berechnet.

4.1.2.2 Erfassung grofier Partikel (> 15 um)

Allgemein ldsst sich sagen, dass die Messung grof3er Objekte insofern unproblematisch ist, als
Randeftekte, also z.B. der Wegfall von Randpixeln, geringen Einfluss auf das morphologische
Messergebnis haben. Im speziellen Fall der Bildanalyse von sedimentéren Proben ergab sich
eine Problematik aufgrund der minerogenen, bzw. biogenen Herkunft der Partikel. Ab etwa
15um KorngréBe fiihrte die Oberflichenstruktur der Minerale zu einer uneinheitlichen
Abbildung mit stark schwankenden Grauwerten. Ein solches Objekt, dass vom Betrachter als
Mineralkorn erkannt wird, zerfiel wihrend der Bildverarbeitung in kleinere Einzelobjekte.
Ahnliches gilt fiir Diatomeenschalen, deren feine Struktur meist nicht als Ganzes von der
Bildverarbeitung erfasst wurde. Aus diesen Griinden wurden Partikel > 15 um, sowie
Diatomeenschalen von der automatischen Messung ausgeschlossen. Groflere Partikel wurden
interaktiv am Bildschirm vermessen, wobei durch die Kombination von automatischer und

interaktiver Messung, die KorngroBenverteilung oft nicht korrekt abgebildet wurde.

4.1.2.3 Erfassung von Diatomeenschalen

Wie zuvor erwihnt, wurden Diatomeenschalen meist nicht vollstindig durch die
Bildverarbeitung erfasst. Ein allgemeineres, nicht nur auf Diatomeenschalen bezogenes
Problem stellte die Frage dar, auf welche Weise automatisch, d.h. softwarebasiert zwischen
zwei Partikelklassen (z.B. Minerale und Diatomeen) unterschieden werden kann. Es miissen
morphometrische, bzw. densitometrische Merkmale bestimmt werden, in denen sich die
Partikelklassen unterscheiden. Dazu konnen Trainings-Bildserien eingesetzt werden, in denen
explizit nur eine Partikelklasse vorkommt. Im Falle der analysierten SPLITT-Fraktionen

wurde auf ein automatisiertes Verfahren verzichtet, da schon die Vorbedingung, dass die
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Partikel alle perfekt von der Bildverarbeitung wiedergegeben sein miissen, nicht gegeben war.

Dies hatte einen deutlich erhohten Zeitbedarf fiir die Bildanalyse zur Folge.

4.1.2.4 Berechnung der Partikelmassen aus der Lingenmessung

Das benutzte Messverfahren lieferte Kennwerte (Feretmax, Feretmin, Fliche, FCircle), die
aus der Vermessung der 2-dimensionalen Abbildung (Mikroskopbild) von 3-dimensionalen
Objekten (Minerale, Diatomeen) gewonnen wurden. Um aus den gegebenen Kennwerten auf
ein Volumen und schlieBlich auf eine Masse zu kommen, miissen Annahmen iiber die
rdumliche Form der Objekte gemacht werden. Dies wurde fiir eine Sedimentprobe
exemplarisch versucht (Kapitel 3.1.4). Die erhaltenen Gesamtmassen der Minerale erwiesen
sich um etwa 2 GréB8enordnungen zu gro3 und damit unbrauchbar. Erwartet wurde eine
Gesamtmasse zwischen 0,1 und 0,8 g. Untersuchungen méglicher Fehlerquellen durch falsche
Berechnung der Verdiinnung, eine Uberschitzung der Zahl kleiner Partikel(< 10 wm), oder
eine Uberschitzung der Zahl groBer Partikel zeigte, dass der bei der Massenbestimmung
aufgetretene Fehler andere Ursachen haben muss (siehe Anhang C).

Je nachdem, welches Volumenmodell der Massenberechnung zu Grunde gelegt wurde,
unterscheiden sich die Ergebnisse um bis zu 2 Groenordnungen. Offensichtlich ist hier der
Hauptgrund fiir die unzulingliche Berechnung der Gesamtmasse zu suchen. Dem jeweiligen
Modell wurde als gemessener Wert nur der , Feretmax* zugrunde gelegt. Um volumetrische
und damit die Masse betreffende Aussagen machen zu konnen, miissen noch andere
geometrische Merkmale berticksichtigt werden. Nur bei automatischer Messung konnen
weitere Kennwerte gemessen werden, aus denen eventuell ein besseres Volumenmodell
entwickelt werden kann. In den hier bearbeiteten Proben stehen fiir eine automatische
Messung nur PartikelgréBen bis 15 wm zur Verfiigung. Eine Berechnung der Gesamtmassen

erscheint daher zu unsicher.



88 Trskussion

4.2 Arbeitsaufwand bei der Bildanalyse

In diesem Abschnitt soll ein Uberblick iiber den Arbeitsaufwand, respektive die Kosten, fiir

eine Bildanalyse gegeben werden. Die Zeitangaben wurden aus Erfahrungswerten geschiitzt.

a) Préparate

Arbeitsmittel: 5 - 20 pl Pipette, 50 — 200 nl Pipette, 1000 pl Pipette, Pipettenspitzen, Microvials zum
Mischen, Diagnostik-Objekttriger (Lochmaske), Petrischalen

Zeitbedarf: Probe verdiinnen und aufbringen fiir 10 Proben ca. 30 min
Trocknen unabhingig von ca. 3 Std.
Probenzahl

b) Mikroskopbilder

Arbeitsmittel: Durchlichtmikroskop, Videokamera (+ Aufsatz), Computer, Aufnahmesoftware, evtl. frame
grabber-Karte

Zeitbedarf: | Bei 21 Bildern pro Probe | fiir 10 Proben | ca. 1%% Std. |

c) Bildanalyse

Arbeitsmittel: | Computer mit grofem Bildschirm (18°¢), Bildverarbeitungs-Software, Speichermedium |

Speicherbedarf: |ca. 1,2 MB pro Bild (RGB-Bitmap-Format (BMP)),
bei 10 Proben mit je 21 Bildern => ca. 260 MB

Zeitbedart: Abhingig davon, wieviel interaktiv gemessen | fiir 1 Probe (21 Bilder) 20 min bis 1% Std.
werden muss

Nicht aufgefiihrt ist der Zeitbedarf fiir Austesten der Verdiinnungen, Wiederholungs-
messungen, Entwicklungsarbeit der passenden Bildverarbeitungsschritte (Makro schreiben),

etc..

Fiir eine Anzahl von 30 Proben z.B. ergibt sich eine Bearbeitungszeit von minimal 2 Tagen
und maximal 8 Tagen, abhingig vom Probenmaterial. Im Schnitt ist fiir 30 Proben mit einer

Bearbeitungszeit von etwa 1 Woche zu rechnen.
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4.3 Schlussfolgerungen zur Bildanalyse fiir die Auswertung von SPLITT-Fraktionen

Das fiir die Beurteilung der Trennung von Diatomeenschalen aus Sedimentmaterial

entwickelte und zur Anwendung gekommene bildanalytische Verfahren, welches speziell auf

das vorliegende Problem angepasst wurde, kann wie folgt beurteilt werden:

Die Bildanalyse ermdglicht eine gute Abschitzung der Trennvorginge wihrend der

SPLITT-Fraktionierung.

Die Qualitédtskontrolle einer SPLITT-Fraktionierung, im Sinne einer Bestimmung des
Anteils mineralischer Partikel bei der Extraktion von Diatomeenschalen, ist sicher
gegeben. Lediglich bei Kontaminationen durch Tensidriickstinde oder bei in den
Ausgangsfliissigkeiten vorhandenen Verunreinigungen kann es zu Problemen kommen.
Eventuell kann in Extremfillen auf andere Aufnahmetechniken zuriickgegriffen werden
(z.B. Rasterelektronenmikroskopie (REM)), was andererseits Einfluss auf den Zeitbedarf
und die Kosten hat.

Eine Massenbilanz fiir eine SPLITT-Fraktionierung kann mittels Bildanalyse nicht ohne
weiteres aufgestellt werden. Es werden mit der verwendeten Vergroferung und
Aufnahmetechnik nur Partikel > 2 um erfasst; damit bleiben die Tonminerale aullen vor.
Die Verwendung einer hoheren Vergroferung hat wiederum Auswirkung auf die obere
Messgrenze. Aus den gemessenen Lingen der zu untersuchenden Objekte lassen sich

nicht einfach Volumina berechnen.

Die Bildanalyse bietet ein groBes Potential bei der Analyse verschiedener Komponenten

eines Sedimentes und wird hier sicherlich in Zukunft an Bedeutung gewinnen.
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4.4 Diatomeenextraktion

4.4.1 Vorbehandlung des Sediments

Verschiedene Autoren (Juillet-Leclerc, 1984; Leclerc & Labeyrie, 1987; Shemesh et al.,
1995) schlagen zur Suspendierung / Disaggregierung von (marinen) Sedimentproben, bei
gleichzeitigem Entfernen der Organik, starke oxidierende Sduren vor (HClO4, HNOs) oder
reduzierende Losungen von Hydroxylamin + Essigsidure. Diese Methodik birgt jedoch eine
Reihe von Risiken.

Zum einen sind die genannten Reagenzien problematisch zu handhaben, zum anderen ergeben
sich beziiglich der Anwendbarkeit Fragen. Werden Diatomeenschalen all ihrer organischen
Anteile beraubt, zerfallen sie in ihre Komponenten (Round et al., 1990). Die Komponenten
sind anfilliger fiir weitere Zerstorung ihrer Struktur und bieten eine groBere Oberfléche fiir
einen Isotopenaustausch mit dem umgebenden Medium. Juillet-Leclerc (1984) beschrieb,
dass durch eine Behandlung mit HC1O, + HNOs die obersten Silikatlagen der Schalen geldst
wiirden. Der Vorteil ist hier zwar, dass damit wohl auch ein groBer Teil anhaftender (Ton-)
Minerale entfernt wird, aber gleichzeitig wird schon Einfluss auf die isotopische
Zusammensetzung genommen. Wieviel Tonminerale z.B. in den Poren der Valven verbleiben,
ldsst sich kaum abschitzen. Ein weiterer Nachteil ist darin zu sehen, dass es um so
schwieriger ist eine vollstindige Extraktion der Schalen zu bewerkstelligen, je mehr
Schalenkomponenten und deren Bruchstiicke vorliegen. Um Diatomeenschalen moglichst
komplett zu erhalten wurde in der vorliegenden Arbeit vergleichsweise schonend, mit H,O,
(30%ig) vorbehandelt. Trotzdem wurde beobachtet, dass die Schalen nicht nur in Epi- und
Hypovalva zerfielen, sondern sich z.T. auch Giirtelbinder und Valven trennten. Bei der Wahl
der Vorbehandlung des Sediments wurde Augenmerk darauf gerichtet, dass die Probe gut
suspendiert wurde, ohne Schalenmaterial zu zerstoren.

Eine Kombination von schwachem Ultraschall und H>O; erwies sich fiir wenig verfestigtes
Material am geeignetsten.

Die Dauer der Vorbehandlung muss dem Verfestigungsgrad des Sediments angepasst werden.

Inwieweit H,O, die Isotopie des Schalenmaterials verindert ist zur Zeit offen.
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4.4.2 Anpassung der SPLITT-Fraktionierung an die vorgegebene Trennaufgabe

Um eine geeignete Methodik fiir die SPLITT-Fraktionierung zu entwickeln, die speziell auf
die Fragestellung der Diatomeenextraktion zugeschnitten ist, wurden verschiedene
Moglichkeiten der Einflussnahme auf das Trennergebnis untersucht. Die Bedingungen fiir die
Einstellung der FlieBraten an Ein- und Ausgiingen welche in der Literatur beschrieben werden
(Giddings, 1992; Gupta et al., 1997; Jiang et al., 1997; Springston et al., 1987), erwiesen sich
als nahezu optimal fiir die vorliegenden Anwendungen.

Die durchgefiihrten Untersuchungen zur Verifizierung einer optimalen Trennung von
Diatomeenschalen aus Matrizes verschiedener Herkunft zeigten, dass ein gutes Trennergebnis

(Abb. 38 - Abb. 46) unter folgenden Bedingungen erzielt wird:

e Die EingangsflieBrate der Trigerfliissigkeit V(b‘) sollte deutlich groBer sein als diejenige
der Diatomeensuspension V(a‘) (> 4fach). Der Unterschied darf nicht zu gro3 gewdhlt

werden, da sonst Turbulenzen induziert werden.

e Die AusgangsflieBrate V(a) sollte groBer sein als V(b). Vielfach hat sich folgende
Einstellung zur Trennung bewihrt: V(b‘)=V(a),V(a‘)=V(b).

e Fine hohe GesamtflieBrate darf nicht zu Turbulenzen im Kanal fiihren. Bei

schriggestellter SPLITT-Zelle kann die GesamtflieBrate niedriger eingestellt werden.

¢ Die Partikelkonzentration muss gering sein (< 1 Gew.% (Jiang et al., 1997)), da es sonst
zu Instabilititen der Strdomung kommen kann, die von der unterschiedlichen Dichte
zwischen Suspension und Tragerfliissigkeit herriihrt. Eine Vorgabe fiir die Suspension nur
in Gewichtsanteilen macht allerdings wenig Sinn, denn diese Angabe kann verschieden
viele Partikel fiir ein bestimmtes Volumen reprisentieren. Eine generelle Angabe der
maximalen Partikelkonzentration ist daher nicht moglich. Die freie mittlere Weglinge der
Partikel muss grofl genug sein, damit es wihrend der Auftrennung nicht zu Partikel-

Partikel Interaktionen kommen kann.

e Es darf nicht zu Ablagerungen im SPLITT-Kanal kommen, da sich damit das
Trennergebnis verschlechtert. Die GesamtflieBrate muss entsprechend hoch gewihlt
werden. Speziell bei geringen Fliefraten kann die Ablagerung durch Zusitze von z.B.

Tensiden und / oder Ethanol weitgehend verhindert werden.

e Es diirfen keine korrespondierenden Partikelgroen vorkommen, d.h. Partikel deren

Unterschiede hinsichtlich Form (Volumen) und Dichte zu gleichen Sinkgeschwindig-
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keiten fiihren (Kapitel 2.3.1). Fiir die Extraktion der Diatomeenschalen bedeutet das, dass

vorweg geeignete Fraktionen gesiebt werden miissen.

4.4.3 SPLITT-Fraktionierung in mehreren Stufen (Siebfraktion < 20 pm)

Ein Hauptproblem bei der Extraktion von Diatomeenschalen ist das weite Spektrum

unterschiedlicher Korngrolen im Mineralanteil eines Sediments. Insbesondere ein hoher

Anteil kleiner Korngréen (Schluff, Ton) erwies sich als ungiinstig. Zunichst wurde versucht,

ausschlieBlich mit SPLITT-Fraktionierung Diatomeen anzureichern. Dazu sind in jedem Fall

mehrere Fraktionierungsschritte notwendig, in denen nach und nach zuerst grofle und zuletzt

kleine KorngréBen abgetrennt werden. Die Versuchsergebnisse legen nahe, dass eine

schrittweise SPLITT-Fraktionierung allein nicht sinnvoll ist.

In einem natiirlichen Sediment kommen mehrere Arten von Diatomeen vor, die sich in
Schalenform und SchalengréBe unterscheiden. Diatomeenschalen fraktionieren in der
SPLITT-Zelle in Abhéngigkeit von ihrer Schalenform und —gré8e. Daraus folgt, dass eine
einzige Fraktion von Diatomeenschalen mit schrittweiser SPLITT-Fraktionierung nicht zu
erreichen ist. Vielmehr werden Fraktionen erhalten in denen bestimmte Schalenformen
(also Taxa) und SchalengréBBen jeweils gemeinsam vorkommen, neben einem

mineralischen Anteil.

Bei schrittweiser SPLITT-Fraktionierung ist zu erwarten, dass immer ein mineralischer
Anteil neben den Diatomeenschalen vorkommt. Die Grofle dieses Anteils ist abhédngig von
den zu den Diatomeenschalen korrespondierenden Korngréfen und von der Menge an
Mineralen mit diesen Korngréen. Beispielsweise wurde festgestellt, dass runde
Schalenformen (z.B. Cyclotella) einer Gréle von ca. 13 um zusammen mit
Mineralkérnern (Quarz) von ca. 6 um GroBe fraktionieren. Hat das Sediment von
vornherein einen hohen Feinschluffanteil, wird der mineralische Anteil in der

Diatomeenfraktion hoch sein.

Um mit einer SPLITT-Fraktionierung kleinste Korngréfen (z.B. Tone) von kleinen
Diatomeenschalen zu trennen, sind Pumpraten von unter 1 ml/min fiir die Suspension

notig. Damit werden die Bearbeitungszeiten allerdings sehr lang.
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Wie kann eine aufwendige schrittweise SPLITT-Fraktionierung umgangen werden? Die
Losung dieser Frage ist eine Siebung in mehrere Fraktionen, in denen keine Minerale mit zu
Diatomeenschalen korrespondierenden Korngréfen vorkommen. Fiir Korngrolen <20 pm
miissen Mikrosiebungen bei 10 um und 5 pum (evtl. auch 15 um) vorgenommen werden.
AnschlieBend kann eine SPLITT-Fraktionierung so durchgefiihrt werden, dass Mineralkdrner
und Diatomeenschalen getrennt werden. Normalerweise konnen die SiebgréBen nicht frei
gewihlt werden. Dies hat zur Folge, dass u.U. doch noch korrespondierende Korngréf3en
vorkommen, bzw. kleinste Diatomeenschalen verloren gehen. In diesem Fall ist abzuwiigen,
wie grof} der Verlust an Schalen hinsichtlich der Erhaltung des Sauerstoffisotopensignals in
Diatomeen sein darf, um eine mogliche Kontamination der Diatomeenfraktion durch Minerale

zu vermeiden, bzw. wie grof} die Kontamination sein darf (siehe Kap. 4.4.5).

4.4.4 SPLITT-Fraktionierung grofler KorngroBen (Siebfraktion 20-80um)

Die Hohe des SPLITT-Kanals setzt die obere Grenze fiir den Bereich der trennbaren
KorngroBen. Der Trennungsdurchmesser d. sollte 1/10 der KanalhShe nicht {iberschreiten
(Jiang et al., 1997). Im Falle der hier verwendeten SPLITT-Zelle sind das d. = 40 pm. Fiir die
bearbeiteten Sedimente wurde eine Siebfraktion von 20 - 80 um gewihlt, da hier der
mineralische Anteil > 40 um vergleichsweise gering war. Ein gréere Menge von Mineralen
mit Korngroen iiber 40 um wiirde zu Ablagerungen in der SPLITT-Zelle oder zu
Verstopfungen der Zu-, bzw. Ableitungen fiihren. Sollen Korngréfen >40 um getrennt
werden, muss fiir die SPLITT-Zelle eine grofere Kanalhohe gewihlt werden. Jiang et al.
(1997) beschreiben eine Zelle fiir die Fraktionierung von Partikeln aus einer Bodenprobe (d,
bei ca. 200 pum) mit einer Kanalhthe von 1,65 mm. Allerdings diirften Minerale von
Korngrofien > 40 pm mittels Vorsiebung weitgehend abtrennbar sein.

Fiir eine erfolgreiche Extraktion von Diatomeenschalen aus den Siebfraktionen > 20 um ist

folgendes zu beachten:

e Mit steigendem Partikeldurchmesser wird die Differenz der korrespondierenden
KorngroBen immer groBer (Kapitel 2.3.1). Damit wird es immer einfacher eine passende

Siebfraktion herzustellen.

e Ab etwa 50um Korngroe weicht die nach Stokes ermittelte Sinkgeschwindigkeit (fiir

Kugeln) deutlich von der wirklichen Sinkgeschwindigkeit ab, da sich Turbulenzen um das
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sinkende Partikel herum entwickeln (nach Oseen in Koster, 1964). Auf Stokes Formel
basierende Gleichungen, z.B. zur Berechnung des Trenndurchmessers d., konnen nicht

mehr verwendet werden.

¢ Ein hoher mineralischer Anteil, insbesondere groBerer Korngréfen, kann eine mehrstufige
SPLITT-Fraktionierung notwendig machen, wenn die Gefahr von Ablagerungen in der
SPLITT-Zelle besteht. In diesem Fall miissen zuerst die groen Korngréen abgetrennt
werden. Eine Schrigstellung der SPLITT-Zelle kann hier hilfreich sein.

e Aufgrund der hohen Pumpraten fiir die Suspension ergeben sich kurze Bearbeitungszeiten
(z.B. etwa 15min bei V(a‘) = 50 ml/min, 500 ml Suspension, Smin Nachlaufzeit). Ein

hoher Probendurchsatz ist méglich.

4.4.5 Uberlegungen zur Kontamination von Diatomeenproben

Eine Fraktion extrahierter Diatomeenschalen kann auf unterschiedliche Weise kontaminiert
sein. Es ist moglich, dass noch Tonminerale den Schalen anhaften (z.B. in den Poren (Mann
& Miiller, 1985)). Eine Probe kann ferner durch Staubpartikel oder Partikel aus den
verwendeten Fliissigkeiten (z.B. Wasser) verunreinigt sein. Die Verunreinigung kann
organischer Art (z.B. Bakterien, Fasern, Tenside) oder mineralischer Art sein. Neben den
Bemiihungen Kontaminationen zu vermeiden, bzw. zu minimieren, sollte abgeschitzt werden,
wie groB3 der Einfluss einer Verunreinigung auf den Isotopenwert der Probe ist, denn
Zeitbedarf und Kosten sind vom Arbeitsaufwand fiir einen hoheren Reinheitsgrad der Probe
abhiingig. Folgend soll exemplarisch eine Abschitzung vorgestellt werden, in wieweit der o-
Wert stabiler Sauerstoffisotope in einer Diatomeenprobe verindert werden kann.

Sowohl im Silikat der Schalen, als auch im Silikat von Mineralen sind die stabilen
Sauerstoffisotope in unterschiedlicher Haufigkeit vorhanden: 150 (héufig), %0 (selten).

Ausgedriickt wird dies durch

18 O 18 O
37 Rpw =7 | Ryin =| 15 (Diat = Diatomeen, Min = Minerale)
Diat O Min

Reprisentiert wird die isotopische Zusammensetzung durch die relative Abweichung [%o]

gegeniiber einem Standard
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S tan dard

R
(38) d&"%0= [ﬂ—l} 10°
Das Sauerstoffisotopen-Verhiltnis in einer Probe (Rp;qhe) setzt sich wie folgt zusammen:

(39) laf)r()be — Diat

Die Gleichung fiir den 6-Wert fiir Diatomeenschalen 14sst sich umformen

6180 iat
(40) . ODiat = [ 103D +1] RStandard 10 ODiat

Gleiches gilt fiir den 8-Wert der Minerale. In Gleichung (39) eingesetzt ergibt sich

18 18
O, )

(%+1)'R5tmdm'womm +(8 1§3M“ +1]’Rs[anda.rd'1601vﬁn
(41)  Rpgpe =

0 i+ Onsin

Es ldsst sich weiter schreiben

(42) " Ogeam="Oupiy+"* Oy

Fiir den 6-Wert der Probe ergibt sich mit (41) und (42), nach weiteren Umformungen

16 16
O ial O in
(43) 818OProbe ZA.SlSODiat +16—Ml'8180Min

10 Gesamt Gesamt

Damit erhalten wir eine Gleichung aus der der Isotopenwert einer Mischprobe errechnet
werden kann. Allerdings ergibt sich hier ein Problem, da die Gehalte der '°O-Isotope nicht
ohne weiteres ermittelt werden kdnnen. Mit der Voraussetzung, dass '°0 >> %0 (also R << 1)
— was dem Normalfall entspricht — ldsst sich %0 dem Gesamtsauerstoff gleichsetzen: 10 =
%0 + 80. Schreibt man fiir den Sauerstoffanteil aus den Diatomeenschalen (entsprechend fiir

den minerogenen Anteil)
16 O
16 0O

O iat
(44) 1y = o :

Diat

Gesamt

ergibt sich fiir Gleichung (43)

Gesamt

(45)  8"0p 4 = Tpi 0 Opi + T 0 O mit Ipjac + Iviin = 1; O < I'diat, Tvin < 1
Wird angenommen, dass die Minerale den gleichen Anteil an Sauerstoff in ihrer Verbindung

aufweisen wie Diatomeenschalen, also z.B. nur Quarzkorner vorhanden sind (Si0O;), konnen

I'piae Und T durch die entsprechenden Massenverhiltnisse ersetzt werden.
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M iat M i
(46) 818OProbe = —D'Slsoniat +—Mm'8180Min

Gesamt Gesamt
Nach Umformung ergibt sich fiir die Abweichung des Isotopenwerts eine Abhédngigkeit vom
Anteil der Minerale an der Gesamtmasse und der Differenz der Isotopenwerte von Mineral

und Diatomeenschale

47)  A=8%0,,, —5"0,, =—m (550, ~§"°0,,)
Gesamt

Anhand dieser Gleichung lasst sich eine Abschitzung vornehmen, wie grof3 der Einfluss einer
Verunreinigung auf den Isotopenwert einer Diatomeenprobe ist. Leider lédsst sich der Gehalt
an Sauerstoff in Diatomeenschalen nicht genau vorhersagen, da der Wassergehalt der
polymerisierten Kieselsdure [SiO, - H,O] unbekannt ist. Es ist allerdings Aufgabe des
Aufschlussverfahrens, das Wasser vor der eigentlichen Isotopenmessung zu entfernen. Fiir
eine einfache Abschitzung wird angenommen, dass die Schalen nur aus SiO; bestehen, mit
einem &'®Opiy = 30%0. Den Zusammenhang zwischen der Verinderung des urspriinglichen 8-
Wertes der Schalen beziiglich unterschiedlicher Sauerstoff-Anteile aus Mineralen
verschiedener Isotopensignatur (6-Werte) zeigt Abb. 31. Ist beispielsweise der Isotopenwert
der Minerale doppelt so groB wie der der Diatomeen (hier 8'*Opin = 60%0) und soll die
Abweichung nicht mehr als 0,5%0 betragen, so ergibt sich ein maximaler zuléssiger Anteil an
Mineralmasse von 1,7%. Bei 250 ug Probeneinwaage diirfte dann nicht mehr als 4,2 ug
Mineral vorhanden sein, was einem Quarzkorn (p = 2,6 g/cm?® von etwa 146 um

Durchmesser (Kugel) entsprechen wiirde.

1,0

< ' /00 =
2 o8 e
. 0,5 et
034 /e 18 18
/ “““““““““ 5 OMin-8 Opa
0,0 oo’ 30%o -
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(=]
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§ -0,3
o
O
©
2=
[
<

. u\\\_\\ e+ =1 0%e0
-0,5 S s e I 30% |
-0’8 ] ;g.‘;: “. “\\\‘“‘\«\\\v\ ............ -50%o
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Abb. 31

Anderung des 3'®0-Wert einer Mischprobe gegeniiber einer reinen Diatomeenprobe in [%o], bei Variation der
Differenz zwischen den 8-Werten von Diatomee und Mineral.

Beispiel: 8'*Op;y = 30%0 und 8'* 0y = 60%0; Differenz = 30%o

Unter diesen Vorgaben verschiebt sich der 8'30-Wert bei 1% Mineralanteil um A = 0,3%o.



Trskussion 97

4.5 Arbeitsaufwand bei der SPLITT-Fraktionierung zur Trennung von Diatomeen

In diesem Abschnitt soll ein Uberblick iiber den Arbeitsaufwand, respektive die Kosten, fiir
eine SPLITT-Fraktionierung gegeben werden. Die Zeitangaben wurden aus Erfahrungswerten

geschiitzt.

a) Aufschluss des Sediments (fiir 1 Probe)

Arbeitsmittel: 600 ml Enghals-Becherglas, H,O, (30%ig): ca. 20ml/g Probe, HCl konz., Ultraschallgerit
(regelbar), Heizplatte

Zeitbedarf: bei unverfestigtem Sediment unabhingig von mind. 1%2 Std.
Probenzahl

Absetzen lassen 1 Tag

b) Siebung (fiir 1 Probe)

Arbeitsmittel: Siebsatz (z.B. 80 um, 20 ym, 10 um 5 um); 1000 ml Weithals-Bechergliser (mind. 5 Stiick);
Pasteurpipette, Probenbehilter (Microvials) fiir die Siebfraktionen

Zeitbedarf: fiir 1 g Trockeneinwaage (Rohsediment) mit | Zeitbedarf ist
hohem Feinanteil abhingig von der

KorngréBenverteilung

80um-Siebung ca. 5 min
20um-Siebung ca. 15 min
10um-Siebung ca. 30 min
5 um-Siebung ca. 2 Std.

¢) SPLITT-Fraktionierung (1 Probe)

Arbeitsmittel: SPLITT-Zelle, Schlauchpumpe + Schlduche untersch. Durchmessers, Zahnradpumpe, Tensid,
Ethanol, Bechergliser, Zentrifuge
Zeitbedarf: Der Zeitbedarf ist abhiingig von der
Korngréfenverteilung
Siebfraktion 20-80 um 400 ml Suspension ca. 15 min
Siebfraktion 10-20 um 400 ml Suspension ca. 3%2 Std.
2 Frakt.schritte
Siebfraktion 5-10 pm 400 ml Suspension ca. 8 Std.

Der Zeitbedarf fiir 30 Proben mit hohem Feinkornanteil und etwa 1 g Trockeneinwaage des
Rohsediments beliduft sich demnach auf etwa 4 Tage fiir die Siebfraktion 20 — 80 wm, etwa
1 Monat fiir die Siebfraktionen 20 — 80 um und 10 — 20 pum, und auf mehr als 2 Monate
inklusive der 5 — 10 pum Siebfraktion.
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4.6 Anwendbarkeit der SPLITT-Fraktionierung fiir die Diatomeenextraktion

In dieser Arbeit wurden verschiedene Moglichkeiten zur Extraktion von Diatomeenschalen im
Hinblick auf deren Brauchbarkeit fiir isotopenanalytische Untersuchungen diskutiert. Es
konnte experimentell nachgewiesen werden, dass die Technik der SPLITT-Fraktionierung zur
Anreicherung von Diatomeenschalen fiir isotopenanalytische Studien an Sauerstoff aus
Schalen-SiO; hervorragend geeignet ist. Die SPLITT-Methodik bietet gegeniiber anderen z.Z.

genutzten Verfahren entscheidende Vorteile:

e Die SPLITT-Fraktionierung arbeitet im Durchfluss und ist damit kaum abhéngig vom

Probenvolumen.

e Das Kiriterium fiir die Auftrennung eines Partikelgemischs, die Sinkgeschwindigkeit der

Partikel, kann in weiten Grenzen gesteuert werden.
e Die Technik ist relativ einfach

e Die Proben werden nicht oder nur gering kontaminiert, abhdngig von Zusitzen zur

Suspension, bzw. von Unreinheiten in den verwendeten Fliissigkeiten.

e Der Zeitbedarf fiir die Extraktion bei groBen KorngroBen (> 20 um) bleibt gering, da die
Sinkgeschwindigkeiten hoch sind.

e Sofern sich Diatomeenarten in Schalengrofe und —form geniigend unterscheiden, kann

artspezifisch getrennt werden.

Als Nachteile haben sich herausgestellt:

e Es kann keine Gesamtprobe verarbeitet werden, da der Trennbereich von der Geometrie
der SPLITT-Zelle abhingig ist. Das Korngroenspektrum eines Sediments ist normaler-

weise groBer als der Trennbereich. Es muss vorfraktioniert werden (z.B. Siebung).

e Bei sehr kleinen KorngréBen ist der Zeitbedarf hoch, da bei geringen Sink-

geschwindigkeiten der Partikel geringe Pumpraten einzustellen sind.

e Partikel mit dhnlichen Sinkgeschwindigkeiten kdnnen im Normalbetrieb nicht getrennt
werden. Hier muss mit Vorschaltung zusitzlicher Siebungen gearbeitet werden, was den

Arbeitsaufwand erhoht. Dennoch bleibt das Verfahren brauchbar.

Die Nachteile stehen jedoch in keinem Verhiltnis zu der mit diesem Verfahren gewonnenen
Qualitit an Separierung von Diatomeenschalen. Im allgemeinen stellt sich heraus, dass bei

entsprechender Konditionierung in allen Fillen eine Trennung minerogener Anteile moglich ist.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Verfahren vorgestellt und die zugehdrige Technik
aufgebaut und getestet mit der, im Hinblick auf die Verwendung fiir isotopengeochemische
Untersuchungen, Diatomeenschalen aus limnischen Sedimenten extrahiert werden konnen.
Das Verfahren basiert auf der Trennung von Partikeln iiber ihre unterschiedlichen
Sinkgeschwindigkeiten in einem kontinuierlich flieBenden, laminaren Tragerstrom, innerhalb

eines extrem flachen Kanals (SPLITT-Fraktionierung).

Um zu einer quantitativ befriedigenden Charakterisierung der jeweiligen Trennergebnisse zu
kommen, wurde ein Bildanalyse-Verfahren entwickelt, mit dem die Sedimentsuspensionen
aus der SPLITT-Frakionierung gleichzeitig auf ihre KorngréBenverteilung und den

Diatomeenschalengehalt hin analysiert werden kénnen.

Verfahrensbedingt mussten die Extraktionen in Suspension durchgefiihrt werden. Dies
erforderte die Entwicklung einer Methode, welche eine vollstindige Suspendierung des
Probenmaterials ermdoglicht. Diese Aufschlussmethode wurde an verschiedenen Sediment-
proben getestet. Es zeigte sich, dass Dauer und Intensitit der Behandlung dem Probenmaterial

jeweils angepasst werden muss. Die Proben wurden durch Siebung vorfraktioniert.

Fiir die Trennversuche wurde die maximal zu trennende PartikelgroBe bei 80 pm angesetzt.
Diese Grenze wurde aus zwei Griinden festgelegt: Einerseits stellt sie annihernd die obere
Begrenzung fiir Trennungen aufgrund der vorhandenen SPLITT-Zellengeometrie dar, zum
anderen zeigte sich, dass der weitaus iiberwiegende Anteil der Diatomeen in den

GroBenbereich < 80 um fillt.

Fiir Siebfraktionen von 20 — 80 pum erwies sich die SPLITT-Fraktionierung als schnelle
Methode, um Diatomeenschalen vollstindig von minerogenen Komponenten zu trennen. Die
Aufarbeitung von extrahierten Diatomeenschalen zur Messung der &'°O-Werte des

Schalenmaterials ist hier vollig unproblematisch.

Bei Siebfraktionen < 20 pm wurde mittels SPLITT-Fraktionierung mit 4 Stufen in 5
KorngroBenfraktionen aufgetrennt, um eine Anreicherung an Diatomeenschalen zu erreichen.
Die Diatomeenschalen kamen entsprechend ihrer Gro3e und Form in Fraktionen vor, in denen

sich  Mineralkérner  gleicher  Sinkgeschwindigkeit  ablagerten = (Minerale  mit



100 Fusammenfassung

korrespondierendem Durchmesser). Durch eine weitere Vorfraktionierung mittels
Mikrosiebung bei 10 um wurde eine Siebfraktion erhalten, in der keine korrespondierenden
MineralkorngréBen mehr vorkamen, so dass auch hier eine Extraktion der Diatomeenschalen

erreicht werden konnte.

Die SPLITT-Fraktionierung von Sedimentproben verschiedenster Herkunft und damit
unterschiedlichster Zusammensetzung der Sediment- zu Diatomeenfraktion ergab &dhnliche
Ergebnisse. Es folgte jedoch, dass die SPLITT-Fraktionierung im Detail an das
Probenmaterial angepasst werden muss. Als Untersuchungsmaterial diente Sediment aus einer
Kastengreiferprobe des Holzmaars, Proben aus einer Sedimentfalle in 7 m Wassertiefe im
Holzmaar, kompaktiertes Sediment aus einem Kern (Kerntiefe 2916 cm) aus dem Huguang
Maar (Stidchina) und rezentes Oberflichensediment aus einem alpinem See (Bachsee,

Schweiz, Grindelwald).

Es konnte gezeigt werden, dass abhingig von der GroBe, Form und dem Grad der
Silizifizierung der Diatomeenschalen mittels SPLITT-Fraktionierung artspezifisch getrennt

werden kann.

In sehr diatomeenarmen Sedimenten konnen  mittels  SPLITT-Fraktionierung
Diatomeenschalen angereichert werden, was fiir eine Untersuchung der Artenzusammen-

setzung von Interesse ist.

Es konnen geringe Probenmengen verarbeitet werden, wie es bei der Untersuchung von

varvierten Sedimenten notwendig ist.

Das Trennverfahren iiber die hier vorgestellte SPLITT-Zelle wird seit einiger Zeit erfolgreich
fiir die in der Jiilicher Arbeitsgruppe anstehenden Trennaufgaben angewandt. Bei den im
14tidgigen Rhythmus gezogenen Sedimentfallenproben werden die Diatomeen mittlerweile
routinemifBig iliber die SPLITT-Zellenmethode fiir Sauerstoffisotopenmessungen angereichert

und isoliert.
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ANHANG A

A.l1  Bildverarbeitung

Ein Bild besteht aus zwei Arten bindrer Regionen, nédmlich den ,,Lochern® mit schwarzen
Pixeln (Grauwert = 0) und den ,,Objekten* mit Pixeln die einen Grauwert # 0 aufweisen (im
Schwarzweibild ist dann der Grauwert = 255). Welche Pixel sich zu einer einzelnen Region
gruppieren, hingt von der Art der Pixelverkniipfung ab. In einer 4er-Nachbarschaft beriihren
sich die Pixel nur an den Seiten. In einer 8er-Nachbarschaft werden Pixel, die sich an den
Seiten oder den Ecken beriihren, zu einer Region zusammengefasst (Benutzerhandbuch

KS400 Imaging System, Version 3.0).

A.1.1 Verbesserung der Bildqualitdit

Der erste Schritt bei der Bildverarbeitung ist eine Verbesserung der Bildqualitéit. Eine
ungleichmiBige Helligkeitsverteilung im Bild und das Rauschen sollen korrigiert oder
zumindest vermindert werden. Das Rauschen entsteht wihrend der Bildaufnahme; das
Bildsignal unterliegt leichten Schwankungen, d.h. zwei eng benachbarte Punkte konnen sich,
trotz gleicher Objekthelligkeit, bei ihrer Abbildung als Bildpixel etwas voneinander

unterscheiden. Filter konnen das Rauschen glitten.

Tiefpass-Filterung (lowpass): Die Grauwerte (der Begriff ,,Grauwert™ steht folgend auch
stellvertretend fiir die Intensititen der Farbkanile) jedes Pixels des gefilterten Bildes werden

mit Hilfe einer Pixelmatrize, aus den gemittelten Grauwerten des Ausgangsbilds errechnet

(Duda & Hart, 1973)

4 f f
( 8) lowpass (X, Y) (Zb n 1)(21’1 N 1) 2 2 (X +m,y+ n)

m=-b n=
f(x,y) = Grauwert eines Pixels an der Stelle x, y

b, h = Breite und Hohe der Filtermatrize

Das Rauschen im Bild wird vermindert, lokale Maxima werden eingeebnet, die Kanten von

Regionen verschwimmen, der Dynamikbereich wird stark reduziert.
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Abb. 32 Darstellung der Arbeitsweise einer Tiefpass-Filtermatrize.
Aus der Berechnung der Matrize (Ausgangsbild), ergibt sich fiir das Zentralpixel der Matrize ein neuer Wert
(Ergebnisbild). Die Filtermatrize wandert pixelweise iiber das gesamte Ausgangsbild.

Ausgangsbild Ergebnisbild
518618 11 Mittelwert
719 (2415 10 (5+8+6+7+9+24+8+15+12)/9=10 10
S|115(12| 6 4 |
10112 9 8 5
8 9 2 1 3
5186 (18]11 Mittelwert
719 (2415110 (8+6+18+9+24+5+15+12+6)/9=11 10 11
8115|12|1 6 | 4 >
10,12. 9 8 5
8 9 2 1.3

Sigma-Filterung: Die Grauwerte jedes Pixels des Ausgangsbildes werden durch das Mittel
jener Nachbarpixel ersetzt, deren Grauwert in dem Intervall + Sigma um den Mittelwert der
Gesamtmatrize liegt. Das Rauschen im Bild wird vermindert, feine Strukturen bleiben

erhalten.

Abb. 33 Darstellung der Arbeitweise einer Sigma-Filtermatrize.
Aus der Berechnung der Matrize im Ausgangsbild, ergibt sich fiir das Zentralpixel der Matrize des
Ergebnisbildes ein neuer Wert. Die Filtermatrize wandert pixelweise iiber das gesamte Ausgangsbild.

Ausgangsbild Ergebnisbild
51816118 11 Gesamtmittelwert = 10, Sigma =4
719 (2415 10 (8+6+7+9+8+12)/6 =8 8
8§ |115112(6 4 >
10 12 9 8 5
8 9 2.1 3
5181618111 Gesamtmittelwert = 11, Sigma =4
719 (2415110 (849+15+12)/4 = 11 g 11
8115|12| 6 | 4 >
10 12 9 8 5
8 9 2.1 3
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Schattierungskorrektur: FEine ungleichmifige Helligkeitsverteilung (shading -
Schattierung) im Bild tritt auf, wenn z.B. das Aufnahmefeld nicht gleichmiBig ausgeleuchtet
wird, Staubpartikel im optischen System Schatten erzeugen oder der Kamerasensor eine
inhomogene Empfindlichkeit aufweist. Zur Schattierungskorrektur wird das Ausgangsbild mit
einem Referenzbild pixelweise gewichtet. Referenzbild wird z.B. mit einen leeren
Objekttriger aufgenommen. Bei der additiven Korrektur wird die Bildhelligkeit beeinflusst,
bei der multiplikativen Korrektur der Kontrast. Das Ergebnisbild kann durch Addition eines
konstanten Grauwerts in der Helligkeit korrigiert werden, falls das Ergebnisbild zu hell oder

zu dunkel ist. Negative Werte werden auf O gesetzt, Werte > 255 werden auf 255 gesetzt.

A.1.2 Informationsverstirkung

Delineation: Objektkanten werden von optischen Systemen meist nicht scharf abgebildet,
sondern es entstehen Uberginge mit fallenden oder steigenden Grauwerten. Beim
Herausarbeiten der zu vermessenden Objekte (Segmentierung) konnen unscharfe Kanten
sogenannte Halo-Effekte erzeugen — es entstehen Ringe um die Objekte. Mittels Delineation
werden Kanten verstirkt. Dazu werden innerhalb einer Matrize der maximale und minimale
Grauwert betrachtet. Liegt die Differenz aus diesen beiden Werte unterhalb eines
vorgegebenen Schwellenwerts, wird der Grauwert des Zentralpixels der Matrize in das
Ergebnisbild iibernommen. Wird der Schwellenwert iiberschritten, erhilt das Zentralpixel
entweder den Minimalwert oder den Maximalwert. Liegt der Grauwert des Zentralpixels
nidher am Maximalwert, dann wird dieser iibernommen, andernfalls der Minimalwert. Die

MatrizengroB3e sollte der Breite der unscharfen Kanten entsprechen.
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Abb. 34 Darstellung der Arbeitweise einer Filtermatrize fiir die Delineation.
Mit Hilfe der Filtermatrize im Ausgangsbild wird fiir das Zentralpixel der Matrize ein Grauwert errechnet, der
dem Ergebnisbild zugewiesen wird. Die Matrize wandert Pixel fiir Pixel fortschreitend iiber das Ausgangsbild.

Ausgangsbild Ergebnisbild
11115130 50 Schwellenwert = 10
11715130 50 Differenz der Extrema = 4 1
15530 50 >
5 5:30:30 50 {-1)y< (5-1)
5 30:30 50 50
11115130150 Schwellenwert = 10
1111513050 Differenz der Extrema = 29 1 1
1[5]5(30]50 >
5 5 303050 (5-1) < (30-5)
5 30:30 50 50
1 115130150 Schwellenwert = 10
1 1 5130150 Differenz der Extrema = 45 1 1 50
1 515(30]50 >
5.5 30 30 50 (30-5) > (50-30)
5 3030 50 50

Zylinder-Filterung (top hat): Die Zylinder-Filterung hebt punktformige Regionen
maximaler Grauwerte hervor. Zur Veranschaulichung der Wirkungsweise des Zylinder-
Filters, wird die Filtermatrize als Zylinder dargestellt, der auf Oberfliche der als
Hohenkonturen dargestellten Grauwerte aufsitzt. Nur Spitzen die den Hutdeckel
»durchstechen” werden iibernommen. Es wird die Differenz zwischen dem maximalen
Grauwert des duBleren Matrizenbereichs (,,Hutkrempe*) und dem maximalen Grauwert des
inneren Matrizenbereichs (,,Hutkopf*) ermittelt. Uberschreitet die Differenz einen
Schwellenwert (die Hohe des Zylinders), behilt das Zentralpixel seinen Grauwert, andernfalls
wird ihm der minimale Grauwert des dulleren Matrizenbereichs zugewiesen. Die Zylinder-
Filterung kann jeweils am Ergebnisbild mehrfach wiederholt werden. Anschlieend wird das

Ergebnisbild vom Ausgangsbild subtrahiert.
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A.1.3 Extraktion der Objekte

Binérbildumwandlung / Schwellenwert (threshold): Aus dem Echtfarbbild, bzw.
Grauwertbild muss ein Bindrbild erzeugt werden, da mit der benutzten Software nur in
Bindrbildern Objekte identifiziert werden konnen. Dazu werden ein unterer und ein oberer
Schwellenwert festgelegt, die den Farbwertebereich des jeweiligen Farbauszugs (rot, griin,
blau) bestimmen, der erhalten werden soll. Im Binérbild wird dieser Bereich auf den Grauwert

255 (weill) gesetzt. Alle anderen Farbwerte werden auf O (schwarz) gesetzt.

Binérbildoperationen: Das Binirbild enthilt oft Objekte, die nicht vermessen werden sollen,
z.B. Artefakte aus der Bildfilterung oder zu kleine Objekte. Mit der Funktion binscrap werden
Objekte geldscht, deren Fliche in einem vorgewihltem Intervall liegen.

Die binfill-Funktion fiillt Locher in den Objekten, die durch vorherige Filteroperationen

entstanden sein konnen. Nach der Fiillung etwaiger Locher, konnen die Flichen der Objekte

korrekt bestimmt werden.

A.1.4 Vermessung der Objekte

Die Vermessung der Objekte wurde halbautomatisch, in mehreren Schritten vorgenommen,
wobei interaktiv zwischen Mineral und Diatomeenschale entschieden werden musste. Zuerst
wurden alle Objekte > 15 um zuriickgewiesen, da sich herausstellte, dass ab etwa dieser
Grole die Partikel nicht mehr korrekt im Bindrbild abgebildet wurden. Dies lag z.B. daran,
dass die abgebildeten Mineralkrner unterschiedliche Helligkeitswerte auf ihrer Oberfliche
aufwiesen und nach der Bildverarbeitung nicht mehr als ein zusammenhingendes Objekt
auftraten. Weiter wurden interaktiv alle Diatomeenschalen von der automatischen

Vermessung ausgeschlossen, da die Diatomeen einesteils meist nicht als zusammenhéngende
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Objekte erfasst wurden und zum anderen nicht automatisch zwischen Diatomee und Mineral
unterschieden wurde. Das Bild wurde auf dem Bildschirm angezeigt und alle als Objekte
erkannten Diatomeenschalen per Hand mit dem Cursor markiert. Weiter wurden alle grof3en,
nicht erfassten Mineralkérner von Hand vermessen und so der maximale Durchmesser
bestimmt. Anschlieend wurden alle verbliebenen Objekte automatisch vermessen. Gemessen

wurden folgende Merkmale (Benutzerhandbuch KS400 Imaging System, Vers. 3.0):

e FERETMAX: Der maximale Feret eines Objekts wird liber den maximalen

Abstand zweier, das Objekt beriihrende Tangenten bestimmit.

e FERETMIN: Der minimale Feret eines Objekts wird iiber den minimalen

Abstand zweier, das Objekt beriihrende Tangenten bestimmt.

¢ AREA: Fliche des Objekts

e FCIRCLE: FCIRCLE ist eine Formfaktor, der die Nihe zur Kreisform eines Objekts

Fliche des gefiillten Objekts

wiedergibt. FCIRCLE = 4-7- 5
(Umfang nach Crofton)

Zuletzt wurden die Diatomeenschalen, auf gleiche Weise wie die groBen Mineralkdrner,

interaktiv vermessen und in drei Formklassen unterteilt (runde, lange, andersformige).



120

ANHANG B

B.1  Simulation einer SPLITT-Fraktionierung

Fiir die Simulation wurden 10000 Partikel auf die 10 GroBenklassen verteilt. Dazu wurde
eine Menge von 10000 gleichverteilten Zufallszahlen zwischen O und 1 erzeugt (Tabellen-
funktion ZUFALLSZAHLY() ). Die Startwerte der Groéenklassen wurden aus der Partikel-
groBenmessung erhalten, z.B. 46 % fiir Klasse 2 - 4 um, 34 % fiir Klasse 4 - 6 um usw.. Die
Zufallszahlen wurden ihrem Wert entsprechend in die Gro8enklassen verteilt (Tab. 12).

Tab. 12
Verteilungsschema fiir die erzeugten 10000 Zufallszahlen auf die Groenklassen, als Test fiir die Zuverlassigkeit
der bildanalytischen Auswertung der SPLITT-Fraktionen.

ANFANGSMENGE
Zufallszahl Klasse 2 - 4 um Klasse 4 - 6 um usw. |Klasse > 19 um
Erzeugen einer 1 Zuweisen wenn die 1 Zuweisen wenn die usw. |1 Zuweisen wenn die
Zufallszahl zwischen | Zufallszahl in das Zufallszahl in das Intervall Zufallszahl in das
Ound 1 Intervall 0 bis 0,46 fillt | 0,46 bis (0,46 + 0,34) fiillt Intervall (0,46 + ...+
0,01) bis 1 fiillt
0,324335 1 0 usw. 0
0,629347 0 1 usw. 0
0,998764 0 0 usw. 1

Die simulierten Partikel wurden im Anschluss in zwei Fraktionen umverteilt. Das
Umverteilungsschema wurde vorgegeben. Dazu wurde jeder Klasse eine Wahrscheinlichkeit
zugewiesen, mit der ein Partikel aus der Ausgangsmenge in Fraktion a hiniiber geht, z.B.
95 % fiir Klasse 2 - 4um, 92 % fiir Klasse 4 - 6 um usw. (Tab. 13). Fraktion b wurde die

Differenz von Ausgangsmenge und Fraktion a zugewiesen.
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Tab. 13
Umverteilungsschema der Ausgangsmenge in die Fraktionen a und b, als Test fiir die Zuverlidssigkeit der
bildanalytischen Auswertung der SPLITT-Fraktionen.

FRAKTION A
Zufallszahl Klasse 2 - 4 um Klasse 4 - 6 pum usw. |Klasse > 19 um
Erzeugen einer Zuweisen der Zahl aus | Zuweisen der Zahl aus der |usw. | Zuweisen der Zahl aus
Zufallszahl zwischen | der Anfangsmenge, Anfangsmenge, wenn die der Anfangsmenge,
Ound 1 wenn die Zufallszahl in | Zufallszahl in das Intervall wenn die Zufallszahl in
das Intervall 0 bis 0,95 | 0 bis 0,92 fiillt das Intervall 0 bis
fallt 0,001 fillt
0,457104 1 0 USW. 0
0,723891 0 1 USW. 0
0,132469 1 0 USW. 0
FRAKTION B
Klasse 2 - 4 pm Klasse 4 - 6 pm usw. |Klasse >19 um
Zuweisen der Differenz zwischen | Zuweisen der Differenz zwischen | usw. | Zuweisen der Differenz zwischen
Ausgangsmenge und Fraktion a | Ausgangsmenge und Fraktion a Ausgangsmenge und Fraktion a
0 0 usw. 0
0 0 usw. 0
0 0 usw. 1

Die Wahrscheinlichkeiten fiir die Umverteilung in den einzelnen Klassen wurden zunichst
anhand von Literaturdaten (Fuh et al., 1995; Giddings, 1988; Springston et al., 1987)
geschiitzt. Im nichsten Schritt wurden Wahrscheinlichkeiten fiir die Umverteilung aus
Versuchen zur SPLITT-Fraktionierung errechnet (Kapitel 1.1.1.1). Aus diesen Werten wurde

eine idealisierte Umverteilung erstellt und eingesetzt.

B.2  Hiiufigkeiten der Pixelmuster in der Bildauswertung

Fiir die Untersuchung bestimmter Pixelmuster standen in den Datensitzen folgende
Messgrolen zur Verfiigung: Feretmax [um], Feretmin [pm], FCircle, Fliche [um?]. In
voranstehender Ordnung wurden die Werte der Messgrof3en aufsteigend sortiert und aus den
Flichen die Pixelzahlen errechnet. Zur Auswertung kamen nur die automatisch gemessenen
Objekte < 15 um. Der ,,von Hand* gemessene Teil (Kapitel 0) wurde nicht beriicksichtigt, da
hier nur der Maximaldurchmesser (Feretmax) repréisentativ ist. In Tab. 14 ist ein Auszug der
ersten 7 Muster eines Datensatzes aufgefiihrt. Es zeigt sich, dass kompakte Muster hiufiger

sind als langgestreckte, bzw. veristelte Formen. Dies liegt zum einem darin begriindet, dass
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die Mehrheit der mineralischen Partikel eher kompakte Formen aufweist als gestreckte. Zum
anderen werden durch den Prozess der Bildverarbeitung kompakte Muster u.U. bevorzugt.
Die Wahl der Parameter wihrend der Bildverarbeitung kann insbesondere bei kleinen

Objekten zu deutlichen Unterschieden bei der Messung fiihren (Abb. 35).

Abb. 35
Die Abbildung eines Partikels und die Bildverarbeitung zu einem Messobjekt, kénnen insbesondere bei kleinen

Objekten zu deutlichen Unterschieden fithren.
HE
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Abb. 36 zeigt die Haufigkeitsverteilung aller im Datensatz J2_3i vorkommenden Kombina-

tionen der Kenndaten. Trotz der grofen Anzahl der Datenpunkte wurde diese Art der
Abbildung gewihlt, um einen Uberblick groBe Zahl der gemessenen Kenndaten zu zeigen.
Die Kombinationen der Kenndaten reprisentieren bestimmte Pixelmuster. Die ségezahnartige
Struktur riihrt von der aufsteigenden Sortierung der Kenndaten (Feretmax, ...) her. In einem
Auszug aus der Gesamtverteilung sind Abb. 36 einige der hiufigsten Pixelmuster
veranschaulicht. Das kompakteste Muster aus 4 Pixel kommt rund 8000 mal vor, dagegen

eine Linie aus 6 Pixel nur 22 mal (nicht abgebildet).

Tab. 14
Hiufigkeiten der Pixelmuster in Probe J2_3i. Auszug der ersten 7 Muster aus dem Datensatz.
Fiir FCircle gilt, je ndher FCircle bei 1 liegt, desto kreisformiger ist das Muster.

Feretmax [pum] Feretmin [um] FCircle Fliéiche [pm?] Pixelzahl Hiufigkeit
2,15 1,52 1,00 2,32 4 7958
2,41 1,52 0,95 2,32 4 2035
2,41 2,15 0,97 2,90 5 279
2,74 1,52 0,68 2,32 4 487
2,74 1,52 0,75 2,90 5 282
2,74 1,52 0,82 2,32 4 1502
2,74 1,52 0,95 2,32 4 2419
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Abb. 36

Hiufigkeiten der Pixelmuster im Datensatz der Bildanalyse von Probe J2_3i (Abszisse logarithmisch).

In der oberen Abbildung wird gezeigt, dass in einem grolen Messdatensatz (hier 54 956 Partikel) eine grofie
Anzahl von Kombinationen der gemessenen Parameter vorkommen, die bestimmte Pixelmuster reprasentieren
(hier 8 649 Kombinationen). Die untere Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus dem Datensatz und Beispiele fiir
die hiufigsten Pixelmuster.
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B.3  Abschiitzung der Fehler bei der Bildanalyse

Um die Frage zu klédren, ob interaktive und automatische Messung gleiche Ergebnisse liefern,
wurden Objekte mit einem Grafikprogramm erstellt und anschlieBend sowohl interaktiv als
auch automatisch vermessen. Das Ergebnis zeugt von einer guten Ubereinstimmung der
gemessenen GroBen (Tab. 18). SchlieBlich wurde eine Serie von Bildern vermessen, bei
denen die Schwellenwerte (thresholds, Anhang A.1.3) wihrend der Bildverarbeitung
entweder fix gewdhlt oder interaktiv verdndert wurden (Abb. 37). Der fixe Schwellenwert
wurde so vorgewihlt, dass moglichst viele Objekte erfasst wurden (subjektiv beurteilt), der
Hintergrund aber ausgeschlossen blieb. Der Anteil an Artefakten kann hier hoher sein. Alle
Objekte einschlieBlich Diatomeenschalen wurden erfasst. Die Partikelzahlen aus der
interaktiven Messung liegen durchweg niedriger, wobei die Differenz von Groéfenklasse zu
GroBenklasse etwa gleich grof3 ist. Anders bei der Messung mit fixem Schwellenwert und
interaktivem Ausschluss der Diatomeenschalen. Hier sollte sich vor allem die Anzahl der
mittelgroBen bis groBen Partikel verindern, also in dem Gr6Benbereich, in dem sich auch die
Schalen finden. Die Testmessung zeigt wie erwartet diesen Zusammenhang. Bei der
interaktiven Messung der Diatomeenschalen ergab sich ein weiteres Problem damit, dass es
dem Auge des Betrachters iiberlassen blieb, welches Objekt als Diatomeenschale identifiziert
und gemessen wurde. Es wurden auch groBBere Bruchstiicke bei der Zihlung berticksichtigt. Je
nachdem wie eng die Grenzen gesteckt sind, nach denen der Betrachter ein Objekt als Schale

beriicksichtigt, konnen die Messungen stark Schwanken (Tab. 17).
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Verteilung der Haufigkeiten der Partikelgrofen (Feretmax) in 19 Klassen, fiir die Messung von drei Bildserien

derselben Probe J2_34i, als Test fiir die Zuverlissigkeit der Bildauswertung.

geziihlte Partikel
Klasse [pm] J2 3i J2 3ii J2 3iii Standardabweichung vom Mittelwert [ %]
2 25987 25682 26806 474,5948 2%
3 20340 19301 20393 502,74734 3%
4 4913 4629 4809 117,31818 2%
5 1984 1821 1933 68,080018 4%
6 855 800 844 23,762716 3%
7 394 352 381 17,556259 5%
8 202 200 193 3,8586123 2%
9 133 145 93 22,231109 18%
10 87 84 64 10,208929 13%
11 21 13 15 3,3993463 21%
12 9 14 6 3,2998316 34%
13 7 11 12 2,1602469 22%
14 6 6 13 3,2998316 40%
15 7 3 3 1,8856181 44%
16 2 5 5 1,4142136 35%
17 0 2 3 1,2472191 75%
18 2 2 4 0,942809 35%
19 2 0 0 0,942809 141%
20 1 1 0 0,4714045 71%
<30 54952 53071 55577 1065,0416 2%
Minerale 100 % 54956 53073 55580 1065,6 2%
Diatomeen 100 % 1099 1044 1000 40,5 4%
runde 458 410 378 32,876875 8%
lange 302 258 243 25,037749 9%
andere 339 376 379 18,190352 5%
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Verteilung der Haufigkeiten der PartikelgroBen (Feretmax) in 19 Klassen, fiir vier Wiederholungsmessungen
derselben Bildserie von Probe J2_3i und die Standardabweichungen, als Test fiir die Zuverlissigkeit der

Bildauswertung.

Die Reproduzierbarkeit ist schlechter als erwartet. Dies ist auf die interaktive Anderung des Schwellenwerts

wihrend der Bildverarbeitung zuriickzufiihren.

gezihlte Partikel
Klasse [um] J2 3i J2 3i-2 J2 3i-3 J2_3i-4| Standardabweichung vom Mittelwert [%]
2 25987 25428 26514 25626 4129 2%
3 20340 19648 21052 19247 687,9 3%
4 4913 4618 4856 4203 279.5 6%
5 1984 1726 1753 1383 214,5 13%
6 855 638 631 466 138,2 21%
7 394 302 277 198 69,9 24%
8 202 158 145 110 32,9 21%
9 133 85 76 63 26,4 30%
10 87 60 45 45 17,2 29%
11 21 8 7 6 6,1 58%
12 9 5 11 7 22 28%
13 7 8 5 9 1.5 20%
14 6 3 5 5 1,1 23%
15 7 1 4 4 2,1 53%
16 2 3 5 1 1.5 54%
17 0 3 2 2 1,1 62%
18 2 2 3 1 0,7 35%
19 2 0 1 2 0.8 66%
20 1 2 1 1 0,4 35%
<30 54952 52698 55393 51379 1642,3 3%
Minerale 100 % 54956 52700 55395 51383 1642,1 3%
Diatomeen 100 % 1099 1028 1074 1268 90,7 8%
runde 458 445 457 518 28,5 6%
lange 302 199 217 274 41,7 17%
andere 339 384 400 476 49,4 12%
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Abb. 37

Abschitzung des Fehlers, der durch die interaktive Anderung des Schwellenwerts bei der Bildverarbeitung

entsteht.

a) Vergleich zwischen Messungen aller Partikel (inkl. Diatomeen) mit festgew#hltem Schwellenwert
(threshold) und interaktiv wihrend der Messung gewihltem Schwellenwert, bzw. festem Schwellenwert bei
interaktiv abgewihlten Diatomeenschalen.

b) Differenz zwischen Schwellenwert fix — Schwellenwert interaktiv, relativ zu Schwellenwert fix. (lineare
Achsen).

(Doppelt logarithmische Darstellung der kumulierten Héaufigkeiten der Partikelgréen (Probe J2_3i))

Tab. 17

Wiederholungszihlung von Diatomeenschalen einer SPLITT-Fraktion a, der Siebfraktion 20 — 80 pm, als Test
fiir die Zuverléssigkeit der interaktiven Schalenzdhlung.

In Zdhlung 1 wurden nur eindeutig als Schalen identifizierte Objekte und groBe Schalenbruchstiicke vermessen,
wie in dieser Arbeit iiblicherweise vorgegangen wurde.

In Zdhlung 2 wurden zusitzlich alle Objekte beriicksichtigt, die nicht sicher als Schale zu identifizieren waren
und alle kleine Schalenbruchstiicke.

Diatomeen- geziihlte Schalen Differenz
schalenform Zihlung 1 Zihlung 2

andere 130 170 40
lange 266 312 46
runde 7 6 1
gesamt 403 488 85
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Vergleich zwischen interaktiver und automatischer Vermessung von Objekten unterschiedlicher Gréfe und

Form, als Test fiir die Vergleichbarkeit von interaktiver und automatischer Vermessung.

Ooid interaktiv Ooid automatisch Vergleich interaktiv /
automatisch
Feretmax Mittel- | Stabw. [ vom Mittel Feretmax | Mittel- | Stabw. | vom Mittel Stabw. | vom Mittel
[wm] wert [%} [wm] wert [%] [%]
7,95 8,20
8,09 8,23
8,23 8,09 0,11 1,4% 8,23 8,22 0,01 0.2% 0,10 1,3%
19,02 19,55
19,08 19,75
19,38 19,16 0,16 0,8% 19,34 19,71 0,12 0,6% 0,31 1,6%
37,33 38,78
38,20 38,84
38,77 38,10 0,59 1,6% 39,00 38,87 0,09 0,2% 0,57 1,5%
75,61 76,71
76,10 76,71
76,95 76,22 0,55 0,7% 77,04 76,82 0,16 0,2% 0,51 0,7%
Rechteck interaktiv Rechteck automatisch Vergleich interaktiv /
automatisch
Mittel- | Stabw. Stabw % Mittel- | Stabw. Stabw % Stabw. Stabw %
wert vom Mittel wert vom Mittel vom Mittel
10,75 11,30
10,89 11,61
11,89 11,81
12,03 11,60 0,51 4,4% 11,91 11,78 0,12 1,1% 0,46 4,0%
26,63 28,68
26,88 28,92
28,07 28,92
28,16 27,70 0,58 2,1% 29,34 29,06 0,20 0,7% 0,92 3,3%
53,19 57,58
53,27 57,62
54,46 58,07
54,52 54,08 0,58 1,1% 58,26 57,98 0,27 0,5% 2,07 3,7%
107,30 114,82
107,57 115,04
108,28 115,15
108,36 108,07 0,36 0,3% 11525 115,15 0,09 0,1% 3,61 3,2%
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B.4  Vergleich Bildanalyse / ,,Coulter Counter

Die gemessenen Korngréflen miissen in Volumina tiberfiihrt werden, um eine Abschitzung
der Partikelmassen vornehmen zu kénnen, dazu wurden verschiedene Geometrien verwendet:

Wiirfel, Quader, Platte, Kugel, Rotationsellipsoid.

e eim ak |
——
3
v _ | Feretmax
wirfel — | T —
€| ﬁ
fe i ax
3 |——=
_ Feretmax- 1
VQuader - kz : - k_2
a a a
b
/—/—‘_’_—”_’_“’ | il
V. = Feret max’ 1 | — '
Platte — At T T2 ¢ I b
k a ' kC k a a

V.

! s &
Kugel = ra 7 - Feret max

| Feretmax |

2 Feret max’ 7
VEllipsoid = g T k—2 ’b‘l
2 T

ka, ky, ke = Faktor fiir die Seitenverhiltnisse der Seite a, b und c, bzgl. des Feretmax.

Die KorngréBenverteilung wurde der quantitativen Messung der Siebfraktion <20 um (Probe
J2_3iSED) entnommen. Es wurde vorausgesetzt, dass die Partikel die Dichte von Quarz (p =
2,6 g/lcm3) aufweisen. Zuerst wurde das Volumen eines Partikels einer GroBenklasse

errechnet, dann mit der absoluten Héaufigkeit der GroBenklasse multipliziert. Die absolute
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Haufigkeit der Partikel wurde entsprechend der verwendeten Teilmengen und Verdiinnungen

errechnet:
2
( 49) 7 =g . Vgesamt . VTeilprobe + VHZO . rLochmaske ‘T
! "V V. BildgroBe- A, , -n
Mikroskop Teilprobe g pixel B
Z, = Gesamtzahl der Partikel in Klasse n 7, = gezdhlte Partikelzahl in Klasse n
V gesamt = Gesamtvolumen der Suspension V Mikroskop = Mikroskopiertes Volumen

V Leitprobe = Yolumen der Teilprobe aus der Suspension Vo0 = Volumen des zur Verdiinnung zugesetzten Wassers
I ochmaske = Radius der Lochmaske des Objekttrigers BildgroBe = x Pixel * y Pixel

Apicel = Flidche eines Pixels ng;q = Anzahl der aufgenommenen Bilder

Das Ergebnis ist Tab. 19 zu entnehmen. Die Gesamtmassen liegen alle um etwa eine
GroBenordnung zu hoch, mit Ausnahme der Gesamtmasse bei Plattengeometrie, die aber fiir

die meisten Mineralkorner unrealistisch ist.

Tab. 19

Vergleich der aus den Bildanalysedaten errechneten Gesamtmassen fiir Quarz (p = 2,6 g/cm?3), mit verschiedenen
Partikelgeometrien.

Partikelzahl Probe J2_3iSED: 2,37789E+11, Probenmenge J2: 3,71 g,

verwendete Teilmenge J2_3 (geschitzt): ca. 1 g

Wiirfel Quader Platte Kugel Ellipsoid
Seitenverhiltnis ka=2 ka= 2 kb=4
ke =100
Gesamtvolumen [cm?] 7,62 4,67 0,09 11,29 2,82
Gesamtmasse (Qz) [g] 19,81 12,13 0,24 29,34 7,34

Zum Vergleich wurde dieselbe Probe mit einem ,,Coulter Counter gemessen, um eine
Volumenverteilung zu erhalten. Die Haufigkeiten der Volumenklassen wurden auf ein

Gesamtvolumen aufsummiert und mit der Dichte von Quarz multipliziert.
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C.1  Fehlerabschditzung fiir die Berechnung der Partikelmassen aus der Lingenmessung

Zur Untersuchung moglicher Fehlerquellen bei der Berechnung der Partikelmassen aus der

Lingenmessung mittels Bildauswertung wurden folgende Annahmen iiberpriift:

a) Die Verdiinnung wurde falsch berechnet.

Selbst ein grobe Verdnderung der Werte fiir die Berechnung der absoluten Partikelzahlen in
den Suspensionen (Probenvolumen, Verdiinnung etc.) erbrachte eine Anderung der aus den
absoluten Partikelzahlen (Kap.3.1.4) errechneten Gesamtmasse, um nur etwa eine

GroBenordnung (Tab. 20).

Tab. 20

Anderung der Gesamtmassen mit unterschiedlichen Werten fiir die Berechnung der absoluten Partikelzahl in den
Suspensionen.

Die Volumenmodelle blieben unverindert.

Wiirfel | Quader | Platte Kugel | Ellipsoid Werte zur Berechnung der absoluten Partikelzahl
0 Lochmaske Objekttriger 7 mm
Gesamtmasse Pipet. Teilvolumen zur Mikroskopie 5 pl
(Quarz) [g] 19,81 | 12,13 | 0,24 | 29,34 7,34 Verdinnung 7-fach
Gesamtvolumen der Suspension 400 ml
& Lochmaske Objekttriger 5 mm
Gesamtmasse Pipet. Teilvolumen zur Mikroskopie 7 ul
(Quarz) [g] 3,87 2,37 | 0,05 5,73 1,43 Verdiinnung 5-fach
Gesamtvolumen der Suspension 300 ml

Allein aus einer falschen quantitativen Berechnung ldsst sich der hohe Wert fiir die

Gesamtmasse nicht erkliren.

b) Es wurden zu viele kleine Partikel gemessen.

Vernachlissigt man alle Partikel < 10 um, sieht das Ergebnis wie folgt aus (Tab. 21):

Tab. 21
Gesamtmassen ohne die Partikel < 10 pm.
Wiirfel | Quader | Platte Kugel | Ellipsoid Werte zur Berechnung der absoluten Partikelzahl
& Lochmaske Objekttriger 7 mm
Gesamtmasse Pipet. Teilvolumen zur Mikroskopie 5 ul
Q2) [g] 5,98 3,66 | 0,07 8,85 2,21 Verdiinnung 7-fach
Gesamtvolumen der Suspension 400 ml
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Es ist augenscheinlich, das allein eine Uberschiitzung der Partikelzahlen kleiner KorngroBen
nicht der Grund sein kann.

c¢) Es wurden zu viele grofe Partikel gemessen

Werden alle Partikel > 15 wm vernachlissigt, zeigt sich nur eine geringfiigige Anderung der

Massen (Tab. 22).

Tab. 22
Gesamtmassen ohne die Partikel = 15 pm.
Wiirfel | Quader | Platte Kugel Ellipsoid Werte zur Berechnung der absoluten Partikelzahl
& Lochmaske Objekttriger 7 mm
Gesamtmasse Pipet. Teilvolumen zur Mikroskopie 5 ul
Q) [¢] 17,43 | 10,68 0,21 |25,82 6,45 Verdiinnung 7-fach
Gesamtvolumen der Suspension 400 ml

Selbst wenn nur der Bereich zwischen 10 und 15 pm beriicksichtigt wird, sind die ermittelten

Gesamtmassen um etwa eine Groenordnung zu grof.
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C.1  Fehlerabschditzung fiir die Berechnung der Partikelmassen aus der Lingenmessung

Zur Untersuchung moglicher Fehlerquellen bei der Berechnung der Partikelmassen aus der

Lingenmessung mittels Bildauswertung wurden folgende Annahmen iiberpriift:

a) Die Verdiinnung wurde falsch berechnet.

Selbst ein grobe Verinderung der Werte fiir die Berechnung der absoluten Partikelzahlen in
den Suspensionen (Probenvolumen, Verdiinnung etc.) erbrachte eine Anderung der aus den
absoluten Partikelzahlen (Kap.3.1.4) errechneten Gesamtmasse, um nur etwa eine

Grofenordnung (Tab. 20).

Tab. 20

Anderung der Gesamtmassen mit unterschiedlichen Werten fiir die Berechnung der absoluten Partikelzahl in den
Suspensionen.

Die Volumenmodelle blieben unveriindert.

Wiirfel | Quader | Platte Kugel | Elipsoid Werte zur Berechnung der absoluten Partikelzahl
& Lochmaske Objekttriiger 7 mm
Gesamtmasse Pipet. Teilvolumen zur Mikroskopie 5 ul
(Quars) [2] 19,81 | 12,13 | 0,24 | 29,34 7,34 Verdiinnung 7-fach
Gesamtvolumen der Suspension 400 ml
@ Lochmaske Objekitriiger 5 mm
Gesamtmasse Pipet. Teilvolumen zur Mikroskopie 7 ul
(Quarz) [g] 3,87 2,37 | 0,05 5,73 1,43 Verdiinnung 5-fach
Gesamtvolumen der Suspension 300 ml

Allein aus einer falschen quantitativen Berechnung ldsst sich der hohe Wert fiir die

Gesamtmasse nicht erkliren.

b) Es wurden zu viele kleine Partikel gemessen.

Vernachléssigt man alle Partikel < 10 um, sieht das Ergebnis wie folgt aus (Tab. 21):

Tab. 21
Gesamtmassen ohne die Partikel < 10 um.
Wiirfel | Quader | Platte Kugel | Ellipsoid Werte zur Berechnung der absoluten Partikelzahl
& Lochmaske Objekttriiger 7 mm
Gesamtmasse Pipet. Teilvolumen zur Mikroskopie 5 ul
Q2) [g] 5,98 3,66 | 0,07 8,85 2,21 Verdiinnung 7-fach
Gesamtvolumen der Suspension 400 ml
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Es ist augenscheinlich, das allein eine Uberschitzung der Partikelzahlen kleiner Korngroen
nicht der Grund sein kann.

¢) Es wurden zu viele groe Partikel gemessen

Werden alle Partikel > 15 pm vernachlissigt, zeigt sich nur eine geringfiigige Anderung der
Massen (Tab. 22).

Tabh. 22
Gesamtmassen ohne die Partikel > 15 pm.
Wiirfel | Quader |Platte | Kugel | Ellipsoid Werte zur Berechnung der absoluten Partikelzahl
@ Lochmaske Objekttriiger 7 mm
Gesamtmasse Pipet. Teilvolumen zur Mikroskopie 5 ul
Q) [g] 17,43 [10,68 | 0,21 125,82 6,45 Verdinnung 7-fach
Gesamtvolumen der Suspension 400 ml

Selbst wenn nur der Bereich zwischen 10 und 15 pm berticksichtigt wird, sind die ermittelten

Gesamtmassen um etwa eine Gréenordnung zu groB.
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