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Quantitative Bestimmung von Uranin, Eosin und Pyranin
in Gemischen mittels Fluoreszenzmessung bei definierten

pH-Werten
Determination of Uranine, Eosin, and Pyranine in Mixtures under Control of the pH.
H. BEHRENS')
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1. Einfithrung

Uranin, Eosin und neuerdings auch Pyranin sind haufig in der Hydrologie als
Markierungsstoffe verwendete Fluoreszenztracer. Diese Substanzen sind saure Farb-
stoffe und sie liegen im pH-Bereich naturlicher Wisser 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 Uranin, Eosin und
Pyranin besondere Bedeutung fiir die Markierung des Wassers in porésen Medien der
ungesittigten und gesittigten Zone erlangt, wohin sich die Aktivitit der Markierungs-
anwendungen vom Ober%liichen- und Karstwasser her kommend ausgedehnt hat. Mic
dieser Entwicklung werden quantitativ immer anspruchsvollere Auswertungen von
Markierungsversuchen vorgenommen, wobei die mit Tracern erhaltenen Daten auch
in Auswertungen mit mathematischen Modellen eingehen. Daher bestehen hohe
Anforderungen an die Genauigkeit und Richtigkeit der Mellwerte von Tracerkonzen-
trationen. In zunehmendem Mafle werden auch bei Traceranwendungen in einzelnen
Gebieten gleichzeitig Markierungen an mehreren Stellen mit verschiedenen Tracern
vorgenommen, wodurch zwei und mehr Markierungsstoffe nebeneinander in einer
Beobachtungsstelle und in daraus entnommenen Wasserproben auftreten kénnen.
Hierdurch wird die Ausfithrung der Traceranalytik deutlich schwieriger. Aufgrund
dieser Situation besteht Bedarf an einer sicheren Beherrschung der Traceranalytik
sowohl fiir die einzelnen Tracer als auch fiir thre Mischungen.

Anwender der Tracermethoden haben jedoch hiufig aufgrund ihrer tachlichen
Orientierung nur unvollstindige Einblicke in die Tracernachweis-Technik und in die
vielfiltigen Einfliisse verschiedener Faktoren auf die Analytik. Dies hat immer wieder
ungeniigende oder falsche Ergebnisse von Tracermessungen zur Folge. Die hier
vorgelegte Arbeit setzt sich daher zum Ziel, wichtige Grundlagen der fluorimetrischen
Tracermessung von Uranin, Eosin und Pyranin darzustellen und damit Empfehlungen
fiir eine zuverlissige Ausfiihrung der Traceranalytik zu geben. Neben einer optimalen
Ausnutzung der instrumentellen Méglichkeiten (spektroskopische Differenzierungen
der verschiedenen Tracer) wird bei dieser Analytik insbesondere auch Gebrauch von
der Anderung der Fluoreszenz-Anregungsspektren mit pH-Wert-Verschiebungen
gemacht (spektrochemische Differenzierung der Tracer).

2. Grundlagen

Alle als Tracer verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sind organische Verbindungen
von relativ komplexem Aufbau (Fig. 1). Sie haben die Eigenschaft, in ihren Losungen
Energie in Form von Licht durch Absorption aufzunehmen und unter Anregung der
Molekiile in diesen voriibergehend zu speichern. Die Energie wird von den Molekiilen
sehr rasch unter weiteren Umwandlungen wieder abgegeben, und zwar wiederum als
Licht (Emission). Dieser Vorgang wird Fluoreszenz genannt. Dabei treten Energie-
verluste auf, sodal die emittierten Lichtquanten geringere Energie besitzen als die
zuvor absorbierten, d.h., das emittierte Fluoreszenzlicht ist langerwellig als das zur
Anregung absorbierte Licht (spektrale Verschiebung UV - Blau - Griin - Rot). Diese
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Fig. I: Struktur (Anionen) der Fluoreszenzeracer Uranin, Eosin und Pyranin,
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Fig. 2: Anderung der Struktur des Uranins in Losung beim Ansinern brw. Alkalisicren.

Darstellung ist bewuflt einfach gehalten, um nur die fiir ein Verstandnis der Analyuk
wichtigen Phinomene der Fluoreszenz anzudeuten. Detailliert wird darauf in der
beziiglichen Literatur (Lehrbiicher) eingegangen.

Fiir die Fluoreszenzeigenschaften sind in den Molekiilen strukturelle Details, ins-
besondere das System der Doppelbindungen ausschlaggebend. Die energetischen
Daten dieser Bindungen bestimmen die Quantenenergte bzw. die Wellen?&ingc so-
wohl des absorbierten wie des emittierten Lichts. Das bedeutet, da Fluoreszenzfarb-
stoffe je nach Molekiilart charakreristische Verteilungen sowohl des Anregungs- wie
des Fluoreszenzlichts (Spektren) aufweisen. Aufgrund dieser Spektren konnen ver-
schiedene Fluoreszenztracer identifiziert und qualitativ voneinander unterschieden
werden. Die Intensitit des emittierten Fluoreszenzlichts ist ein MaR fir die Konzen-
tration des betreffenden Farbstoffs. Leider weisen die Spektren der gebriuchlichen
Fluoreszenztracer sehr breite Peaks auf, die sich weitgehend uberlagern konnen.
Dadurch sind einer lediglich auf Spektren basierenden selektiven Tracerbestimmung
in Farbstoffmischungen Grenzen gesetzt.

Die Traceranalytik wird auerdem dadurch beeinfluft, daR die Farbstoffmolekiile
in Abhangigkeit vom pH-Wert verschiedene Formen ausbilden kénnen, wie es am
Beispiel des Uranins in Fig. 2 dargestellt ist. Dieser Vorgang ist reversibel, er kann
durch Ansiuern, Neutralisieren oder Alkalisieren in beliebiger Richtung und beliebig
oft wiederholt werden. Wesentlich ist, dall sich mit den damit verbundenen Struktur-
inderungen vor allem die Anregungsspektren indern. Die Form und Lage der Emis-
sionsspektren andert sich hingegen bei pH-Anderungen in der Regel nicﬁ[; aufgrund
der unterschiedlichen Fluoreszenzanregung indert sich jedoch die Hohe des Fluores-
zenzsignals, die fir die quantiative Tracerbestimmung ausschlaggebend ist.

Dies bedeutet einmal, dal bei Fluoreszenzmessungen nur dann eindeutige Ergeb-
nisse erhalten werden, wenn definierte pH-Werte eingehalten bzw. eingestellt wer-
den. Andererseits kann aber das auf pH-Anderungen unterschiedliche Ansprechen
verschiedener Fluoreszenztracer als wertvolles Hilfsmittel zur optimalen analytischen
Auflésung von Tracermischungen herangezogen werden.

Die Beeinflussung von Fluoreszenztracern durch pH-Anderungen wurde bereits
vielfach genutzt. Seit langem ist bekannt, dafl die griine Fluoreszenz des Uranins durch
Ansiuern zum Verschwinden gebracht werden kann (z.B. W. KAss, 1964). Von diesem
Vorgang wird jedoch haufig angenommen, daR Uranin durch Siure , zerstort" wird,
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wihrend tatsichlich die Fluoreszenz des Uranins durch anschlieffende Zugabe von
Alkali wieder zuriickgeholt werden kann. Die systematische Anwendung des pH-Ein-
flusses zur Analyse von Tracermischungen hat F. BAUER (1972) beschrieben. Durch
Siure nicht beeinfluBtes Sulforhodamin G bzw. B konnte so neben hohen Konzen-
trationen an Uranin durch Ansiuern der Proben auf pH = 2 stérungsfrei quantifiziert
werden.

2.1. Spektrale Eigenschaften der Fluoreszenztracer

Als Grundlage fiir das Verstindnis der in dieser Arbeit vorgestellten Analytik von
Fluoreszenztracern werden zunichst die spektralen Daten der einzelnen diskutierten
Farbstoffe vorgestellt. Die Spektren wurden mit dem Spektralfluorimeter PERKIN-
ELMER LS-5 aufgenommen. In diesem Gerit werden spektrale Vertilschungen
infolge der von den Wellenlingen abhingigen Emission der Lichtquelle und infolge
der ebenso abhingigen Durchlissigkeit des Anregungsmonochromators durch eine
Ratioanordnung korrigiert. Als EinfluR auf die Form der Spektren verbleibt lediglich
die sich weniger auswirkende Aufprigung der Empfindlichkeitskurve des Detektor-
systems. Voll korrigierte, d.h. absolute Spektren, sind allerdings fir die Bestimmung
von Fluoreszenztracern auch entbehrlich, da immer durch Vergleich mit Referenz-
proben analysiert wird, die den gleichen Einfliissen unterliegen.

2.1.1. Uranin-Spektren

In Fig. 3 sind die Fluoreszenz-Anregungsspektren einer UraninlGsung bei verschie-
denen pH-Werten und das an der gleichen Losung erhaltenen Fluoreszenz-Emissions-
spektrum dargestellt. Das maximale Fluoreszenzsignal, von dem bei der quantitativen
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Fig. 3: Uranin: Fluoreszenz-Anregungsspektren (ansgezogene Linien) bet verschicdenen pH-Werten sod
Fluoreszenz-Ermnissionsspektren (strichlieree Linic).
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Bestimmung von Uranin allgemein ausgegangen wird, liegt nur bei entsprechend
alkalischen Losungen vor. Bei Herabsetzung des pH-Wertes verindert sich das An-
regungsspektrum in der in Fig. 3 dargestellten Weise; die mit der Ansiuerung zuriick-
ge];ende Anregung hat eine entsprechende Abnahme des Fluoreszenzsignals zur
Folge. '
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Fig. 4: Fosin: Fluoveszenz-Anregungsspektren (ausgezogene Linien) bei verschicdenen pH-Werten aend
Fluoreszenz-Emnissionsspek trim (strichlierte Linte).

[] T T T T T

PYRANIN

FLUORESZENZ INTENSITAT

1 1 -

250 300 350 400 450 500 550 600
WELLENLANGE (nm)

Fig. 5: Pyranmin: Ffuoreszenz-Anrc'grmgsspckrrwr fmﬂgc'zag:'m' Linien) ber verschiedenen pH-Werten el

Fluoreszenz-Emissionsspekerum (strichlierte Linie).
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2.1.2. Eosin-Spektren

Die Anregungs- und Emissionsspektren des Eosins sind in Fig, 4 dargestellt. Es ist
ersichtlich, dall oberhalb von pH=5 konstante spektrale Eigenschaften vorliegen,
wihrend sie sich unterhalb dieses pH-Wertes mit seiner Variation laufend indern.

2.1.3. Pyranin-Spektren

Aus den Anregungsspektren (Fig. 5) ergibt sich, daRl oberhalb von pH=10 und
unterhalb von pH=5 eindeutige Spektren vorliegen, und daR mit weiterem Alkalisie-
ren bzw. Ansauern keine weiteren spektralen Anderungen eintreten. Die beiden
Grenzformen des Anregungsspektrums sind darin begriindet, da@ Pyranin in zwei
verschiedenen Formen vorkommt. Oberhalb pH-10 und unterhalb pH=5 existiert
jeweils nur eine von beiden, zwischen diesen pH-Werten liegen Gemische dieser
beiden Formen vor. In diesem Bereich ergibt sich das Anregungsspektrum durch
Addition der Einzelspektren und es variiert entsprechend vielfiltig mit pH-Anderun-
gen.

2.2. Gerite- und Mefitechnik

In Fluorimetern wird zur Erzielung optimaler MeRergebnisse fir die jeweils zu
analysierenden Farbstoffe Licht geeigneter Wellenlinge durch Filter bzw. Monochro-
matoren ausgefiltert. Wahrend bei der Messung eines einzelnen Tracers die Filteraus-
wah! bzw. die Monochromatoreinstellung gegebenen Diskriminierung Gebrauch
gemacht.

2.2.1. Filterfluorimeter

In Filterfluorimetern dienen unterschiedliche Filterarten zur festen Einstellung der
Wellenlingen. Besonders gut hat sich eine Kombination von Interferenz-Bandtiltern
als Anregungsfilter und von Glas-Kantenfiltern als Emissionsfilter bewihrt
(H. BEHRENS, 1971). Mit Filterfluorimetern konnen keine Spektren erhalten werden:;
die aus der Spektralfluorimetrie gewonnen Erkenntnisse uber den Eintlufl des
pH-Wertes aufdic Spektren sind jedoch eine wichtige Grundlage fiir eine optimale
Ausfithrung der Filterfluorimetrie.

2.2.2. Spektralfluorimeter

In Spektralfluorimetern dienen Gitter- oder auch Prismenmonochromatoren zur
beliebigen Auswahl von Licht geeigneter Wellenlange zur Anregung der Fluoreszenz
bzw. zur Messung der Fluoreszenzsignale. Beim Durchfahren (,,Scannen™) von be-
stimmten Wellenlingenbereichen werden die entsprechenden Spektren erhalten.

2.2.3. Scan-Methoden

Beim Scannen des Emissionsmonochromators unter konstanter Beibehaltung einer
Anregungswellenliange werden mit der Anderung des Detektorsignals die Fluores-
zenz-Anregungsspektren erhalten. Umgekehrt ergeben sich beim Scannen des Anre-
gungsmonochromators und konstant gehaltener Emissionswellenlange ebenfalls tber
das Detektorsignal die Fluoreszenz-Anregungsspektren (Fig. 2-4). Als besonders lei-
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spektren bei verschiedenen pH-Werten;
Monochromator-Abstand: 58 nm, Spalt-
breiten: 10/5 nm.
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stungsfihiges Nachweisverfahren fiir Fluoreszenztracer wurde die sog. Synchron-
scan-Methode entwickelt (H. BEHRENS; 1970, 1971); die Entwicklung erfolgte unab-
hingig und etwa gleichzeitig mit entsprechenden Arbeiten zur Fluoreszenzanalyse
von anderen Stoffgruppen durch J. B. F. LLOYD (1971). Dieses Verfahren, bei dem
beide Monochromatoren gleichzeitig in einem konstanten Wellenlingen-Abstand (als
AM = ..nm angegeben) gescannt werden, liefert verfilschte Fluoreszenzspektren, die
im Vergleich zu konventionellen Fluoreszenzspektren vorteilhaft eine erhdhte spek-
trale Auflosung und einen geringeren Streulichtuntergrund aufweisen. Synchronspek-
tren von Uranin, Eosin und Pyranin sind in ihrer Abhingigkeit vom pH-Wert in
Fig. 6-9 dargestellt.

3. Traceranalytik unter gezielter pH-Beeinflussung

Die vorgestellten spektralen Eigenschaften der Fluoreszenztracer Uranin, Eosin und
Pyranin erweisen relativ breitbandige Spektren, die sich so stark tberlagern konnen,
dalk der Nachweis eines jeweils interessierenden Tracers in Anwesenheit eines oder
beider anderen Tracer erheblich beeintrichtigt werden kann. Die Variation der Spek-
tren mit dem pH-Wert erméglicht es jedoch, diese Beeintrichtigungen zu reduzieren
und teilweise nahezu vollstindig aufzuheben. Auch fiir den Nachweis einzelner Tracer
ist die Beriicksichtigung des pH-Wertes von Bedeutung. So sollte Uranin bei
rH-Wencn von ) 9 gemessen werden, da bei kleineren pH-Werten schwer kontrol-
ierbare Abnahmen der Fluoreszenzintensitit dieses Farbstoffs auftreten. Ebenso
sollte der pH-Wert beim Nachweis des Eosins moglichst ) 6, mindestens aber ) 4,6
sein. Das Fluoreszenzsignal des Pyranins ist entweder bei pH-Werten > 10 (A e =
452 nm) oder bei pH-Werten { 5 (Ancgung = 402 nm) unabhingig von pH-An-
derungen. Die nachfolgend vorgestellten Empfehlungen fiir die Traceranalytik unter
pH-Beeinflussung  beziehen  sich aut  spektralfluorimetrische ~ Messun-
gen unter Anwendung des Synchronscan-Verfahrens. Eine entsprechende Anwen-
dung der pH-Einstellung bei der Messung mit Filterfluorimetern wird gesondert
behandelt (H. BEHRENS, in Vorbereitung).

3.1. Nachweis von Uranin neben Eosin

Die quantitaive Bestimmung des Uranins erfordert die Einstellung alkalischer Ver-
haltnisse in der Probenldsung. Da die Fluoreszenz des Eosins bei diesen pH-Werten
ebenfalls voll entwickelt ist, besteht keine Méglichkeit zur Unterdriickung storender
Eosinfluoreszenz durch pH-Einstellung, Eine Eliminierung des Eosinbeitrages zum
Uraninmelwert kann daher nur rechnerisch erfolgen (W. KAss, 1982; H. BIHRINS,
1982). Ein Verfahren zur Eliminierung der Eosin%luoreszenz in Uranin/Eosin-Mi-
schungen steht lediglich mit der selektiven photolytischen Zersetzung des Eosins zur
Verfiigung (H. BEHRENS, 1982).

3.2. Nachweis von Eosin neben Uranin
Zum Nachweis von Eosin neben Uranin wird von der Tatsache Gebrauch gemacht,

dafl die Fluoreszenz von Uranin mit dem Ansiuern bereits im Neutralbereich stark
zuriickgeht, wihrend die des Eosins erst in stirker saurer Losung beeinflullt wird. Als
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gunstig fiir die Messung wird pH-4,6 bei AL = 23 nm empfohlen. Durch Kalibrierung
mit einem Eosinstandard ebenfalls bei diesem pH wird der geringfiigige Riickgang der
Eosinfluoreszenz vollkommen eleminiert. Der EinfluR des Uranins in verschiedenen
Konzentrationen auf niedrig konzentriertes Eosin unter diesen Meflbedingungen in
Fig. 10 dargestellt. Es ist zu erkennen, daf trotz deutlicher Unterdriickung der
Uraninfluoreszenz ein storender Uraninpeak bei ca. 505 nm verbleibt. Bei einer etwa
30fachen Uraninkonzentration gegeniiber Eosin ist die Grenze der visuellen Erkenn-
barkeit der Anwesenheit von Eosin erreicht. Mit einer zusitzlichen rechnerischen
Auswertung lif8tsich Eosin schlieRlich bei einem noch zehnmal groferen Uraniniiber-
schuf} bestimmen.

3.3. Nachweis von Uranin neben Pyranin

Der Nachweis mull wiederum in alkalischer Lsung (pH = 10) erfolgen, es wird
Synchronscan mit AA = 23 nm angewandt. Der Uraninnachweis wird unter den
vorliegenden MeRbedingungen durch einen Fluoreszenzpeak des Pyranins mit Ma-
ximum bei 493 nm gestort, dessen EinfluR wie bereits frither beschrieben (H. BiHRIENS
et al., 1986) rechnerisch weitgehend eliminiert werden kann. Ein Korrekturwert dazu
wird durch eine bei pH <5 vorgenommene Pyraninmessung, die durch Uranin
weniger gestort wird (s. 3.5.), erhalten:

Skel, = Skel,, - Skely
EaV Skl

Vi, Skl .
Skl Uranin-Nettosignal (Peakhéhe) bei 512 nm
Sktlub Uranin-Bruttosignal bei 512 nm AA = 23 nm, pH 2 10)
Skel, Pyraninsignal bei 510 nm (AA = 108 nm, pH £5)
V. Verstirkung bei der Messung von Sktl,
A Verstirkung bei der Messung von Skl

8
Sktlpv. Signal eines Pyraninstandards bei 512 nm (AA = 58 nm, pH 2 10)
Skel, . Signal des gleichen Pyraninstandards bei 510 nm (AL = 108 nm, ph £ 5)

Bei Verwendung von Quarzkiivetten ist unter den angegebenen MeRbedingungen
im Bereich der Uraninfluoreszenz ein relativ starkes, vom Pyranin stammenjes und
aulerordentlich storendes Signal zu beobachten. Es ist dies ein Fluoreszenzspektrum
zweiter Ordnung, dessen Anregungsmaximum bei 240 nm liegt (in Fig. 5 am linken
Bildrand noch erkennbar). Dieses Signal a8t sich durch ein UV-Sperrfilter (z. B.
SCHOTT WG 320) vollkommen unterdriicken. Bei der Verwendung von Kiivetten
aus optischem Glas tritt eine solche Filterwirkung auch bereits aufgrund der UV-
Undurchlissigkeit dieses Materials ein. Es sollte trotzdem auch in diesem Fall, so wie
es in den in dieser Arbeit beschriebenen Messungen geschah, grundsitzlich ein
UV-Sperrfilter eingesetzt werden. Nachteile konnen dadurch nicht eintreten, da alle
!benu:zten Anregungs- und Emissionswellenlingen im sichtbaren Spektralbereich
iegen.
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3.4. Nachweis von Eosin neben Pyranin

Fiir diese Mefaufgabe wird die Messung des Eosins in leicht saurer Losung bei
pH=4,6 mit AA = 23 nm empfohlen. Unter dieser Bedingung ist der Einfluf des
Pyranins so weit unterdriickt, da Eosin noch in Anwesenheit der 1.000-fachen
Konzentration an Pyranin eindeutig bestimmt werden kann (s. Fig. 11). Die Kalibrie-
rung ist wiederum mit einem Eosinstandard des gleichen pH-Wertes vorzunehmen.

I LI

EQSIN, 0,1 ppb

FLUORESZENZINTENSITAT
PYRANIN

FLUORESZENZINTENSITAT

1 | | L
450 500 550 600 450 500 550 600

WELLENLANGE (nm) WELLENLANGE {nm)
Fig. 10: Synchronscan-Fluoreszenzspektren von Fig. 11: Synchronscan-Fluoreszenzspektren von
Mischungen von Eosin (0,1 ppb) mit Mischungen von Eosin (0,1 ppb) mit
Uranin in den Konzentrationen Pyranin in den Konzentrationen
0 ppb (a), 0,1 ppb (b) und C,5 ppb (c) bet 0 ppb (a), 10 ppb () wnd 100 ppb (c) bet
pH=4.6; Monochromator-Abstand: pH=4,6; Monochromator-Abstand:
23 nm, Spaltbreiten: 10/5 nmn. 23 nm, Spaltbreiten: 10/5 nm.

3.5. Nachweis von Pyranin neben Uranin oder Eosin

Der Nachweis von Pyranin neben Uranin erfolgt zweckmiflig in sauer Losung bei
pH=4,6 und Synchronscan mit AA = 108 nm (Fig. 12). Die hierbei noch zu beobach-
tende Uberlagerung des Pyraninpeaks durch ein vom Uranin stammendes Signal lit
sich weitgehend rechnerisch eliminieren. Dazu wird unter den gleichen MeRbedin-
gungen an einer reinen Uraninldsung das Verhiltnis des Fluoreszenzsignals bei 510
nm zu dem bei 545 nm gebildet. Mit dem so ermittelten Faktor wird das in Pyranin/
Uranin-Mischungen bet 545 nm erhaltenen Signal multipliziert und der resultierende
Betrag vom Fluoreszenzsignal bei 510 nm abgezogen. Es verbleibt das Netto-Pyra-
ninsignal. Pyranin kann so noch bei einem mehr als 50-fachen Uberschuf von Uranin
quantifiziert werden. Neben Eosin wird Pyranin in gleicher Weise, jedoch bei einem
pH-Wert von ca. 2 nachgewiesen. Im Gegensatz zur Beeinflussung durch Uranin wird
auch bei einem mehr als 200-fachen Uberschuff an Eosin die Héhe des Pyraninpeaks
noch nicht merklich beeinflu3t (Fig. 13); es tritt allerdings auf der lingerwelligen Seite
des Pyraninpeaks eine Erhohung des Untergrundes ein.
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Fig. 12: Synchronscan-Fluoreszenzspektren von Fig. 13: Synchronscan-Fluoreszenzspektren von
Mischungen von Pyranin (0,2 ppb) mit Mischungen von Pyranin (0,2 ppb) mit
Uranin in den Konzentrationen Eosin in den Konzentrationen 0 ppb (a),
0 ppb (a), I ppb.(b) und 2ppb (c) bei 10 ppb (b) und 50 ppb (c) bei pH=2;
pH=4,6; Monochromator-Abstand: Monochromator-Abstand: 108 nm,

108 nm, Spaltbreiten: 10/5 nm, Spaltbreiten: 10/5 nm.

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

Fiir Uranin, das nur in alkalischer Losung bestimmt werden kann, besteht keine
M@glichkeit der Verbesserung seiner Erkennbarkeit neben den beiden anderen Farb-
stoffen, wenn diese in wesentlich mehr als eine GroRenordnung hoheren Konzentra-
tion vorliegen. Darunter kann die Uberlagerung des Uranins durch Eosin- und
Pyraninfluoreszenz weitgehend rechnerisch in der bereits beschriebenen Weise kor-
rigiert werden, wenn die beiden anderen Farbstoffe zuvor unter Zuhilfenahme der
beschriebenen Methoden quantifiziert wurden. Eosin (Messung mit Synchronscan bei
AMX = 23 nm) wird von den beiden anderen Farbstoffen nur durch Uranin stérend
iiberlagert, wihrend von Pyranin noch vielfache Konzentrationen ohne Wirkung
bleiben (s. 3.4.). Fiir einen Eosinnachweis in den terniren Tracermischungen kann
daher zumeist wie unter 3.2. beschrieben verfahren werden.

Wahrend Pyranin in saurer Lésung bei gleichzeitiger Anwesenheit von Uranin und
Eosin in bis zu 100-fach hoheren Konzentrationen noch qualitativ erkannt werden
kann, gestaltet sich seine quantitative Bestimmung in diesem Fall schwieriger. Bei
nicht zu hohem Uberschul} an den beiden stérenden Farbstoffen kann sie jedoch
ebenfalls in Anlehnung an die unter 3.5. gegebenen Empfehlungen vorgenommen

werden.
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4. Die Einstellung von definierten pH-Werten

Bei der gezielten pH-Einstellung zur Optimierung des Tracernachweises in Ge-
mischen werden die pH-Werte »9 bzw. )10, 4,6 und ca. 2 bevorzugt benétigt. Es
wurde angestrebt, diese pH-Werte unter minimaler Probenverdiinnung einzustellen.
Es sollten diese pH-Werte auch vorzugsweise direkt in der Melkiivette eingestellt
werden, um ein besonders rationelles Arbeiten zu erméoglichen.

Die vor allem in der Biochemie verwendeten Pufferlosungen, tir die vielfach
Rezepte angegeben werden, und die auch “gebrauchsfertig” im Handel erhiltlich sind,
erwiesen sich als wenig geeignet, da zu grofle Volumina zur Erzielung eindeutiger
pH-Werte zu den Proben zugesetzt werden missen. Eine gute Arbeitsgrundlage
wurde statt dessen mit der Herstellung und Verwendung von Pufterkonzentraten
gefunden.

Zur Einstellung des pH=4,6 in einem Kalkschotterwasser wird zum Kivetteninhalt
von 3,5 ml ein Acetatpuffer (5,5 M Essigsaure, 4,5 M Kaliumacetat) in einer Menge
von 20 pl hinzugegeben. Bei Messungen an ausgesprochen sauren oder alkalischen
Wissern kann eine Variation des Essigsaure/Kaliumacetat-Verhiltnisses angezeigt
sein. Die Einstellung des gewiinschten pH-Wertes sollte von Zeit zu Zeit an groferen
Probenvolumina mit dem dquivalenten Pufferzusatz iiberpriift werden.

Die zur Kiivette zugesetzte Puffermenge ist so klein, dal die dadurch hervorgeru-
fene Verdliinnung meist vernachlissigt werden kann. Wird die Verdinnung aber
rechnerisch beriicksichtigt, so scheidet sie als Fehlerquelle vollkommen aus.

Zur Einstellung stark alkalischer Verhiltnisse wurde eine optimale Lésung mit dem
Zusatz des Tetra-natriumsalzes der Ethylen-diamin-tetraessigsaure (EDTE) zu den
Wasserproben gefunden. EDTE hat auller der pH-Verinderung keinen Einflul aut
die Fluoreszenz von Farbtracern und es fluoresziert auch selbst nicht. Im Gegensatz
zur Verwendung von NaOH, Ammoniak u.d. zur Einstellung erhdhter pH-Werte
bleiben die Probenlésungen mit EDTE-Salz vollkommen klar, da EDTE komplexie-
rend auf sonst ausfallende Hydroxide, Karbonate, u.. wirkt. Dadurch wird eine sonst
eintretende Erhdhung des Untergrundsignals durch Lichtstreuung vermieden. Es wird
eine Losung von 10 g des EDTE-tetra-natriumsalzes in 10 ml Wasser verwendet, In
einem Kalkschotter-Wasser wird durch den Zusatz von 20 pl zu 3,5 ml Probe der
pH-Wert auf )10 erhoht.

Die Einstellung stark saurer Verhiltnisse, z.B. pH ca. 2, kann schlieflich in bewihr-
ter Weise durch Zusatz von kleinen Mengen an konzentrierter Schwefelsaure erfolgen.

5. Zusammenfassung und Schluf}folgerung

Durch Fluoreszenzmessungen bei gezielt eingestellten pH-Werten kann die gegen-
seitige Storung des Nachweises von Uranin, Eosin und Pyranin gegeniiber Messungen
ohne diese MaRBnahme deutlich vermindert werden. Der Erfolg ist jedoch bei den
einzelnen Farbstoffen unterschiedlich. Am wenigsten befriedigend ist die Verbesse-
rung der Selektivitit des Uraninnachweises, so daf hier noch Bedarf an anderen zu
diesem Ziel filhrenden Techniken besteht.

128



Literatur

BAUER, F. (1972): Untersuchungen iiber die Verwendbarkeit von zwei Fluoreszenzfarbstoffen im
Rahmen eines Firbeversuchs.- Geol. |b., C2, 61-73, Hannover.

BeHRENS, H. (1970): Zur Messung von Fluoreszenzfarbstoffen.- Jahresber. 1969 des GSF-Instituts fiir
Radiohydrometrie, 92-95, Miinchen-Neuherberg.

BEHRENS, H. (1971): Untersuchungen zum quantitativen Nachweis von Fluoreszenzfarbstoffen bei
ihrer Anwendung als hydrologische Markierungsstoffe.- Geologica Bavarica, 64, 120-131,
Miinchen.

BEHRENS, H. (1982): Verfahren zum qualitativen und quantitativen Nachweis von nebeneinander
vorliegenden Fluoreszenztracern.- Beitr. z. Geologie der Schweiz, 28, 39-50, Bern.

BEHRENS, H., Ch. LEIBUNDGUT, P. THEODORATOS & A. VITORIOU-GEORGOULL (1986): Tracer Expe-
riments and results of the experiment: Tracing with fluorescent tracers. In: Karst Hydrogeology
of the Eastern and Central Peloponnesus.- Steir. Beitr. z. Hydrogeologie, 37/38, Graz.

KAss, W. (1964): Die unmittelbare Bestimmung von Uranin-Spuren bei Firbeversuchen.- Steir. Beitr.
z. Hydrogeologie, 15/16, Graz.

Kass, W. (1982): RoutinemiBige Bestimmung von zwei Fluoreszenztarbstotfen nebeneinander.- Beitr.
z. Geologie d. Schweiz, 28, 51-62, Bern,

LLoYp, J. B. F. (1971): Synchronized Excitation of Fluorescene Emission Spectra.- Nature, Phys. Sci.,
231, 64 S., London.

Summary

Fluorescene excitation of the frequently used Hluorescent water tracers Uranine, Eosine and Pyra-
nine is strongly influenced by variations of the pH of tracer solutions. This effect which brings about
variations of the shape of excitation spectra (fig. 3-5) as well as of intensity of fluorescence emission,
can be used to improve the selective detection of individual dye tracers in their mixtures. Measurements
are performed using a spectrofluorometer in the synchronous scanning mode, at pH values of ) 10,
4.6 and 2. Adjustment of pH is made by addition of small amounts of buffer concentrates directly to
the cuvettes. An acetate buffer is used for pH 4.6, while the pH of about 2 is obtained by addition of
sulfuric acid. To effect a pH of » 10, a solution of EDTA-tetrasodium-salt is added to the samples. This
reagent avoids precipitation of hydroxides, carbonates, ete. which would strongly scarter light, and
therefore affect the sensitivity of dye-detection.

Using these techniques, Eosin can be quantified in the presence of 100-fold concentration of
Uranine (fig. 10) or more than 1000-fold concentration of Pyranine (fig. 11). Pyranine can be analysed
in the presence of a 50-fold concentration of Uranine (fig. 12) and 200-fold concentration of Eosin
respectively (fig. 13). The technique is less effective for detection of Uranine in the presence of the other
two dyes. This restriction is based on the fact that Uranine can be measured accurately only in alcaline
solutions which limits the applicability of pH manipulation techniques.
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