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Abstract: The selective detection of individual fluorescent

dye tracers in mixtures of several dyes is limited by the
overlap of the spectra. Therefore additional seperation steps
must be introduced into the analytic procedure. The idea of
these techniques was to leave the tracer of interest in so-
lution in its original concentration, while removing or su-
pressing interfering tracers. The techniques are based on the
different response of the fluorescent dye tracers to pH-changes,
on their different adsorption behaviour, and on their different
sensitivities to photolysis. With help of these procedures it
is possible e.g. to detect uranine qualitatively and quantita-
tively in the presence of high concentrations of eosine as

well as to detect eosine in the presence of amidorhodamine G.

1. Einfilhrung

Gerade die relativ hohe Empfindlichkeit, die Schnelligkeit und
die Einfachheit sowie die Eindeutigkeit des instrumentellen
Nachweises von Fluoreszenztracern haben eine neue Problematik
mit sich gebracht. Sie haben ndmlich dazu gefithrt, daB immer
mehr mehrere Fluoreszenztracer in Multitracerexperimenten neben-
einander eingesetzt werden. Damit gilt es nun, aus Tracergemi-
schen, die zundchst immer wdsserige Losungen sind, die einzel-

nen Komponenten zu ermitteln und zu guantifizieren, auch wenn -
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sie in sehr unterschiedlichen Konzentrationen vorliegen und ge-
genseitig bis zur Nichterkennbarkeit iUberlagert werden. Daher
bedingt jede quantitative Bestimmung eines Einzeltracers aus Ge-
mischen aber auch seine qualitative Identifizierung. Nach MOg-
lichkeit wird man bemiiht sein, diese Aufgabe weiterhin rein in-
strumentell zu l1l&sen, d.h. unter Ausnutzung der spektralen Ei-
genschaften der Fluoreszenztracer mit Hilfe der Spektralfluori-
metrie. Da diesem Bemiihen aber durch die groBe spektrale Breite
sowohl der Anregungs- wie der Emissionsbereiche der Fluores-
zenztracer Grenzen desetzt sind, muBten Verfahren zur Auftren-
nung der Gemische entwickelt werden. Diese beruhen hauptsdch-
lich auf in der Analytik erprobten Arbeitstechniken wie der
Chromatographie oder der Extraktion (ROCHAT et al. 1975, BUB

et al. 1979). Sie konnen aber auch mit der vorangehenden Ab-
scheidung der Fluoreszenztracer aus dem Probenwasser, z.B. an

Aktivkohle, kombiniert werden (BAUER 1967, 1972; PERLEGA 1976).

In diesem Beitrag werden Techniken besprochen, bei denen die
zu bestimmenden Tracer in der ursprilinglichen Konzentration im
Probenwasser zur spektralfluorimetrischen Bestimmung verblei-
ben. Durch geeignete MafBnahmen sollen die jeweils stdrenden
Tracer unterdrlickt bzw. abgetrennt werden. Diese Techniken
stitzen sich auf bekannte Eigenschaften der Fluoreszenztracer,
die im allgemeinen als st&rend oder nachteilig angesehen wer-
den, ndmlich der pH-Abhdngigkeit der Fluoreszenz, dem Adsorp-
tionsverhalten und der Lichtempfindlichkeit dieser Substanzen.
Die Verfahren sollten im ibrigen geeignet sein, groBe Proben-
serien ohne grofBlen zeitlichen Aufwand durch nicht hochspezia-

lisiertes Personal zu untersuchen.

2. Instrumenteller Nachweis von Fluoreszenztracern

Der instrumentelle Nachweis erfolgt zweckmdBig mit einem Spek-
tralfluorimeter. Die Lage der Emissions- oder auch der Anregungs-
spektren ergibt die erforderlichen qualitativen und die H&he
{Intensitdt) der Spektren die quantitativen Informationen flir

den Tracernachweis. Als besonders zweckmdB8ig hat sich das Syn-
chron-Scan-Verfahren erwiesen, das folgende Vorteile bietet
(BEHRENS 1971 und 1973):
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- Wasserproben koénnen mit einem einzigen Spektrum z.B. auf die
Tracer Uranin, Eosin, Amidorhodamin G und Rhodamin B (bzw.
Sulforhodamin B und Rhodamin WT) {iberpriift werden. Fiir weitere
Tracer wie Pyranin, Amidoflavin u.a. genligen wenige andere Ge-

rdteeinstellungen.

- Die Fluoreszenzspektren werden bei diesem Verfahren gegenliber
den "echten" Emissionsspektren in der Weise "verfdlscht", daB
.sie etwas schmalbandiger werden (s. Fig. 1). Dies kommt der
Forderung nach mdglichst guter Trennung einzelner Tracer un-

tereinander entgegen.

- Der den Nachweis von Tracern in niedriger Konzentration sto-
rende und begrenzende Streulichtuntergrund ist bei diesem Ver-
fahren besonders niedrig. AuBerdem gestatten die erhaltenen
Spektren die Beurteilung und die Subtraktion des Streulicht-
untergrundes jeder individuellen Probe; dies ist bei normalen
{mit fester Anregungswellenldnge aufgenommenen Fluoreszenz-
spektren) weitaus weniger m&glich. Die Raman-Streuung am LO&-
sungsmittel Wasser tritt bei den meisten gebrduchlichen Ge-
rdteeinstellungen fiir das Synchron-Scan-Verfahren iiberhaupt

nicht in Erscheinung und entfdllt somit als Stdreffekt.
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Fig. 1 Vergleich von Anregungsspektrum (a), Emissionsspektrum

(b) und Synchron-Scan-Spektrum (c) des Farbtracers
Amidorhodamin G.
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Ohne jede gegenseitige Stérung konnen auf diese Weise die im
Spektrum relativ weit auseinanderliegenden Tracer Uranin und
Rhodamin B in nahezu beliebigen Konzentrationsverh&dltnissen ne-
beneinander nachgewiesen werden. Bei spektral enger benachbar-
ten Tracergemischen wie Amidorhodamin G/Rhodamin B treten Uber-
lagerungen auf; durch eine Korrekturrechnung, wie sie von KASS
(1967) fiur Absorptionsspektren angegeben wurde, koénnen die An-

teile der einzelnen Tracer der Mischung ermittelt werden (Fig.2).
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Fig. 2 Korrekturverfahren zur Bestimmung der Konzentrationen
der Einzelkomponenten aus dem Fluoreszenzspektrum einer
Mischung von Amidorhodamin G und Rhodamin B. Als MeB-
ergebnis wird die &duBere Kurve (entspricht der Summen-
kurve) erhalten. Jq und Jp sind die PeakhOhen der ein-
zelnen Farbtracer.

Diese Methode 1&Bt sich entsprechend auch auf Mischungen von
drei und mehr Farbstofftracern ausdehnen. Sowohl mit groBerer
Komponentenzahl wie auch mit zunehmenden Unterschieden in den
Konzentrationen der Komponenten nehmen die MeBfehler zu. Bel Ge-
mischen von sehr eng im Spektrum benachbarten Fluoreszenztra-
cern wie Uranin/Eosin oder Eosin/Amidorhodamin G 148t sich ohne
zusdtzliche Probenbeeinflussung bzw. Trennverfahren keine ein-

wandfreie Analyse durchfiihren.

Auf die Analytik mit Filterfluorimetern soll hier nicht né&her
eingegangen werden. Ihr wesentlicher Unterschied zur Spektral-
fluorimetrie ist darin zu sehen, daB die qualitative Informa-

tion iber die Herkunft des MeBsignals nicht gegeben ist; damit
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beschrinkt sich die Filterfluorimetrie auf die Konzentrations-

messung von einzelnen bekannten Tracern.

3. Selektive Tracernachweise mit chemischer oder physikalischer

Probenbehandlung

3.1 Fluoreszenzbeeinflussung durch pH-Wert-Verdnderung

Die Fluoreszenzintensitdt von Fluoreszenztracern ist vom pH-Wert
ihrer wdsserigen LOsungen abhangig. Besonders augenféliig ist
diese Erscheinung bei Uraninldsungen, deren Fluoreszenz durch
Ansduern weitgehend verschwindet (KASS 1964). Andere Fluores-
zenzfarbstoffe, z.B. die Rhodamine, reagieren sehr viel weni-
ger auf pH-Wertverschiebungen (MOSER und SAGL 1967). Von BAUER
(1972) wurde diese Erscheinung erstmals systematisch zur Ver-
besserung des Nachweises von nebeneinander vorliegendem Uranin
und Sulforhodamin G bzw. B durch Messung der Proben sowohl in
neutraler (pH=8) sowie in schwefelsaurer LOsung (pH=2) heran-

gezogen.

Die Fluoreszenz des Eosins wird &dhnlich der des Uranins durch
starkes Ansduern geldscht, so daB auf diese Weise Amidorhoda-
min G (identisch mit Sulforhodamin G) und andere Rhodamine vol-
lig stdrungsfrei neben htheren Konzentrationen an Eosin nach-

gewiesen werden kdnnen.

Die Fluoreszenz des Eosins wird erst bei stdrkerem Ansduern ge-
16scht als die des Uranins (s. Fig. 3). Aufgrund dieser Tatsache
kann durch definiertes Ansduern der Proben auf pH-Werte zwischen
5 und 5,2 durch Zusatz eines Azetatpuffers Eosin neben hdheren

Konzentrationen von Uranin nachgewiesen werden.

Die detaillierte Untersuchung des pH-Werteinflusses auf die Fluo-
reszenzeigenschaften der Farbtracer zeigt weiter wenig beriick-
sichtigte Details. Es ist erkennbar, daB die Anderungen der Fluo-
reszenzintensitdt vor allem auf Verdnderungen der Anregungsspek-
tren beruhen, die mit pH-abhdngigen Strukturdnderungen der Farb-
stoffmolekiile einhergehen. Die Emissionsspektren werden dagegen
durch pH-Anderungen weitaus weniger beeinfluBt. So verschwindet
beim Uranin mit dem Ans&duern zwar die Lichtabsorption mit dem
Maximum bei 495 nm, gleichzeitig tritt aber ein neuer und mit

dem Ansduern zunehmender Absorptionspeak bei 440 nm auf (BEHRENS
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Fig. 3 Abhédngigkeit der Flureszenzintensitdt des Uranins und
des Eosins vom pH-Wert; flir Uranin bei zwei verschie-
denen Anregungswellenldngen (438 und 493 nm).

1971). Somit kann Uranin in stark saurer L&sung durch Anregung
bei 440 nm wieder zum Fluoreszieren gebracht werden (s. Fig. 3),
wenn auch mit einer etwas geringeren Intensitdt als in neutra-
ler bis alkalischer LOsung mit Anregung bei 495 nm. Da in stark
saurer LOsung die Fluoreszenz des Eosins unterdriickt bleibt,
kann auf dieser Basis auch Uranin neben hdheren Konzentrationen
an Eosin nachgewiesen werden, was bisher als ungeldstes Problem
galt.

3.2 Probenbehandlung durch Adsorption

Als organische Substanzen, die in ihren Molekiilen verschiedene
polare funktionelle Gruppen tragen, neigen die verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffe unterschiedlich stark zur Adsorption aus
den wdsserigen LOsungen an verschiedenen Materialien, so auch
an Mineralien. Diese Adsorption hat weitgehend den Charakter
eines reversiblen Ionenaustauschs, der an Mineralien vor allem
als Kationenaustausch auftritt. Daher wird das anionische Ura-
nin nur geringfigig an Mineralien adsorbiert, wdhrend das stark
basische Rhodamin B extrem stark fixiert wird. Amidorhodamin G

und Sulforhodamin B, in denen der basische Charakter durch
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Sulfonsduregruppen z.T. neutralisiert wird, nehmen eine Mittel-
stellung ein; jedoch werden sie an Mineralien durch reversible
Adsorption so stark zurilickgehalten, daB sie ebenso wie Rhodamin
B als ideale Wassertracer in Lockergesteinen nicht in Frage
kommen. Eosin liegt als Anion vor und wird generell wenig, aber

doch etwas stdrker als Uranin an Mineralien fixiert.

Die Unterschiede im Adsorptionsverhalten der Farbtracer, das
bei den Markierungsverfahren allgemein als unerwlinschte Sto-
rung gilt, konnen in der Analytik zum selektiven Tracernach-
wels ausgeniitzt werden. Verschiedene Materialien, u.a. auch
synthetische Kationenaustauscher, wurden auf ihre Trenneigen-
schaften fir Farbtracergemische untersucht. Als besonders glin-
stig flir diesen Zweck erwies sich ein tertidrer Glimmersand,
der ndrdlich von Minchen vorkommt. Es wurde das im folgenden

beschriebene Routineverfahren fiir Tracertrennung entwickelt.

Um flr ladngere Zeit ein einheitliches Austauschermaterial vor-
rdatig zu haben, werden einige kg Glimmersand gewaschen und von
Uberkorn sowie von Feinanteilen befreit. Als sehr geeignet hat
sich eine Siebfraktion zwischen 0,1 und 0,5 mm erwiesen. Zur
Farbtracerﬁrennung werden in einer einfachen Anordnung (s.Fig.4)
kleine Sdulen mit ca. 2 ml Sand als Wassersuspension gefiillt
und das Wasser ablaufen lassen. Die Kapillarkrdfte verhindern
ein Trockenlaufen der Siulen. Dann wird die Wasserprobe in den
Trichter gegeben und das Perkolat nach Verwerfen eines Vorlaufs
aufgefangen, ggfs. direkt in der MeBkﬁvette. Die Durchlaufge-
schwindigkeit (ca. 0,5 bis 1 ml/min) kann durch Schwenken der

Apparatur (Heben bzw. Senken des Ablaufs) eingestellt werden.

(ovete

Fig. 4 Sdulenanordnung zur Abtrennung von adsorbierenden Farb-
tracern (z.B. Rhodamine) aus Mischungen mit nicht ad-
sorbierbaren Farbtracern (z.B. Uranin, Eosin).
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Uranin und Eosin treten bereits nach Durchlauf von wenigen ml
in der Originalkonzentration der Probe im Ablauf auf. Amido-
rhodamin G bricht erst nach einigen hundert ml durch und Rhoda-
min B noch wesentlich spdter. Daher konnen Sdulenfiillungen nach

Auswaschen mit reinem Wasser auch mehrfach verwendet werden.
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Fig. 5 Synchron-Scan-Spektren der Farbtracer Eosin und Ami-
dorhodamin (links) sowie ihre Mischung; im Spektrum
der Mischung ist die Anwesenheit von Eosin nicht zu

erkennen (s.a. Fig. 6).
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Fig. 6 Synchron-Scan-Spektren eines Sdulenperkolats (Spektrum
der Ausgangsldsung in Fig. 5) und einer reinen Eosin-
Losung. Verstdrkung in Fig. 6 30-fach gegeniiber Fig.5.
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Das Verfahren eignet sich besonders zum Nachweis von Uranin und
Eosin neben den Rhodaminfarbstoffen, womit das als besonders
schwierig geltende Problem des Nachweises von Eosin neben Ami-
dorhodamin G geldst ist (s. Fig. 5 und 6). Unter Verwendung
anderer Adsorptionsmittel, z.B. dem weniger stark adsorbieren-
den Kieselgel, konnen weitere Trennaufgaben, wie die Abtrennung
von Rhodamin B aus Amidorhodamin G/Rhodamin B-Mischungen be-

wdltigt werden.

3.3 Photolytische Behandlung von Wasserproben

Alle Fluoreszenztracer unterliegen bekanntlich einer Zersetzung
durch Tageslicht. Die Lichtempfindlichkeit der einzelnen Farb-
stoffe ist sehr unterschiedlich, wobei Uranin und noch mehr Eo-
sin die am stdrksten lichtempfindlichen Fluoreszenztracer sind.
Es wurde nun ein Verfahren entwickelt, bei dem die Lichteinwir-
kung ausgenutzt wird, um durch selektive Photolyse des Eosins
einen storungsfreien Nachweis des Uranins in Mischungen beider
Tracer zu ermdglichen. Allerdings sind die Unterschiede in der
Lichtempfindlichkeit von Eosin und Uranin bei der Belichtung
von normalen wdsserigen L&sungen mit Tageslicht zu klein, um
eine Eliminierung von Eosin ohne gleichzeitige groBe Verluste
von Uranin zu ermdglichen. Da aber davon ausgegangen werden
kann, daB fiir die Photolyse Licht derjenigen Wellenld@ngen wirk-
sam ist, bei denen die Farbstoffe Licht absorbieren, lassen
sich die Unterschiede in der Lichtempfindlichkeit durch geziel-
te Beeinflussung von Lichtzusammensetzung bzw. Lagde der Absorp-
tionsspektren stark veréndefn. So kann die Belichtung einer
Uranin/Eosin-LOsung lber ein Farbglas 0G 515 (SCHOTT-Glaswerke,
Mainz) vorgenommen werden, das lediglich auf Eosin wirksames
Licht durchldBt, aber das auf Uranin wirksame Licht weitgehend
zuriickhdlt (s. Fig. 7). Unabhdngig davon kann die Lichtempfind-
lichkeit von Uranin im Vergleich zu Eosin auch durch Ansduern
auf pH-Werte um 5 herabgesetzt werden; durch die Verd@nderung des
Absorptionsspektrums rilickt die Absorption des Uranins dadurch
gewissermaBen etwas aus dem intensiveren Teil des Tageslicht-
spektrums heraus, wdhrend das Absorptionsspektrum des Eosins
nahezu unverdndert bleibt (s. Fig. 8). Durch eine Kombination

beider Moglichkeiten kénnen Bedingungen hergestellt werden, un-
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ter denen Eosin weiterhin stark photolytisch zersetzt wird, Ura-

nin aber stabil gegeniliber der Lichteinwirkung ist (s. Fig. 9).
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Fig. 7 Absorptionsspektren von Uranin und Eosin in schwach al-
kalischer LOsung sowie eines Farbglases 0G 515/3 mm
(lichtundurchlédssiger Bereich des Farbglases schraf-

fiert).
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Fig. 8 Absorptionsspektren von Uranin und Eosin bei pH = 5,2
und pH = 9,0.
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Fig. 9 Abnahme der Fluoreszenzintensitdt von Uranin- und Eosin-
1l6sungen bei Belichtung mit Tageslicht durch ein Farb-
glas OG 515/3 mm bei verschiedenen pH-Werten; Tq/2 sind
die auf Eosinldsung mit pH = 9,0 bezogenen relativen
Halbwertszeiten der Fluoreszenzintensitdt. Flir a ist
Tq/2 so groB, daBl es experimentell nicht gemessen wer-
den konnte.

Auch allein durch die Belichtung von auf pH=5 angesduerten Pro-
ben (ohne zusdtzliche Lichtfilterung) kann bereits eine aus-
reichende Zersetzung des Eosins zum selektiven Nachweis des Ura-
nins erzielt werden. Die dabeil eintretende, aber geringere Fluo-
reszenzabnahme des Uranins kann auf der Basis von als Standard
mitbestrahlten reinen Uraninl®dsungen korrigiert werden. Es wurde
festgestellt, daB die prozentuale Abnahme der Fluoreszenzinten-
sitdt sowohl bei Uranin wie bei Eosin in verdinnten L&sungen
(=<ca. 10_7 g/ml) unabhdngig von der Konzentration ist. Somit
steht flir das Problem des qualitativen bzw. guantitativen Nach-

weises von Uranin neben Eosin ein weiteres Verfahren zur Ver-

fligung.

4. SchluBbetrachtung

Durch eine gezielte Anwendung von pH-Verdnderung, Adsorptions-
mitteln und Lichteinwirkung auf Fluoreszenztracerl&dsungen konn-

ten neue Wege zum selektiven Nachweis von einzelnen Tracern aus
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Gemischen aufgezeigt werden. Die Beschreibung wurde im Interes-
se der Ubersichtlichkeit auf die bekanntesten Tracer Uranin,

Eosin, Amidorhodamin G und Rhodamin B beschrdnkt. SinngemdSB

lassen sich in diese Verfahren aber auch weitere Tracer wie Py-
ranin oder Amidoflavin einbeziehen. Durch eine geeignete Kombi-
nation dieser Methoden lassen sich aus praktisch allen denkba-
ren Mischungen der iiblichen Fluoreszenztracer die Einzelkompo-

nenten qualitativ und quantitativ ermitteln.
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