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1. Einführung 

Uranin, Eosin und neuerdings auch Pyranin sind häufig in der Hydrologie als 
Markierungsstoffe verwendete Fluoreszenztracer. Diese Substanzen sind saure Farb­
stoffe und sie liegen im pH-Bereich natürlicher Wässer weitgehend als Anionen vor, 
die im Vergleich zu basischen bzw. kationischen Markierungsmitteln weitaus gerin-
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gere Neigung zur Adsorption an Mineralien zeigen. Deshalb haben Ur:!nin, Eosin und 
Pyranin besondere Bedeutung für die M:lrki~rung des Wassers in porösen Medien der 
ungesättigten und gesättigten Zone erlangt, wohin sich die Aktivit3[ der Mark ierungs­
anwendungen vom Obertlächen- und KJTstwasser her kommend ausgedehnt hat. Mit 
dieser Entwicklung werden quan tilativ immer anspruchsvollere Auswert ungen VOn 

Markierungsversuchen vorgenommen, wobei die mit Tracern erhaltenen Daten auch 
in Auswertungen m it mathematischen Modellen eingehen. Daher bestehen hohe 
Anlorderungen an die Genau igkeit und Richtigkeit der Meßwerte von Tracerkonzen­
trationen. In zunehmendem Maße werden auch bei Traceranwendungen in einzelnen 
Gebieten gleichzeitig Markierungen an mehreren Stellen mit verschiedenen Tracern 
vorgenommen, wodurch zwei und mehr M:lrkierungsstoffe nebeneinander in einer 
Beob:lchtungsstelle und in d :lraus entnommenen Wasserproben auftreten können. 
H ierdurch wird die Ausführung der Tracer:lnalyti k deudich schwieriger. Aufgrund 
dieser Situation besteh t Bedarf an einer sicheren Beherrschung der Traceranalytik 
sowohl für die einzelnen Tracer als auch für ihre Mischungen. 

Anwender der Tracermethoden haben jedoch häufig aufgrund ihrer fachlichen 
Oriemierung nur unvol lständige Einblicke in die Tracernachweis-Technik und in die 
vielfältigen Einflüsse verschiedener Faktoren :luf die Analytik. Dies hat im mer wiedt'r 
ungenügende oder falsche Ergebnisse von T racermessung!;'n zur Folge. Die hier 
vorgelegte Arbeit setzt sich daher zum Ziel, wichtige Grund lagen der fluorimetrisc hen 
Tracermessung von U ranin, Eosin und Pyranin d :lTZustellen und damit Empfeh lungen 
fü r eine zuverbssige Ausführung derTraceranalytik zu geben. Neben einer optimalen 
Ausnutzung der instrumentellen Möglichkeiten (spektroskopische Di fferenzierungen 
der verschiedenen Tracer) wird bei dieser Analytik insbesondere auch Gebrauch von 
der Änderung der Fluoreszenz-Anregungsspektren mit pH-Wert-Verschiebungen 
gemacht (spektrochem ische Differenzierung der T racer). 

2. Grundlagen 

Alle als Tracer ve rwendeten Fluo reszenzfarbsmffe sind organisc he Verb indungen 
von relativ ko mplexem Aufbau (Fig. 1). Sie haben die Eigcnsc hJ.ft, in ihren Lösungen 
Energie in Form von Licht durch Absorption aufzunehmen und unter Anregung der 
Moleküle in diesen vorübergehend zu speichern . Die Energie wird von den Molekülen 
seh r rasch unter weiteren Umwandlungen wieder abgegeben, und zwar wiederum als 
Licht (Em ission). Dieser Vorgang wird Fluoreszenz genannt. Dabei treten Energie­
verluste auf, sodaß die emittierten Lichtquanten geringere Energie besitzen als die 
zuvor absorbierten, d.h., das emittierte Fluoreszenzlicht ist längerwellig als das zur 
Anregung absorbierte Licht (spektrale Verschiebung UV - Blau - Grün - Rot). Diese 

[~'r xZx'r ,o"~ r-
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Fig. 1: Struklur (AniQnen) dr:r Flu(Jr~$l('lIur .. n·r Ural/ill, ["si" ,,,,,I "1flllli". 
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Darstellung ist bewußt ein fac h gehalten, um nur die für ein Verständnis der Analytik 
wichtigen Phänomene der Fluoreszenz anzudeuten. Detai ll iert wi rd darauf in der 
bezüglichen Litemur (Leh rbücher) eingegangen. 

Für die Fluoreszenzeigenschaften sind in den Moleküle n strukturelle Dct:lils, ins­
besondere das System der Doppelbindungen aussch la~gebend. Die energetischen 
D:Jtcn dieser Bi ndungen bestimmen die Quantenenergll~ bzw. die Wellenlänge so­
wohl des absorbierten wie des emittierten Lichts. Das bedeutet, daß Fluoreszenzfarb­
stOffe je nach Molekülarr charakteris tische Verteilungen sowohl des Anregu ngs- wie 
des F1uorcszenzlichts (Spektren) aufweisen. Aufgrund dieser Spektren können ver­
schiedene Fluoreszenztrolcer identifiziert und qualitativ vone-i nander unterschieden 
werden. Die Intensität des emittierten Fluore-szenzlichts ist ein Maß für die Konzen· 
tration des betreffenden Far bstorfs. Leider weisen die Spektren der gebräuchl ichen 
Fluoreszenztracer sehr breite Peaks auf, die sich wei tgehend überlagern können. 
Dadurch si nd einer lediglich auf Spektren bolsierenden sele ktiven T racerbestimll1ung 
in Farbstoffmischungen Grenzen gesetzt. 

Die Tracer.malytik wird außerdem dadurch beeinflußt, daß die Farbstoffmoleküle 
in Abhängigkeit vom pH-Wert verschiedene Formen ausbilden können, wie es am 
Beispiel des Uranins in Fig. 2 dargestellt ist. Dieser Vorgang ist reversibel, er kann 
dun.:h Ansäuern , Neutralisieren oder Alkalisieren in bel iebige r Richtung und beliebig 
oft wiederholt werden. Wese ntl ich ist, daß sich mit den dam it verbundenen Struktur· 
änderungen vor allem die An regungsspektr~.n ändern. Die Form und Lage der Emis­
sionsspektren ändert sich hin gegen bei pH-Anderungen in der Regel nicht; aufgrund 
der unterschiedlichen Auore-szenzanregung ändert sich jedoch die Höhe de-s Fluore-s­
zenzsignals, die für die quantioltive Tracerbestimmung ausschlaggebend ist. 

Dies bedeutet einmal, daß bei Fluoreszenzmessungen nur dann ei ndeutige Ergeb­
nisse erhalten werden, wenn definierte pH-Werte eingehalten bzw. eingestellt wer· 
den. Anderc-rseits kann aber das aur pH-Änderungen unterschiedliche- Ansprechen 
verschie-dener Fluoreszenztracer als wertvolles H ilfsmittel zuroptimale-n :tnalytischen 
Auflösung von Tracermischungen herange-zogen we-fden ... 

Die Beeinflussung von Fluoreszenztracern durch pH-Anderungen wurde berei ts 
vielfach genutzt. Sei t langem ist bebnnt,daßdie grü ne Fluoreszenzdes Ur:minsdurch 
Ansäuern zum Ve-fsch winden gebracht werden kann (z. B. W. Ki\..'i..\ 1964). Von diesem 
Vorgang wird jedoch häufig angenommen, daß Uranin durch Säure "zerstört" wird, 
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während tatsächlich die Fluoreszenz des Uranin s durch anschl ießende Zugabe von 
Alkal i wieder zurückgeholt werden kann. Die symmatische Anwendungdes pH-Ein­
Ousses zur Analyse von Tracermischungen hat F. BAUER (1972) beschrieben. Durch 
Säure nicht beeinOußtes Sulforhodamin G bzw. B konnte so neben hohen Konzen­
trationen a.n Uranin durch Ansäuern der Proben auf pH - 2 störungsfrei quantifiziert 
werden. 

2.1. Spektrale Eigenschaften der Fluoreszenztracer 

Als Grundlage für das Verständnis der in dieser Arbeit vorgestellu n Analytik von 
Fluoreszenztracern werden zunächst die spektralen Da.ten der einzelnen cl iskutierten 
Farbstoffe vorgestell t. Die Spektren wurden mit dem Spektralnuorimeter r ERKIN­
ELMER LS-5 aufgenommen. In diesem Ger:i.t werden spektrale Ve rfälschun gen 
infolge der von den Wellen längen abhängigen Emission der Lichtquel le und in folge 
der ebenso abhängigen Durchlässigkeit des Anregungsmonochromawrs durch eine 
Ratioanordnung korrigiert. Als EinOuß au f die Form der Spektren verbleibt lediglich 
die sich weniger auswirkende Aufprägung der Empfindlichkeitsku rve des Detektor­
systems. Voll korrigierte, d.h. absolute Spektren, sind allerdings für die Bestimmung 
von Fluoreszenztracern auch enlbehrlich, da immer du rch Vergleich mit Referenz­
proben analysiert wird, die den gleichen EinOüssen unterliegen . 

2.1. t. Uranin-Spektren 

In Fig. 3 sind die Fluoreszenz-Anregungsspektren einer Uraninlösung bei verschie­
denen pH-Werten und das an der gleichen Lösung erhaltenen Fluoreszenz- Emissions­
spektrum dargestellt. Das maximale Fluoreszenzsignal, von dem bei der quantitativen 
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Bestimmung von Uranin allgemein ausgegangen wird. liegt nur bei entsprechend 
:tlk:tlischen Lösungen vor. Bei Herabsetzung des pH-Wenes veränden sich d:ts An­
regungsspektrum in der in Fig. 3 dargestellten Weise; die mir der Ansäuerung zu rück­
gehende Anregung hat eine entsprechende Abnahme dt:s Fluoreszenzsignals z:u r 
Folge. . 
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1. 1.2. Eosin·Spektrcn 

Die Anregungs- und Emiss ionsspektren des Eosins sind in Fig, 4 dargestellt. Es ist 
ersichtlich, daß oberhalb von pH - S konstante spektrale Eigensc haften vorl iegen, 
wäh rend sie sich unterhalb d ieses pH-Wertes mit seiner Variation laufend ändern. 

2. 1.3. Pyr.tnin-Spt ktren 

Aus den Anregungsspektren (Fig. 5) ergibt sich, daß olxrhllb von pH- 10 und 
unterha lb von pH -5 eindeut ige Spektren vor1ieg~.n, und dJß mit weiterem Alk:1lisie­
ren bzw. Ansäuern keine weiteren spektralen Anderungen ei ntreten. Die heiden 
Grenzformen des Anregungsspektrums sinJ darin begründet. daß Pyranin in zwe i 
verschiedenen Formen vorkommt. Oberhalb pH-IO und unterhalb pH-S existiert 
jeweils nur eine von bciden, zwischen diesen pH -Werun liegen Gemische dieser 
beiden Formen vor. In diesem Bereich ergibt sich das Anregungss~ktr~.m durch 
Addition der Einzds~ktren und es variiert entsprechend vieltahig mit pH-Anderun­
gen. 

2_2. Geräte- und Meßtechnik 

In Fluorimetern wi rd zur Erzielung optimaler Meßergebn isSl' für die jeweils zu 
analysierenden Farbstoffe Licht geeigneter Wellenlänge durch Filter bzw. Monochro­
matoren ausgefillert. Während bei der Messung eines ei nzelnen Tracers die Filter:lUs­
wahl bzw. die Monochromatoreinstellung gegebenen Diskriminierung Gebrauch 
ge macht. 

2.2. 1. Filtcrfluorimctcr 

In Fi!terfluorimetcrn dienen unterschiedliche Filteranen zur festen Einstellun\j: der 
Wellenlängen. Besonders gut hat sich eine Kombination von Interferenz-Bandfiltern 
als Anregungsfilter und von Glas-Kantenfiltern :als Emissionsfiltef bew:ihrt 
(H . BEHRENS, 1971). Mit Filterfluorimetern können keine Spek tren erhalten werden: 
die aus der Spcktralnuorimetrie gewonnen Erkenmn isse über den Eintluß des 
pH -Wertes auf die Spektren sind jedoch ei ne wichtige Grund bge für eine opt imale 
Ausfüh rung der Filterfluorimetrie. 

2.2.2. Speklu lfluorimcter 

In Spektralfluorimetern dienen Gilter- oder auch Prismen monochrom.1I0rell zu r 
bel iebigen Auswahl von Licht geeigneter Wellen lange zur Anregung der Fluoreszenz 
bzw. zur Messung der Fluoreszenzsigna le. Beim Durchfa hren ("Scannen" ) von be­
stimmten Wellenlängen bereichen werden die entsprechenden Spektren erhalten. 

2. 2.J. Sc:an-Methoden 

Beim Scannen des Emissions monochro.':Tlators unter konstanter Beibehaltung einer 
Anregungswellen länge werden mit der Anderung des Detektorsignals die FluoTes­
zenz-Anregungsspektren erhalten. Umgekehrt ergeben sich beim Scannen des Anre­
gungsmonoch romators und konstant geh:.a ltener Emissionswellenlänge ebenfJ lls über 
das Detektorsignal die Fluoreszcnz-Anregungsspcktren (Fig. 2-4). Als besonders lei · 
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slungsfähiges Nachweisverfah ren für Fluoreszenztracer wurde die sog. Synchron­
scan-Methode entwickelt (H. BEHRENS; 1970, 1971l; d ie Entwic klung erfolgte unab­
hängig und etwa gleichzeitig mit entsprechenden Arbeiten zur FluoreszenZlnalyse 
von anderen Stoffgruppen durch J. B. F. Ll.om ( 1971). Dieses Verfahren, bei dem 
beide Monochromatoren gleichzeitig in einem konstanten Wel lc:nlängen-Abst::and (als 
6A. - ... nm angegeben) gescannt werden, liefert verfälschte Fluoreszenzspckw:n, die 
im Vergleich zu konventionellen Fluoresunzspektren vorteilhaft ei ne erhöhte spck­
tnle Auflösung und c:inen geringeren Streulichtuntergrund aufweisen. Synchronspek­
tren von Uran in, Eosin und Pyranin sind in ihrer Abhiingigkeit vom pH-Wert in 
Fig. 6-9 d:lTgestellt. 

3. Traceranalytik unter gezielter pH-Beeinflussung 

Die vorgestellten spektralen Eigenschaften der Fluoreszenztracer Uranin. Eosin und 
r yranin erweisen rehtiv brei tbandige Spektren, die sich so stark überlagern können, 
d::aß der N::achweis eines jeweils interessierenden Tracers in Anwesenheit eines oder 
beider anderen Tracer erheblich beeinträchtigt werden kann. Die Variation der Spek­
tren mit dem pH-Wert ennöglicht es jedoch, diese Beeinträchtigungen zu reduzieren 
und teilweise nahezu vol lstiindigaufzuheben. Auch für den Nachweis einzelnerTracer 
ist die Berücksichtigung des pH-Wertes von Bedeutung. So sollte Uran in bei 
pH-Wenen von > 9 gemessen werden, d::a bei kleineren pH-Werten schwer kontra 1-
lierbare Abn::ahmen der Fluoreszenzintensiriit dieses F:ubstOffs auftreten. Ebenso 
sollte der pH-Wert beim Nachweis des Eosins möglichst > 6, mindestens aber > 4,6 
sein. Das Fluoreszenzsignal des Pyranins ist entweder bei pH·Werren > 10{A,., .. ,,"):,,:!~-
452 nm) od.er bei pH-Werten ( 5 (A."'''''':""~ - 402 nm) unabhängig von pH-An­
derungen. Die nachfolgend vorgestellten Emrfehlun gen für die Traceran:alytik unter 
pH-BeeinAussung beziehen sich ::au spektralAuorimetrische Messun­
gen unter Anwendung des Synchronscan-Verfahrens. Eine entsprechende Anwen­
dung der pH-Einsteliung bei der Messung mit FiherAuorimetern wird gesondert 
behandelt (H . BEHRENS, in Vorbereitung). 

3. 1. Nachweis von Uranin neben Eosin 

Die quantitaive Bestimmung des Uranins erfordert die Einstellung alkalischer Vc:r­
hlltnisse in der Proben lösung. Da die Fluoreszenz des Eosins bei d iesen pH-Werten 
ebenblls voll entwickelt ist, besteht keine Möglichkeit zur Unterdrückung störender 
Eosinfluoreszenz durch pH-Einstellung. Eine Eliminierung des Eosinbeitrages zum 
Uraninmeßwert kann daher nUT rechnerisch erfolgen (W. Ki\:-;s, 1'182; H. ßI·HItI.NS, 
1982). Ein Verbhren zur Eliminierung der Eosinfluoreszenz in Uranin/ Eosin-Mi· 
schungen steht lediglich mit der selektiven phorolytischen Zersetzung dc:s Eosins zur 
Verfügung (H. BEHRENS, 1982). 

3.2. Nachweis von Eosin neben Uranin 

Zum Nachweis von Eosin neben Uranin wird von der Tatsache Gebrauch gemacht, 
daß die Fluoreszenz von Uranin mit dem Ansäuern bereits im Neutralbereich stark 
zurückgeht, während die des Eosins erst in stä rker saurer Lösung beeinflußt wird. Als 
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günstig für die Messung wird pH-4,6 bei ßA - 23 nrn em pfoh len. Durch Ka lihrierung 
mit einem Eosinstandard ebenfalls bei diesem pH wi rd der geringfügige Rückgang der 
Eosinfluoreszenz vollkommen eleminiert. Der Einfluß des Uranins in verschiedenen 
Konzentrationen auf niedrig konzentriertes Eosin unter diesen Meßbedingungen in 
Fig. 10 dargestellt. Es ist zu erkennen, daß trOtz deutl icher Un terd rückung der 
Ur:lninfluoreszenz ein störender Uraninpeak bei ca. sos nm verbleibt. Bei einer etwa 
30fachen Uraninkonzentration gegenüber Eosin ist die Grenze der visuellen Erkenn­
barkeit der Anwesenheit von Eosin erreicht. Mit einer zusätzlichen rechnerischen 
Auswertung läßt sich Eosin sch ließlich bei einem noch zehnmal größeren Urani nüher­
schuß bestimmen. 

3.3. Nachweis von Uranin neben Pyranin 

Der Nachweis muß wiederum in alkalischer Lösung (pH :<!. 10) erfolgen, es wird 
Synchronscan mit .6.).. - 23 nrn angewandt. Der Uraninnachweis wi rd un ter den 
vorliegenden Meßbedi ngungen durch einen Fluoreszenzpe::lk des Pyr::lnins mit Ma­
ximum bei 493 nm gestört, dessen Einfluß wie bereits früher besc hrieben (H. BEH!l. El\"S 
et al., 1986) rechnerisch weitgehend eliminiert werden kan n. Ein Korreklurwert dazu 
wird durch eine bei pH !O S vorgenommene Pyraninrnessung, die durch Uranin 
weniger gestört wird (5. 3.5.), erhalten: 

Skd .... - Skd"" - Skdp., 

F _ V. Skdp.,.. 

VI'ySkdp., .• 

Sktlg 

Skd~ 
Skd.". 
v, 
V. 
Sktl p.­
SkdPy" 

Unnin-Nettosignal (peakhöhe) bei 512 11m 
Unnin-Brunosignal bei 512 nm nA - 2} 11m, pH ~ 10) 
Pyr:min$ignal bei 510 nm (nA - 108 nm, pH :15) 
Vem~rkung bei der Messung von Skd, ... 
Verstlrkung bei d~r Messung von Skllp., 
Signal ~in~1 Pyr.min1landuds bei 512 nm (6;1.. - 58 nm, pH (; 10) 
Sign~1 des glrithen Pyr.minsundmjs bei 510 nm (nA - 108 nm. ph :I 5) 

Bei Verwendung von Quarzküvetten ist un ter den angegebenen Meßbedingungen 
im Bereich der Uranin Ouoreszenz ein relativ starkes, vom Pyr:min stammendes und 
außerordentlich störendes Signal zu beobachten. Es ist dies ein Fluoreszenzspektrum 
zweiter O rdnung, dessen Anregungsmaximu rn bei 240 nrn liegt (in Fig. S Olm linken 
Bildrand noch erkenn bar)_ Dieses Signal 13ßt sich durch ein UV-Sperrfi lter (z. B. 
SCHOn WG 320) voll kommen unterdrücken. Bei der Verwendung von Küvetten 
aus optischem G las tritt eine solche Filterwirkung auch bereits aufgrund der uv­
Undurchliissigkeit dieses Materials ein. Es sollte tro tzdem auch in diesem Fall, so wie 
es in den in dieser Arbeit beschriebenen Messunge n geschah, grunds3tzlich ein 
UV-Sperrfi lter eingesetzt werden_ Nachteile können dadurch nicht eintreten, da alle 
benutzten An regungs- und Emissionswellenl iingen im sichtbaren Spektralbereich 
liegen . 
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304, Nachweis von Eosin neben Pyranin 

Für diese Meßaufgabe wird die Messung des Eosins in leicht saurer Lösung bei 
pH - 4,6 mit t:,,). - 23 nm empfohlen. Unter dieser Bedingu ng ist der Einfluß des 
Pyr:tn ins so weit unterdrückt, daß Eosi n noch in Anwesenheit der l.OOO-fachen 
Konzentration an Pyranin eindeut ig bestimmt werden kann (s. Fig. 11 ). Die Kll ibrie­
rung ist wiederu m mit einem Eosinstandard des gleichen pH-Wertes vorzunehmen. 
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Fig. 10: Synchml'lJ("an-Fll«m"f:lmupt.-km·" Vlm 
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Uranin in Jm K()lIlI:7IIrativn(7! 
o ppb (a), 0,/ ppb (bJ ""J 0,.1 ppb (d b.:i 
pH=4.6: M Onl>C"hromatur-Abslaml: 
V mn. Spaltbn:iten: JO/ 5 nm. 
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Fig. 11 : Syru"hromran-FlI<O~("JZmzfp<'ktrm VlIII 
MiKhungm OOn Eosin (0,1 ppb) mit 
f'yranjn in den K,mzmtr",tinm'n 
o ppb (a). 10 ppb (b) Hlld 100 ppb fc) Ixi 
pH=f,6; Monochmmator-A/xtaml: 
13 nm. Spaltbrm('lI: 10/ .1 "m. 

3.5. Nachweis von Pyranin neben Uranin oder Eosin 

Der Nachweis von Pyranin neben Ur;mi n erfolgt zweckl1läf~ig in sauer Lösung bei 
pH - 4,6 und Synchronscan mit 6).. - 108 nm (Fig. 12). Die hierbei noch zu beobach­
tende Überlagerung des Pyraninpeaks durch ei n vom Uran in stammendes Signal läßt 
sich weitgehend rechnerisch eliminieren. Dazu wird unter den gleichen Meßbedin­
gungen an einer reinen Uranin lösung das Verhältnis des Fluoreszenzsigna ls bei 510 
nm zu dem bei 545 nm g.ebi ldet. Mit dem so ermittelten r-.aklOr wird das in Pyraninl 
Urlnin-Mischungen bei 545 nm erhlltenen Signa l multipliziert und der resuliie rende 
Betrag vom Fluoreszenzsignll bei 510 nm lbgezogen. Es ver~leibt dls Neuo-PyrJ­
ninsignal. Pyranin kan n so noch bei eim:m meh r als 50-fachen Uberschu ß von Uran in 
quantifiziert werde n. Neben Eosin wi rd Pyranin in gleicher Weise, jeJoch bei ei nem 
pH-Wert von C l.. 2 nachgewiesen. I m.~egensatz zur Beeinnussung durc h Urani n wi rd 
3uch bei ei nem mehr l ls 200-hchen Ubersc huß an Eosin die Höhe des Pyraninpeaks 
noch nicht merklich beein tlugt (Fig. 1 J); es trin Jllerdings auf der längerwell igen Seite 
des Pyraninpeaks eine Erhöhung des Untergrundes ein. 
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Fig. lJ: Synchromcan-Fluomz('11lJp<'klrt'n l/Om 
M ischungen VCHf Ppanin (0,1 ppbJ mit 
Eosin in J,'r/ KU/1z<'I1tratiul1(!Il 0 ppb (a), 
10 ppb(b) und Ja ppb (c)bci pH=l; 
MQnQ(hrotTU1.tQ~-Alxt .. ml: 108 nm, 
Spalrbreiren: 100 nm. 

3.6. Nachweis von einzelnen Komponenten in Mischungen von 
Uranin, Eosin und Pyranin 

Für Uranin, das nur in alkalischer Lösung bestimmt werden kann, besteht ke ine 
Möglichkeit der Verbesserung seiner Erkennbarkeit neben den beiden anderen Farb­
stoffen, wenn diese in wesentl ich meh.~ als eine Größenordnung höheren Kanuntra­
tion vorliegen. Darunter kann die Uberlagerung des Uranins durch Eosin- und 
Pyraninfluoreszenz weitgehend rechnerisch in der bereits beschriebenen Weise kor­
rigiert werden, wenn die heiden anderen Farbstoffe zuvor unter Zuhilfenahme der 
besch riebenen Methoden quantifiziert wurden. Eosin (Messung mit Synchronscan bei 
.6.)., - 23 nm) wird 'Ion den heiden anderen Farbstoffen nur durch Uran in störend 
überlagert, während von Pyranin noch vielfache Konzentrationen ohne Wirkung 
bleiben (5. 3.4.). Für einen Eosinnachweis in den ternären Tracermischungen kann 
daher zumeist wie unter 3.2. beschrieben verfahren werden . 

Während Pyranin in saurer Lösung bei gleichzeitiger Anwesenheit 'Ion Uranin und 
Eosin in bis zu IOO-fach höheren Konzentrationen noch qualitativ erkannt werden 
kann, gestaltet sich seine quantitative Bestimmung in diesem Fall schwieriger. Bei 
nicht zu hohem Überschuß an den heiden störenden F:lTbstoffen kann sie jedoch 
ebenfalls in Anlehnung an die unter l.S. gegebenen Empfehlungen vorgenomml:"n 
werden. 
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4. Die Einstellung von definierten pH-Werten 

Bei der geziehen pH-Einsteliung zur Optimierung des TrJcernlchweises in Ge­
mischen werden die pH-Werte )9 bzw. > 10,4,6 und CJ. 2 bevorzugt benötigt. Es 
wurde angestrebt, diese pH-Werte unter minimaler Proben verdünnung ein:wstellen. 
Es sollten diese pH-Werte auch vorzugsweise Jirekt in der Meßküveuc eingestellt 
werden, um ein besonders rationelles Arbeiten zu ermöglichen. 

Die vor :allem in der Biochemie verwendeten Pufferlösungen, für die vielfach 
Rezepte angegeben werden, und die auch "gebrauchsfertig" im Handel erhihlic h sind, 
erwiesen sich als wenig geeignet, da zu große Volumina zur Erzielung eindeutiger 
pH-Werte zu den Proben zugesetzt werden müssen. Eine gute Arbcitsgrundlage 
wu rde stltt dessen mit Jer Herstel lung und Vt:rwenJung von Puffcrkonzentr:tten 
gefunden. 

Zur Einstellung des pH-4,6 in einem Kalkschotterwasser wird zum Küveneninhalt 
von 3,5 ml ein Acetatpuffer (S,s M Essigsäure. 4,5 M Kaliumacetat) In einer Menge 
von 20 }.LI hinzugegeben. Bei Messungen an ausgesprochen Sluren oder .\lk.l1ischen 
Wisse rn kann eine Variation des Essigsäure/Kaliumacetat-Verhiltnisses angezeigt 
sein. Die Einstellung des gewünsc hten pH-Wertes sollte von Zei t zu Zeit an gröl~eren 
Probenvolumina mit dem iquivalenten Pufferzusltz überprüft werden. 

Die zur Küvette zugesetzte Puffermenge ist so klein. daß die dadurch hervorgeru­
fene Verdünnung meist vernlchlissigt werden kann. Wird die Verdünnung Jbcr 
rechnerisch berücksichtigt, so scheidet sie als Fchlerquclk vollkommen :1US. 

Zu r Einstellung stJrk alkalischer Verhi ltnisse wurde eine optimale Lösung mit dem 
Z.usatz des Tetra-natriumsalzes der Ethylen-diamin-tetraessigsäure (EDTE) zu den 
Wass.:rproben gefundt.'n. EDTE hat außer der pH-Veränderung kt.'inen Einflul~ ~uf 
die Fluoreszenz von Farbtra..:ern und es fluo resziert auch selbst nicht. Im GegensJtz 
zur Verwendung von NlO H, Ammoniak u.i. zur Einstellung erhöhter pH-Werte 
bleiben die Probenlösungen mi t EDTE-Salz vollkommen klar. dJ EDTE komple)o;ie­
rend auf sonst ausfallende Hydroxide. K3rbon:n e. u.ä. wirkt. Dadurch wird eine sonst 
eintretende Erhöhungdes Untergrundsignalsdurch Lichtstreuung vermiedt.'n. Es wird 
eine Lösung von 10 g des EDTE-tetrl-n:ltriumsalzes in 10 ml Wasser verwendet. In 
einem Kalkschotter-W3sser wird durch den ZUSltz von 20 IJ.I zu J,S ml Probe der 
pH-Wert auf) 10 erhöht. 

Die Einstellung stark sau rer Verhiltn isse, z.B. pH ca. 2, kann schließlich in bewähr­
ter Weist' durch ZUSl!Z von kleinen Mengtn an konzentrierterS..:hwddsäureerfolgen. 

5. Zusammenfassung und Schlußfolgerung 

Durch Fluoreszenzmessungen bei gezielt eingestellten pH-Wcrren kann die gegen­
seitige Störung dt:s Nachweises von Uranin, Eosin und Pyranin gegen über Messungen 
ohlle diese Maßn.l.hme deutlich vermindert werden . Der Erfolg ist jedoch bei den 
einzelnen FarbstOffen unterschiedlich. Am wenigsten befriedigend ist die Verbesse­
rung der Selektivitit des Uraninn3chweises, so dlß hier noch Bedarf an anderen zu 
diesem Ziel führenJen Techniken besteht. 
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Summary 

Fluorescene excitat ion of the frequently used fluorescent water tr::tccrs Uranine. Eosine Jnd Pyra­
nine is strongly influenced by variat ions of th<.! pH of tracer solutions. Thisl.'ffe.:t which brinji:s ~bout 
v~ri31ions of the shapt" of e~cit~tion spt"clra (fig. 3-S) as weil as of intensity of lluoreS<:ence emissio n, 
can be used tO improve the sdC(tivedctC(tiun uf individua l dye tr::lccrs in theirmi.~lure 5. Me,lSU reI1lCTll ~ 
are pt"rformed using a spt"ctrofluorometer in the synchronous sc~nn ing mode, at pH values of ) 10, 
4.6 and 2. Adiu5lment of pH is made by addition of small amounts of buffer con~entr::ttes direclly to 
the cuvettes. An acelJle buffer is used fo r pH 4.6, while the pH of about 2;s obtaincd by ~ddition uf 
sulfuric ac id . To effect a pH of ) 10. a solution of EDTA·tetrasodium-salt is added to the ~;Imples. This 
reagent avoids prccipitJtion of hydroxides, carbonates, CIC. which would 5trongly sca\tcr light. and 
thercfore affl"ct the sensitivity of dYI"-detection. 

Using these techniques, Eosin can be quanti fi('d in the presence of l00-(old eonccntr.1tion of 
Uranine (fig. 10) nr more than looo-fold concent .... tion o! Pyranine (fig. 1 I). l'yrJnine (Jn be analySl'"o 
in the prestn(e of a ,O-fold concentralion of Uranine (fig. 12) and zoo-fold concentration 01' Eosin 
respt"ctivcly (fig. 13). The technique is les5 effC(live fordelC(tion of Ur::mine in the presenceof thcothcf 
twO dyes. This rcstric tion is based on the hCI that Ur::Inine can be m ... asured Jccur::tlely only in akali ne 
solutions which limits the applicability of pH manipulation techniques. 
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