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Markierstoffe im Bereich von
Trinkwasserfassungen

Abklarung zur Humantoxizitat der Fluoreszenztracer

Utilisation des traceurs a proxi-
mité des captages d’eau potable
La toxicité des traceurs fluorescents

en question

Les traceurs sont tres utiles pour déterminer le
cheminement de I’'eau en hydrogéologie. Mais ces
substances artificielles sont aussi des substances
étrangeres au sens de la loi: une fois injectées
dans les eaux souterraines, elles peuvent arriver
jusqu’aux captages. La question est donc de
savoir quel risque de toxicité elles représentent
pour le consommateur d'eau potable. Les don-
nées toxicologiques des principaux traceurs fluo-
rescents (sulforhodamine B, uranine, éosine jau-
ne, naphthionate) ont été analysées pour en
déduire les limites de concentration toxicologi-
quement tolérables dans I’'eau potable. Ces va-
leurs ont ensuite été confrontées avec les con-
centrations extrapolées dans les captages et avec
les vitesses de cheminement.

Tracers in the Area of Drinking
Water Reservoirs
Evaluation of the Human Toxicity of

Fluorescent Tracers

Tracers are a useful tool in hydrogeology. How-
ever, tracers are foreign substances which are
applied to the groundwater to be protected and
which can also get into the groundwater capture.
To clarify whether there is a health risk for consu-
mers of drinking water from these substances,
the available data on the toxicity of the most
common fluorescent tracers (sulforhodamine B,
uranine, eosin yellow, naphthionate) were col-
lected and evaluated. Tolerable concentrations in
drinking water were derived which pose no
health concern for consumers. These values were
compared with the tracer concentrations to be
expected in the groundwater capture and in
context with the passage time.
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Markierstoffe sind ein nitzliches Hilfsmittel in der Hydrogeologie. Aller-

dings sind Tracer Fremdstoffe, die in das zu schiitzende Grundwasser ein-

gespeist werden und letztlich auch in die Grundwasserfassung gelangen

kénnen. Um abzukldren, ob von den eingesetzten Substanzen ein Risiko fiir

Trinkwasserkonsumenten ausgeht, wurden die verfiligbaren Daten zur Toxi-

zitat der gangigsten Fluoreszenztracer (Sulforhodamin B, Uranin, Eosin

gelblich, Naphthionat) zusammengestellt und bewertet. Tolerierbare Trink-

wasserkonzentrationen wurden fiir diese Substanzen abgeleitet, die fiir die

menschliche Gesundheit unbedenklich sind, und mit den in der Grundwas-

serfassung zu erwartenden Tracerkonzentrationen sowie mit der Durch-

gangsdauer in Zusammenhang gestellt.

1. Ausgangslage

er Einsatz von Markierstoffen ist ein ver-

breitetes und unverzichtbares Arbeitsmit-
tel in der Hydrogeologie. Fluoreszenztracer
werden deshalb verwendet, weil sie auch in
kleinsten Konzentrationen noch analytisch
nachweisbar sind. Diese Methodik hilft, wich-
tige Fragestellungen insbesondere fiir den
Grundwasserschutz zu beantworten, wie etwa
die Bestimmung von Einzugsgebieten oder die
Uberpriifung von Schutzzonenbemessungen.
Allerdings handelt es sich bei den Tracern um
Fremdstoffe, die in das zu schiitzende Grund-
wasser wahrend kurzer Zeit eingespeist werden
und letztlich auch in die Grundwasserfassung
gelangen konnen. Dieser scheinbare Wider-
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spruch kann nur aufgelost werden,
wenn feststeht, dass von den einge-
setzten Substanzen kein Risiko fiir
die Konsumenten ausgeht, welche
aus diesen Grundwasserfassungen
ihr Trinkwasser beziehen. In der ein-
schldgigen Literatur iiber Tracer in
der Hydrogeologie [1,2, 3] fehlt bis-
her eine umfassende Bewertung die-
ser Substanzen im Hinblick auf die
menschliche Gesundheit. Um diese
Liicke zu schliessen, wurde in der
vorliegenden Arbeit von vier Mar-
kierstoffen die offentlich zugéngli-
chen Toxizitidtsdaten zusammenge-
stellt, das gesundheitliche Risiko fiir
die Verbraucher bei den zu erwar-
tenden Trinkwasserkonzentrationen
bewertet und tolerierbare Trinkwas-
serkonzentrationen abgeleitet.

2. Vorgehensweise

n einer Risikobewertung wird die

fiir den Menschen aus toxikologi-
scher Sicht tolerierbare téagliche Auf-
nahmemenge mit der tatsdchlichen
Aufnahmemenge (Exposition) vergli-
chen. Zur Analyse des Gefahrdungs-
potenzials werden je nach vorgese-
hener Anwendung einer chemischen
Substanz verschiedenste tierexperi-
mentelle Studien durchgefiihrt. In
diesen Studien werden die akute,
subakute, subchronische und chroni-
sche Toxizitit, Kanzerogenitit, Mu-
tagenitét, Reproduktions- und Ent-
wicklungstoxizitdt, Neurotoxizitit
und Immuntoxizitit gepriift. Ausge-
hend vom kritischen toxischen Ef-
fekt und derjenigen Dosis, die keine
negativen Auswirkungen mehr her-
vorruft (NOAEL von «No Observa-
ble Adverse Effect Level»), wird die
tolerierbare tédgliche Aufnahmemen-
ge (TDI von «Tolerable Daily In-
take») fiir den Menschen ermittelt.
Unsicherheiten beziiglich moglicher
unterschiedlicher Empfindlichkeiten
von Tier und Mensch einerseits und
den individuellen Empfindlichkeits-
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unterschieden beim Menschen an-
dererseits wird mit entsprechenden
Unsicherheitsfaktoren Rechnung ge-
tragen.

Ist die Datenlage zur Toxizitéit einer
Substanz ungeniigend, um einen TDI
abzuleiten, kommt das Konzept des
«Threshold of Toxicological Con-
cern» (17C) zur Anwendung. Die-
ses hat sich in der Lebensmitteltoxi-
kologie bei liickenhafter Datenlage
seit einigen Jahren bewihrt [4, 5].
Das TTC-Konzept ist ein konserva-
tiver Ansatz, in welchem jeweils das
fiinfte Perzentil von vielen NOAELs
fiir definierte toxische Effekte von
Stoffen unterschiedlicher chemischer
Strukturklassen (Cramer-Struktur-
klassen) durch einen Unsicherheits-
faktor von 100 geteilt wird [5].
Unter der Annahme, dass eine er-
wachsene Person pro Tag zwei Liter
Leitungswasser konsumiert, kann
anhand des TDI bzw. des TTC eine
tolerierbare Trinkwasserkonzentra-
tion abgeleitet werden. Anhand eines
Vergleiches zwischen der erwarteten
bzw. gemessenen und der tolerierba-
ren Trinkwasserkonzentration kann
ein mogliches gesundheitliches Ri-
siko fiir die Verbraucher beurteilt
werden.
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Nachfolgend werden die Toxizitdtsdaten zu den
vier Markierstoffen dargestellt.

3. Toxikologie

3.1 Sulforhodamin B

Sulforhodamin B (C.I. 45100) darf in kosmeti-
schen Mitteln verwendet werden, allerdings mit
der Einschrdnkung, dass es nur kurz mit der
Haut in Beriihrung kommen soll (Haarf4rbung)
[6]. Die wichtigsten chemisch-physikalischen
Substanzeigenschaften von Sulforhodamin B
sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Die Nach-
weisgrenze liegt bei 0,01-0,02 ug/f [7]. Die Toxi-
zitdt von Sulforhodamin B wurde durch das
«Scientific Committee on Cosmetic Products
and Non-Food Products Intended for Cons-
umers» (SCCNFP) im Jahre 2004 evaluiert [8].
Sulforhodamin B weist eine niedrige akute
Toxizitdt auf. Die Dosis, welche bei einmaliger
Gabe bei 50 % der Tiere todlich wirkt (LD50),
liegt bei der Ratte bei >1000 mg/kg KG [8]. In
einer subchronischen oralen Toxizitétsstudie
(91 Tage) mit Ratten und in einer Teratogenitéts-
studie mit Ratten lag der NOAEL beide Mal bei
1000 mg/kg KG/Tag [8]. Orale Verabreichung
von 0,1250mg/kg KG/Tag und 2500 mg/kg
KG/Tag wihrend zwei Jahren bei Ratten fiihr-
te zu keinen erhohten Tumorinzidenzen [8, 9].
Verschiedene Genotoxizitédtsstudien wie Ames-
Tests, cytogenetischen Analyse (Mikrokerntest),
DNA-Repair-Test (Rec-Test), In-vitro-Maus-
Lymphomatest ergaben mit Ausnahme einer
cytogenetische Untersuchung von Lungen-Fi-
broblasten des Chinesischen Hamsters bei ho-
hen Konzentrationen (9000 pg/mf) keine Hin-

Tracer CAS-Nr. Synonyme Cl M:
gewicht punkt grenze im
Wasser
(ngle)
Sulforhodamin B | 3520-42-1; Duasynsaure- N Cu7H29N,NaO;S, 581 k. A. 0,01-0,02
2609-88-3 Rhodamin B 01, -
Amidorhodamin; /
C.I. 45100; Acid I
Red 52 <
ANy N
) N
Uranin 518-47-8 C.1. 45350; C.I. Acid - O - O " CyoH1oNa;05 376.3 (Uranin); 315-395 °C | 0,001-0,002
(Uranin = Yellow 73 (Fluorescein: (Fluorescein:
Fluorescein- Q CzoH1205); 332.3)
Dinatrium- N\
salz);
2321-07-5
(Fluorescein)
Eosin gelblich 17372-87-1 Eosin Y; C.1. 45380; C2HsOBr:Na;0s | 691,9 295-296 °C | 0,01-0,02
C.I. Acid Red 87;
2,4,57-
Tetrabromfluorescein-
Dinatriumsalz
Naphthionat 130-13-2 Natrium-Naphthionat; - C LQ - C1oHgNNaO;S 245 280 °C 0,1
Naphthionséure, : /1
Na-Salz; O
4-Amino-1-Naphthalin-
sulfonséure, Na-Salz
k.A.: keine Angaben

Tab. 1 Zusammenstellung der wichtigsten chemisch-physikalischen Substanzeigenschaften sowie der analytischen Nachweisgrenze.
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weise auf eine schidigende Wirkung [1, 8, 10].
Das SCCNFP hat in ihrer Risikobewertung
auf den NOAEL von 1000 mg/kg KG/Tag aus
der subchronischen oralen Rattenstudie Bezug
genommen [8]. Ausgehend von demselben
NOAEL leitet der Autor unter Anwendung ei-
nes Unsicherheitsfaktors von 100 einen TDI
von 10 mg/kg KG/Tag bzw. 600 mg/ Person/Tag
(Annahme: 60 kg Korpergewicht) ab. Bei einem
Trinkwasserverzehr von zwei Litern pro Person
und Tag ergibt dies eine tolerierbare Trinkwas-
serkonzentration von 300 000 pug/£. Nach Anwen-
dung von Sulforhodamin B als Tracer wird im
schlechtesten Falle eine Trinkwasserkonzen-
tration von 5 pg/f iiber einen Zeitraum von
50-100 Stunden erwartet [7]. Offensichtlich stellt
dies kein gesundheitliches Risiko fiir die Ver-
braucher dar (7ab. 2).

3.2 Uranin

Uranin (C.I. 45350) ist das Dinatriumsalz des
Fluoresceins. Dieses gehort zu den Farbstoffen,
die in allen kosmetischen Mitteln bis zu max.
6 % im Fertigerzeugnis enthalten sein diirfen
[6]. Die Nachweisgrenze von Uranin im Trink-
wasser liegt bei 0,001-0,002 pg/£ (Tab. 1) [7].

Bei Kaninchen liegt der LD50-Wert bei 2500
mg/kg Korpergewicht (KG) [10]. Die subchro-
nische Exposition von Méusen und Ratten via
Futter fiihrte bei Dosierungen bis ca.250 mg/kg
KG/Tag abgesehen von einer Reduktion des
Trinkwasserkonsums nicht zu behandlungsbe-
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dingten Effekten. Hohere Dosen
fiihrten zu Verdnderungen in Nieren
und Herz (u.a. Mineralisierung) und
zu erhohter Mortalitét [10]. Die chro-
nische Exposition fiihrte bei Méu-
sen und Ratten in Dosen von rund
1500 mg/kg KG/Tag resp. 250 mg/kg
KG/Tag ebenfalls zu Verdanderungen
in den Nieren (Nierenentziindung,
Mineralisierung) [10].

Im Rahmen des nationalen Toxiko-
logieprogramms (NTP) der USA
wurde im Jahr 1983 eine Studie zur
chronischen Toxizitdt und Kanzero-
genitit durchgefiihrt. Der Technische
Report 265 wurde von NTP jedoch
nie publiziert, da die Studie Méngel
aufwies (Kategorie A «Daten nicht
vollstandig zuverldssig») [11]. Eini-
ge knappe Angaben zu dieser Stu-
die finden sich im Handbuch der
deutschen Forschungsgemeinschaft
(DFG) [10]. Kategorie A-Studien
sind im Allgemeinen nur mit gerin-
gen Mingeln behaftet, welche eher
quantitative als qualitative Aussagen
betreffen [12]. Danach fiihrte die
Behandlung bei Mdusen nicht zu ei-
ner erhohten Tumorrate. Bei Ratten
wurde bei hohen Dosierungen ver-
mehrt Inselzellhyperplasien, -kar-
zinome oder -adenome festgestellt
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[10]. Das kanzerogene Potenzial von
Uranin kann somit nicht abschlies-
send beurteilt werden. Die Daten aus
Genotoxizititsstudien ergeben eben-
falls ein unklares Bild: Wahrend keine
Genotoxizitiat im Ames-Test, /n-vi-
tro-Chromosomen-Aberrationstest
und im /n-vivo-Maus-Mikrokerntest
festgestellt wurde, waren die Be-
funde im [In-vitro-Maus-Lympho-
matest und im /n-vitro- und In-vivo-
Schwester-Chromatid-Austausch-
test positiv und ein genotoxisches
Potenzial von Uranin kann somit
nicht eindeutig ausgeschlossen wer-
den (Tab. 3) [10,11].

Wegen der ungeniigenden Datenla-
ge zur Toxizitit dieser Substanz kann
kein TDI abgeleitet werden, weshalb
das TTC-Konzept zur Anwendung
kommt. Da aufgrund der Testresul-
tate ein genotoxisches Potenzial nicht
ausgeschlossen werden kann (7ab. 3),
wird ein TTC von 0,15 pg/Person/Tag
angewendet (7ab. 2) [5].

Die Applikation von Uranin als
Tracer fiithrt zu einer Trinkwasser-
belastung wihrend 50-100 Stunden
[7]. Um diese Kurzzeitbelastung mit
einer chronischen Exposition des
Menschen zu vergleichen, kann ge-
mass Bos et al. [13] fiir eine Risiko-

mit einer Ausnahme
(Ames-Test der NTP
[14]) negativ;

Kanzerogenitatsdaten
negativ

Tracer Tolerierbare Cramer- | Bemerkungen Threshold of Toxi- | Tolerierbare Stossbelas- Tolerierbare Zu erwartende Ausschopfung
tagliche Aufnah- Struktur- logical C n Trink - tungs-Faktor | Tril Trink kon- der tolerierbaren
memenge (TDI) klasse * (TTC) konzentration k tration tration Trinkwasserkon-

fiir langfristige fiir Stossbe- (wéhrend 50-100 h) zentration
Belastung * lastung *
(mg/Person/Tag) § (ug/Person/Tag) (ng/e) (ng/e) (Hg/e)

Sulforhodamin B 600 n Genotoxizititsdaten - 300 000 n.n. - 5 0,002 %

negativ

Uranin nicht ableitbar 11} Da die verfugbaren 0,15 0,075 250 19 5 26 %

Genotoxizitatsdaten
und Kanzerogenitéats-
daten ein unklares Bild
ergeben, wird hier
vorsichtshalber der
TTCvon 0,15
ug/Person/Tag * ver-
wendet.
Eosin gelblich nicht ableitbar 1] Genotoxizitatsdaten 90 45 n.n. 5 11 %

Genotoxizititsdaten
negativ

Naphthionat nicht ableitbar

1800 900 n.n.

50 6 %

§: 60 kg Korpergewicht

*: mit Computersoftware ToxTree bestimmt

*: strukturelle Hinweise auf genotoxisches Potenzial [5]

*: angenommener Trinkwasserverzehr von 2 Liter pro Person und Tag
n.n.: nicht notwendig

Tab. 2 Zusammenfassende Beurteilung.
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Testsystem Stamm Befund
Ames-Test TA98, TA100, negativ
TA1535, TA1537

Maus-Lymphoma-Test, Lymphomazellen L5178 TK+/- positiv
Chromosomen-Aberrationstest in Ovarialzellen des CHO-W-B1 negativ
Chinesischen Hamsters

Schwester-Chromatid-Austausch (SCE) in Ovarialzellen des CHO-W-B1 positiv

Chinesischen Hamsters

in vivo:

Micronucleus-Test im Maus-Knochenmark maénnliche B6C3F1 negativ
Sex-linked recessive lethal/reciprocal translocaton in Drosophila negativ
melanogaster

Chromosomen-Aberrrationstest im Maus-Knochenmark ménnliche B6C3F1 negativ
Schwester-Chromatid-Austausch (SCE) im Maus-Knochenmark | mannliche B6C3F1 | positiv

Tab. 3 Resultate der Genotoxizitatsstudien von Uranin [10, 11].

bewertung von genotoxischen Kan-
zerogenen (als solches wird Uranin
bei der ungeniigenden Datenlage
zur Toxizitédt betrachtet) die Kurz-
zeitdosis um einen Faktor 250 fiir
sensitive Subpopulationen gegenii-
ber einer Langzeitdosis erhoht wer-
den. Wird dies auf den TTC von
0,15 pug/Person/Tag fiir Uranin an-
gewendet, resultiert eine tolerierba-
re Kurzzeitdosis von 38 ug/Person/
Tag. Unter der Annahme, dass der
Trinkwasserverzehr zwei Liter pro
Person und Tag betrigt, wird eine
tolerierbare Trinkwasserkonzentra-
tion fiir eine Stossbelastung von
19 ug/f Uranin abgeleitet (7Tab. 2).
Nach der Anwendung von Uranin
im Trinkwasser wird eine maximale
Konzentration von 5 pug/f iiber einen
Zeitraum von 50-100 Stunden erwar-
tet [7], was deutlich unter der tole-
rierbaren Konzentration von 19 ug/¢
liegt (7ab. 2).

3.3 Eosin gelblich

Eosin (C.I. 45380) gehort zu den
Farbstoffen, welche in allen kosme-
tischen Mitteln enthalten sein diirfen
[6]. Die wichtigsten chemisch-phy-
sikalischen Substanzeigenschaften
von Eosin gelblich sind in Tabelle 1

I ;s

zusammengestellt. Die Nachweis-
grenze von Eosin gelblich liegt bei
0,01-0,02 g/t [7]. Eosin gelblich weist
eine niedrige akute Toxizitit auf;
der LDs,-Wert beim Hund liegt bei
>4560mg/kg KG [10]. In Studien
zur chronischen Toxizitdt mit Ratten,
Maiusen und Hunden konnten keine
substanzbedingten Effekte bis zu Do-
sen von 1g/kg KG/Tag beobachtet
werden [10]. Ames-Test und DNA-
Repair-Tests (Rec-Tests) verliefen
gemiss DFG negativ [10], wihrend
im Ames-Test der NTP bei hoheren
Konzentrationen (=6666 ug/Platte)
eine mutagene Aktivitdt nachweis-
bar war [14].

Wegen der ungeniigenden Datenla-
ge zur Toxizitédt (keine Einsicht in
die vorhandenen subchronischen und
chronischen Studien) wird in diesem
Fall das TTC-Konzept angewendet.
Eosin gelblich wird von der Com-
putersoftware ToxTree der Cramer-
Strukturklasse III mit einem TTC
von 90 pg/Person/Tag zugeteilt [5].
Von der Zuordnung in den stren-
geren TTC von 0,15 ug/Person/Tag
(«strukturelle Hinweise auf genoto-
xisches Potenzial» [5]) wird hier ab-
gesehen, weil in den Kanzerogeni-
titsstudien keine substanzbedingten
Effekte auftraten.
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Unter der Annahme, dass der Trinkwasserver-
zehr zwei Liter pro Person und Tag betrigt, re-
sultiert eine tolerierbare Trinkwasserkonzen-
tration von 45 pg/f. Nach der Anwendung von
Eosin gelblich als Tracer wird im schlechtesten
Falle eine Konzentration im Trinkwasser von
5 pg/tiiber einen Zeitraum von 50-100 Stunden
erwartet [7], was deutlich unter der tolerierba-
ren Konzentration von 45 pg/f liegt (Tab. 2).

3.4 Naphthionat

Die wichtigsten chemisch-physikalischen Sub-
stanzeigenschaften von Naphthionat sind in
Tabelle 1 zusammengestellt. Die Nachweisgren-
ze von Naphthionat liegt bei 0,1 ug/£ [7]. Orale
Verabreichung von 0, 100,300 und 1000 mg/kg
KG/Tag wihrend 28 Tagen bei Ratten ergab
bei der hochsten Dosierung eine Erhohung der
Alanin-Aminotransferase-Aktivitat im Blut von
Minnchen und Weibchen [15]. Ames-Tests mit
und ohne Aktivierung durch Lebermikrosomen,
eine cytogenetische Analyse und ein /n-vitro-
Chromosomen-Aberrationstest ergaben keine
Hinweise auf ein genotoxisches Potenzial [1,
15,16,17]. Da die Datenbasis zur Toxizitdt von
Naphthionat ungeniigend ist zur Ableitung
eines TDI, wird auch hier das TTC-Konzept
angewendet. Naphthionat kann der Cramer-
Strukturklasse I zugeordnet werden, was einem
TTC von 1800 ug/ Person/Tag entspricht [5].
Unter der Annahme, dass der Trinkwasserver-
zehr zwei Liter pro Person und Tag betrégt,
ergibt sich eine tolerierbare Trinkwasserkon-
zentration von 900 ug/f (Tab. 2). Nach der An-
wendung von Naphthionat als Tracer wird
eine Trinkwasser-Konzentration von 50 pg/{ iiber
einen Zeitraum von 50-100 Stunden erwartet
[7], was deutlich unter der tolerierbaren Kon-
zentration von 900 pg/f liegt (7ab. 2).

4. Schlussfolgerungen

ie Offentlich zugédngliche Datenbasis zur

Toxizitdt der vier Tracer erweist sich als
sehr unterschiedlich: Bei Sulforhodamin B war
es moglich, eine tolerierbare Aufnahmemenge
abzuleiten, wihrend bei Uranin, Eosin gelb-
lich und Naphthionat infolge der ungeniigen-
den Datenlage das TTC-Konzept angewendet
wurde. Weil dieses Konzept einen konservativen
Ansatz darstellt, wurden fiir die drei letztge-
nannten Tracer wesentlich niedrigere tolerier-
bare Trinkwasserkonzentrationen abgeleitet als
fiir Sulforhodamin B. Bei allen vier Tracern
werden die tolerierbaren Trinkwasserkonzen-
trationen durch die zu erwartenden Konzen-
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trationen im Trinkwasser nicht ausgeschopft.
Demzufolge besteht bei korrekter Durchfiih-
rung von Markierversuchen durch den Einsatz
dieser Stoffe kein bzw. nur ein sehr geringes
gesundheitliches Risiko fiir die Verbraucher.
Trotzdem sollten Markierstoffe nur wohldosiert
in die Umwelt ausgebracht werden. Die Dosie-
rung von Markierstoffen im Einzugsgebiet von
Trinkwasserfassungen sollte so bemessen sein,
dass an der Grundwasserfassung moglichst ge-
ringe Konzentrationen auftreten. Bei Uberdo-
sierung von Markierstoffen besteht zudem die
Gefahr, dass das Trinkwasser infolge der Ver-
farbung voriibergehend unbrauchbar wird. Hil-
festellung bei der Bestimmung der geeigneten
Tracermenge gibt - neben einer guten geologi-
schen und hydrogeologischen Kenntnis des
Untersuchungsgebietes — die Praxishilfe Mar-
kierversuche [2].
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