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V 0 R W 0 R T 

VOM 28.9. BIS ZUM 3.10.1981 FÜHRTE DIE INTERNATIONALE ARBEITS-
GEMEINSCHAFT ZUR ANWENDUNG VON TRACERMETHODEN IN BERN IHRE 
VIERTE FACHTAGUNG DURCH. DABEI ÜBERNAHM DIE HYDROLOGISCHE 
KOMMISSION DER SCHWEIZERISCHEN NATURFORSCHENDEN GESELLSCHAFT 
DAS PATRONAT. SIE FREUT SICH NUN) DER INTERESSIERTEN FACHWELT 
DIE DORT GEHALTENEN REFERATE IN IHRER PUBLIKATIONSREIHE "BEI-
TRÄGE ZUR GEOLOGIE DER SCHWEIZ - HYDROLOGIE"> BÄNDE NR. 28/I 
UND 28/IIJ VORLEGEN ZU DÜRFEN. DENN DAMIT KANN SIE DIE NEUSTE 
ENTWICKLUNG AUF DEM GEBIET DER TRACERHYDROLOGIE -- ALSO DER 
METHODE DER VERWENDUNG VON UMWELTISOTOPEN UND MARKIERSTOFFEN 
IN OBER- UND UNTERIRDISCHEN GEWÄSSERN -- GLEICHSAM IN EINEM 
"STATE OF THE ART REPORT" DARSTELLEN UNQ DER HYDROLOGISCHEN 
FORSCHUNG EINEN DIENST ERWEISEN. 

PROF. DR. D. VISCHER 

PRÄSIDENT DER 
HYDROLOGISCHEN KOMMISSION 
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VORWORT DER REDAKTION 
Die vorliegende zweibändige Veröffentlichung ist die Sammlung 
der an der "Internationalen Fachtagung über die Anwendung von 
Tracerrnethoden in der Hydrologie" vorn 28. September bis 3. Okto-
ber 1981 in Bern gehaltenen Fachreferate. Die Teile 28 I und 
28 II bilden inhaltlich eine Einheit. Die Aufteilung der Bei-
träge in zwei Teile erfolgte aus drucktechnischen Gründen. 

Die Autoren zeichnen für die inhaltliche und formale Gestaltung 
verantwortlich. Soweit die Beiträge nicht druckfertig abgelie-
fert wurden, musste die Redaktion formale Aenderungen vornehmen. 
Die Schlussredaktion erfolgte im Geographischen Institut der 
Universität Bern durch das Redaktionstearn in Zusammenarbeit mit 
der Redaktionskommission. Die Seitenzahl eines Berichtes war auf 
zwölf Seiten limitiert. Wo diese Seitenzahl überschritten ist, 
werden die Mehrkosten von den Autoren übernommen. 

Wir danken an dieser Stelle allen, die zur erfolgreichen Durch-
führung des Symposiums und dieser Publikation beigetragen haben. 
Neben den veranstaltenden Institutionen, den Abteilungen Gewäs-
serkunde des Geographischen Instituts und Low-Level Counting und 
Nukleare Geophysik des Physikalischen Instituts der Universität 
Bern, ist die Internationale Arbeitsgruppe zur Anwendung von 
Tracerrnethoden in der Hydrologie besonders zu nennen. Der Hydro-
logischen Kommission der Schweizerischen Naturforschenden Gesell-
schaft danken wir herzlich für die Publikationsrnöglichkeit im 
Rahmen der "Beiträge zur Geologie der Schweiz - Hydrologie" und 
für den namhaften Kostenbeitrag. Ein besonderer Dank gilt auch 
den Kollegen der Redaktionskommission sowie dem Redaktionstearn 
für Reinschrift und Ueberarbeitung von Beiträgen. Herrn Prof. 
Dr. H. Moser danken wir für den originellen Rückblick auf die 
Entstehungsgeschichte der Tagung in Versforrn. 

Ch. Leibundgut R. Weingartner P. Föhn 
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UEBERSICHT 

Die beiden Teilbände "Tracermethoden in der Hydrologie" geben die 
auf der Internationalen Fachtagung über die Anwendung von Markier-
stoffen in Bern gehaltenen Referate wieder. Der Tracerhydrologie 
kommt heute in der Wasserforschung steigende Bedeutung zu. Grundla-
ge der Methode bildet der Einsatz von künstlichen Markierstoffen 
und die Nutzung der natürlichen Umweltisotope als Tracer. 

Diese Fachtagung ist die vierte dieser Art. Nach der ersten "Tra-
certagung" in Graz/A 1966 folgten 1972 eine in Freiburg i.Br./BRD 
und 1976 eine weitere in Ljubljana-Bled/Y. Träger dieser tracerhy-
drologischen Forschungsarbeiten ist die "Internationale Arbeits-
gruppe zur Anwendung von Tracermethoden in der Hydrologie". 
Das 4. Symposium, dessen Vorbereitung bereits 1977 begann und in 
dessen Rahmen von 1978-1980 drei kombinierte Tracer-Grossversuche 
in der Schweiz durchgeführt wurden, soll hier nicht als Ganzes 
wiedergegeben werden. Die erwähnten Tracerversuche sind bereits in 
den "Steirischen Beiträgen zur Hydrogeologie" (Jahrgänge 1980 und 
1981) veröffentlicht worden. 

Die Fachbeiträge geben einen Ueberblick zum aktuellen Stand der 
Tracermethodik. Im besondern vermitteln sie auch einen Einblick in 
die neusten Arbeitsgebiete dieser hydrologischen Methode. Sie wei-
sen einen methodischen, teils mehr einen regionalen Schwerpunkt auf, 
wobei der hydrologische Anwendungsaspekt im Vordergrund steht. Als 
Uebersichtshilfe verweisen wir auf die in den Beiträgen wechselwei-
se englisch, bzw. deutsch, vorgeschalteten "abstracts" und die kur-
zen "statements" vor jedem Kapitel mit spezifischen Erläuterungen 
zu den jeweils nachfolgenden Beiträgen. 

In der Einleitung wird der aktuelle Stand und die Entwicklung der 
Tracerhydrologie in geraffter Form dargestellt. Dieser Beitrag ver-
mittelt zudem auch eine weitergehende Uebersicht zu den an der Ta-
gung behandelten Themengruppen und versucht, die Tendenzen der zu-
künftigen Forschungsrichtungen in der Tracerhydrologie auf zuzei-
gen. 
Im ersten Kapitel, das "Allgemeine und technische Grundlagen der 
Tracerhydrologie" behandelt, werden ausschliesslich Beiträge aus 
der Gruppe der Fluoreszenztracer vorgestellt, soweit sie sich mit 
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den Eigenschaften der Tracer und ihren Nachweis befassen. Die Do-
minanz der Beiträge, die sich mit Fluoreszenzstoffen befassen, be-
legt die momentane Vorrangstellung dieser Tracer innerhalb der 
künstlichen Markierstoffe. Dabei werden in einzelnen Beiträgen 
auch einschränkende Randbedingungen ausführlich behandelt. 
Die "Anwendungen im Karstwasser" können als klassischer Bereich 
der Tracerhydrologie mit weit fortgeschrittener Methodik bezeich-
net werden. Da über die einzelnen Verfahren bereits früher ver-
schiedentlich berichtet wurde, standen diesmal Themen mit regiona-
lem Gesichtspunkt im Vordergrund. 

Mit elf Beiträgen sind die "Anwendungen im Porengrundwasser" stark 
vertreten. Die dominante Rolle dieser Grundwasserleiter für die 
Wasserversorgung bei zunehmender Verknappung der Ressource Wasser 
mögen mit ein Grund sein für die intensiven Untersuchungen zur 
Methodik in diesem Bereich. Daneben darf nicht übersehen werden, 
dass hydrodynamische Berechnungen heute überhaupt erst in einem 
einigermassen homogenen Grundwasserleiter möglich sind. 
Dies ist in inhomogenen und anisotropen Grundwasserleitern wie den 
klüftigen Festgesteinen nicht gleich, wie die Arbeiten zu "Anwen-
dungen im Kluftgrundwasser" zeigen. Hier erwartet die Tracerhydro-
logen ein weiteres Betätigungsfeld, insbesondere Grundlagenarbeit 
zu Durchlässigkeit und Abflussverhalten. 

Im weitern werden neuere Anwendungsgebiete der Tracerhydrologie 
vorgestellt, welche über den Grundwasserbereich hinausgehen. Die 
vier Beiträge zu den "Anwendungen in Fliessgewässern" vermitteln 
einen Einblick in die Vielfalt der Einsatzmöglichkeiten. Speziell 
die mittels der Isotopenhydrologie vorgenommene Komponententren-
nung des Abflusses verspricht weitere hydrologisch hochinter-
essante Perspektiven. 
Die Beiträge "Anwendungen in Seen" zeigen die Möglichkeiten auf, 
mittels Tracermethoden die Erkenntnisse in der Strömungsfor-
schung stehender Gewässer zu erweitern. Die Berichte zu den "An-
wendungen in Gletschern" sollen beispielhaft den tracerhydrologi-
schen Beitrag zum Verständnis des Abflussverhaltens aus Gletschern 
darstellen. Diese abschliessenden Berichte unterstreichen die Be-
deutung der Tracertechniken im Gesamtbereich der Hydrologie. 

Ch. Leibundgut 
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SUMMARY 
This publication is a collection of the papers presented at the 
International Symposium on Tracer Techniques in Hydrology, held 
September 28 to October 3, 1981, in Berne. The application of 
tracers has become a tool of increasing importance in hydrology. 
Its basis are the use of artif icial tracers and the utilization 
of environmental isotopes as tracers. 

This is the fourth Symposium of its kind. The first Tracer Sympo-
sium in Graz (Austria) in 1966 was followed by meetings in Frei-
burg i.Br. (F.R.G.), 1972, and in Ljubljana/Bled (Yougoslavia), 
1976. The symposia have been organized by the International Wor-
king Group for the Application of Tracer Techniques in Hydrology. 

The preparation for the Symposium began already in 1977, andin 
the period 1978-80, three cornbined large-scale tracer experiments 
were carried out in Switzerland. The results of these tracer expe-
riments were published in "Steirische Beiträge zur Hydrogeologie" 
(vol. 1980 and 1981) and are therefore not presented here. 

The symposium papers give a survey of the present status of the 
hydrological methodology. In particular, they also illustrate the 
most recent fields of application. They partly emphasize regional 
aspects, partly they have a more methodological character; in 
general, the studies aim at the hydrological applications. The 
papers are arranged into several chapters which are introduced by 
short statements in german and in english. Each paper has a short 
abstract, again in german and in english. In this way, also the 
reader not familiar with the german language should be able to 
follow the main arguments of the contributions. 

The introductory paper presents a brief survey of the state of the 
art in tracer hydrology, especially with respect to the subjects 
discussed at the Symposium, and it tries to delineate some present 
and future tendencies of research. 

The f irst chapter on "Basic methodology" mainly contains papers 
on properties and detection of fluorescent tracers, reflecting the 
fact that these are at present the preferred artificial tracers. 

"Applications in karst" are a classical domain of tracer hydrology 
with an advanced methodology. Since technical problems had pre-
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viously often been discussed, mainly regional aspects were dealt 
with at this meeting. 

"Applications in porous aquifers" include 11 papers. Efforts in 
this f ield are promoted by the still growing importance of porous 
aquifers for public water supply. Furthermore, hydrodynamic cal-
culations can at present be performed essentially only in more 
or less homogeneous aquifers. 

The situation is different in inhomogeneous aquifers, as demon-
strated by the contributions to "Applications in jointed rocks". 
Here, the field is open for fundamental work on subjects like 
permeability or discharge characteristics. 

Furthermore, new domains for tracer studies, beyond applications 
in groundwater, are presented. Four papers demonstrate the variety 
of possible information tobe obtained by "Applications in rivers". 
Especially the separation of runoff components by means of 
ronmental isotopes promises further insight into basic hydrologic 
processes. 

"Applications in lakes" illustrate the possibilities for studying 
circulation and currents in lakes by means of tracers. "Applica-
tions in glaciers" give examples of the use of tracers for 
studying runoff phenomena from glaciers. Thus, these concluding 
contributions demonstrate that tracer techniques can provide 
valuable information in the whole field of hydrology. 

Ch. Leibundgut 
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Begrüssungsansprache durch Prof. D. Vischer 

Ich begrüsse Sie namens der Hydrologischen Kommission der Schweizerischen 

Naturforschenden Gesellschaft -- das ist die Schweizerische Akademie der 

Naturwissenschaften -- und erlaube mir zwei Einführungsworte: 

zuerst ein Wort zur Tracermethode 

Ich habe einen ganz flüchtigen Blick in die Geschichte der Tracermethode 

getan und bin dabei zum Schluss gelangt, dass diese Methode wohl zu den 

ältesten aller hydrologischen Methoden gehört. Schon der erste Mensch 

- - und dabei braucht man nicht unbedingt an Adam und Eva zu denken, son-

dern beispielsweise an einen Höhlenbewohner in der Nähe von Bern -- stand 

am Ufer eines Flusses oder Sees und beobachtete dort die Strömung. Und 

zwar beobachtete er sie anhand von Treibzeug -- also einem Umweltisotop 

(Isotop im ureigentlichen Sinne) -- um aus dessen Bewegung auf die Strö-

mung zu schliessen. Wenn solches Treibzeug fehlte, so warf er ein Blatt 

oder ein Stück Holz ins Wasser, um dieses im Sinne der Tracerhydrologie 

zu kennzeichnen. 

Dabei ahnte dieser erste Mensch mehr, als er es wusste, dass sich kleines 

Treibzeug etwa gleich schnell wie das treibende Wasser bewegt; dass es 

gegenüber diesem also keinen Schlupf aufweist. Sein gesunder Menschenver-

stand sagte ihm, dass er die Strömung nicht mit Steinen markieren kann, 

weil diese absinken und liegen bleiben oder· höchstens als Geschiebe wei-

terrollen. Ebenso war ihm bekannt, dass Fische kein Umweltisotop darstel-

len, denn nur tote Fische schwimmen mit dem Strom, die lebenden führen 

gegenüber diesem kräftige Eigenbewegungen aus und schlagen nicht dieselben 

Bahnen ein. Folglich bevorzugte der erste Mensch für seine Beobachtungen 

vorwiegend Treibzeug in Form von totem Material, das vom Wasser wie die 

Wasserteilchen selbst bewegt wird. 

Dieses "primitive" vorgehen hat sich eigentlich bis heute erhalten. Man 

kann deshalb sagen, dass schon der erste Mensch die wesentlichsten Prob-

leme der Tracermethode kannte,nämlich diejenigen 

- der Wahl eines geeigneten Tracers 
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- der Beobachtung des Tracers in Zeit und Raum 

- der Inbezugsetzung des Tracers zum Wasser. 

Oder anders ausgedrückt, er kannte bereits die Probleme der Tracerwahl, 

der Tracerortung und der Tracerinterpretation. 

Seit diesem ersten Menschen hat sich die Technik der Tracerhydrologie 

selbstverständlich stark entwickelt. Die heutige Fachtagung legt davon ja 

ein beredtes Zeugnis ab. Das Prinzip ist zwar in etwa dasselbe geblieben, 

die Verwirklichung hat sich aber erheblich verfeinert, das Anwendungsge-

biet gewaltig erweitert. 

Und jetzt noch ein Wort zu Ihnen, den Tracerhydrologen 

So wie die geschilderte Tätigkeit des ersten Menschen einleuchtet, so 

leuchtet auch Ihre Tätigkeit als Tracerhydrologen ein. Diese Tätigkeit ist 

irgendwie ursprünglich und darum verständlich und sympathisch. 

Von grosser Bedeutung erscheint mir, dass die Tracermethoden Beobachtun-

gen in der Natur ermöglichen. Denn solche Beobachtungen sind in der heu-

tigen Hydrologie bitter nötig. Zu lange wurden die Naturmessungen in der 

Hydrologie vernachlässigt. Die letzten 20 Jahre der hydrologischen For-

schung waren dadurch gekennzeichnet, dass die mathematische Modellierung 

der Prozesse stark gefördert wurde, während die Naturbeobachtung etwas 

ins Hintertreffen geriet. Dabei wurden viele sophistische Computerpro-

gramme entwickelt, um zusammenhänge zu simulieren, die man noch gar nicht 

richtig versteht. Zu viele Ergebnisse wurden deshalb in den letzten Jahren 

in Umlauf gesetzt, die zwar auf akribischem Rechnen beruhen, aber auf 

höchst dubiosen Daten basieren. 

Man kann heute geradezu zwei Typen von Hydrologen unterscheiden, nämlich 

die "trockenen" und die "nassen": Die "trockenen" Hydrologen sind die-

jenigen, die ihre hydrologischen Arbeiten vorwiegend im Büro und im Com-

puterraum leisten. Sie scheinen es kaum nötig zu haben, die Natur zu 

beobachten. Es handelt sich gleichsam um eine Neuausgabe von Schreib-

stubengelehrten, die sich im Trockenen aufhalten -- denn im Computerraum 

muss die Luft ja trocken sein -- und sich den Unbillen der Witterung nicht 

aussetzen. 
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Die "nassen" Hydrologen hingegen gehen ins Feld, um die Natur zu beobach-

ten und bestimmte Ereignisse dort zu messen. Sie haben sich die dornen-

volle Aufgabe gestellt, die verwickelten zusammenhänge im Wasserkreislauf 

"in situ" zu erforschen. Dabei können sie keine billigen Erfolge erzielen, 

weil die Parameter zahlreich und schwierig zu erfassen sind. Auch benö-

tigen sie -- weil der hydrologische Zyklus ein Jahr beträgt und stati-

stische Aussagen oft aufgrund von langjährigen Beobachtungen gemacht 

werden müssen viel Zeit. Bei diesen Arbeiten ist es nicht zu vermei-

den, dass die Hydrologen auch einmal regennass werden, im Schnee stehen, 

ins Wasser fallen usw. 

Die meisten Tracerhydrologen gehören nun eindeutig zu den "nassen" Hydro-

logen. Und dazu möchte ich Sie beglückwünschen. Denn meine Sympathien 

stehen eindeutig auf der Seite der "nassen"Hydrologen. Und ich bin fest 

überzeugt, dass die Zukunft der Hydrologie den "nassen" und nicht den 

"trockenen" Hydrologen gehören wird ! 
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Begrüssungsansprache durch Dekan Prof. E. Schumacher 

It is my privilege to bring you the greetings of the Science 
Faculty of the University of Berne. Our Geography Department is 

very active in several different fields. This is, therefore, the 

second international meeting in two weeks, that I have the ho-

nour to open in this lecture hall. As a consequence I was for-

ced to invent a new set of opening remarks. 

In leaf ing through your conference programme I got impressed by 

the breadth of the methodology to trace stagnant and moving wa-

ter above and below the surface of this planet. It seems to me 

to ref lect the former width of horizon when geographers left 
for exploring unknown continents. The scout of yesterday has 

become a tracer today. Webster's New Collegiate Dictionary de-
fines a tracer as 

"A person engaged (expecially in the express or railroad 

service) in tracing lost articles." 

This seems to me a slightly odd description. If I compare it 

with what your programme implicitly suggests, a tracer is very 

often itself the article which gets lost. 

One topic to be discussed is therefore: How does one recover a 

lost tracer? I should like to tell you one or two simple tricks 

applied to fluorescing dyes which are known among chemists. 
Fluorescence of a dye molecule is the transformation of an ab-

sorbed photon into an emitted photon. Since this process has a · 

very small probability to lead back to the same state the mole-

cule has had before excitation, there is always an energy loss 

involved. Hence, the emitted photon has a langer wavelength 

than the absorbed one. Most dyes or coloured objects do not 
fluoresce inspite of the fact that their colour is produced by 

selective light absorption and reflection. What makes a good 

fluorescer? In addition to being a good absorber at same wave-

length it must have a rigid molecular structure. Since the nu-
clei in the molecules move permanently with their characteristic 
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thermal vibrations, we can dramatically enhance the fluoresce 
quantum yield by cooling them. At liquid nitrogen temperature 

Rhodamin B f luoresces at least ten times brighter than at room 

temperature. Tinopal is a very weak fluorescer in water solu-

tion and seems to be of marginal utility to you. However, if 

you make a 1:1 dilution of your water sample with Glycerol you 

get a 60fold increase of the fluorescence and the lost tracer 
shines brightly (Fig. 1) . 

. 5 

.4 

. 3 

r 1 :1 water/glycerol 

. 2 

• 1 

water: 0.008 

0 
/ 

0 250 500 750 1000 1250 

= Quantenausbeute der Fluoreszenz 
centipoise 

Fig. 1: Fluorescence quantum efficiency of Tinopal as a func-
tion of Glycerol concentration in water 

Glycerol is a viscous fluid which prevents the Tinopal molecule 
to twist and dissipate its excitation energy as heat (Fig. 2). 

Hence, it is forced to get rid of it by fluorescence. This has 

been investigated by Dr. G. Calzaferri and H. Hugger in my la-

boratory. Incidentally, Tinopal fluoresces very strongly on 
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textile fibres where it is rigidly fixed. 

R R 

Fig. 2: Chemical formula of a Tinopal-type fluorescer (Tinopal 
is a registered trade name of CIBA-GEIGY AG) 

With this knowlegde at hand, most fluorescers of the chemical 

industry can be detected 10 to 100 times more efficiently than 

by straightforward fluorometry of the untreated samples. This 

is true for all the most popular tracers used in our work. It 
seems to me feasible, therefore, to engage less than 10% of the 

usual tracer amount to reach the same results. This would save 
us in the future the ugly sight of one kilometer bright green 

Aare river winding itself through a horrified city a few years 
ago. Tons of dye must have been dumped into that splendidly pu-

re water. I believe that none of you here has been involved in 

that mischief. 

Personally I prefer the isotopic tracers and remember joyfully 

the collaboration with Prof. Hans Oeschger when we enriched the 

Greenland samples electrolytically to render the tritium con-

tents measurable. This was 20 years ago and since then the phy-

sicists have gained a factor 100 to 1000 in the sensitivity 
of the low-level counting devices. So they don't need chemists 
any more. However, not all the problems you will be discussing 

can be solved by natural tracers. There is still need for a harm-

less, extremely sensitive tracer which can be added to an aqui-
fer at an arbitrary location and time. It must be a true tracer 

for water: It must not be absorbed and selectively eluted in a 
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chromotography-like fashion with timelag from the walls and 

particles of the aqueduct. 

I believe that there exist many yet unexplored modern analyti-

cal tools which have now reached single atom detection sensi-

tivi ty. They could be investigated in an interdisciplinary ef-

fort, should your present tools fail in a certain task. 

I wish you success in your deliberations. 
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BEITRAEGE ZUR GEOLCGIB DER Bd. 28 I s. 23 - 35 Bern, 1982 SCHWEIZ - HYDROLCGIE 

STAND UND ENTWICKLUNG DER TRACERHYDROLOGIE 

Christian Leibundgut, Bern 

Geographisches Institut der Universität Bern/CH 

Abstract: Tracer hydrology is understood as a generic term for 
the parts of isotope-hydrology and the tracer techniques. This 
contribution gives a survey of the actual state of the methodology 
and the available tracers wi th their sui tabili ty. The develop-
ment of the methodology to its actual state as well as the idea 
of the future development is presented in detail. 
New findings about the movement, the distribution and the dis-
persion of water can be expected from the systematical combina-
tion of the different techniques in tracer-hydrology. 

EINLEITUNG UND BEGRIFFE 

Tracerhydrologie ist eine von zahlreichen Messmethoden in der 
Hydrologie. Sie erlaubt einen direkten Einblick in die Bewegungs-, 
Verteilungs- und Ausbreitungsvorgänge des Grund- und Oberflächen-
wassers. Dadurch erhält die Tracerhydrologie eine besondere Stel-
lung in Wasserforschung und angewandter Hydrologie. Obgleich die-
se Stellung erst in den letzten zwanzig Jahren ausgebaut wurde, 
liegen die ersten Einsätze von künstlichen Markierstoffen schon 
über hundert Jahre zurück. Die Möglichkeit, auf diese Weise Ein-
blicke in verborgene Abschnitte des Wasserkreislaufes zu erhal-
ten, wurde immer wieder genutzt. Aber erst die grossartige Ent-
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wicklung der Messtechnik in neuerer Zeit ermöglichte den Durch-
bruch der Tracerhydrologie zur modernen naturwissenschaftlichen 
Untersuchungsmethode. Mit diesem Beitrag soll versucht werden, 
dazu einen Ueberblick zu geben. 

Tracer ist der Fachausdruck, der in der angelsächsischen Fach-
literatur für alle Markiersubstanzen verwendet wird. In der Fol-
ge setzte sich in der hydrologischen Fachsprache anstelle der 
Begriffe wie Markierstoffe immer mehr der Begriff "Tracer" durch. 
Da auch die Isotopen-Fachsprache häufig den Begriff "Tracer" ver-
wendet, hat sich schliesslich der Ueberbegriff "Tracerhydrologie" 
herausgebildet. Als geeigneten Oberbegriff für die Arbeitsgebie-
te der Isotopenhydrologie und der Anwendung künstlicher Markier-
stof f e möchten wir ihn zur weiteren einheitlichen Verwendung 
empfehlen. Geeignet umsomehr, weil sich heute die kombinierte 
Anwendung von Isotopen- und Markierverfahren stärker denn je 
aufdrängt. 

Grundlage der Methode bildet somit einerseits der schon länger 
praktizierte Einsatz von künstlichen Markierstoffen, welche dem 
Wasserkreislauf künstlich zugeführt werden und andererseits die 
Nutzung der natürlichen Umweltisotope als Tracer (Tab. 1). 

Tab. 1: Tracerhydrologie. Mit dieser hydrologischen Methode werden ei-
nerseits in der Natur vorkommende Umweltisotope als Tracer genutzt 
und andererseits dem Wasserkreislauf künstlich zugeführte Markier-
stoffe als Tracer eingesetzt. / With this hydrological method en-
vironmental natural isotopes are used and artif icial substances 
which have been intentionally brought into the water circle are 
applied. 

Nutzung von natürlichen 
Tracern 

Umweltisotope 
(environmental isotopes) 

stabile radioaktive 

Beispiele: 
Deuterium Tritium 

Isotopenhydrologie 
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Anwendung von künstlichen 
Tracern 

grundsätzlich als Markier-
stoffe geeignet 
Beispiele: 
radioaktive 
aktivierbare 
Salze 
Fluoreszenz-
f arbstof fe 
Triftstoffe 

Brom-82 
Indium 
Kochsalz 
Uran in 
Lycopodium-
Sporen 

Markierverf ahren 



Da die Tracerhydrologie von der Methode her definiert ist, ist 
sie ein typisch interdisziplinäres Arbeitsfeld. Spezialisten der 
verschiedenen Fachrichtungen müssen während der Versuche von der 
Vorbereitung über die Durchführung bis zur Interpretation der 
Messdaten eng zusammenarbeiten. Gerade der interdisziplinäre 
Charakter der Tracerhydrologie trägt in sich aber auch die Ten-
denz des Auseinanderstrebens ins Spezialistentum. Die Einführung 
neuer Tracermethoden muss daher stets unter dem Aspekt der Er-
gänzung und Erweiterung des bestehenden Methodenbündels gesehen 
werden und nicht etwa unter demjenigen der Konkurrenz. Die Iso-
topenverfahren, die sich mit der sogenannten "Isotopenhydrolo-
gie'' da und dort als selbständiger der Hydrologie etabliert 
haben, werden hier als Teil der eben definierten "Tracerhydro-
logie" gesehen und behandelt. 

UEBERSICHT ZU TRACERN UND DEREN ANWENDUNGSGEBIETE 

Dem Tracerhydrologen steht heute eine Anzahl verschiedener Tra-
cer zur Verfügung. An die Gruppe der Markierstoffe werden recht 
hohe Anforderungen gestellt. Sie sollen im besonderen gesund-
heitlich unbedenklich sein, konservativ und in kleinsten Spuren 
noch eindeutig messbar. Anforderungen und Eignung der hydrolo-
gischen Tracer sind in der Literatur bereits ausführlich behan-
delt (ZÖTL J., 1967; WILSON J.F., 1968; LEIBUNDGUT Ch., 1974; 
div. Autoren, 1976; MOSER H., 1980). 

In der Tabelle 2 ist eine Auswahl der heute hauptsächlich ver-
wendeten Tracer zusammengestellt. 

DieFragestellungen,die heute mit Tracermethoden angegangen wer-
den, sind entsprechend den Anwendungsgebieten der modernen 
Tracerhydrologie mannigfach (Tab. 3). Sie betreffen sowohl das 
Arbeitsfeld der hydrologischen Grundlagenforschung als auch 
jenes der angewandten Hydrologie. Vom ersten Tracer-Einsatz im 
Karst im vorigen Jahrhundert haben sich die Tracermethoden über 
die verschiedenen Grundwasserarten, den Fliessgewässern, den 
Gletschern bis jüngst in den Seen einen Platz in den verfügba-
ren Methodenkanons dieser hydrologischen Teilbereiche ver-
schafft (LEIBUNDGUT Ch. und HIRSIG P., 1977). 
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ZUR ENTWICKLUNG DER METHODIK AUF DEN HEUTIGEN STAND 

Die Geschichte der Tracerhydrologie ist massgeblich durch die 
Forschungsarbeiten der "Internationalen Arbeitsgruppe zur An-
wendung von Tracermethoden in der Hydrologie" mitbestimmt wor-
den. Dies im besonderen auch durch die Entwicklung der Markier-
verfahren und deren Verbindung mit den Isotopenverfahren. Wenn 
wir die Arbeitsgruppe nennen, dann müssen wir auch gleich die 
Initianten und Gründer erwähnen: die Vereinigung für hydrogeo-
logische Forschung in Graz, unter der Leitung von Herrn Prof. 
Josef ZöTL. Diese Gruppe hat 1966 erstmals die Fachleute zu ei-
ner Fachtagung nach Graz eingeladen, um den Stand der Entwick-
lung der Tracermethoden zu diskutieren und zu demonstrieren. 
Ebenfalls aus der Initiative der gleichen Kreise heraus hat 
sich damals die Reihe der "Steirische Beiträge zur Hydrogeologie" 
als Fachorgan der Tracerhydrologie im deutschen Sprachraum eta-
bliert (MAURIN V. und ZöTL J. et al, 1967). 

Das zweite Symposium 1972 in Freiburg im Breisgau stand bereits 
im Zeichen der kombinierten Anwendung künstlicher und natürli-
cher Tracer zur ganzheitlichen Untersuchung unterirdischer Ent-
wässerungssysteme. In diesem Tracer-Grossversuch zu einem klas-
sischen Problem der Karsthydrologie, der Verbindung zwischen 
Donau und Achquelle im südlichen Württemberg, wurde eine ganze 
Palette bekannter und neuer Markierstof fe eingesetzt und ge-
prüft (KäSS W. et al, 1972). 

Für die dritte Tagung 1976 in Bled/Slowenien wurde die nun 
schon zur Tradition gewordene Untersuchung von bedeutsamen Mu-
sterlandschaften der Verkarstung wiederum aufgenommen. In einem 
gross angelegten Versuch im klassischen slowenischen Karst um 
Postojna wurde ein Höhepunkt der karsthydrologischen Untersuchun-
gen mit schwerpunktmässigem Einsatz aller verfügbaren Tracer-
methoden erreicht (GOSPODARIC R. und HABIC P., et al, 1976). 

Das bewährte Vorbild, zur Vorbereitung der Information über die 
Weiterentwicklung von Tracermethoden die eingehende Untersuchung 
typischer Karst- und Grundwassergebiete als Diskussionsbasis für 
die Tagung zu wählen, wurde auch für die neuste Phase in der 
Schweiz (1977-1981) beibehalten. In drei verschiedenen Unter-
suchungsgebieten wurden Teilprojekte mit unterschiedlicher The-
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matik angegangen. Dies war allerdings nur möglich, weil in den 
Teilgebieten "Neuenburger Jura" und "Langetental" jeweils eine 
ausgebaute Infrastruktur aus laufenden Forschungsprojekten oder, 
wie im "Muotatal", spezielle Kenntnisse zu den Karstverhältnis-
sen im Zusammenhang mit der Höllochforschung vorhanden waren 
(MÜLLER I. et al, 1980; LEIBUNDGUT CH. et al, 1981; BöGLI A. et 
al, 1981) . 

Alle drei Versuche haben in spezifischer Weise zwei methodische 
Haupterkenntnisse gebracht: 

Die Forderung nach Kombination von Isotopenverfahren und Mar-
kiertechnik scheint, mindestens bei grossräumigen Untersuchun-
gen, allgemeingültigen Charakter aufzuweisen. Die Erkenntnisse, 
die auf diese Weise gewonnen werden können, sind mehr als die 
Summe der beiden Verfahren bei einzelner Anwendung. Während die 
Isotopenanwendungen ein Langzeitbild ergeben, Basisdaten lie-
fern und die grösseren zusammenhänge zu bilden vermögen, besteht 
mit den Markierversuchen die Möglichkeit, eine gewünschte hydro-
logische Konstellation (Situation) zu untersuchen und damit ver-
tiefte Information zu erhalten. Darüber hinaus bringt nur die 
gleichzeitige Anwendung weitergehende Einblicke in den Mecha-
nismus eines hydrologischen Systems, die wie im Neuenburger Jura 
und im Langetental zu Modellvorstellungen führen können, und die 
uns auf der Suche nach den zusammenhängen in der Natur tatsäch-
lich weiterhelfen. Es sind dann wiederum die Markierverfahren, 
welche eine Ueberprüfung der Modelle und Erbringung von Bewei-
sen ermöglichen. 

Die zweite Erfahrung geht noch weiter. Die Kombination mehrerer 
anderer hydrologischer Methoden mit der Tracerhydrologie kann 
die Resultatausbeute nochmals verbessern. Bei den komplizierten 
Verhältnissen, wie sie meist in einem Aquifer - sei es nun 
Karst-, Poren- oder Kluftgrundwasser - herrschen, genügt die An-
wendung einer Methode nicht. Erst die integrale, ganzheitliche 
Zusammenschau, das Zusammensetzen der Bausteine aus den Resul-
taten der einzelnen Untersuchungen gibt ein Gesamtbild, das den 
Verhältnissen in der Natur nahekommt. Gleichzeitig wird damit 
ein hoher Grad an Kontrolle durch den Zwang des gegenseitigen 
Zusammenspiels erreicht. In den vorbereitenden Untersuchungen 
sind simultan Isotopen- und Markierverfahren, Hydrochemie, Hy-

29 



drometrie sowie geologische, geographische, morphologische, phy-
sikalische und chemische Methoden und Betrachtungsweisen einge-
setzt worden. 

Am konkreten Beispiel wurden die Methoden und das Zusammenspiel 
der Methoden weiterentwickelt. Messtechnische und methodische 
Schwierigkeiten in den drei schweizerischen Testgebieten indu-
zierten eine gezielte weitere methodische Forschung und Verfah-
rensentwicklung. Die hier erzielten Fortschritte erlaubten wie-
derum eine genauere hydrologische Interpretation der Versuche 
oder eröffneten sogar neue Aussagemöglichkeiten. 

Die Durchführung dieser vorbereitenden Grossversuche könnte im 
übertragenen Sinne auch als angewandte Tracerhydrologie bezeich-
net werden. Als Gegenstück dazu würde dann die Weiterentwicklung 
der eigentlichen Markiertechnik, bzw. der Isotopentechnik, ste-
hen. Diese Forschungen finden ihren Niederschlag im Fachreferat-
teil des Symposiums und sind Gegenstand der vorliegenden Publi-
kation. Hier gilt es, nochmals zu unterscheiden zwischen den 
Untersuchungen, die am Tracer selbst durchgeführt werden (Bsp. 
Adsorptionsverhalten verschiedener Tracer) und den Untersuchun-
gen über die Anwendungsmöglichkeiten von Tracern. 

Vergleicht man die Thematik der vergangenen Symposien mit der-
jenigen dieser neusten Tagung, fällt auf, wie dominant die Fluo-
reszenztracer gegenüber den übrigen künstlichen Markierstoffen 
geworden sind. Mit wenigen Ausnahmen werden keine Arbeiten mehr 
zu Verhalten und Anwendung anderer Tracergruppen vorgestellt. 
Diese Entwicklung war bereits an de! Tagung in Slowenien abzu-
sehen. Das Ergebnis ist überraschend deutlich. 

Zwei Hauptgründe sind dafür verantwortlich. Einmal das Ausschei-
den von "ungeeigneten" Substanzen wie beispielsweise der Schaum-
stoffe, dann aber auch die generell hohe Eignung der Fluores-
zenzfarbstoffe, so dass diese schliesslich klassische Tracer wie 
die Salze zu verdrängen vermochten. Die an sich hochgeeigneten 
radioaktiven Markierstoffe sind ebenfalls durch die Fluoreszenz-
tracer aus einem breiteren Anwendungsbereich verdrängt worden, 
da diese bei Eignung die einschränkenden Strah-
lenschutzvorschrif ten nicht kennen. Die Verwendung von radio-
aktiven künstlichen Tracern scheint sich ausserhalb der Einbohr-
lochmethodik nicht durchsetzen zu können. Innerhalb der Fluo-
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reszenzgruppe ist deutlich das Uranin als allgemein günstigster 
Tracer an der Spitze. 

Einen direkten Impuls haben die vorbereitenden Versuche im Neu-
enburger Jura und Muotatal in methodischer Richtung gegeben. 
Mit dem aus hydrologischen Gründen vermehrt geforderten simul-
tanen Einsatz mehrerer Tracer sind die Probleme der spektralen 
Auftrennung der Fluoreszenzfarbstoffe in den letzten Jahren 
verstärkt angegangen worden. Dazu wurden optische und Ionenaus-
tausch-Verfahren entwickelt und ganz neu auch die Dünnschicht-
chromatographie eingesetzt. Die Techniken sind bereits so weit 
ausgeführt, dass sie auch bei Grossversuchen eingesetzt werden 
können. Es ist überhaupt ein Kennzeichen der Arbeitsrichtung 
dieser hier vorgestellten Tracerhydrologie, dass ein starkes 
Bemühen festgestellt werden kann, Verfahren so weit zu entwik-
keln, dass sie auch für den Praktiker ausserhalb der Forschungs-
institute anwendbar sind. 

So wie die heute gängigen Verfahren der Hydrologie einmal im 
Rahmen von Grundlagenforschungen erarbeitet werden mussten, 
später aber über Lehre und Anwendung zu Routineverfahren der 
Fachleute wurden, so stehen wir heute bei der Tracerhydrologie 
an der Schwelle dieses Ueberganges. Der hohe Kenntnisstand der 
Methodik auf der einen Seite, gekoppelt mit einer vordergründig 
relativ einfachen Technik, hat in den vergangenen Jahren ver-
schiedentlich zu unsachgemässer Durchführung von Markierversu-
chen durch offenbar ungenügend ausgebildetes Personal geführt. 
Es scheint uns deshalb unumgänglich, dass fürderhin unterschie-
den wird zwischen der Grundlagenforschung, die zwingend das Ex-
perimentieren beinhaltet und der angewandten Tracerhydrologie, 
die ausgearbeitete Methoden routinemässig übernimmt. Der erste 
Teil wird vor allem eine Aufgabe der Forschungsinstitute sein, 
und für den Bereich der Routineanwendungen müssen genügend Aus-
bildungsmöglichkeiten für den Praktiker geboten werden. Einen 
Schritt in dieser Richtung bilden die alternierend in zweijäh-
rigem Turnus durchgeführten Einführungen zur Tracerhydrologie 
in den Kursen des Instituts für Geothermie und Hydrogeologie in 
Graz und des Geographischen Instituts der Universität Bern. Die-
se Kurse wenden sich gleichermassen an Wissenschafter und Prak-
tiker. 
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Im Bereich der Anwendungen und Anwendungsmöglichkeiten von Tra-
cern sticht die starke Vertretung von Symposiums-Beiträgen zu 
Anwendungen im Porengrundwasser hervor. Nicht dass die Markie-
rung von Grundwässern in Lockergesteinsmassen eine Neuheit dar-
stellt. Es ist hingegen bemerkenswert, wie hier versucht wird, 
die Gesetzmässigkeiten des Fliessverhaltens des Porengrundwas-
sers mit Hilfe von Traceranwendung zu ergründen. Dabei werden 
schwierige Probleme, wie beispielsweise die Auswertung von Tra-
ceranwendungen innerhalb eines Pumpversuches, angegangen. Wert-
volle Beiträge zur schwierigen Frage des Zusammenhanges zwischen 
Abstandsgeschwindigkeit und der hydraulischen Leitfähgikeit ei-
nes Lockergesteins-Aquifers sind behandelt worden. 

Im Isotopensektor finden wir methodisch wichtige Anwendungen, so 
die Kombination von mehreren, zum Teil "neuen" Isotopen wie dem 
Freon-11. Verstärkt werden auch Arbeiten vorgestellt, die Isoto-
penhydrologie mit der Nutzung chemischer Parameter als natürli-
che Tracer kombinieren. Weiter sticht als interessante Neuheit 
die Abfluss-Ganglinienseparation (Komponententrennung) mit Hilfe 
von Umweltisotopen hervor. Noch ist ungewiss, wenn auch wahr-
scheinlich, ob bezüglich der Komponentenanteile im Abfluss in 
den nächsten Jahren Lehrbuchauffassungen revidiert werden müs-
sen. Die neusten Resultate aus den Arbeiten im Neuenburger Jura, 
aber auch jene aus dem Dischma- und Lainbachtal, weisen unmiss-
verständlich darauf hin (HERRMANN A. und STICHLER W., 1978, SIE-
GENTHALER U. et al, 1980). 

ZUR ZUKUNFT DER TRACERHYDROLOGIE 

Damit sind wir nun vom Vergangenen über die aktuelle Situation 
vollends in die Zukunft vorgestossen. Die Thematik der Fachre-
ferate am 4. SUWT signalisiert gesamthaft eine gewisse Neuorien-
tierung und eine abgewandelte Stossrichtung der Tracerhydrologie 
in bisher nicht oder wenig bekannte Anwendungsgebiete. 

Es zeichnen sich neue, sowohl wissenschaftlich wie praktisch 
interessante Anwendungen ab, die eine weitere Ausbreitung der 
Tracermethoden in der Hydrologie erwarten lassen. Bemerkenswert 
dabei ist, dass der Anwendungsbereich weit über das unterirdi-
sche Wasser hinaus ausgedehnt wird. 
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Persönlich sind wir überzeugt,
1 

dass nur das Fortschreiten in 
neue Anwendungsgebiete hinein die Tracerhydrologie als Forschungs-
feld attraktiv erhalten kann. Im klassischen Anwendungsgebiet 
der künstlichen Tracer, der Karsthydrologie, ist die Entwick-
lung so weit fortgeschritten, dass rein forschungsmässig nach 
den grossen Anstrengungen der letzten zwei Jahrzehnte die we-
sentlichen Erkenntnisse und Prinzipien vorhanden und zum Teil 
bis zur Routineanwendung erarbeitet sind. Es ist dies unzwei-
felhaft das grosse Verdienst der ersten Generation moderner Tra-
cerhydrologen - unserer Lehrmeister. Damit soll beileibe nicht 
impliziert werden, dass alle Probleme der Karsthydrologie gelöst 
wären. Einigermassen gelöst ist aber die Art, die Methodik, wie 
man karsthydrologische Fragen angehen kann. Dies haben sowohl 
die Grossversuche im slowenischen Karst als auch diejenigen im 
Neuenburger Jura und Muotatal bewiesen. 

Wir erachten es als die Aufgabe der zweiten Tracerhydrologen-
Generation, die methodischen Erkenntnisse der Vergangenheit auf 
die Probleme der Zukunft, bzw. auf neue Anwendungsgebiete zu 
übertragen. Dass diese neue Phase bereits begonnen hat, zeigen 
die entsprechenden Themen zur Anwendung in Gletschern, in Seen, 
im nichtkarstigen Kluftgrundwasser und in Spezialgebieten. Es 
gilt nun, in den kommenden Jahren die Methodiken für die einzel-
nen Anwendungsgebiete systematisch zu erarbeiten und einem wei-
teren Kreis an Interessierten in Forschung und Praxis zugänglich 
zu machen. Auch die ganz neuen Einsätze künstlicher Tracer wie 
beispielsweise in Seen haben gezeigt, dass die richtige Anwen-
dung neue Erkenntnisse in den betreffenden Forschungszweigen zu 
erbringen vermag. 

Neben diesen Modifikationen der Tracermethoden in neuen Frage-
stellungen scheint uns eine weitere Arbeitsrichtung für die Zu-
kunft der Tracerhydrologie von entscheidender Bedeutung zu sein. 
Sowohl für die verschiedenen Aquifere als auch für andere Medien, 
in denen Markierstoffe eingesetzt werden, müssen weitere Erkennt-
nisse über die Gesetzmässigkeiten des Wasserfliessens dieser Me-
dien erarbeitet werden. Insbesondere sind weitere Forschungen 
nötig zu den Möglichkeiten und zur Rolle, die dabei Markierungs-
methoden leisten können. Dies bedingt verstärkt wieder Unter-
suchungen am einzelnen Tracer selbst. 
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Es kormnt nicht von ungefähr, dass man als "insider" in den ver-
gangenen Jahren gelegentlich den Eindruck erhielt, die Tracer-
hydrologie sei in eine schwierige Phase geraten. Der Grund liegt 
darin, dass in der methodischen Forschung vor allem noch zwar 
wichtige, aber dornenvolle Randprobleme zu bearbeiten bleiben. 
Es sind dies Arbeitsgebiete, in denen es viele Enttäuschungen 
und wenig Erfolge zu ernten gibt. So war zum Beispiel auch die 
Suche nach geeigneten neuen künstlichen Tracern wenig erfolg-
reich. Gerade hier müsste aber der Hebel der Forschung ange-
setzt werden. Es steht uns zwar heute eine imposante Palette an 
künstlichen Tracern zur Verfügung, aber nur wenige davon sind 
untereinander streng vergleichbar oder eindeutig konservativ. 
Und nur solche Tracer sind für Versuche mit streng naturwissen-
schaftlichem Charakter auch verwendbar. Eine Besonderheit stel-
len in diesem Zusarmnenhang die sogenannten Pollutions-Tracer 
dar (Chlorid u.a.). Es sind dies Stoffe, die durch anthropogene 
Tätigkeit in die Gewässer gelangen und als Markierstoffe genützt 
werden können. Auch hier stehen noch grössere methodische Auf-
gaben bevor. 

Aus den hydrologisch z.T. völlig neuen Problemstellungen heraus, 
wie beispielsweise der Markierung eines Wasserkörpers in einem 
See - also einem gänzlich anderen Medium als einem Aquifer -, 
wurde inzwischen die methodische Forschung bereits neu in Schwung 
gebracht. Es ist leicht abzusehen, dass die Erkenntnisse dieser 
neuen Arbeitsgebiete, die Perfektionierung von Geräten und Ver-
fahren wiederum in klassischen Anwendungsbereichen verwendet 
werden und so gesamthaft die Tracerhydrologie befruchten. Wir 
dürfen somit guter Hoffnung sein, dass der interdisziplinäre 
Forschungszweig "Tracerhydrologie" in weiterer Zukunft lebendig 
bleibt, und dass sauber herausgearbeitete Methodiken und Verfah-
ren dem Praktiker eine erfolgreiche Anwendung erlauben. 
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ALLGEMEINE UND TECHNISCHE GRUNDLAGEN DER TRACERHYDROLOGIE 

Soweit Untersuchungen am Tracer selbst behandelt werden, sind 

ausschliesslich Beiträge aus der Gruppe der Fluoreszenztracer 
aufgeführt. Die ersten zehn Aufsätze geben einen aktuellen Ueber-

blick über Forschungsstand und Forschungslücken dieser zur Zeit 

favorisierten Tracergruppe innerhalb der künstlichen Markier-

stof fe. Zum simultanen Nachweis mehrerer Tracer in einer Probe 

werden erfolgversprechende Lösungswege aufgezeigt. 

Einen allgemeineren Charakter weisen die zwei Beiträge zur Da-

tenerfassung und Dokumentation von Tracerversuchen auf. 

BASIC METHODOLOGY 
Contributions to properties and analysis of tracers only concern 
fluorescent tracers. The first ten papers give a survey of the 
status as well as gaps existing in the research on this presently 
favoured group of artificial tracers. Techniques for the simul-
taneous analysis of several tracers are described. 

Of a more general character are the two papers on data gathering 
and documentation of tracer experiments. 
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BEITRAEGE ZUR GEOiffiIE DER Bd. 28 I s. 39 - 50 Bern, 1982 
SCHWEIZ - HYDROiffiIE 

VERFAHREN ZUM QUALITATIVEN UND QUANTITATIVEN NACHWEIS VON 

NEBENEINANDER VORLIEGENDEN FLUORESZENZTRACERN 

Horst Behrens, Neuherberg b. München 
GSF-Institut für Radiohydrometrie 

Abstract: The selective detection of individual fluorescent 
dye tracers · in mixtures of several dyes is limited by the 
ov.erlap 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. Einführung 

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 nämlich dazu geführt, daß immer 
mehr mehrere Fluoreszenztracer in Multitracerexperimenten neben-
einander eingesetzt werden. Damit gilt es nun, aus Tracergemi-
schen, die zunächst immer wässerige Lösungen sind, die einzel-
nen Komponenten zu ermitteln und zu quantifizieren, auch wenn 

39 



sie in sehr unterschiedlichen Konzentrationen vorliegen und ge-
genseitig bis zur Nichterkennbarkeit überlagert werden. Daher 
bedingt jede quantitative Bestimmung eines Einzel tracers aus Ge-
mischen aber auch seine qualitative Identifizierung. Nach Mög-
lichkeit wird man bemüht sein, diese Aufgabe weiterhin rein in-
strumentell zu lösen, d.h. unter Ausnutzung der spektralen Ei-
genschaften der Fluoreszenztracer mit Hilfe der Spektralfluori-
metrie. Da diesem Bemühen aber durch die große spektrale Breite 
sowohl der Anregungs- wie der Emissionsbereiche der Fluores-
zenztracer Grenzen gesetzt sind, mußten Verfahren zur Auftren-
nung der Gemische entwickelt werden. Diese beruhen hauptsäch-
lich auf in der Analytik erprobten Arbeitstechniken wie der 
Chromatographie oder der Extraktion · (ROCHAT et al. 1975, BUB 
et al. 1979). Sie können 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 ursprünglichen Konzentration im 
Probenwasser zur spektralfluorimetrischen 
ben. Durch geeignete Maßnahmen sollen die jeweils störenden 
Tracer unterdrückt bzw. abgetrennt werden. Diese Techniken 
stützen sich auf bekannte Eigenschaften der Fluoreszenztracer, 
die im allgemeinen als störend oder nachteilig angesehen wer-
den, nämlich der pH-Abhängigkeit der Fluoreszenz, dem Adsorp-
tionsverhalten und der Lichtempfindlichkeit dieser Substanzen. 
Die Verfahren sollten im übrigen geeignet sein, große Proben-
serien ohne großen zeitlichen Aufwand durch nicht hochspezia-
lisiertes Personal zu untersuchen. 

2. Instrumenteller Nachweis von Fluoreszenztracern 

Der instrumentelle Nachweis erfolgt zweckmäßig mit einem Spek-
tralfluorimeter. Die Lage der Emissions- oder auch der Anregungs-
spektren ergibt die erforderlichen qualitativen und die Höhe· 
(Intensität) der Spektren die quantitativen Informationen für 
den Tracernachweis. Als besonders zweckmäßig hat sich das Syn-
chron-Scan-Verfahren erwiesen, das folgende Vorteile bietet 
(BEHRENS 1971 und 1973): 
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Wasserproben können mit einem einzigen Spektrum z.B. auf die 
Tracer Uranin, Eosin, Amidorhodamin G und Rhodamin B (bzw. 
Sulforhodamin B und Rhodamin WT) überprüft werden. Für weitere 
Tracer wie Pyranin, Amidoflavin u.a. genügen wenige andere Ge-
räteeinstellungen. 

- Die Fluoreszenzspektren werden bei diesem Verfahren gegenüber 
den "echten" Emissionsspektren in der Weise "verfälscht", daß 
.sie etwas schmalbandiger werden (s. Fig. 1). Dies kommt der 
Forderung nach möglichst guter Trennung einzelner Tracer un-
tereinander entgegen. 

Der den Nachweis von Tracern in niedriger Konzentration stö-
rende und _begrenzende Streulichtuntergrund ist bei diesem Ver-
fahren besonders niedrig. Außerdem. gestatten die erhaltenen 
Spektren die Beurteilung und die Subtraktion des Streulicht-
untergrundes jeder individuellen Probe; dies ist bei normalen 
(mit fester Anregungswellenlänge aufgenommenen Fluoreszenz-
spektren) weitaus weniger möglich. Die Raman-Streuung am Lö-
sungsmittel Wasser tritt bei den meisten gebräuchlichen Ge-
räteeinstellungen für das Synchron-Scan-Verf ahren überhaupt 
nicht in Erscheinung und entfällt somit als Störeffekt. 
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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 Störung können auf diese Weise die im 
Spektrum relativ weit auseinanderliegenden Tracer Uranin und 
Rhodamin B in nahezu beliebigen Konzentrationsverhältnissen ne-
beneinander nachgewiesen werden. Bei spektral enger benachbar-
ten Tracergemischen wie Amidorhodamin G/Rhodamin B treten Über-
lagerungen auf; durch eine Korrekturrechnung, wie sie von KÄSS 
(1967) für Absorptionsspektren angegeben wurde, können die An-
teile der einzelnen Tracer der Mischung ermittelt werden 
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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 Meß-
ergebnis wird die äußere Kurve (entspricht der Summen-
kurve) erhalten. J 1 und J2 sind die Peakhöhen der ein-
zelnen Farbtracer. 

Diese Methode läßt sich entsprechend auch auf Mischungen von 
drei und mehr Farbstofftracern ausdehnen. Sowohl mit größerer 
Komponentenzahl wie auch mit zunehmenden Unterschieden in den 
Konzentrationen der Komponenten nehmen die Meßfehler zu. Bei Ge-
mischen von sehr eng im Spektrum benachbarten Fluoreszenztra-
cern wie Uranin/Eosin oder Eosin/Amidorhodamin G läßt sich ohne 
zusätzliche Probenbeeinflussung bzw. Trennverfahren keine ein-
wandfreie Analyse durchführen. 

Auf die Analytik mit Filterfluorimetern soll hier nicht näher 
eingegangen werden. Ihr wesentlicher Unterschied zur Spektral-
fluorimetrie ist darin zu sehen, daß die qualitative Informa-
tion über die Herkunft des Meßsignals nicht gegeben ist: damit 

42 



beschränkt 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-Veränderung 

Die Fluoreszenzintensität von Fluoreszenztracern ist vom pH-Wert 
ihrer wässerigen Lösungen abhängig. Besonders augenfällig ist 
diese Erscheinung bei Uraninlösungen, deren Fluoreszenz durch 
Ansäuern weitgehend verschwindet (KÄSS 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 Lösung (pH=2) heran-
gezogen. 

Die Fluoreszenz des Eosins wird ähnlich der des Uranins durch 
starkes Ansäuern gelöscht, so daß auf diese Weise Amidorhoda-
min G (identisch mit Sulforhodamin G) und andere Rhodamine völ-
lig störungsfrei neben höheren Konzentrationen an Eosin nach-
gewiesen werden können. 

Die Fluoreszenz des Eosins wird erst bei stärkerem Ansäuern ge-
löscht als die des Uranins (s. Fig. 3). Aufgrund dieser Tatsache 
kann durch definiertes Ansäuern der Proben auf pH-Werte zwischen 
5 und 5,2 durch Zusatz eines Azetatpuffers Eosin neben höheren 
Konzentrationen von Uranin nachgewiesen werden. 

Die detaillierte Untersuchung des pH-Werteinflusses auf dieEluo-
reszenzeigenschaften der Farbtracer zeigt weiter wenig berück-
sichtigte Details. Es ist erkennbar, daß die Änderungen derFluo-
reszenzintensität vor allem auf Veränderungen der Anregungsspek-
tren beruhen, die mit pH-abhängigen Strukturänderungen der Farb-
stoffmoleküle einhergehen. Die Emissionsspektren werden dagegen 
durch pH-Änderungen weitaus weniger beeinflußt. So verschwindet 
beim Uranin mit dem Ansäuern zwar die Lichtabsorption mit dem 
Maximum bei 495 nm, gleichzeitig tritt aber ein neuer und mit 
dem Ansäuern zunehmender Absorptionspeak bei 440 nm auf (BEHRENS 
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Fig. 3 Abhängigkeit der Flureszenzintensität des Uranins und 

des Eosins vorn pH-Wert; für Uranin bei zwei verschie-
denen Anregungswellenlängen (438 und 493 nrn) . 

1971). Somit kann Uranin in stark saurer Lösung durch Anregung 
bei 440 nrn wieder zum Fluoreszieren gebracht werden (s. Fig. 3), 
wenn auch mit einer etwas geringeren Intensität als in neutra-
ler bis alkalischer Lösung mit Anregung bei 495 nrn. Da in stark 
saurer Lösung die Fluoreszenz des Eosins unterdrückt bleibt, 
kann auf dieser Basis auch Uranin neben höheren Konzentrationen 
an Eosin nachgewiesen werden, was bisher als ungelöstes Problem 
galt. 

3.2 Probenbehandlung durch Adsorption 

Als organische Substanzen, die in ihren Molekülen verschiedene 
polare funktionelle Gruppen tragen, neigen die verschiedenen 
Fluoreszenzfarbstoffe unterschiedlich stark zur Adsorption aus 
den wässerigen Lösungen 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 geringfügig an Mineralien adsorbiert, während das stark 
basische Rhodamin B extrem stark fixiert wird. Arnidorhodarnin G 
und Sulforhodarnin B, in denen der basische Charakter durch 
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Sulfonsäuregruppen z.T. neutralisiert wird, nehmen eine Mittel-
stellung ein: jedoch werden an Mineralien durch reversible 
Adsorption so stark zurückgehalten, daß 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 stärker als Uranin an Mineralien fixiert. 

Die Unterschiede im Adsorptionsverhalten der Farbtracer, das 
bei den Markierungsverf ahren allgemein als unerwünschte Stö-
rung gilt, können in der Analytik zum selektiven Tracernach-
weis ausgenützt werden. Verschiedene Materialien, u.a. auch 
synthetische Kationenaustauscher, wurden auf ihre Trenneigen-
schaften für Farbtracergemische untersucht. Als besonders gün-
stig für diesen Zweck erwies sich ein tertiärer Glimmersand, 
der nördlich von München vorkommt. Es wurde das im folgenden 
beschriebene Routineverfahren für Tracertrennung entwickelt. 

Um für längere Zeit ein einheitliches Austauschermaterial vor-
rätig zu haben, werden einige kg Glimmersand gewaschen und von 
Überkorn sowie von Feinanteilen befreit. Als sehr geeignet hat 
sich eine Siebfraktion zwischen 0,1 und 0,5 mm erwiesen. Zur 
Farbtracertrennung werden in einer einfachen Anordnung (s.Fig.4) 
kleine Säulen mit ca. 2 ml Sand als Wassersuspension gefüllt 
und das Wasser ablaufen lassen. Die Kapillarkräfte v.erhindern 
ein Trockenlaufen der Säulen. Dann wird die Wasserprobe in den 
Trichter gegeben und das Perkolat nach Verwerfen eines Vorlaufs 
aufgefangen, ggfs. direkt in der Meßküvette. Die Durchlaufge-
schwindigkeit (ca. 0,5 bis 1 ml/min) kann durch Schwenken der 
Apparatur (Heben bzw. Senken des Ablaufs) eingestellt werden. 

Fig. 4 Säulenanordnung 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 später. Daher können Säulenfüllungen 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 Säulenperkolats (Spektrum 
der Ausgangslösung in Fig. 5) und einer reinen Eosin-
Lösung. Verstärkung in Fig. 6 30-fach gegenüber Fig.5. 
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Das Verfahren eignet sich besonders zum Nachweis von Uranin und 
Eosin neben den Rhodaminfarbstoffen, womit als besonders 
schwierig geltende Problem des Nachweises von Eosin neben Ami-
dorhodamin G gelöst ist (s. Fig. 5 und 6). Unter Verwendung 
anderer Adsorptionsmittel, z.B. dem weniger stark adsorbieren-
den Kieselgel, können weitere Trennaufgaben, wie die Abtrennung 
von Rhodamin B aus Amidorhodamin G/Rhodamin B-Mischungen be-
wältigt 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 stärksten lichtempfindlichen Fluoreszenztracer sind. 
Es wurde nun ein Verfahren entwickelt, bei dem die Lichteinwir-
kung aus.genutzt wird, um durch selektive Photolyse des Eosins 
einen störungsfreien Nachweis des Uranins in Mischungen beider 
Tracer zu ermöglichen. Allerdings sind die Unterschiede in der 
Lichtempfindlichkeit von Eosin und Uranin bei der Belichtung 
von normalen wässerigen Lösungen mit Tageslicht zu klein, um 
eine Eliminierung von Eosin ohne gleichzeitige große Verluste 
von Uranin zu ermöglichen. Da aber davon ausgegangen werden 
kann, daß für die Photolyse Licht derjenigen Wellenlängen wirk-
sam ist, bei denen die Farbstoffe Licht absorbieren, lassen 
sich die Unterschiede in der Lichtempfindlichkeit durch geziel-
te Beeinflussung von Lichtzusanunensetzung bzw. Lage der Absorp-
tionsspektren stark verändern. So kann die Belichtung einer 
Uranin/Eosin-Lösung über ein Farbglas OG 515 (SCHOTT-Glaswerke, 
Mainz) vorgenommen werden, das lediglich auf Eosin wirksames 
Licht durchläßt, aber das auf Uranin wirksame Licht weitgehend 
zurückhält (s. Fig. 7) Unabhängig davon kann die Lichtempfind-
lichkeit von Uranin im Vergleich zu Eosin auch durch Ansäuern 
auf pH-Werte um 5 herabgesetzt werden; durch die Veränderung des 
Absorptionsspektrums rückt die Absorption des Uranins dadurch 
gewissermaßen etwas aus dem intensiveren Teil des Tageslicht-
spektrums heraus, während das Absorptionsspektrum des Eosins 
nahezu unverändert bleibt (s. Fig. 8). Durch eine Kombination 
beider Möglichkeiten können Bedingungen hergestellt werden, un-
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ter denen Eosin weiterhin stark photolytisch zersetzt wird, Ura-
nin aber stabil gegenüber der Lichteinwirkung ist (s. Fig. 9). 

Fig. 7 
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Absorptionsspektren von Uranin und Eosin in schwach al-
kalischer Lösung sowie eines Farbglases OG 515/3 mm 
(lichtundurchlässiger 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 Fluoreszenzintensität von Uranin- und Eosin-
lösungen bei Belichtung mit Tageslicht durch ein Farb-
glas OG 515/3 mm bei verschiedenen pH-Werten; T1/2 sind 
die auf Eosinlösung mit pH = 9,0 bezogenen relativen 
Halbwertszeiten der Fluoreszenzintensität. Für a ist 
T1/2 so groß, daß es experimentell nicht gemessen 
den konnte. 

Auch allein durch die Belichtung von auf pH=5 angesäuerten Pro-
ben (ohne zusätzliche Lichtfilterung) kann bereits eine aus-
reichende Zersetzung des Eosins zum selektiven Nachweis des Ura-
nins erzielt werden. Die dabei eintretende, aber geringere Fluo-
reszenzabnahme des Uranins kann auf der Basis von als Standard 
mitbestrahlten reinen Uraninlösungen korrigiert werden. Es wurde 
festgestellt, daß die prozentuale Abnahme der Fluoreszenzinten-
sität sowohl bei Uranin wie bei Eosin in verdünnten Lösungen 
( oe:::ca. 10-7 g/ml) unabhängig von der Konzentration ist. Somit 
steht für das Problem des qualitativen bzw. quantitativen Nach-
weises von Uranin neben Eosin ein weiteres Verfahren zur Ver-
fügung. 

4. Schlußbetrachtung 

Durch eine gezielte Anwendung von pH-Veränderung, Adsorptions-
mitteln und Lichteinwirkung auf Fluoreszenztracerlösungen 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 Übersichtlichkeit auf die bekanntesten Tracer Uranin, 
Eosin, Amidorhodamin G und Rhodamin B beschränkt. Sinngemäß 
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 üblichen Fluoreszenztracer die Einzelkompo-
nenten qualitativ und quantitativ ermitteln. 
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BEITRAEGE ZUR GEOLCX;IE DER Bd. 28 I s. 51 - 62 Bern, 1982 SCHWEIZ - HYDROLCX;IE 

ROUTINEMÄSSIGE BESTIMMUNG VON ZWEI FLUORESZENZFARBSTOFFEN 
NEBENEINANDER 

Werner Käss, Freiburg/Br. 

Geologisches Landesamt Baden-Württemberg/BRD 

Abstract: Fluorescent colouring matters are still the most sen-
sitive and the least expensive tracers to observe underground 
waters. The simultaneous application of various fluorescent co-
louring matters nearly always causes considerable analytical 
problems. These difficulties can largely be mastered by spectra 
registration with the double-scanning-method. Here an arithmeti-
cal method has been described which has proved itself excellent-
ly with the application of two fluorescence colours. 

Die gleichzeitige Verwendung mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe bei 
Markierungsversuchen bringt einen beträchtlichen Gewinn zusätz-
licher Informationen. Die Einsparungen bei der Probenahme dürfte 
der wichtigste Faktor sein. Daneben ist die Feststellung der Ab-
flussverhältnisse der eingefärbten Wässer bei einheitlichen hy-
drometeorologischen Bedingungen als Gewinn anzusehen. Würde man 
die Einfärbungen in zeitlichem Abstand hintereinander vornehmen, 
würden damit kaum voll vergleichbare Ergebnisse erzielt werden 

können. 

Mit der Untersuchung von Wasserproben, die gleichzeitig mehrere 
Fluoreszenzfarben enthalten, beschäftigten sich seither bereits 
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mehrere Autoren. Im Jahr 1967 veröffentlichte ich eine Berech-

nungsmöglichkeit zur Ermittlung der Einzelkonzentrationen von 

Mischungen zweier Farben an Hand von Extinktionsmessungen (KÄSS 

W., 1967). Später entwickelte H. BEHRENS das Doppel-Scanning-

Verfahren, bei dem in gleichbleibendem Wellenlängenabstand Anre-

gung und Fluoreszenz spektral durchfahren wird. (BEHRENS H.,1973 

und BEHRENS H., ZUPAN M. und ZUPAN M., 1976). Damit wird eine 
höhere spektrale Auflösung der Fluoreszenz verschiedener Fluores-

zenzfarbstoffe erreicht. Dieses Verfahren lässt sich allerdings 

nur für solche fluoreszierenden Farbstoffe anwenden, die etwa 

gleiche Wellenlängenabstände zwischen Anregungs- und Fluoreszenz-

maximum besitzen (vgl. Tabelle 1). Neuerdings wird versucht, 

durch Oxidation, pH-Wert-Veränderung und durch Lichteinfluss ei-
ne Trennung der einzelnen Farbstoffe zu erreichen (BEHRENS H., 

1982) . In Aktivkohleauszügen können Farbstoffgemische durch 

dünnschichtchromatographische Behandlung getrennt werden (BUB 

F.B., HÖTZL H. und WISSER K., 1979). 

Alle diese Verfahren sind mehr oder wenig zeitaufwendig, was bei 

einer grossen Zahl von Proben eine gewisse Schwierigkeit bedeu-

tet. Daher wurde ein rechnerisches Verfahren entwickelt, mit dem 

ohne grossen Zeitverlust die Komponenten bei der Untersuchung 

von Mischungen zweier beliebiger Farbstoffe ermittelt werden kön-

nen. Dieses Verfahren lehnt sich eng an meine bereits 1967 mit-

geteilten Formeln an. 

Bei der routinemässigen Anwendung mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe 
müssen jedoch einige Bedingungen erfüllt sein, die hier beschrie-

ben werden. 

Bei Färbversuchen fallen in der Regel zwischen 50 und 500 Einzel-

proben an, die in mehreren Transporten im Laboratorium eintref-

fen. Als wiederverwendbare Flaschenart haben sich 250 ml Meplac-

Flaschen aus Braunglas bewährt. Die Untersuchung einer Vielzahl 

von Proben kann nur noch mit Automaten erfolgen. Eine derartige 

Einrichtung ist im Geologischen Landesamt Baden-Württemberg in 

Freiburg aufgebaut worden. Der mechanische Teil wurde in Sonder-

anfertigung von der Firma Ismatec/Zürich hergestellt. Er regelt 

die Zufuhr der genormten Probeflaschen in Kassetten mit je zwan-
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zig Stück und steuert die Entnahme der Wasserproben aus den Fla-
schen. Das Untersuchungswasser wird mit etwa 40 ml in der Minute 
durch eine Fluoreszenz-Durchflussküvette mit 10 ml Inhalt gelei-
tet. In der Praxis hat sich eine Spülzeit von 1 Minute bewährt. 

Der optische Geräteteil besteht aus einem - inzwischen nicht 
mehr lieferbaren - ZEISS Spektralf luorometer mit 2 Gitter-Mono-
chromatoren. Als Lichtquelle kommt eine 450 W Xenonlampe zum Ein-
satz. Die Wellenlängentriebe der beiden Monochromatoren können 
einzeln oder getrennt mit Schrittmotoren programmgesteuert wer-
den. Neben der digitalen Messwertanzeige erfolgt eine doppelte 
Registrierung der Werte mit Schreiber und Drucker. Der Schrei-
bervorschub läuft nur während der Spülzeit mit 1 cm je Minute, 
d.h. jede Probe nimmt auf dem Schreibstreifen 1 cm Raum ein. Auf 
diese Weise erhält man während des Untersuchungsvorganges eine 
qualitative Farbgangskurve. Am Schluss der Spülzeit erhält der 
Drucker den Befehl zum Ausdrucken des letzten Messwertes. Bei 
Konzentrationsänderungen bis 1 : 10 reichen die programmierten 
Spülzeiten von 1 Minute völlig aus. Bei extremen Konzentrations-
unterschieden kann jederzeit Handsteuerung übernommen werden. 

Die Messwertanzeige ist so eingestellt, dass für pH = 7,6 Ura-

ninkonzentrationen in der Einheit "mg/cbm" angezeigt werden. 
Durch verschiedene Massnahmen konnte der Streulichtanteil für 
sauberes Quellwasser bei der optimalen Uranineinstellung auf 
0,002 mg/cbm Uraninäquivalente herabgedrückt werden. Dies ist 
gleichzeitig die Erfassbarkeitsgrenze. Im fortlaufenden Regis-
trierdiagramm können in günstigen Fällen noch Uraninspuren von 
0,001 mg/cbm erkannt werden. 

Zur Ermittlung der optimalen Messbedingungen für einen Fluores-
zenzfarbstoff werden die Anregungs- und Fluoreszenzmonochromato-
ren getrennt verstellt und in einem Diagramm aufgezeichnet. Fi-
gur 1 zeigt die Messergebnisse für Uranin. Es ist daraus zu er-
sehen, dass für die angewandte optische Aufstellung Uranin am 
besten bei 491 nm angeregt wird und eine maximale Fluoreszenz-
intensität bei 512,5 nm liefert. Figur 2 zeigt die Verhältnisse 
für Eosin. Der Unterschied zwischen Anregungs- und Fluoreszenz-
wellenlänge beträgt somit beim Uranin 21,5 nm und beim Eosin 
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20,5 nm. Durch Anwendung einer Doppel-Scanning-Technik nach H. 
BEHRENS, d.h. der Messung eines Fluoreszenz-Spektrums unter ste-
tiger Beibehaltung eines Abstands beider Monochromatoren von 
20 nm kann eine verbesserte Darstellung der Fluoreszenz erreicht 
werden. Im oberen Teil der Figuren 1 und 2 sind die so aufgenom-
menen Spektren dargestellt. Die Figur 3 zeigt das Doppel-Scan-

ning-Spektrum mit je 1 mg/cbm Uranin + Eosin. Hier ist sehr gut 
die Auswirkung der etwa 5 mal schwächeren Fluoreszenzausbeute 
des Eosins gegenüber dem Uranin zu sehen. In der Figur 4 wird 
ein Doppel-Scanning-Spektrum mit 3 Farbstoffen und zwar mit 
Sulforot, Eosin und Uranin dargestellt. Durch Anlegen einer 
Grundlast-Linie kann man gut die einzelnen Fluoreszenzintensitä-
ten und damit die jeweiligen Konzentrationen ermitteln. Diese 
Art der Untersuchung ist allerdings auf solche Farbstoffe be-
schränkt, die etwa gleichen Wellenlängen-Abstand zwischen Anre-
gungs- und Fluoreszenzmaximum aufweisen. Die folgende Tabelle 1 
zeigt die dafür in Frage kommenden Daten einer Auswahl von Farb-

stoffen. 

Tabelle 1: Fluoreszenzoptische Daten einiger fluoreszierender 
Markierungsstof f e 

Stoff Anregungs- Fluoreszenz- Wellenlängen- Fluores- Ad-
maximwn maximwn unterschied zenz- sorp-

(nm) (nm) Fluoreszenz- ausbeute tion 
Anregungs- gegenüber im 
maximum (nm) Uranin Grund-

wasser-
leiter 

Uranin 491 512,5 21,5 1 -
Eosin 515,5 536 20,5 0,18 + 
Amido- 531 552 21 0,61 ++ rhodamin 
Rhodamin 553,5 576 22,5 0,083 ++ 
Sulforot 564 582,5 18,5 0,15 ++ 
Pyranin 463,5 512,5 49 0,18 -
Tinopal 364 434 70 0,61 ++ 

Für die quantitativen Auswertungen von Färbversuchen kommen nur 
solche Farbstoffe in Frage, die keine Wechselwirkung mit dem 
durchflossenen Gestein haben. Dies trifft nach allen Erfahrungen 
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unter normalen pH-Bedingungen für Uranin zu. Für Eosin kann bei 

Versuchen im Karst für starke Verdünnungen dasselbe gesagt wer-

den. Für Pyranin zeigen die wenigen Erfahrungen bis jetzt ähnli-
ches Verhalten wie Uranin. 

Seit einigen Jahren werden vorn Geologischen Landesamt Baden-
Württernberg, wenn es die Umstände erfordern, routinernässige Dop-
pelversuche mit Uranin und Eosin durchgeführt. 

Wegen der teilweisen gegenseitigen Beeinflussung bei der fluo-

reszenzoptischen Untersuchung wurden Verfahren erarbeitet, die 
eine einwandfreie routinernässige Erfassung der Farbstoffkonzen-
trationen erlauben. 

Mit Hilfe der Fluoreszenzintensitäten bei den beiden optimalen 
Einstellungen für die zwei Farbstoffe können auch ihre Konzen-
trationen bestimmt werden. Der eine Lösungsweg besteht in der 
Möglichkeit des Ablesens auf einem Nomogramm (Figur 5): Man 
legt auf die gemessenen Fluoreszenzintensitäten ein Lineal und 
liest an den Konzentrationssäulen die entsprechenden Farbstoff-

konzentrationen ab. 

Der andere Lösungsweg geschieht rechnerisch. Dabei werden die 

Fluoreszenzen durch folgende Parameter bestimmt: 

Tabelle 2 Fluoreszenzen von Farbstoffgemischen aus Uranin und Eosin, 
wenn das Meßgerät auf Uranin geeicht ist. 

FU = CU + (CE x kE x zE, .512' 5 ) 
FE =(CE x kE' + (cu x zu,_537,5) 
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Fluoreszenzintensität bei den optimalen Einstellungen 
für Uranin, Eosin 
Konzentrationen von Uranin, Eosin 

Fluoreszenzausbeute für Eosin im Vergleich zu 
Uranin = 0,182 

ZU, 537, 5 

Anteil der Eosinfluoreszenz bei der Uranineinstellung 
zur Eosineinstellung = 0,092 

Anteil der Uraninfluoreszenz bei der Eosineinstellung 
zur Uranineinstellung = 0,0328 
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Figur 5: Nomogramm zur Ermittlung der Uranin- und 
Eosinkonzentration in Farbstoffgemischen 
aus den Fluoreszenzintensitäten für die 
optimalen Einstellungsbedingungen für 
Uranin und Eosin (ZEISS Gitter-Monochro-
mator, Hamamatsu-Vervielfacher R 446, 
spektrale Bandbreite: 7,5 nm). 
Eingezeichnetes Beispiel: FU = 2,5 Ska-
lenteile, FE = 6,5 Skalenteile. Daraus 
ist eine Uraninkonzentration C von 
1,5 mg/cbm und eine Eosinkonzegtration 
CE von 35 mg/cbm ablesbar. 
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In der Tabelle sind zwei Gleichungen für 2 Unbekannte aufgestellt. 
Durch Umstellung erhält man die Konzentrationen: 

Tabelle 3 Konzentrationen an Uranin (CU) und Eosin (CE) 

Cu = 1,0001 Fu - 0,00304 FE 

Moderne Kleinrechner mit auswechselbarem Magnetprogramm benöti-
gen zum Ausdrucken der Konzentrationswerte nur wenige Sekunden, 
so dass ohne grosse Mühen auch grössere Probenserien bewältigt 

werden können. 

Als allgemeine Formel zur Berechnung von Konzentrationen zweier 
Fluoreszenzfarbstoffe in Mischungen gilt Tabelle 4: 

Tabelle 4 Konzentrationsberechnung in Lösungsgemischen mit 2 fluores-
zierenden Komponenten A und B 

kA,B: 

Fluoreszenzintensität bei der optimalen 
Geräteeinstellung für den Stoff A oder B 

Fluoreszenzausbeute bei der optimalen 
Geräteeinstellung für den Stoff A oder B 
Fluoreszenzanteil des Stoff es A oder B 
bei der optimalen Geräteeinstellung für 
den Stoff B oder A 

Mit Pyranin und Uranin bei gemeinsamem Einsatz liegen nur wenige 
Erfahrungen vor. Die Schwierigkeiten liegen vor allem im hohen 

Messuntergrund bei der optimalen Pyranineinstellung. Ausserdem 
kann wegen der unterschiedlichen Wellenlängenabstände zwischen 
Anregung und Fluoreszenz für Uranin und Pyranin das Doppel-Scan-
ning-Verf ahren zur Identifikation nicht herangezogen werden. Da 
beide Farbstoffe bei 512,5 nm ihr Fluoreszenzmaximum aufweisen, 
kann man lediglich ein Anregungsspektrum aufzeichnen, das je-
doch bei geringen Pyraninkonzentrationen keine eindeutige Aus-
kunft mehr gibt (Figur 6) . Einige kräftige Xenon-Linien um 
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470 nm geben dem Spektrum deutliche Strukturen. Bessere Identi-

fikationen geben Doppelscann-Spektren für beide Farbstoffe opti-

mal getrennt (Figur 7). Bei Reihenversuchen wird auch hier das 
Rechenprograrrun angewandt werden können, das für Uranin-Eosin-Mi-

schungen angegeben wurde. 
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BEITRAEGE ZUR GEOLCx;IE DER Bd. 28 I s. 63 - 68 Bern, 1982 SCHWEIZ - HYDROLCx;IE 

ERFAHRUNGEN MIT DER DüNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE BEIM NACHWEIS 
VON FLUORESZENZTRACERN 

Günter Ackermann, Frank-Peter Bub und Heinz Hötzl 
Lehrstuhl für Angewandte Geologie der Universität Karlsruhe 

Abstract: EXPERIENCES WITH THIN LAYER CHROMATOGRAPHY IN 
DETECTING FLUORESCENT TRACERS 

Nowadays increasingly various fluorescent tracers are applied 
simultaneously in groundwater tracing. Because of the similar 
spectral characteristics of the tracers, superimposed fluores-
cent signals may provoke detection problems. In order to pre-
vent such interf erences chromatographic separation procedures 
are carried out. This study comprises the results of the in-
vestigations made on activated charcoal extracts by means of 
thin layer chromatography. These samples at the same time con-
tained minute tracers of the fluorescent dyes uranine, eosine, 
amidorhodamine, rhodamine and tinopale. 

1. Einführung 

Der gleichzeitige Einsatz von verschiedenen Fluoreszenztracern 
ermöglicht eine umfassendere Untersuchung eines Einzugsgebie-
tes unter einheitlich hydrologischen Bedingungen. Die Wahl von 
mehreren Fluoreszenzstoffen hat gegenüber verschiedenen Tracer-
arten den Vorteil gleicher Ausbreitungs- und Transportbedin-
gungen im Untergrund bei zugleich hoher Nachweisempf indlich-
kei t. 
Nachteilig machen sich bei der Auswertung lediglich die sich 
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zum Teil überlagernden Fluoreszenzspektren der derzeit für die 
Markierung von Grundwässern verfügbaren Tracer bemerkbar. Da-
durch ist eine exakte quantitative fluorimetrische Auswertung 
ohne weitere Probenaufbereitung nicht möglich. Bei starken Kon-
zentrationsunterschieden der einzelnen Tracer in einer Probe 
kann der schwächer konzentrierte Tracer überhaupt nicht mehr 
nachgewiesen werden. Damit wird der gleichzeitige Einsatz von 
Fluoreszenzstoffen dort, wo es auf den Nachweis selbst klein-
ster Spuren ankommt, entscheidend eingeschränkt. 

Zur Verbesserung der Nachweismöglichkeit gleichzeitig vorhande-
ner Fluoreszenzstoffe gibt es verschiedene Verfahrensvorschläge, 
z.B. BAUER F. (1972) und BEHRENS H. (1973). Die Vielfalt der 
anzuwendenden Methoden geht auch aus den in diesem Symposiums-
band vorliegenden Berichten von BEHRENS H., KäSS W. und von 
PERLEGA W. hervor. Grundsätzlich bestehen Verbesserungsmöglich-
keiten durch günstigere Meßanordnungen, durch Veränderung des 
chemischen Milieus und damit verbundener Unterdrückung einzel-
ner Komponenten sowie durch vorgeschaltete chemische Trennung. 

Die sichersten Ergebnisse lassen sich durch die zuletzt genann-
ten chemischen Trennverfahren gewinnen. Allerdings muß hierbei 
in der Regel ein größerer Zeit- und Arbeitsaufwand für die Pro-
benuntersuchung in Kauf genommen werden. Auf chromatographische 
Trennverfahren allgemein hat bereits BEHRENS H. in diesem Band 
hingewiesen. Im nachfolgenden soll über die Erfahrungen mit der 
Dünnschicht-Chromatographie bei der Auswertung von Tracerver-
suchen berichtet werden. Erstmals wurde diese Methode der Tren-
nung von Fluoreszenzstoffen von ROCHAT J. et al. (1975) be-
schrieben. Ein Vergleich von Dünnschicht- und Hochdruckflüssig-
kei ts-Chromatographie wurde von BUB F.P. et al. (1979) vorge-
nommen. 

2. Prinzip der Dünnschicht-Chromatographie 

Allgemein erfolgt die Trennung bei chromatographischen Verf ah-
ren zwischen einer sogenannten stationären und einer mobilen 
Phase. Bei der Dünnschicht-Chromatographie besteht die statio-
näre Phase (Adsorbens) aus einer Kieselgelschicht, die auf ei-
ner Glas- oder Kunststoffplatte aufgebracht ist. Durch Eintau-
chen der Platte in ein Laufmittel (Eluens) durchläuft dieses 
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als mobile Phase infolge der Kapillarwirkung die Kieselgel-
schich t von unten nach oben. Komponenten eines Stoffgemisches, 
das vorher auf die Platte aufgebracht wurde - in unserem Fall 
eine Lösung mit verschiedenen Fluoreszenzstoffen - legen hier-
bei in Abhängigkeit von den Eigenschaften des Adsorbens und 
Eluens unterschiedlich weite Wegstrecken zurück und werden so 
getrennt. 

Die Auswertung der Substanzflächen auf der Dünnschichtplatte 
wird mit einem entsprechend konstruierten Fluorimeter vorgenom-
men. Durch Abfahren der Platte unter dem Fluorimeter kann damit 
das Chromatograrnrn aufgezeichnet werden. Die Identifikation der 
Fluoreszenzstoffe erfolgt primär nicht über die spezifische 
Emissionswellenlänge, sondern über die Laufweite (Rf-Wert) der 
Substanz flecken. 

3. Anwendung der Dünnschicht-Chromatographie 

3.1. Auswertung von Wasserproben 

Im Hinblick auf die dünnschichtchromatographische Auswertung 
von Tracerproben galt es zunächst ein geeignetes Laufmittel zu 
finden, das eine optimale Auftrennung aller heute für die Grund-
wassermarkierung verwendeten Fluoreszenzstoffe ermöglicht. Bewährt 
hat sich ein Gemisch von Propanol-(1)/Essigsäureäthylester/Arnrno-
niaklösung (25 %)/Wasser (6/1/2/1), dem zur Verbesserung der Lauf-
eigenschaften eine Spatelspitze NaCl zugefügt wurde (BUB F.P. 
et al., 1979). Die erreichten Nachweisempfindlichkeiten lagen bei 
in reinem Leitungwasser angesetzten Testlösungen nur wenig unter 
der fluorimetrischen Messung. 

In Anbetracht des meist großen Probenanfalles bei Markierungs-
versuchen wurde auf einen möglichst rationellen Analysenablauf 
Wert gelegt. So wurde auf das Abfahren der Platten in Laufrichtung 
mit mehrfacher Änderung der Wellenlängeneinstellung verzichtet und 
zunächst für alle 12 Proben einer Platte durch Querabfahren ein 
Fluoreszenzstoff nach dem anderen untersucht. 

Im Rahmen der vergleichenden Untersuchungen des 4. SUWT im Jura 
bestand Gelegenheit dieses Verfahren für die Direktauswertung von 
Wasserproben im Großversuch zu testen. Die Ergebnisse hinsicht-
lich des Durchgangsverlaufes und der ermittelten Konzentrationen 
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stinunten weitgehend mit den fluorimetrischen Messungen überein 
(BUB F.P., HöTZL H., 1980). Zusätzlich konnte zum Beispiel in 
der Areuse-Quelle das Rhodamin erfaßt werden, welches in der pa-
rallelen fluorimetrischen Messung durch das stärker konzentrier-
te Sulforhodamin völlig überdeckt wurde. 

Die größerenMeßwertschwankungen in der DC-Auswertung sind eine 
Folge der quer zur Laufrichtung vorgenonunenen Messung. Bei un-
terschiedlich mineralisierten und vor allem verschmutzten Wässern 
sowie durch einen nicht inuner gleichmäßigen Verlauf der Lauf-
front werden beim Querabfahren die einzelnen Substanzflecken oft 
nur randlich getroffen. Dies führt zu geringeren Konzentrations-
werten, was für eine exakte quantitative Auswertung zu ungenau 
ist. In einem solchen Fall ist das etwas zeitaufwendigere Ab-
fahren parallel zur Laufrichtung erforderlich. 

Zur Anregung der Fluoreszenz können bei der DC in der Regel 
nicht die stoff spezifischen optimalen Anregungswellenlängen 
verwendet werden. Durch den hellen Plattenuntergrund werden zu 
hohe Streulichteffekte erzielt, die die Messung einer gegenüber 
der Anregung nur geringfügig verschobenen Emission stören. 
Günstigere Werte wurden mit den kurzwelligeren Linien der Queck-
silberlampe erreicht. 

3.2. Auswertung von Aktivkohleeluaten 

Für die dünnschichtchromatographische Untersuchung von Eluaten 
aus Aktivkohleproben sollte zunächst der von der Wasserproben-
untersuchung bekannte Verfahrensgang übernommen werden. Ent-
sprechende Versuche mit im Labor angesetzten Kohlenproben er-
gaben eindeutige Resultate. Bei der vergleichenden Auswertung 
eines Markierungsversuches, wobei Proben des im Rahmen des 4.SUWT 
im Muotatal durchgeführten Versuches herangezogen wurden, zeigten 
sich gegenüber der fluorimetrischen Messung signifikante Abweichungen. 

Die näheren Untersuchungen ergaben, daß bei der Eluation der 
Kohleproben mit Dimethylformamid (80 %) nicht nur die gegebenen-
falls vorhandenen Tracer sondern auch andere fluoreszierende 
Stoffe, vermutlich organische Verbindungen, eluiert werden. 
Zahl und Umfang solcher nicht erwünschter Fremdstoffe hängen 
von der Herkunft des Wassers, der jeweiligen Wasserschüttung und 
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von der Einhängedauer der Kohle ab. Sie hinterlassen auf der 
Platte Flecken oder verursachen überhaupt fluoreszierende 
Schleppspuren, die sich vom Aufgabepunkt bis zur Laufmittel-
front hinziehen können. Eine vereinfachte Querauswertung senk-
recht zur Laufrichtung war daher nicht möglich. Darüber hinaus 
mußten auch die Fremdstoffe von den Tracern deutlicher abge-
trennt werden. 

Nachdem Versuche mit anderen Laufmitteln zu keinen besseren Er-
gebnissen führten, wurde das Eluiermittel geändert. Günstige 
Werte wurden mit einem Gemisch von Isopropanol und 1 N NaOH 
(4/1) gewonnen. Gegenüber dem Dimenthylformamid werden damit 
Uranin und Eosin um das Zehnfache besser eluiert, während für 
Rhodamin die gleichen und für Amidorhodamin geringfügig gerin-
gere Konzentrationen erreicht werden. Auf Grund der günstige-
ren Eluationseigenschaften dieses Isopropanol-Gemisches für die 
wichtigsten Tracer ist seine Anwendung auch bei der f luorime-
trischen Auswertung von Kohleproben zu empfehlen. Für die Dünn-
schichtchromatographie bringt es zudem den Vorteil, dass das 
Zeitraubende Trockenföhnen insbesondere bei Mehrfachauftragen 
durch die . rasche Verdunstung des Isopropanols entfällt. 

Als zweiter Schritt zur Verbesserung der dünnschichtchromato-
graphischen Auswertung von Kohleeluaten wurde das Laufmittel 
angepaßt und verbessert. Derzeit verwenden wir ein Gemisch von 
Propanol-(1)/Essigsäureäthylester/Ammoniak (25 %) (6/2/1), -
welches eine ausreichende Trennung der meisten Stoffe in einem 
Verfahrensgang ermöglicht. Allerdings werden Eosin und abge-
schwächt auch Rhodamin in Teilfraktionen aufgesplittert, was ei-
ne Verminderung der Nachweisempfindlichkeit zur Folge hat. Eine 
gewisse Verbesserung wird erreicht, wenn bereits saure und alka-
lische Eluate aus einer Probe gewonnen und parallel ausgewertet 
werden. 

4. Zusammenfassung 

Bei der Auswertung von Markierungsversuchen kann zum Nachweis 
von Fluoreszenztracern die Dünnschicht-Chromatographie einge-
setzt werden. Sie bietet den Vorteil, gleichzeitig in einer 
Probe auftretende Fluoreszenzstoffe getrennt zu erfassen, so 
daß keine gegenseitige Beeinträchtigungen durch überlagernde 
spektrale Eigenschaften auftreten. Das Verfahren eignet sich 
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durchaus auch für Reihenuntersuchungen und steht in bezug auf 
den Probendurchsatz der Fluorimetrie nur wenig nach. 

Hinsichtlich der Tracertrennung und Nachweisempfindlichkeit 
werden zufriedenstellende Ergebnisse erreicht, doch ist die 
Methode noch ausbau- und entwicklungsfähig. Verbesserungen 
werden durch veränderte Laufmittel sowie durch eine Optimierung 
der Fluoreszenzanregung erwartet. 
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NEUE ERGEBNISSE OBER DEN LICHTEINFLUSS AUF FLUORESZENZTRACER 

Horst Behrens, Günter Teichmann, Neuherberg 
GSF-Institut für Radiohydrometrie 

Abstract: The photodecomposition of the fluorescent dye tracers 
Pyranin, Uranin, Eosin, Tinopal CBS-X (group I) as well as 
Rhodamin WT, Sulforhodamin B, Rhodamin B, Rhodamin 6G, Amido-
rhodamin G and Brillantsulfoflavin FF (group II) by irradiation 
with artificial daylight was investigated. The dyes of group I 
showed f irst order reaction decay both in distilled water and 
different types of surface and groundwater. The dye tracers of 
group II showed deviations from the first order reaction, when 
natural waters were used as a solvent. The deviation resulted 
in an over all increasing decay rate during the exposure to 
light. Photodecomposition of dyes in this group obeyed the first 
order reaction, when distilled water, anion exchanged water, or 
in other way processed water was used as a solvent. Comparative 
values on the light sentivity of the different dye tracers are 
given. 

Einführung 

Als organische Verbindungen unterliegen die als hydrologische 
Tracer verwendeten Fluoreszenzf arbstof fe bekanntlich mehr oder 
weniger stark einer Zerstörung durch Lichteinwirkung. Die di-
rekte Photolyse wird allgemein als Reaktion erster Ordnung be-
schrieben; demnach verläuft die Konzentrationsabnahme eines 
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Fluoreszenztracers unter Lichteinwirkung nach der Beziehung 

-kt 
I = I · e 0 

I : Fluoreszenz nach Bestrahlungszeit t 
I

0
: Fluoreszenz zur Bestrahlungszeit t = 0 

k Geschwindigkeitskoeffizient 
t : Bestrahlungszeit 

Das bedeutet, daß für die einzelnen Farbstoffe unter definier-
ten Bestrahlungsbedingungen Geschwindigkeit- bzw. Zerfallskoef-
fizienten oder auch Halbwertszeiten (t1/2 = ln2/k) angegeben wer-
den können. 

In der Literatur liegen von verschiedenen Autoren einige Anga-
ben über die Lichtempfindlichkeit der verschiedenen Fluoreszenz-
tracer vor. Von SMART und LAIDLAW (1977) wurden diese Daten ver-
gleichend zusammengestellt und durch Messungen an sonst noch 
nicht in dieser Hinsicht beschriebenen Farbstofftracern ergänzt. 
Die Angaben zeigen für die einzelnen Farbtracer z.T. erhebliche 
Unterschiede. Die Belichtungsbedingungen sind mit Angaben wie 
"sonnig" oder "bedeckt" teilweise nur ungefähr definiert. Da 
weiterhin auch nicht alle von uns verwendeten Tracer aufgeführt 
sind, haben wir weitere Messungen zu dieser Fragestellung vorge-
nommen. Als Hauptziel wollten wir einen möglichst genauen Ver-
gleich der Lichtempfindlichkeit der Farbtracer beim Spektrum des 
Tageslichts in seiner mittleren Zusammensetzung vornehmen. Durch 
Messung der Lichtintensität bei diesen Belichtungsversuchen soll-
ten quantitative Daten über die Beziehung zwischen Beleuchtungs-
stärke und photochemischen Zerfall ermittelt werden. Wir beab-
sichtigten weiterhin, so auch Grundlagen zur Bestimmung des Gra-
des der Photolyse bei praktischen Anwendungen von Fluoreszenz-
tracern in Oberflächengewässern, z.B. über die Belichtung von 
Referenzproben, zu erarbeiten. Außerdem sollte in Langzeitver-
suchen der zeitliche Verlauf der Photolyse überprüft werden. 

Experimente 

Um exakt reproduzierbare Belichtungsversuche ausführen zu kön-
nen, wurde ein hierfür geeignetes Belichtungsgerät konzipiert 
und gebaut, das hier kurz beschrieben werden soll: 
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In einem Probenraum, der durch ein Gehäuse vor äußerem Licht-
einfall geschützt ist, befindet sich ein Drehteller mit einem 
Durchmesser von 80 cm, über dessen Mitte eine Punktlichtquelle 
installiert ist. Durch die Rotation um die Lichtquelle erhalten 
auf den Drehteller gestellte Proben eine Belichtung, die von 
radialen Ungleichmäßigkeiten der Lampenabstrahlung unabhängig 
ist. Es können bis zu 40 Flaschen von 250 ml Inhalt im gleichen 
Abstand von der Lichtquelle aufgestellt werden. Um ein Licht 
mit einer dem Tageslicht möglichst ähnlichen spektralen Zusam-
mensetzung zu erhalten, wurde eine Xenon-Hochdrucklampe (XBO 
150 W/1 ofr, Osram) verwendet. Die spektrale Übereinstimmung 
wurde besonders für den kurzwelligen sichtbaren und den daran 
anschließenden UV-Bereich des Lichts angestrebt, da hauptsäch-
lich hier die Absorptionsbereiche der zu untersuchenden Fluo-
reszenzindikatoren liegen. Zur Reduktion des zu hohen UV-Anteils 
der Xenon-Lampe ist diese von einem als Filter wirkenden Glas-
rohr aus DURAN 50 umgeben. Die Beleuchtungsstärke in einem Ab-
stand von 40 cm von der Lichtquelle beträgt in dieser Anordnung 
2000 ! 100 lx. 

Beliebige Belichtungsintervalle vom Sekundenbereich bis zu 7 Ta-
gen können an einem Vorwahlschalter eingestellt werden; die ab-
gelaufenen Belichtungszeiten werden mit Zeituhren erfaßt. 

Vor Durchführung der Untersuchungen wurde ermittelt, inwiefern 
apparative Parameter die Reproduzierbarkeit der Meßergebnisse 
beeinflussen. Dazu wurden zunächst Farbstofflösungen in Flaschen 
aus unterschiedlichen Materialien, wie Polyäthylen, Pyrexglas 
und einfaches weißes Natron-Kalk-Glas belichtet. Es konnte 
bei festgestellt werden, daß nicht nur das Material, sondern 
auch Größe und Geometrie der Probengefäße z.T. starke Unterschie-
de hinsichtlich der Zerfallsgeschwindigkeit der Farbstoffe im 
Licht zur Folge haben. Dagegen war der Einfluß des Füllstandes 
in untereinander gleichen Gefäßen so gering, daß er im Bereich 
der Genauigkeit der Fluoreszenzmessung lag. Aufgrund dieser Er-
kenntnisse wurden für die Belichtungsversuche Probengefäße glei-
cher Art und zwar zunächst 250 ml-Flaschen aus Natron-Kalk-Glas 
(Handelsbezeichnung: Enghalsflaschen weiß mit Schraubverschluß) 
verwendet. 
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untersucht wurden die Farbstoffe Pyranin, Uranin, Eosin, Tino-
pal CBS-X, Rhodamin WT, Sulforhodamin B, Rhodamin B, Rhodamin 
6G, Amidorhodamin G und Brillantsulfoflavin FF in handelsübli-
cher Qualität. Es wurden in der Regel Doppelproben im Konzentra-
tionsbereich von 10-8 bis 10- 10 g/ml angesetzt. Dieser Konzentra-
tionsbereich liegt in der gleichen Größenordnung, in der die Tra-
cer bei Markierungsversuchen häufig in den Proben auftreten. Die 
Lösungen dieser Farbstoffe wurden zunächst mit ungechlortem Mün-
chener Leitungswasser hergestellt. Dieses Wasser ist ein typi-
sches Kalkschotterwasser von sehr gleichbleibender Zusammenset-
zung. Nach jedem einzelnen Belichtungsintervall, das je nach 
Lichtempfindlichkeit des Farbstoffs bis zu 150 Stunden betrug, 
wurden die Farbstoffkonzentrationen mit einem Spektralfluorime-
ter (Perkin-Elmer 203) gemessen. Durch Vergleich von nicht be-
lichteten Bezugsproben gleicher Ausgangskonzentration konnte die 
Erniedrigung des Fluoreszenzvermögens ermittelt und im halbloga-
rithmischen Maßstab graphisch dargestellt werden. 

Ergebnisse 

überraschenderweise ergab sich, daß nur bei einem Teil der Fluo-
reszenzfarbstoffe die Fluoreszenzintensität mit der Belichtungs-
zeit entsprechend der zu erwartenden Reaktion erster Ordnung ab-
nahm. Lediglich bei den Farbstoffen Pyranin, Tinopal CBS-X, Ura-
nin und Eosin (Gruppe I) war in der halblogarithmischen Darstel-
lung ihrer Konzentrationen eine lineare Abnahme mit der Belich-
tungszeit entsprechend einer konstanten photochemischen Zerfalls-
geschwindigkeit zu verzeichnen (s. Fig.1). Die Farbstoffe Rhoda-
min WT, Sulforhodamin B, Rhodamin B, Rhodamin 6G, Amidorhodamin 
G und Brillantsulfoflavin FF (Gruppe II) zeigten dagegen eine 
mit der Belichtungsdauer zunehmende Geschwindigkeit ihres pho-
tochemischen Zerfalls. Dies kommt in gekrümmten und mit der Zeit 
steiler werdenden Kurven in halblogarithmischer Darstellung der 
Konzentration gegen die Zeit zum Ausdruck (s. Fig. 2). 
Das Auftreten dieser Anomalie bei den Farbstoffen der Gruppe II 
bestätigte sich bei der Verwendung von anderen natürlichen Wäs-
sern, wie Oberflächen- oder Karstwasser als Lösungsmittel, an-
stelle von Leitungswasser. Es wurde daraufhin versucht, ein mög-
lichst umfangreiches experimentelles Material zu gewinnen, um 
die Bedingungen, unter denen diese Anomalie auftritt, festzu-
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Fig. 1 Abnahme des Fluoreszenzvermögens von wäßrigen Lösungen 
ausgewählter Farbstoffe bei Belichtung mit künstlichem 
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Fig. 2 Abnahme des Fluoreszenzvermögens von wäßrigen Lösungen 
ausgewählter Farbstoffe bei Belichtung mit künstlichem 
Tageslicht. (Lösungsmittel: Kalkschotterwasser). 
Lösungen: 1 Sulforhodamin B 4 Brillantsulfoflavin FF 

2 Rhodamin B 5 Rhodamin 6G 
3 Amidorhodamin G 
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stellen und nach Möglichkeit die Ursachen dafür zu ermitteln. 
Beispielhaft dafür werden im folgenden Einzeltatsachen, die an 
Amidorhodamin G gefunden wurden, dargestellt. 

- Wenn in destilliertem Wasser gelöstes Amidorhodamin G belich-
tet wird, so zeigt sich entgegen den vorher erwähnten Beob-
achtungen eine Photolyse nach einer Reaktion erster Ordnung. 
Das deutet darauf hin, dass in den natürlichen Gewässern vor-
handene Inhaltsstoffe Auslöser für das davon abweichende Ver-
halten sein können. 

Wenn Amidorhodamin G in Leitungswasser gelöst und belichtet 
wird, das zuvor über einen Anionenaustauscher in Chloridform 
gegeben wurde, so verhält sich seine Lichtempfindlichkeit wie 
in destilliertem Wasser. Bei vorhergehender Behandlung des 
Leitungswassers mit Kationenaustauscher tritt eine solche Her-
absetzung der Lichtempfindlichkeit nicht ein. 

- Wenn zu einer Amidorhodamin G-Lösung in Leitungswasser Citrat-
Natronlauge-Puffer (pH6) oder Borat-Salzsäure-Puffer (pH8) 
zugesetzt wird, so entspricht seine Lichtempfindlichkeit eben-
falls einer Reaktion erstef Ordnung. 

- Der Zusatz von Natriumnitrat zur Lösung von Amidorhodamin G 
in destilliertem Wasser bewirkt zwar eine Erhöhung der Photo-
lysegeschwindigkei t, aber keine Abweichung von der Reaktion 
erster Ordnung. In der gleichen Weise, aber weniger stark, 
wirkt der Zusatz von Ammoniumchlorid. Der Zusatz von Kalzium-
chlorid zur Lösung in destilliertem Wasser hat keine Auswir-
kung auf die Photolyse. Eine Uebersättigung der Lösung mit 
Sauerstoff hat eine Erhöhung der Zerfallsgeschwindigkeit des 
Farbstoffs mit Abweichung von einer Reaktion erster Ordnung 
zur Folge. 
Ein gleicher Effekt tritt bei Verschiebung des pH-Wertes in 
den sauren oder alkalischen Bereich ein. Hierbei ist besonders 
zu vermerken, dass die Erhöhung der Lichtempfindlichkeit nicht 
über eine Veränderung der Absorptionsspektren durch die pH-
Verschiebung zustande kommt, da im untersuchten Bereich die 
Absorptionsspektren vollkommen gleich blieben. 

- Wenn die Belichtung von Amidorhodamin G in Leitungswasser er-
folgt, das vor der Herstellung der Lösung bereits im farb-
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stofffreien Zustand belichtet worden war, so resultiert eine 
erhöhte Zerfallsgeschwindigkeit des Farbstoffs; in diesem 
Fall tritt wiederum die beschriebene Abweichung von der Reak-
tion erster Ordnung auf. 

Alle Farbstoffe der Gruppe II zeigen, wenn sie in destilliertem 
Wasser gelöst sind, wie das Amidorhodamin G eine Zersetzung 
durch Licht nach einer Reaktion erster Ordnung. Die unter die-
sen Verhältnissen festgestellten Zerfallsgeschwindigkeiten sind 
zugleich die niedrigsten für diese Farbstoffe messbaren Ge-
schwindigkeiten des photochemischen Zerfalls (s. Fig. 3). 

7 
- 2·0 ou,__ ____ 2_._5_0 ____ 500....._ ____ 7_._5_0 ____ 1_0..._00 ____ 12 ........ 5_0 ____ 15 ....... -00 

Belichtungszeit ( h) 

Fig. 3 Abnahme des Fluoreszenzvermögens von wässrigen Lösungen 
ausgewählter Farbstoffe bei Belichtung mit künstlichem 
Tageslicht (Lösungsmittel: destilliertes Wasser). 
Lösungen: 1 Rhodamin WT 5 Amidorhodamin G 

2 Brillantsulfof lavin FF 6 Rhodamin 6G 
3 Sulforhodamin B 7 Eosin 
4 Rhodamin B 
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Nur für diese Bedingung - Lösung in destilliertem Wasser - kön-
nen also für die Farbstoffe der Gruppe II sinnvolle Halbwerts-
zeiten der Photolyse angegeben und sowohl untereinander wie mit 
den photolytischen Daten der Gruppe I verglichen werden. Diese 
Werte sind in Tab. 1 dargestellt. 

Tabelle 1 Daten zur photochemischen Zersetzung von 
Fluoreszenztracern in destilliertem Wasser; 
Belichtung mit künstlichem Tageslicht im 
Belichtungsgerät. 

Farbstoff 

Eosin 
Uran in 
Tinopal CBS-X 
Pyranin 
Rhodamin 6G 
Amidorhodamin G 
Rhodamin B 
Sulforhodamin B 
Brillantsulfoflavin FF 
Rhodamin WT 

Gemessene * 
Halbwertszeit ) 

( h) 

6 

1 1 

1 7 

47 
375 

770 

780 

820 
1200 
1300 

Rel. Halbwertszeit 
(T1/2 Eosin = 1) 

1 '8 
2,8 

7,8 
62 

1 28 

130 

137 

200 

217 

*) Bei einer Beleuchtungsstärke von 2000 100 lx 
(Tageslichtspektrum) 

Schlußfolgerungen 

Die Untersuchungen haben gezeigt, daß der photochemische Zer-
fall von Fluoreszenztracern für einen Teil der Farbstoffe (Grup-
pe II) komplexer verläuft als bisher anzunehmen war. Obwohl die 
genaueren Ursachen für dieses Phänomen bisher noch nicht ermit-
telt sind, kann angenommen werden, daß verschiedene Inhalts-
stoffe von natürlichen Gewässern für diese Reaktion maßgebend 
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sind. Aus diesem Grunde erscheint es schwierig, exakte Korrek-
turen des photochemischen Zerfalls bei Traceranwendungen in 
Oberflächengewässern vorzunehmen. über die bisher im Labor be-
obachteten Erscheinungen hinaus werden in natürlichen Gewäs-
sern weitere Effekte wie Schwebstoffgehalt, evtl. photochemi-
schen Reaktionen der Fluoreszenztracer an den Schwebstoffober-
flächen und Änderungen der Lichtzusammensetzung mit der Gewäs-
sertiefe eine Rolle spielen. 
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BEITRAEGE ZUR GEOLCGIE DER Bd. 28 I s. 79 - 89 Bem, 1982 SCHWEIZ - HYDROLCGIE 

EINFLUSS DER WASSERVERSCHMUTZUNG AN DER ZERSTöRUNG DER 
FLUORESZENZTRACER 

Martina Zupan, Ljubljana 

Hidrometeoroloski zavod SRS, Ljubljana/YU 

Abstract: Analysing the fluorescent tracers in samples of 
highly polluted water, the much faster decomposition of dyes as 
in clear water samples was noticed. The concentration diminution 
of fluorescent tracers was in single cases so intensive and 
irregular that it certainly could not be caused only by photo-
chemical decomposition. 
This was the reason for further investigations. We tried to find 
the correlation between bacteriological and chemical pollution 
and decomposition of fluorescent dyes. The experiments were made 
with uranin, eosin, amidorhodamin and rhodamin dyes in the 
waters of different chemical composition and pollution degrees. 
This correlation was confirmed by experiments, although the 
quantitative influence of single substances, which are the cause 
of dyes' decomposition could not be determined. 

1. EINLEITUNG 

Bei Markierversuchen mit Fluoreszenztracern fielen uns in den 
Konzentrationskurven unerwartete und ungewöhnliche Absenkungen 
der Tracerkonzentration auf. Den Grund für diese Erscheinung 
haben wir unter anderem im photochemischen Zerfall, analytischen 
Fehlern, Fehlern bei der Beschriftung und ähnlichem gesucht. Da 
es jedoch auch bei sorgfältiger Eliminierung der angeführten Ur-
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sachen zu Absenkungen in den Tracerkonzentrationen gekommen ist, 
haben wir erneut die Resultate geprüft. Wir stellten fest, dass 
solche Abweichungen bei Proben von verschutztem Wasser häufiger 
auftreten als bei reinem Wasser. 

2. ZWECK DER UNTERSUCHUNGEN 

Fluoreszenztracer verwendet man als Markierungsstoff in Wasser 
von unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung und variieren-
dem Verschmutzungsgrad. Die chemische Beschaffenheit des Was-
sers als Folge der geologischen Bodenzusammensetzung ist haupt-
sächlich abhängig von meteorologischen und hydrologischen Be-
dingungen, und wir können sie bei Kenntnis der Prozessdynamik 
im Wasser vorausbestimmen. Wir können auch den Einfluss dieser 
chemischen Stoffe auf die Markierungsmittel untersuchen. 

Ein Problem aber stellt die Feststellung des Einflusse jener 
chemischen Stoffe im Wasser dar, die von Abwässern herrühren 
und deren Menge und Zusammensetzung sich mit der Zeit stark 
ändern. Im grossen und ganzen teilen wir sie in zwei Gruppen 
ein: in Makroelemente und in Mikroelemente. Die Bestinunung der 
ersten Gruppe stellt kein grösseres analytisches Problem dar, 
während die Bestimmung des gesamten Spektrums der zweiten Grup-
pe viel anspruchsvoller und umfangreicher ist. Zur Erklärung 
möchten wir anführen, dass man in den USA eine Liste von rund 
1250 verschiedenen chemischen Verbindungen aufgestellt hat, die 
in Abwässern, Oberflächen- und Trinkwasser als Schadstoffe in 
Erscheinung treten (ALFORD A., 1978). In industrialisierten, 
dicht bewohnten Gebieten Europas ist die Lage höchstwahrschein-
lich auch nicht viel anders. Alle diese Verbindungen können auf 
die Tracerfluoreszenz einwirken. 

Die molekuläre Zusammensetzung der Lösungsmittel, in unserem 
Fall des Wassers, kann stark auf die Zersetzung oder chemische 
Veränderung der Fluoreszenzstoffe einwirken. Die Verschmutzung 
des Lösungsmittels kann als "Löschung" der Fluoreszenz schon in 
sehr niedrigen Konzentrationen wirken. Die Löschung der Fluo-
reszenz tritt vor allem bei Verschmutzung organischen Ursprungs, 
die durch Anwesenheit von Sauerstoff und Metallen noch poten-
ziert (GUIBAULT, 1973) wird, auf. Die Bestimmung der meisten 
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Mikroelemente im Wasser ist nur unter Anwendung anspruchsvoller 
analytischer Verfahren, wie Massenspektrometrie in Kombination 
mit Gaschromatographie, Aktivierungsanalyse, Polarographie usw., 
möglich. Die Analysierung von Mikroelementen im Wasser wäre 
kostspielig und unter den heutigen Verhältnissen praktisch un-
durchführbar. Wir haben uns für einen andern Weg entschlossen, 
der auch für die Planung und Interpretation der Ergebnisse 
nützlich sein könnte. Unsere Absicht war es, ohne im Wasser al-
le Mikroelemente analysieren zu müssen, abzuklären: 

- ob die Verschmutzung des Wassers auf die Fluoreszenz der ge-
wählten Tracer einwirkt, 

- welchen Einfluss die einzelnen Arten der Wasserverschmutzung 
auf die Fluoreszenz ausüben, 

- welchen Einfluss die charakteristischen Stoffe der einzelnen 
Wässer auf die Fluoreszenz haben, wenn diese die Fluoreszenz 
dominieren. 

3. DER EXPERIMENTELLE TEIL 

3.1. Die Feststellung des Einflusses der Wasserverschmutzung auf 
die Fluoreszenz der Tracer 

Die Versuche haben wir mit den Fluoreszenztracern Uranin AP, 
Eosin FB, Amidorhodamin G extra und Rhodamin B durchgeführt. In 
diesen Experimenten haben wir die Bleichmittel weggelassen, da 
sie sich zur Markierung von verschmutzten Wassern wegen des ho-
hen Untergrundwertes nicht eignen. 

Wir arbeiteten mit zwei verschiedenen Tracerkonzentrationen. Mit 
der einen auf einem Gebiet, auf dem meistens maximale Tracer-
konzentrationen auftreten und mit der anderen im Bereich, wo die 
Fluoreszenztracer bei grössterSensitivität des Instruments ein 
noch genügend starkes Signal geben. 

Die ersten Orientierungsversuche führten wir mit 28 verschiede-
nen verschmutzten Wasserproben durch. Mit diesen bereiteten wir 
Tracerlösungen mit einer Konzentration 0,10 bis 10 mg/m3 vor. 
Zum Vergleich setzten wir Tracerlösungen in gleicher Konzentra-
tion im Ljubljana-Leitungswasser sowie in zwei reinen Quellen-
wassern mit etwas verschiedener chemischer Zusammensetzung an. 
Zwischen der gemessenen Fluoreszenz im Leitungswasser und im 
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Wasser beider Quellen gab es keine Unterschiede, so dass in den 
Resultaten zum Vergleich die Daten verwendet wurden, die aus 
den Untersuchungen des Ljubljaner Leitungswassers gewonnen wur-
den. 

Bereits bei den Anfangsmessungen der Fluoreszenztracerkonzentra-
tionen zeigten sich bei den einzelnen Wasserproben erhebliche 
Unterschiede. Bei höheren Konzentrationen erreichte die Konzen-
trationsabsenkung als c;c0 Werte zwischen 0,33 und 0,98, bei 
niedrigen Konzentrationen jedoch 0,25 bis 0,93 (C ist die ge-
messene Fluoreszenzfarbstoffkonzentration in der Wasserprobe, 
c0 die Anfangskonzentration des gleichen Fluoreszenzfarbstoffes 
im Leitungswasser). 

Unter 28 Wasserproben wählten wir auf Grund dieser Orientierungs-
ergebnisse die folgenden sechs Proben aus, mit denen wir das Ex-
periment fortsetzten: 

Savinja - mit kommunalen Abwässern und von Abwässern der 
kleineren holzverarbeitenden Industrie mässig ver-
schmutztem Wasser 

Savinja - Tremerje, mit kommunalen und Industrieabwässern von 
Celje (Eisenhüttenwerk, chemische, metallverarbeiten-
de, Nahrungsmittel- und Textilindustrie) stark ver-
schmutztem Wasser. Mit dem Abwasser der Brauerei ist 
die Verschmutzung überwiegend organischer Herkunft, 
steht jedoch immer noch auch unter dem Einfluss der 
organischen Abwässer von Celje 

Ljubljanica - Vrhnika, mit Abwässern der Lederindustrie stark 
verschmutztem Wasser 

Ljubljanica - Podpet, das Wasser ist ziemlich verschmutzt durch 
Abwasser der Vrhnika und dem der 
ca. 2 km flussaufwärts einmündet 

- (Mündung in die Ljubljanica) , sehr stark 
verschmutztes Wasser, vor allem mit Abwässern der 
Phenolzarzindustrie. 

Alle von uns gewählten Wasser stammen aus Karstgebieten. Um 
besser vergleichen zu können, haben wir uns für Probeentnahme-
stellen mit verschiedener Verschmutzung auf gleichen Wasserwe-
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Tabelle 1: Ergebnisse der chemischen und bakteriologischen Ana-
lyse der Wasserproben 

Entnahme- mgü2/l mg/l mgTBS/l Gesamtzahl Coliforme 
stelle CSB BSB5 N P04 Phenol Deterge- d .Bakte-t'ien Bakterien 

nt1en in 1 ml MPN/11 

Sa vinj a-Letus 3,0 1,9 0,86 0,13 0,001 0,05 320.000 24.000 
Savinja-

-Tremerje 8,0 4,1 1,81 0,25 0,003 0,10 30.000 240.000 
Savinja-Lasko 22,4 8,2 1,55 0,13 0,001 0,07 35.000 24.000 
Ljubljanica-

- Vrhnika 6,1 5,1 1,99 0,06 0,001 0,02 15.000 240.000 
Ljubljanica-

-Podpec 9,6 5,8 1,56 0,05 0,015 0,01 - 2,400 .000 
Borovniscica-

-Podpec 53,6 15,2 3,06 0,06 0,210 0,03 2.400 24.000 

Tabelle 2: Schwermetall im Sediment 

ug/g Trockengewicht 
Entnahmestelle Fe % 

As Cd Co Cr Hg Sb Zn 

Savinija - Letus 9,0 0,3 9,0 63 0,08 0,54 51 1,7 

Savinja-Tremerje 67,9 10,0 45,0 274 0,99 5,9 2100 4,7 

45,0 9,0 15,0 192 0,80 2,9 1340 4,5 

Ljubljanica-Podpec 8,2 0,6 8,0 400 0, 10 0,4 97 2,3 

Taberle 3: Die Veränderungen der gemessenen Fluoreszenzfarb-
stoffkonzentration nach Beigabe des Phenols und 
Stickstoffverbindungen 

Flu.oreszenz- +0,250 mg +0,250 mg Phenol 
. tracer . C/C Phenol/l +3,0 mg N/l 0 

Uranin 1 1, 06 0,89 

Eosin 1 1,03 0,83 

Amidorhodamin 1 1,03 0,90 

. R.hodc;unin 1 1,05 0,88 
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gen, anstatt für solche auf verschiedenen Wasserwegen entschlos-
sen. 

Bei allen Wasserproben führten wir eine standardisierte physi-
kalisch-chemische und bakteriologische Analyse durch. Damit 
konnte der qualitative Stand des Wassers festgelegt werden. An 
einigen Probeentnahmestellen verfügten wir auch über Angaben 
über den Gehalt von Metallen im Sediment, woraus wir auf den 
Metallgehalt im Wasser schliessen können, der bis 1/5 des Ge-
halts im Sediment erreichen kann (STUMM W., 1970 und HOME R.A., 
1978) . Die Verschmutzung der Wasserproben, in denen wir die 
Verminderung der Konzentration von Fluoreszenzfarbstoffen ge-
messen haben, wächst in der gleichen Reihenfolge, in der die 
Proben aufgezählt werden. Zur Illustrierung sammelten wir in 
der Tabelle 1 einige Daten über die chemische und bakteriologi-
sche Analyse der Wasserproben und in der Tabelle 2 jene der 
Sedimentproben. 

Mit den angeführten Wasserproben und Fluoreszenzfarbstoffen ha-
ben wir je zwei Lösungen mit je zwei verschiedenen Konzentratio-
nen vorbereitet und darauf die Konzentrationssenkungen im Ver-
laufe von 150 Tagen gemessen. Die Fluoreszenzfarbstofflösungen 
bewahrten wir an einem dunklen Ort in Plastikbehältern auf (Typ 
Kautex 301). Die Fluoreszenz wurde mit dem Fluoreszenzspektro-
photometer Perkin-Elmer 204 nach der Methode von H. BEHRENS 
(1971, 1973) gemessen. Die Resultate dieser Messungen sind auf 
den Figuren 1 a und 1 b dargestellt. Die letzte Messung ist 
zwar nicht eingezeichnet, doch bleibt der Senkungstrend der 
gleiche wie bei den vorhergehenden Messungen. 

Aus den Messresultaten können wir den Schluss ziehen, dass bei 
den untersuchten Wasserproben der Einfluss auf die Fluoreszenz-
farbstoffe bei den mit Abwässern der organisch-chemischen Indu-
strie verschmutzen Wasser 
viel grösser ist als der Einfluss der Industrieverschmutzung 
anorganischen Ursprungs (Savinja - Tremerje) und der Einfluss 
kommunaler Abwässer. Auch die Abwässer der Brauerei, die vor 
allem organischen Ursprungs sind und mit den kommunalen Abwäs-
sern in etwa vergleichbar, verursachten in den gemessenen Fluo-
reszenzfarbstofflösungen keine wesentlich grössere Verminderung 
der Fluoreszenz . Der Einfluss der organischen 
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Fig. 1 a 
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und 1 b: Darstellung der Verminderung der Konzentra-
tion ( c) der Fluoreszenztracer in Abhängigkeit 
von der Zeit in unterschiedlich verschmutztem 
Wasser. c ist die anfängliche Konzentration 

0 des Tracers im Leitungswasser. 



Industrieverschmutzung kommt auch in den Wasserproben der 
Ljubljanica-Podpec zum Ausdruck. Hier steigert sich der negati-
ve Einfluss auf die Fluoreszenz, wegen des Zuflusses der 

im Vergleich zu den Lösungen, die mit Wasserpro-
ben der Ljubljanica - Vrhnika vorbereitet wurden, noch. Auf 
Grund der Resultate der chemischen Analyse kamen wir zum Ergeb-
nis, dass dafür vor allem der hohe Gehalt an Phenolstoffen im 
Wasser entscheidend ist. 

Bedeutend erscheint auch die Feststellung, dass sich mit grös-
serer Wasserverschmutzung auch die anfangs gemessene Konzentra-
tion der Farbstoffe vermindert. Die Fluoreszenzfarbstoffkonzen-
tration wurde, wie bereits zuerst sofort nach dem An-
setzen der Lösungen gemessen. Die Abnahme der Fluoreszenz war 
bei allen Tracern, bei beiden Konzentrationen und allen Wasser-
proben im Anfangsstadium ca. 25 Tage am intensivsten. Das bedeu-
tet, dass es bei Markierungsversuchen in verschmutzten Gewässern 
zu beträchtlichen Tracerverlusten kommen kann. 

Die Verminderung der Fluoreszenz in Abhängigkeit von der Ver-
schmutzung ist bei niedrigeren Fluoreszenzf arbstoffkonzentra-
tionen beträchtlich grösser. Das ist verständlich, da sich ja 
nur die Fluoreszenzfarbstoffkonzentration vermindert, indes die 
Konzentration der chemischen Stoffe im Wasser, die die Fluores-
zenz löschen, die gleiche bleibt. 

Die Sensitivität der einzelnen Fluoreszenztracer in Hinsicht 
auf die Verunreinigung können wir auf Grund unserer Ergebnisse 
nur schwer exakt darlegen. Bei Verschmutzung mit kommunalen Ab-
wässern und Industrieabwässern anorganischer Herkunft könnte 
man sagen, dass der Fluoreszenztracer Amidorhodamin auf Verun-
reinigungen am wenigsten reagiert; es folgen Rhodamin und Ura-
nin, am empfindlichsten ist Eosin. Bei chemischer Verschmutzung 
organischer Herkunft gilt jedoch in den gemessenen Wasserproben 
diese Reihenfolge nicht für alle Fluoreszenztracer und Konzen-
trationen. 

In jenen Wasserwegen, in welche Abwässer einer grösseren Anzahl 
von Industriebetrieben einfliessen, können die Schwankungen der 
Wasserqualität beträchtlich sein. Zur Bestimmung des Einflusses 
dieser Veränderungen auf die Tracerf luoreszenz haben wir in der 

12 Wasserproben in einem Zeitabstand von 10 
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ten entnommen. Wir haben Farbstofflösungen von 10 mg/l vorberei-
tet und die Konzentration im Vergleich zu den Tracerlösungen 
Leitungswasser gemessen. Zwischen den Fluoreszenztracern gab es 
keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der Differenzen zwi-
schen den einzelnen Messungen, sie bewegten sich von + 1 bis 
- 10 %. Ein ähnliches Resultat erhielten wir beim Messen von Lö-
sungen, die aus drei vierstündigen Durchschnittsproben aus der-
selben Entnahmestelle stammten. Hier betrugen die Unterschiede 
- 2 bis - 13 %. Der Fehler bei der Herstellung der Lösungen be-
trug bei dieser Konzentration höchstens 2 %. 

3.2. Feststellung des Einflusses von Phenol und Stickstoffver-
bindungen auf Fluoreszenztracer 

Auf Grund der chemischen Analysen mussten wir die Möglichkeit 
erwägen, dass die mit phenolhaltigem Wasser aus der Borovni$cica 
und Ljubljanica-Podpec vorbereiteten Farbstofflösungen die Fluo-
reszenz beeinflussen. Für die Bestätigung dieser Vermutung ha-
ben wir einige laboratorische Versuche durchgeführt, bei wel-
chen wir den Tracerlösungen Phenol beigefügt haben. Wir arbei-
teten mit Fluoreszenztracerlösungen in Leitungswasser von höhe-
rer Konzentration und fügten Phenol in derselben Konzentration 
hinzu, die wir in der Probe aus der Borovniscica gemessen hatten. 
Die Resultate zeigten bei allen Fluoreszenzfarbstoffen, dass 
Phenol allein sogar eine geringe Steigerung der Fluoreszenz ver-
ursacht. Wenn wir aber neben dem Phenol noch Stickstoff zugege-
ben haben, ist die Fluoreszenz abgesunken. Doch ist die Abnahme 
viel geringer als bei den Lösungen gleicher Konzentration der 
Wasserproben aus der Borovni$cica. Der Grund dafür könnte die 
Tatsache sein, dass wir den Lösungen bei unseren Versuchen nur 
reines Phenol hinzugefügt haben, während wir bei der Analyse der 
Flusswasserproben auch andere Phenolstoffe (substituierte Pheno-
le) bestimmten, die auch einen andern Einfluss haben könnten. Es 
kann aber auch die Folge eines synergetischen Einflusses anderer 
in der Wasserprobe aus der Borovniscica vorhandenen Stoffe sein. 

Einigermassen erschliessen uns die Resultate dieses Experiments 
den Komplex des gegenseitigen Einflusses, den die chemische Zu-
sammensetzung des Wassers, vor allem die Verunreinigung, haben 
kann. 
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4. ABSCHLUSS 

Aus dem Dargelegten folgt, dass die Ergebnisse, die wir erhalten 
haben, eigentlich erst den Anfang der weiteren Arbeit darstel-
len. Mit ihnen können wir noch keine allgemein gültige Bewer-
tung darüber aufstellen, wie eine gewisse Verschmutzung des 
Wassers auf die einzelnen Tracer wirkt. Es beweist jedoch, dass 
ein Einfluss durch Verschmutzung besteht und dass dadurch die 
Tracerfluoreszenz wesentlich verändert werden kann. Wegen der 
Dynamik der Prozesse im Wasser wird es wohl auch schwierig sein, 
die Einflüsse mit grösserer Genauigkeit für alle im Wasser be-
stehenden Stoffe festzustellen. 

Die Versuche machen uns darauf aufmerksam, dass es bei Markie-
rungsversuchen mit Fluoreszenztracern in verschmutzten Wassern 
nützlich sein dürfte, den Einfluss der Verschmutzung empirisch 
zu bestimmen. Dies ist umso bedeutender, wenn es sich um Quel-
len handelt, die verschmutzt sind, da sich hier wegen grosser 
Verdünnung eine Verschmutzung relativ stärker auswirkt. 
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ESSAIS nIN SITUn DE QUATRE TRACEURS FLUORESCENTS 
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Laboratoire d'Hydrogeologie, Institut Dolomieu, Grenoble/F 
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Laboratoire d'Hydrologie, U.E.R. de Pharmacie de Grenoble 
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Abstract: On a well known karstic site where the hydrodynamic 
conditions can be permanently monitored, we have tested four 
fluorescent tracers: amidorhodamin G extra, amidorhodamin B 
conc., amido-flavin F.F.P., lanaperl yellow 10 G.F.F. 
These tracers have been injected into living underground flow. 
The samples have been carried out 250 m down stream by mean of 
a piezometer and a pump. 
The results of the spectrofluorimetric determinations have 
allowed to establish a concentration v.s. time relationship and 
to calculate the rate of restitution for each of these different 
products. 
The comparison between these results and the one obtained with 
fluorescein and K2cr2o7 allows to assess the relative value of 
each product as well for the qualitative study of underground 
flows than for their quantitative study. 
The fullsize assay on a site whose features are already known, 
follows laboratory studies. The results we bring out allow us 
to propose the use of fluorescent tracers to measure the delivery 
underground flow in karstic areas; the precision is close to the 
one which can be reached by chemical determinations on super-
ficial waters. 

1. INTRODUCTION 

A la suite des travaux realises en laboratoire sur des traceurs 
fluorescents xantheniques et les resultats obtenus, nous avons 
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poursuivi ces etudes sur le comportement des traceurs dans les 
circonstances memes de leur utilisation sur le terrain. Notre 
but a ete de definir les possibilites d'utilisation de quatre 
corps fluorescents comme traceurs en hydrogeologie. Compte tenu 
de leurs caracteristiques spectrales respectives, nous n'avons 
pas envisage leur emploi simultane dans le cadre d'un multi-
trac;age. 

Sur un site karstique connu oü nous pouvions mesurer et contr6-
ler les debi ts, nous avons injecte ces quatre traceurs, les 
conditions hydrodynamiques restant identiques pendant toute la 
duree des injections. 

Ce sont les resultats de cette operation que nous presentons et 
discutons ici. 

2. LE SITE 

Le site choisi pour les operations sur le terrain est le karst 
de la vallee du Suran, dans le departement de l'Ain, dans la 
partie sud du Jura franc;ais. 

Il s'agit d'un reseau pelliculaire qui se developpe dans un 
vaste synclinal, au sein des calcaires du Kimmeridgien (figu-
res 1 et 2) . 

Dans la z6ne oü nous avons travaille, le karst est en charge 
saus la couverture quaternaire. Mais ces dep6ts ne sont pas 
tres epais et au niveau de la riviere il existe de nombreuses 
relations avec le cours superficiel du Suran. 

Les circulations se font dans des galeries developpees a l'in-
tersection des joints de bancs subhorizontaux et de fractures 
verticales. 

Pour un gradient compris entre 1 et 2 pour cent, on observe 
des vitesses de transit de l'ordre de 600 m/h (FOURNEAUX J.C. 
et al., 1981) . 
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Figure 1: Plan du site avec en A, le point d'injection, en B, 
le point de prelevement et en C, le point de contr6le 
du niveau piezometrique 
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Figure 2: Meme legende pour A et B; vue en coupe du dispositif 
experimental 
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3. MODE OPERATOIRE 

3.1. Les traceurs ------------
Les quatre traceurs utilises sont: l'amidorhodamine G extra, 
l'amidorhodamine B concentree, l'amidoflavine FFP et le jaune 
Lanaperl 10 GFF. 

Les deux amidorhodamines nous ont donne des resultats satisfai-
sants lors des essais en laboratoire (ROCHAT J. et al., 1981). 
L'amidoflavine FFP et le jaune Lanaperl 10 GFF nous ont ete 
proposes par le f abricant af in de comparer le comportement 
respectif de ces differentes molecules. 

Il s'agit de produits fluorescents presentes sous forme de pou-
dres solubles dans l'eau. Le seuil de detection au spectrofluo-
rimetre est compris entre 1 x 10-lO pour l'amidorhodamine G et 
1 x 10-8 pour l'amidoflavine FFP. 

Dans un premier temps, nous avons mesure le debit de l'ecoule-
ment karstique par la methode au bichromate de potassium mise 
au point anterieurement sur le meme site (FOURNEAUX J.C. et al., 
1981). La valeur de ce debit est restee voisine de 630 l/s. 
Pendant toute la duree des operations, la hauteur piezometrique 
a ete suivie dans le piezometre c afin d'apprecier les even-
tuelles variations des conditions hydrodynamiques. 

Cinq cents grarrunes de chacun des differents traceurs ont ete 
peses en laboratoire et injectes de fa9on instantanee apres 
dispersion dans 10 1 d'eau. 

L'injection a ete faite dans le piezometre A par l'intermediai-
re d'un tube plastique de 6 m de long afin d'atteindre directe-
ment le niveau de l'ecoulement souterrain. Les traceurs ont ete 
"pousses" par injection d'un debit de 5 l/s pendant 20 mn. 

Les prelevements ont ete effectues par pompage direct au niveau 
de l'ecoulement souterrain dans le piezometre B. Leur frequence 
a ete d'un echantillon taute les 6 mn pendant 2 h a partir du 
debut de l'injection. 

Le debit d'exhaure etait voisin de 3 l/s. La distance entre les 
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points A et B est de 250 m. 

Les echantillons ont ete transportes et stockes a l'abri de la 
lumiere; les analyses spectrofluorirn,etriques ont ete commencees 
5 a 6 jours apres le debut des prelevements et ont ete effec-
tuees en 48 h. 

4. RESULTATS 

Sur les quatre produits testes, trois nous ont donne des resul-
tats satisfaisants. Le dosage de l'amidoflavine a, par contre, 
conduit a des resultats aberrants. 

Pour l'amidorhodamine B, la courbe de concentration en fonction 
du temps est presentee sur la figure 3. Il s'agit d'une courbe 
unimodale traduisant un bon melange. 

La premiere arrivee s'est manifestee au bout de 20 mn, le pic 
27 mn environ apres l'injection. La concentration etait en 
dessous du seuil de detection au bout de 112 mn. 

Sur les 500 g d'amidorhodamine B injectes, le calcul de restitu-
tion donne un chiffre de 340 g, soit 68 %. 

Le calcul a ete fait pour un debit du karst de 630 l/s connu 
avec moins de 10 % d'erreur. Par ailleurs, l'incertitude sur 
le trace de la courbe est inferieure a 2 %, ce qui donne une 
erreur inferieure a 12 % sur le taux de restitution. 

Pour l'amidorhodamine G, la courbe de concentration en fonction 
du temps est presentee sur la figure 4. Cette courbe est tout 
a fait semblable a celle de l'amidorhodamine B et sur les 500 g 
injectes, il en est ressorti 350 g, soit 70 %. 

Le temps d'arrivee est la aussi de l'ordre de 20 mn et le pic 
intervient vers la 27eme mn. La concentration devient inferieu-
re au seuil de detection apres 80 mn. 

En ce qui concerne le jaune Lanaperl, on retrouve une courbe 
de concentration comparable (figure 5) , mais avec un taux de 
restitution plus faible. On n'a retrouve que 280 g de traceurs 
sur les 500 g injectes, soit 56 %. Les temps de transit sont 
identiques aux precedents. 

La forme parfaitementsemblabledes trois courbes confirme a la 
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fois le bon melange et la constance des conditions hydrodyna-
miques pendant la duree de l'experimentation. Il est donc par-
faitement possible de comparer entre eux les differents resul-
tats obtenus. 
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Figure 5: Courbe de restitution du jaune Lanaperl 

Les essais en laboratoire sur des solutions titrees ont montre 
que ces trois traceurs peuvent etre conserves de fa9on satis-
f aisante sur une periode d'une semaine avec un minimum de pre-
cautions. 

5. DISCUSSION 

Les amidorhodamines B et G ont des performances identiques. Le 
jaune Lanaperl donne des resultats qui, bien qu'inferieurs, 
n'en sont pas moins interessants et permettent d'envisager son 
utilisation comme traceur qualitatif. 
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Si l'on considere les taux de solubilites, les seuils de detec-
tion, les taux de restitution, et les couts des deux arnidorho-
darnines, on constate que ces deux produits ont un rapport 
qualite/prix analogue a celui de l'uranine. Des deux, l'arnido-
rhodarnine B est la plus interessante en raison de son prix plus 
faible. 

En ce qui concerne le jaune Lanaperl, sa solubilite est rnoindre, 
ce qui pourrait expliquer le plus faible taux de restitution 
observe. Mais son rapport qualite/prix en fait tout de rnerne un 
traceur qualitatif interessant. 

Les qualites spectrales des deux arnidorhodarnines perrnettent 
d'utiliser l'une ou l'autre en rnerne ternps que l'uranine dans les 
operations de A cet egard l'arnidorhodarnine B est 
plus aisernent separable; ses longueurs d'onde d'excitations et 
de fluorescence sont plus eloignees de celles de l'uranine. 

En ce qui concerne l'arnidoflavine, les resultats obtenus tra-
duisent une extinction quasi totale de la f luorescence qui ne 
peut s'expliquer que par une rnodification de la rnolecule dans 
les conditions physico-chirniques de notre experirnentation. 

Les taux de restitution obtenus avec les deux arnidorhodarnines 
traduisent la disparition d'environ 30 % du produit dans les 
deux cas. Ce deficit ne peut pas etre irnpute a une adsorption. 
En effet, l'injection directe dans l'ecoulernent et la vitesse 
de celui-ci lirnite les ternps de contact. 

Il n'est pas question non plus d'invoquer l'existence d'eaux 
rnortes. La forme des courbes des concentrations en fonction 
des ternps, aussi bien pour les traceurs fluorescents que pour 
le bichrornate, perrnet d'ecarter cette possiblite. 

Les essais en laboratoire n'ont pas rnontre de degradation no-
table des rnolecules. 

Si l'on adrnet une sous-estirnation de 10 % du debit et une erreur 
de l'ordre de 10 % sur les taux de restitution, il rnanquerait 
encore plus de 10 % de la quantite de produit injecte. 

Cette difference ne peut s'expliquer que par l'existence d'une 
diffluence tres pres du point d'injection, ou par des dirninu-
tions de la fluorescence des traceurs liees aux conditions 
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physico-chirniques propres a ce karst. 

6. CONCLUSIONS 

Sur les quatre rnolecules fluorescentes testees, trois donnent 
des resultats satisfaisants cornrne traceurs qualitatifs en hydro-
logie. Les deux arnidorhodarnines ont d'ailleurs ete employees 
dans le rnassif du Vercors ou elles ont permis de mettre en evi-
dence des relations inconnues jusqu'alors (ROUSSET Ph., 1981). 

Le cornporternent de ces deux produits sur le terrain et les re-
sultats que nous avons obtenus en laboratoire vis-a-vis des 
principaux composants du sol (ROCHATJ. et al, 1981) sont autant 
d'argurnents en faveur de leur utilisation. Ces observations et 
leur faible ecotoxicite (BENOIT-GUYOD J.L. et al, 1979) nous 
incitent a les recornrnander dans les operations de 

Les traceurs etudies sont cornrnercialises par la maison HOECHST. 
Des produits analogues ou des preparations voisines peuvent 
avoir d'autres origines et etre sur le marche sous des appella-
tions differentes. Il s'agit en particulier de l'arnidorhodarnine 
B dont les prerniers essais cornme traceurs en milieu karstique 
sernble avoir ete effectues en France par LALLEMAND A. et 
PALOC H. des 1964. 

Ces traceurs peuvent etre utilises dans les massif s ou de pre-
cedents ·essais a l'uranine risquent d'etre responsables de con-
fusions de d'interpretations erronees. Ils peuvent, en outre, 
etre employes en association avec d'autres molecules fluores-
centes dans les operations de 
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A REVIEW OF THE TOXICITY OF 12 FLUORESCENT DYES USED FOR WATER 
TRACING 

P. L. Smart, Bristol 

Department of Geography, University of Bristol, Bristol/GB 

Abstract: A literature search for published toxicity information 
on f luorescent dyes used for water tracing yielded useful infor-
mation on 12 substances: the fluorescent whitening agents CI28 
and CI351, the dye intermediate amino G acid, the green fluores-
cent dyes Diphenyl Brilliant Flavine 7GFF, Pyranine, Lissarnine 
Yellow FF and Fluorescein, and the orange f luorescent dyes 
Eosine, Rhodamine WT, Rhodamine B, Sulphorhodarnine B and Sulpho-
rhodamine G. Tests on rnammals indicate a low level of both acute 
and chronic toxicity for all the tracers, but Rhodamine B, the 
only cationic dye, showed the highest toxic effects. Studies of 
carcinogenicity and mutagenicity often yielded conflicting re-
sults: the optical brighteners, Fluorescein and Eosin, were how-
ever judged nonmutagenic, while the Rhodarnine dyes were suspect. 
Further screening of tracer dyes for mutagenicity is urgently 
needed. In aquatic organisms even prolonged exposure did not 
cause lethality until concentrations well in excess of those 
commonly persisting in tracer studies. However much lower con-
centrations were found to affect the development of eggs and 
larvae of shellfish. Persistent concentrations in tracer studies 
should therefore be below 100 f-g/l. 
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Introduction 

A large number of f luorescent substances have now been used as 

water tracers, but limited information is available on their 

toxicity in both aquatic organisms and mammals. Given an in-

creasing concern on the ef f ects of chemicals introduced into 

natural waters, there is a growing need for this information. 

A review of the available published studies has therefore been 

undertaken for the 12 fluorescent dyes listed in Table 1, whose 

exact structural formula is known. The fluorescent whitening 

agent CI15 is not included because this information is not avail-

able. 

Table 1: Colour Index (3rd ed.) designations, dye type and bib-
liographical code used for the f luorescent dye tracers 

Narre 

CI Fluorescent Brightener 
CI Fluorescent Brightener 

Amino G Acid 

CI Number 

28 
351 

Diphenyl Brilliant Flavine 7GFF DY 96 
Pyranine CI 59040 
Lissamine Yello..v FF CI 56205 
Fluorescein Sodium CI 45350 
:Eosine Sodium CI 45380 
Rhodamine wr 
Rhodamine B 
Sulphorhodarnine B 
Sulphorhodarnine G 

CI 45170 
CI 45100 
CI 45220 

Dye Type 
Stilbene derivative 
Sulphostyryl derivative 
Dye intenrediate 
Stilbene derivative 
Pyrene 
Arninoketone 
Xanthene 
Xanthene 
Xanthene 
Xanthene 
Xanthene 
Xanthene 

Code 
CI28 
CI351 
AGA 
DY96 
p 
LYFF 
FL 
E 
RWr 
RB 
SRB 
SRG 

Many dye manuf acturers now produce a standard data sheet detail-

ing handling and hazard information for their products, and this 

is a most useful primary source of information. It has also the 

advantage of referring directly to the material as supplied. How-

ever, because several manufacturers may produce chemically iden-

tical dyes, data is also available from collective tests, often 

conducted by manufacturers organisations. The wide-ranging tests 

sponsored by the American Dye Manufacturers Association and pub-

lished in Dyes and the Environment are an example of such a 

source. Much published information results from environmental 
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concern, and this data is often most useful for our purposes, 
but medical studies, for instance of fluorescein in angiography, 
and experimental toxicology work on mechanisms of metabolism and 
excretion, are also useful. Finally, state regulatory agencies 

may be responsible for the instigation of toxicity tests and of-
ten provide useful reviews of toxicity data. The Toxic Substan-
ces List of the United States Department of Health, Education 
and Welfare, is an example of such a review dealing with data 
pertaining to toxicity in man. 

There are two exposure patterns in toxicity studies; acute, re-
ferring to a single often !arge dose, and chronic, referring to 
prolonged ingestion through time. In acute studies lethality or 

pathological change are the main criteria of toxicity in the 
test subject. The former is a rather crude but readily identi-
f ied measure, while the latter is often more sensitive but re-
quires sacrifice of the test animals and expert investigation. 
More sophisticated criteria involve the measurement of bioche-
mical changes in, for instance, enzymes. These rnethods are often 
very sensitive but may require an understanding of the mode of 
toxic action which is frequently not available. Finally, be-
havioural changes, such as avoidance reactions in fish, whilst 
integrating all biochemical and physiological changes, are fre-
quently difficult to measure. In addition to these criteria the 
lack of impairment in reproduction, which often involves the 
most sensitive stage in an organism, is important. Finally, some 
compounds produce changes following prolonged exposure at low 
concentrations which are very different from the simple acute 
effects and involve the development of tumours in mamrnals or mu-
tagenici ty in lower organisms. Wide ranging studies have shown 
that mutagenicity and carcinogenicity of chemicals are generally 
correlated, and the former is now frequently used as a simple 
screening procedure for the latter, being much cheaper and more 
easily tested. However, there is not complete correspondence be-
tween the two, nor is the mutagenic response of different mea-
surement systems and organisms consistant. 

Before examining the data it is important to remember that dif-
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ferences in test protocols and· methods, in test species, raute 
of administration and dose, all make comparison of toxicity data 
from different studies difficult. Furthermore, the standard of 
toxicity tests has improved with time, and some of the earlier 
studies may follow protocols no langer acceptable in modern toxi-
cology. A rnore difficult problern is that the toxicity of dyes may 
well vary with the supplier or even batch of dye tested. For in-
stance, sorne supplies of Rhodamine B contain a mutagenic irnpurity, 
but the dye itself is not mutagenic in the Ames test (Douglas 
et al., 1967). In addition to variation in impurities and other 
additives there are frequently differences in the supplied con-
centration of the dye-stuff which rnake cornparison of different 
products difficult. No atternpt has been made in this review to 
deal with these problerns, but referal back to the original source 

will often clarify these points. Again the advantage of using a 
product frorn a single manufacturer, for which a hazard data sheet 
is available, are readily apparent. Finally when using dyes in 
the environrnent it rnust be remernbered that photochemical and bio-
logical degradation of the tracer will occur, and the decomposi-
tion products may actually be more toxic than the parent corn-
pounds. A sirnilar problem also arises at potable water intakes 

where chlorination of the water may cause chlorophenols to be 

forrned frorn the original dyestuff. These often have a very 
astringent taste even at low concentrations and may again be 
rnore toxic than the original tracer. No studies of either of 
these problerns have as yet been conducted. 

The toxicity data reviewed have been collected in Tables 2 (rnarn-
mal data), 3 (rnutagenicity/carcinogenicity) and 4 (aquatic orga-
nisms). Taxicity criteria and rneasures have been selected to per-
mit wide cornparisons of all the dyes, and ernphasis has been placed 
on comparative figures from a single source where possible. Where 
several sources are available they have been checked for conforrni-
ty and the rnost toxic result recorded. The greater than sign ( > ) 
indicates that negative results were obtained at the highest test 
concentration or dose which was used, the true toxic effect occur-
ing above this value. The reference source quoted is given on the 
table and quoted in full in the bibliography, including a code for 
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Table 2: - - - - - Toxicity of fluorescent tracer dyes in mammals 

Test Animal CI28 CI351 AGA DY96 p LYFF FL E RWT RB SRB SRG Source 

Acute Oral LD50 Rat 14.5 5.58 >15.0 > 15.0 8.56 6.72 > ·1.0 >25.0 >0.5 ';1>10.0 >10.0 2,5,8,9,11, 
15, 16,23,28, 
56,62. 

g/kg Mouse >10.0 >5.0 4.74 8,28. 

Acute Intravenous Mouse 1050 110 300 550 430 b b 26,36,40. LD50 mg/kg a 

No Effect Acute Mouse 375 > 50 >so >91 > 50 >167 5 >75 >75 1,12,31,37. 
Intraperitoneal 

mg/kg Rat 400 500 250 125 3,8,16,23,31. 

No Effec t Chrc; nic Rat >0.5 >2.0 0.1 2,6,8,21,28, 
Oral. 0 12.9 w- 38. 

Dog >1.0 28. 
Dose (%) 12.9 

Time (Weeks) llampster 10. 

No Effect on Chronic 1% 0.1% 2,8,28,38. 
Reproduc tion or 1Öm 3 gen 
Tera togenic ity 
Dose/Time Acute 0.5g/kg 53. 

Irritation c Eyes m e 0 s 8 se s 8 1,2,5,8,9,15, 
Skin 0 6 0 0 0 m 0 0 20,23,56. 

Fhotoactivity d 0 V + + V 1,17,18,23,30, 
42 43 57. 

Notes: a. LD50 than RWT. b. LD50 Greater than RB. c. o=none, s=slight, m=moderate, 
se=severe, e=extreme. 

d. + = toxicity increased with light exposure. o = no effect. V toxicity decreased with light exposure. 

Table 3: Carcinogenicity/Mutagenicity data for the fluorescent tracer dyes 

Test 

Rec-assaya - Bacillus subtlis 
- Escherichia coli 

Disc testa - Escherichia coli 

Petite mutations and gene 
conversions - Yeasts8 

Ames testa,b,c_ Salmonella typhum 

Chromosome aberrations in 
Chinese Hampster cells 

DCB Test for DNA alteration 

Dominant Lethal Mutagenicity 
Test Rat & Mouse-No effect g/kg 

Carcinogenicity - Rat & Mouse 

CI28 CI351 AGA DY96 P LYFF FL 

0 

0 
0 

0 

0 

E 

0 
0 

? 

RWT RB SRB SRG 

0 

? 

0/1 0/3 0/2 A+/1 ü/5d 

0 

1.0 1.5 

0/3 0/3 

A? 

0/1 0/3 
7/1 7/1 

? + 

0/3 
+/2 

58 
27 

35 

Source 

29,30,45. 

14,19,30,41,46, 
47,48,49,55. 

32 

2,8,28,34,44. 

6,8,18,22,24, 
25,38,59,60. 

Notes: a 0 = nonmutagenic/carcinogenic, ? possibly mutagenic/carcinogenic, + = mutagenic/carcinogenic, 
b A = activation required. 
c O/n, n = number of test results. 
d Mutagenic impurities present in some commercial products. 
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the dyes reported (Table 1) . The tables are for general inforrna-
tion only, and a full evaluation of the original sources should 
be conducted by those using thern. In order to update this review 
I would appreciate receiving details of additional sources of 
information as they become available. 

Discussion 

i) Toxicity in Mamrnals (Table 2) 

Of the acute lethal data reported, the LD50 value (dose causing 
mortality of 50 % of the test animals) for oral adrninistration 
is the best general indication of dye toxicity. The values are 
very high for all 12 dyes, although the maximum reported experi-
mental doses for FL, E and RB are lower than desirable. In gene-
ral none of the other dyes would be considered toxic by this 

criterion, the corresponding value for comrnon salt being 8 to 
10 g/kg. The acute intravenous and intraperitoneal administra-
tions provide a test of the worst possible situation where there 
is effectively no barrier to movement of toxicant from the gut 
into the body. Only Rhodamine B and Pyranine are strongly ab-
sorbed from the gut but the fluorescent whitening agents appear 
to be particularly resistant to uptake. In general there is again 

no indication of substantial toxicity, and Lutty (1978) concluded 
that P, LYFF, E, RWT, and by extension FL, are suitable for angio-
graphy in the human eye. Given the higher intravenous and intra-
peritoneal toxicity of Rhodamine B and its strong absorption it 

is not surprising that in long term feeding studies, it was sub-
stantially more toxic than the other dyes tested, despite the 
fact it is metabolised to a less toxic compound in the body. Only 
LYFF of the other dyes is metabolised, although both FL and E 
combine with glucuronic acid and are excreted in the bile. Both 
FL and E have been shown to be more toxic when administration is 
combined with exposure to light, although more cornplete studies 
of the fluorescent whitening agents do not show this effect. In 
the case of E, release of bromine atorns after photo-decomposi-
tion is the probable mechanism for this effect. In general, per-
sonnel handling dyes should use protective gloves and clothing 
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and wash exposed skin and particularly eyes after any spillage. 
Excessive inhalation of dust from dye powders should also be 
avoided. No toxic effects are, however, expected either from 
handling dye concentrates or ingestion of dye at the concentra-
tions used in tracer tests. 

ii) Mutagenicity/Carcinogenicity (Table 3) 

Toxicologists now generally agree that a hierarchial approach to 
the identification of potential carcinogens should be adopted. 
Initially a rapid screening of many chemicals can be carried out 
using micro-organism tests such as the Ames test. These should 
include several test strains and some form of metabolic activa-
tion. The results of such tests should be supported by parallel 
tests in other test systems such as yeasts or preferably more 
complex procedures to examine chromosome aberrations and DNA di-
rectly in vitro in mammal cells. Finally proven mutagens should 

be subjected to in vivo testing using long term feeding studies 
of mice and rats. These tests are the only definite way to prove 
a compound carcinogenic, but for the dyes examined, such studies 
are often found lacking with the respect to exposure period, num-
bers of surviving animals and adequate control (IARC 1977 and 
1978). For this reason FL, RB and RWT are currently being re-
tested using modern test procedures. The data in Table 3 are 
arranged according to the hierarchial scheme discussed above. 

The fluorescent whitening agents tested show negative results in 

both micro-organism and mammal tests including in vivo feeding 
studies and the Dominant Lethal Mutagenicity tests, which mea-
sures the number of lethal mutations in off-spring caused by ad-
ministration of the test compound to male rats. Rhodamine WT was 
positive in the Ames test with metabolic activation, a result 
confirmed by weak mutagenic activity in the chromosomes of Chi-
nese hampster ovary cells. However, feeding studies at present 
underway will probably be negative (Douglas pers.comm.) Rhoda-
mine B, while non-mutagenic, is Salmonella typhum proved posi-
tive in chromosome aberration and the Disc tests. Of 5 feeding 
studies, two were reported as positive but IARC (1978) report 
it's carcinogenicity as uncertain. 
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Preliminary Ames test on SRB are· also positive, and i t appears 
that the Rhodamine group as a whole is suspect. Fluorescein 
shows two possible positive results but overall appears to be 
non-mutagenic and non-carcinogenic. Sirnilarly Eosin gave a posi-
tive result only in the Disc test and a possible in vivo, and 
therefore appears to be clear. Data are urgently needed for AGA, 

P, LYFF, SRB and SRG. 

iii) Aquatic Organisrns (Table 4) 

Table 4: Toxicity of flu orescent tracer dyes in aquatic organisms. 

LC50 mg/l - 96hr.Salmo gairdneri 
48hr.Salmo gairdneri 
96hr.Lepomis macrochin.is 
96hr. Ic talurus punc ta tus 

Maximum Lethal 48hr.Oryzias latipes 
Concentration 48hr.Leuciscus idua 

mg/l 96hr.Idua melanshes 

LC50 mg/l 96hr.Asellus aquaticus 
24hr.Artemia salina 

No Effect 48hr.Crassostrea virginica 
Development of 48hr.Crassostrea gigas 
E5gs mg/l 48hr.Hemicentrotus 

pulcherrimus 
48hr. Mytilus edu lis 

CI28 Cl351 AGA DY96 P LYFF FL 

130 >1000 - - >1000 1372 
>1000 >1000 - >1000 3420 

241 3433 
126 2267 

- >3000 - - >3000 

>500 >500 

- >1000 - >1000 
100-300 

10.0 
1.0 

E RWT RB SRB SRG Source 

>100 > 320 155 
>100 >320 506 450 -

379 
- 526 

1500 

4,28,39,54. 
9,39,54,57. 
8,39. 
28,39. 

57. 
- > 500 5,23. 

5,23. 

- >2000 550 54,61. 
- 18o 50. 

1.0 51. 
10.0 52. 

- 10.0 50. 
3.2 50. 

RB and CIS! are the most toxic tracer dyes in fish, with the re-
sults for Asellus aquaticus confirming this for RB. However, for 
48 hours exposure the rnaximum lethal concentration for RB is 
still 3 orders of magnitude higher than the visible threshold of 
this dye in water and over 5 orders greater than the minimurn 

fluorometric detectability. Because the high concentrations pre-
sent on dye injection are usually transitory, no restriction on 
dye concentrations should be necessary in the range 0 to lOOJUg/l. 
Indeed, aesthetic considerations relating to the visible coloura-
tion of water by the tracer are more likely to limit tracer con-
centrations in populated areas. If prolonged continuous injec-

tion is planned, dilution of the dye stock solution will be ef-
fective in limiting concentrations adjacent to the input site. 

The f ish tests did not in any case produce a value for the 
threshold lethal concentration (the concentration at which no 
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additional rnortalities result frorn continued exposure). The re-

sul ts for the development of the eggs and larvae of shellfish 

are therefore signif icant in indicating the toxicity to the most 
sensitive portion of the life cycle. RWT appears to be less to-

xic than RB, but in other organisrns FL is equally or more toxic 
than RB. These tests suggest that in marine (and probably fresh-

water) systems dye concentrations should be maintained below 

100 flg/l as far as possible. However, the rnost absorptive dye 

(RB) is readily cleaned from the f lesh of shellf ish on transfer 

to clean water, a finding also reported for several of the tra-

cer dyes in f ish. Further tests should be conducted using these 

sensitive systerns to enable more comparative data on the dyes 
to be obtained. 

Conclusions 

In general, no hazard is anticipated in the normal conduct of 

tracer tests with fluorescent dyes. RB is generally the most to-

xic of the tracers investigated, is a proved mutagen/carcinogen 

and a poor quantitative tracer. It's use should therefore be dis-

continued. The other rhodamine dyes (RWT, SRB and SRG) are pro-

bably also rnutagens and it may be necessary in situations where 

traced water passes into supply to use E as an orange f luores-
cent tracer. Photo-toxicity might then also need to be considered. 

FL and the f luorescent whitening agents are not hazardous but un-

fortunately can suffer from considerable photo-decomposition, li-

rniting their use in quantitative tracer tests. More information 

is needed on the toxicity of AGA, DY96, P, LYFF, SRB and SRG. 
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Zusammenfassung: Die Farbstoffe Acid Red 52 (Sulpho Rhodamin B), 
Acid Red 50 (Sulpho Rhodamin G) , Rhodamine WT und Rhodamin B 
werden in bezug auf den photochemischen Zerfall und auf die Ad-
sorption miteinander verglichen. 

High analytical sensitivity and low background levels have re-
sulted in the dominant use of orange fluorescent dyes in quanti-
tative water tracing and flow gauging applications. Comparisons 
of the lasses from photochemical decay and adsorption onto organic 
and inorganic materials are presented for four such materials: 
Acid Red 52 (Sulpho Rhodamine B) , Acid Red 50 (Sulpho Rhodamine 
G) , Rhodamine WT and Rhodamine B (Basic Violet 10) . 

These dyes are produced by a variety of manuf acturers and are 
sold in different strengths in powder or liquid form. Acid Red 
52 for example is usually provided as a powder diluted with 
NaCl or Dextrine and is thus available in 200 % and 400 % 
strengths with correspondingly less diluent. Apart frorn Rhodamine 
WT these f luorescent dye stuff s are not specifically produced 
for quantitative water tracing applications and the standard 
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strengths are controlled by wool dyeing tests by the manuf ac-
turers. 

Table 1 gives a simple presentation of the source, cost and 
relative fluorescence intensity of the orange fluorescent dyes 
evaluated in this laboratory study. The methods used are based 
on SMART P.L. and LAIDLAW I.M.S. (1977) and involve a batch 
procedure with duplicated dye samples run in 100 ml Erlenmeyer 
flasks along with adequate numbers of dye and sediment blanks 
to ensure consistency of results. 

Table 1 ORANGE FLUORESCENT DYES 

Generic Name Common Name Supplier t Strength* Cast Relative 
i/lOKg+ Fluorescent 

Intensity !1S 

CI Basic Violet 10 Rhodamine B Durham 200%, L 96 4.0 
Chemicals 
(ICI) 

CI Acid Red 50 Sulphorhodamine G Durham 400%, p 389 1. 0 
Chemicals 

CI Acid Red 52y Sulphorhodamine B Ciba Geigy 40%, p 438 1. 4 
U.K. Ltd. 

- Rhodamine WT Du Pont 20% W/V,L - 2.6 

Notes: 

t Source of dye u sed irr exper iments . Many alternative sources are available, (Colour Index, 
197 1) . 

* Excep t for Rhodamine WT given as 'Standard Strengths', L-Liquid, P-Powder. 

Y Also four other supplies of Acid Red 52 were tested: ICI Ltd., 200%, p; Hoechst U.K. Ltd., 
200%, P, i359/10 Kg; GAF Corporation, 100% p; Durham Chemical Distributors Ltd., 
100 %, P, i570/10 Kg. (see Table 2). 

+ All cos tings based on "400%" powders being undiluted and Rhodamine B 200 being 20% W/V. 
Sma ll quantity surcharges are included to provide 1981 prices in the U.K., excluding 
15% V.A.T. 

jZS Using Standard Rhodamine filters (Smart and Laidlaw, 1977) at a dye concentration of 
lxio-7 grams/litre. 

The relation between pH and dye f luorescence established by the 
methods of SMART P.L. and LAIDLAW I.M.S. (1977) are shown in 
Figure 1. In general the sulphonic acid substi tuted dyes are 
stable to a lower pH, but there is little to choose between 
Sulphorhodamine B and Sulphorhodamine G. 

The possible variations in dye characteristics between manu-
f acturers was explored with Acid Red 52 samples from five 
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different firms (Table 2). Little difference in adsorption 
characteristics was noted between the five batches of dye but 
the Durham Chemicals and Hoechst U.K. samples appeared rather 
more susceptible to photochemical decay. A study to determine 
any signif icant chemical variations between the products using 
liquid chromatography remains unresolved. 

Table 3 allows a rapid evaluation of dye lass characteristics 
of these four orange fluorescent dyes together with two yellow/ 
green f luorescent materials recommended for water tracing appli-
cations. The high adsorptive lasses of the cationic dye 
Rhodamine B makes it generally unusable for quantitative work 
although its relative cheapness and high fluorescence intensity 
accounts for its continued use in simple water tracing applica-
tions. In the last few years Rhodamine WT has been widely used 
as a f luorescent tracer dye but is now no langer manuf actured 
in, or readily available in, the United Kingdom. This study 
confirms that both Acid Red 50 and Acid Red 52 have good resist-
ance to adsorption lasses, especially onto organic materials 
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Table 2. COMPARISON OF ACID RED 52 DYES 

DYE NAME RELATIVE PHOTOCHEMICAL ADSORPTION TESTS 
SUPPLIER (+ STRENGTH) FLUORESCENCE TESTS/SUNLIGHT 

% Original % Original Fluorescence 
Fluorescence at equilibrium 

lxl0- 7grams/litre 6 days 14 days 40 grams/ 20 grams/ 
(Rhodamine Filters) litre litre 

2 Sand- peat 
stone 

Ciba Geigy Erio Acid Red 126 94 80 77 15 
X B 400% 

Durham Kenacid Red 117 89 64 77 14 
Chemicals 4B (100%) 

I.C.I. Lissamine Red 121 94 82 74 16 
4B (200%) 

Hoechst U.K. Amino Rhodami ne 118 88 72 76 14 
B Conc ( 200%) 

G.A.F. Su l pho-Rhodami ne 114 92 83 75 17 
B ( 100% ) 

Table 3. FLUORESCENT LOSS DYE EXPER I MENTS 

% Dye Remaining 
Dye Supplier Plastic 1 Sheet Stored 50 grams per litre of sediment added 

Bottle of in 
Cardboard Clingfilm Sun light 

Sea l Sandstone Limestone Peat 

Acid Red 50 Durham 100% 100% 79% 75% 95% 19% 
Chemica l s 

Acid Red 52 Ciba Geigy 100% 100% 97% 87% 100% 16% 
U.K. Ltd. 

Rhodamine Du Pont 100% 100% 91% 87% 98% 6% 
WT 

Rh odamine I.C.I.Ltd. 81% 5% 88% 46% 86% 1% 
B 

Fluorescein I.C.I.Ltd. 43% 45% 3% 78% 100% 8% 

Lissamine L.B.Holliday 100% 98% 92% 98% 100% 61% 
Yel l ow FF 

Experimental Conditions:- lx l 0- 7 grams/litre Initia l Dye Concentration, 100 mls sample size, 
Experiment of 72 hours duration with Intermittent agitation of 
sampl e flasks. 
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and make excellent tracer materials. On balance the preferred 
tracer would be Acid Red 52 on account of its better photo-
chemical stability with Hoechst U.K. providing the cheapest 
source of the material. This confirms the recornrnendation of 
FEUERSTEIN D.L. and SELLECK R.E. (1963) before Rhodamine WT was 
available. 
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