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tive manner without losing any substances.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung beschreibt ein Verfahren zur fluorimetrischen oder photometrischen Bestimmung von gas-
formigen oder in die Gasform tiberfithrbaren Stoffen in Proben. In einer Kiivette mit einer oder mehreren ionenimpermeablen,
gaspermeablen Membranen kdnnen Ausfschlussreaktionen, optionale Reinigungsschritte und die Detektion benutzerfreundlich, se-

lektiv und ohne Substanzverlust durchgefiihrt werden.
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Verfahren und Vorrichtung zur Bestimmung von fliichtigen

Substanzen in Lésung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur
photometrischen oder fluorimetrischen Bestimmung von fliichtigen

Substanzen in Losung.

Far bestimmte analytische Fragestellungen werden einzelne Komponenten
durch Uberfithrung in die Gasphase von dem Probengemisch abgetrennt.
Diese gasférmigen Komponenten kénnen dann mittels Gaschromato-
graphie, Atomabsorption, IR- oder Chemolumineszenz-Spektroskopie bzw.
mittels indirekter Methoden, wie Konduktometrie, Coulometrie,
Potentiometrie, Gasvolumetrie, acidimetrischer MalRanalyse,
manometrischer Messung, iodometrischer Malkanalyse, Fluorimetrie oder
Photometrie, nachgewiesen werden.

Far bestimmte Fragestellungen wurden spezielle Verfahren entwickelt, wie
beispielsweise in US 4 201 548. Dort wird ein Verfahren zur Bestimmung
fluchtiger Substanzen in FlUssigkeiten beschrieben, wobei die Probe in ein
mit einer semipermeablem Membran begrenztes Plastikgefal gegeben
wird. Nach Durchtritt durch die Membran farbt der Analyt eine mit Indikator
imprégnierte Tragermembran. Diese Vorrichtung zur visuellen Detektion
eignet sich jedoch nicht zur photometrischen oder fluorimetrischen
Detektion.

US 5 275 956 beschreibt die Bestimmung von organischen Chlor-haltigen
Verbindungen durch Chemolumineszenz. Die verwendete Vorrichtung
enthalt eine Aufschlusszone (Oxidationszone), eine Reaktionszone, in der
die chemolumineszierende Verbindung entsteht, sowie eine
Detektionszone. Weiterhin ist die sehr aufwendige Apparatur mit
Verbindungsstiicken, Pumpen und Detektoren versehen.

Daraus ergibt sich zunachst die Aufgabe, ein moglichst einfaches,

universell einsetzbares Testsystem zu entwickeln, das es erlaubt, durch
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photometrische oder fluorimetrische Bestimmungen, unterschiedliche Stoffe

aus verschiedensten Proben nachzuweisen.

Ein erster Ansatz hierzu wurde in EP 0 663 239 entwickelt. Es wird ein
Testkit zur chemischen Analyse von gasférmigen Probeninhaltsstoffen
beschrieben. Der Kit enthalt eine Vorrichtung aus zwei einzelnen Behéltern.
Ein Behalter dient zur Aufnahme der Probe und Freisetzung des Gases,
der andere zur Detektion. Das Gas wird von dem ersten Behalter tiber
einen Adapter in den zweiten Behalter Uberfihrt. Nachteil des Kits ist die
Notwendigkeit, zwei Behélter verwenden und diese wahrend der Benutzung
Uber einen Adapter verbinden zu missen. Dies erfordert einen hohen
experimentellen Aufwand. Zudem besteht bei zu langsamem Verbinden der
beiden Behalter die Gefahr des Austritts bzw. Eintritts von Gas. Dadurch

kdnnen die Analysedaten leicht verfalscht werden.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren und eine
Vorrichtung zur fluorimetrischen oder photometrischen Bestimmung
bereitzustellen, die es ermdglichen:

e ein breites Spektrum verschiedenster Proben auf unterschiedliche
gasférmige oder in die Gasphase Uberfiihrbare Stoffe hin zu
untersuchen,

e das Verfahren mit geringem apparativem und experimentellem Aufwand
durchzufihren,

¢ eine sehr selektive und empfindliche Analyse durchzufiihren.

Es wurde gefunden, dass sowohl Selektivitat und Empfindlichkeit als auch
der experimentelle Aufwand der Bestimmung fliichtiger Substanzen in
Proben stark verbessert werden kann, wenn Aufschiuf} und Detektion in
einem Gefal erfolgen.

Das GefaR, beispielsweise eine Kiivette, wird dazu durch eine

gaspermeable Membran in mindestens zwei Reaktionsbereiche unterteilt.
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Nach Zugabe der Probensubstanz und weiterer notwendiger Reagenzien
wird das Gefal} verschlossen. Alle weiteren Analysenschritte wie
Aufschluf3, Reinigung und Detektion kénnen in dem verschlossenen Gefal

durchgefiihrt werden.

Gegenstand der Erfindung ist daher eine Klvette zur photometrischen oder
fluorimetrischen Bestimmung von fllichtigen Substanzen in Proben,
dadurch gekennzeichnet, dal} die Kiivette durch eine ionenimpermeable,
gaspermeable Membran in zwei Bereiche aufgeteilt wird, in denen sich,
durch die Membran getrennt, Raum flir Proben- und Aufschlusslésung (3)
und ein mit Indikatorldsung befillter Raum fiir Indikatorldsung (1) befindet

und die Kuivette durch mindestens einen Verschluss (5) gas- und

flissigkeitsdicht verschlossen werden kann.

Gegenstand der Erfindung ist auch eine Kiivette zur photometrischen oder
fluorimetrischen Bestimmung von fliichtigen Substanzen in Proben,
dadurch gekennzeichnet, dass die Klivette durch mindestens zwei
gaspermeable Membranen (22, 24) in mindestens drei Bereiche aufgeteilt
wird, in denen sich durch die Membranen getrennt Raum fiir Proben- und
Aufschlussldsung (25), ein mit Waschlosung befiillter Raum fiir
Waschldsungen (23) und ein mit Indikatorldsung befiiliter Raum fur
Indikatorldsung (21) befindet und die Kivette durch einen VerschluB (27)
gas- und flussigkeitsdicht verschlossen werden kann.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform besteht zumindest eine Membran,
bevorzugt alle Membranen der erfindungsgemafen Klivetten aus einem
Siliconpolymer. '

In einer weiteren bevorzugten Ausftihrungsform ist zumindest eine

Membran, bevorzugt alle Membranen in die Kiivette eingeklemmt.
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In einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform ist zumindest eine

Membran, bevorzugt alle Membranen in die Klivette einpolymerisiert.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Analysekit zur Bestimmung von

gasférmigen oder in die Gasform Uberfuhrbaren Stoffen in Proben, der

zumindest eine erfindungsgemafe Kivette enthalt, die

a) durch mindestens eine hydrophobe semipermeable Membran in
mindestens zwei Teilbereiche unterteilt ist,

b) im unteren Teilbereich die Indikatorldsung enthélt,

c) in optionalen mittleren Teilbereichen Waschlésungen enthalt,

d) im oberen Teilbereich mit der Probe sowie optionalen Zusatzreagenzien
beflllt werden kann,

e) einen gas- und fliissigkeitsdichten Verschluss besitzt.

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Bestimmung von

flichtigen Substanzen in Proben unter Verwendung einer

erfindungsgemaien Klivette, wobei

a) die Kivette gedffnet wird,

b) im oberen Teilbereich mit der Proben- und optionalen Zusatzreagenzien
beftllt wird,

c) mit dem Verschluss abgedichtet wird,

d) die Kivette umgedreht wird,

e) die Probe aufgeschlossen wird,

f) die Kivette erneut umgedreht wird,

g) die Indikatorldsung vermessen wird.

In Abbildung 1 ist eine erfindungsgemalie Kivette dargestellt.
Abbildung 2 zeigt ein erfindungsgemafies Analysengefall mit einem
zusétzlichen Teilbereich flir Waschldsungen.

in Abbildung 3 ist ein Schema des erfindungsgemalen Verfahrens zur

Bestimmung von fllichtigen Substanzen in Losung dargestelit.
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Abbildung 4 zeigt ein Formteil mit integrierter gaspermeabler,
ionenimpermeabler Membran, das sich durch seine Formgebung in das

Gefald eingespreizt werden kann.

Das erfindungsgemaéfie Verfahren eignet sich zum Nachweis
verschiedenster Analyten, wie beispielsweise gasférmiger Verbindungen,
die ohne oder mit vorheriger Umwandlung nachgewiesen werden kdnnen,
flichtiger organischer Verbindungen, wie Phenole oder halogenierte
Kohlenwasserstoffe, oder Verbindungen, die durch eine in der
Aufschlussteilklivette vorgeschaltete chemische Reaktion unter
Gasentwicklung nachgewiesen werden, wie Nitrat, das zu NO, umgesetzt
wird.

Beispiele sind in der nachfolgenden Tabelle gegeben:

Nachzuweisende Substanz Analyt
Total Organic Carbon (TOC) CO2
Total Inorganic Carbon (TIC) CO,
NH,* NH3;
CN HCN
Hypochilorid Cl,
s* H,S
NOg NOx
HSOs" SO,
CKW

Flichtige Amine

Nicht-fliichtige quartare Ammoniumionen

(via Hoffmeister-Eliminierung)

Tetramethylquecksilber

Schwermetalle (indirekt)
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Das erfindungsgemafe Verfahren beruht auf der Verwendung eines
Gefales, in das zum einen die Indikatorldsung eingebracht werden kann
und zum anderen die Probenlésung mit dem Aufschlussreagenz. Fir eine
Trennung der beiden Bereiche sorgt eine Membran.

Dazu wird zunachst die Indikatorlésung in das Gefal® gefillt und
anschlie3end die Membran eingebracht. Dann kann die Membran optional
mit der AufschluRlosung Uberschichtet werden. Nach Zugabe der Probe
wird das Gefal verschlossen.

Somit befinden sich alle zur Analyse benétigten Reagenzien in einem
Gefal. Dieses Konzept ermdglicht eine einfache und benutzerfreundliche
Analyse der Proben. Die Arbeitsanleitung zur Analyse beschrankt sich auf
folgende Schritte:

Aufschrauben des Gefalles

Probe einpipettieren

Zuschrauben

Umdrehen

Aufschlieflen

Umdrehen

N o o bk b=

Vermessen

Das Gefalt oder die Analysevorrichtung ist bevorzugt aus Glas, oder aus
einem anderen Material, z.B. einem organischen Polymer, bevorzugt
optisch transparent oder zumindest versehen mit einem Fenster aus
optisch transparenten Material. Bevorzugt besteht das Gefald oder die
Analysevorrichtung aus Materialien, die zur Herstellung von
Photometerkiivetten verwendet werden, wie z.B. Polycarbonat und

besonders bevorzugt Quarzglas

Da das GefaR wahrend der Analyse umgedreht wird, enthalt es einen
flussigkeits- und gasdichten Verschluss in Form eines Schraubdeckels oder

Stopfens. In seiner bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Gefal derart
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gestaltet, dass es fiir den Aufschluss der Probe beispielsweise in einen
marktiblichen Trockenthermostaten und zur Detektion in ein tbliches
Messgerat als Messvorlage eingesetzt werden kann. Fuir photometrische
oder fluorimetrische Analysetechniken ist deshalb die Ausgestaltung als
Kuvette bevorzugt. Diese Kuivette kann rund, quadratisch oder rechteckig
geformt sein. Im weiteren wird das erfindungsgemafie Gefal als Klvette

bezeichnet.

Unter den Begriff photometrische oder fluorimetrische Bestimmung fallt

erfindungsgemaf auch die Tribungsmessung, z.B. Nephelometrie.

Zur Abtrennung des Aufschlussbereichs vom Detektionsbereich (Bereich
der Indikatorlésung) wird in die Klivette eine gaspermeable und
ionenimpermeable Membran eingebracht. Diese Membran ist impermeabel
fur Flussigkeiten oder lonen, insbesondere Protonen, und permeabel fir
Gase. Sie bildet eine an der Kiivettenwand fest anliegende mechanisch

stabile Abtrennung aus.

Die Membran weist bevorzugt die folgenden zusétzlichen Merkmale auf:
- Temperaturstabilitat

- mechanische Stabilitat (Druck, Zug)

- gleichmaRige Schichtdicke

- gute Haftung an der Wand der Kiivette

- Zersetzungsstabilitat gegenlber starken Basen.

Weiterhin sollte die Membran frei sein von kohlenstoffhaltigen
Abspaltungsprodukten, die die Analyse von Kohlenstoff verféalschen oder

sonstigen Abspaltungsprodukten, die die Indikatorlésung beeinflussen.

Diese Anforderungen werden von hydrophoben porésen, gaspermeablen
Membranen, besonders gut von Siliconmembranen, Teflonmembranen und

Kombinationsmembranen aus Silicon- und Teflonmembranen erflillt.



10

15

20

25

30

WO 02/090975 PCT/EP02/03868

-8-

Das Einbringen der Membran in die Kiivette kann auf verschiedene Weise
erfolgen. Sie kann beispielsweise durch Einkleben (z.B. direkt oder in
einem Spalt oder auf einem Vorsprung), Einklemmen (z.B. direkt oder
durch Einschub eines Formteils) oder Einpolymerisieren an der innenwand
der Klvette befestigt werden.

Im folgenden werden bevorzugte Moglichkeiten zum Einbringen der

Membran naher erlautert:

Einpolymerisieren der Membran:

Zum Einpolymerisieren sollten die Membran bzw. die Membranbestandteile

auch die folgenden Eigenschaften aufweisen:

- Schwimmfahigkeit auf wéssrigen Losungen

- Polymerisationsfahigkeit auf einer stark basisch gepufferten
Indikatorlésung

Besonders geeignet sind Membranen, die sich in relativ kurzen

Polymerisationszeiten herstellen lassen.

Zunachst wird typischerweise die Indikatorldsung in das Gefal eingebracht.
Dann wird eine Siliconmembran durch Auftropfen eines Siliconprépolymers
auf die Indikatorlosung erzeugt. Das flUssige Siliconpréapolymer schwimmt
auf der Indikatorlésung und bildet einen gleichmafRigen Film aus. Nach der
Polymerisation bildet der Siliconfilm eine hydrophobe, gas-permeable,

ionen-impermeable fest mit der GefaRwand verbundene Membran.

Bei der Herstellung von Siliconmembranen ist zwischen zwei Arten von
Ausgangsstoffen zu unterscheiden: kondensationspolymerisierenden
Silicone und additionsvernetzende Siliconen.

Wahrend kondensationspolymerisierende Silicone sich durch eine leichte
Verarbeitbarkeit der Prapolymere und eine gute Haftung an der Glaswand
des GefaRes auszeichnen, ist ihr Einsatz fir manche Anwendungen nicht
madglich, da sie oft Ruickstande von Losungsmitteln oder kohlenstoffhaltigen

Abspaltungsprodukten enthalten. Aus diesem Grund werden flr die
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erfindungsgemale Vorrichtung bevorzugt additionsvernetzende Silicone
verwendet.

Anders als die kondensationsvernetzenden Silicone kdnnen diese nur
begrenzt mit den Hydroxylgruppen der Glaswand reagieren. Deshalb wird
bevorzugterweise die Glaswand zuvor teilweise oder vollstéandig
hydrophobisiert. Diese Grundierung der Glaswand verhindert die
Ausbildung eines stark gekrimmten Meniskus der Flissigkeitsoberflache
und garantiert so eine ausreichend groRe Kontaktflache des Silicons mit
der Glaswand. Die Hydrophobisierung der Glaswand erfolgt durch
kovalente Kopplung von beispielsweise Trimethoxysilan (T9895, ABCR
GmbH&Co) oder Propyltrimethoxysilan oder durch Beschichten der
Glaswand mit einer diinnen Siliconschicht.

Bevorzugt ist auch die Verwendung von Glasgefalten mit hydrophober

Innenwand.

Ausgangsprodukte zur Herstellung von Siliconmembranen sind dem
Fachmann bekannt. Typischerweise wird ein Copolymer aus einer linearen
kettenférmigen Komponente (Base) mit reaktiven Endgruppen, und einer
verzweigten Komponente (Vernetzer) mit reaktiven Endgruppen hergestellt.
Als Reaktionsstarter fur die chemische Reaktion, die zur Vernetzung fihrt,
dienen, je nach Art der Base und des Vernetzers, verschiedene
Chemikalien oder auch physikalische Parameter (Druck&nderung,
Temperaturanderung). Bei kondensationsvernetzenden Silicon-
prapolymeren ist dies zumeist Wasser in Form des Wasserdampfanteils in
der Luft, bei additionsvernetzenden Siliconprapolymeren zumeist eine

Chemikalie, ein sogenannter Radikalstarter.

Einkleben der Membran:
Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform ist das Einkleben einer
vorgefertigten Membran oder eines mit einer Membran beschichteten

Membrantragers in das GefaR.
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Beispielsweise kdnnen vorgefertigte Membranen aus gaspermeablen
Kunststoffen, bevorzugt Teflon oder anderen gaspermeablen Materialien,
mittels eines Klebeschrittes mit der Kuivettenwand verbunden werden.

Die verwendeten Klebstoffe sollten keine stérenden Substanzen enthalten

und in den Losungsmitteln der eingesetzten Lésungen stabil sein.

Die verwendeten Klebstoffe sollten keine die Nachweisreaktion stérenden
Substanzen wie z.B. Losungsmittel (Aceton, Toluol, Ethanol) enthalten, die
wahrend der Herstellung und Verarbeitung des Klebstoffes, oder wahrend
der spateren Aufschlussreaktion kohlenstoffhaltige Bestandteile freisetzen,
und so die Nachweisreaktion beeinflussen. Weiterhin sollen die Klebstoffe
in den Losungsmitteln der eingesetzten Losungen stabil sein.

Ein geeigneter Klebstoff fiir das Einkleben von Silikommembranen in die
Kuvette ist beispielsweise ein zweikomponenten additionsvernetzendes
wasserstoffabspaltendes Silicon, wie z.B. Kwik-Sil ®, Kit silikon low

viscosity, Vetrieb Uber World Precision Instruments,inc

Einklemmen der Membran:

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform ist das Einbringen eines
Formteiles mit integrierter gaspermeabler, ionenimpermeabler Membran,
das sich durch seine Formgebung in das Gefal einspreizt. Das Formteil
kann z.B. aus Silicon bestehen. Das Formteil ist bevorzugt technisch derart
konstruiert, dass es, dhnlich einem zusammengedriickien Gummiball,
selbsttatig aufspringt und sich dadurch in das Gefal} einspreizt. Ein
derartiges Formteil in Abb. 4 beschrieben. Es ist das gefaltete Formteil
(oben), das Entfalten des Formteils (unten rechts) und das in der Kiivette
befindliche entfaltete Formteil (unten links) gezeigt.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform besteht die Membran zum
Einklemmen in die Klvette aus einem Siliconpolymer, das faltbar ist. Auf
diese Weise kann es in die Klivette eingebracht werden und entfaltet sich

dann derart, dass es exakt und dicht in die Klivette eingepasst ist.
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Demnach erfolgt die Herstellung einer erfindungsgemafen Kivette mit

eingeklemmter Trennmembran durch

- Bereitstellen einer geeigneten Kiivette,

- Einflllen der Indikatorlésung,

- Einschieben der gefalteten Membran mithilfe eines Werkzeugs,

- genaues Positionieren der Membran in der endgliltigen Position
oberhalb des Flissigkeitsspiegels der Indikatoridsung,

- Losen des Werkzeugs und damit Auffalten und Einspreizen der
Membran in die Klivette

- optional Einflllen einer Aufschlusslésung

- Verschlieften der Klvette mit einer Verschlusskappe

Die Membran selbst kann in allen Ausflihrungsformen aus einer oder

mehreren Komponenten bestehen.

Soll das Analysegefall nur in zwei Teilbereiche unterteilt werden, kann
nach dem Einbringen der Membran die Proben- bzw. Aufschlusslésung in

den oberen Teilbereich geflllt werden.

Falls bei einer Analyse stérende fliichtige Komponenten neben dem
Analyten zu erwarten sind, kénnen zunachst Waschldsungen auf die
Trennmembran gegeben werden und mit einer zweiten Membran
Uberschichtet werden. Dadurch wird die Kiivette in mehr als zwei,
bevorzugt drei, Teilbereiche unterteilt. Diese Anordnung ist beispielsweise
bei einem TOC Test in Anwesenheit von Schwefelwasserstoff sinnvoll.
Zwischen Indikatoriésung und Proben- bzw. Aufschiussiésung ist ein
weiterer Teilbereich durch eine zweite Membran abgeteilt, der Blei(ll)-
nitratldsung als Waschlésung enthalt. Durch den Aufschluss treten sowohl
CO, wie auch H,S in die Gasphase Uber und durchdringen die erste
Membran. Wahrend das stérende H2S durch die Waschldsung
zuriickgehalten wird, gelangt das CO- durch die zweite Membran in die

Indikatorlésung und erzielt dort einen Farbumschlag.
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Unabhangig davon, auf welche Weise die Kiivette unterteilt wird oder ob
ein zuséatzlicher Teilbereich mit Waschlosung in dem Gefal enthalten ist,
wird die Probenlésung und optional eine Aufschlusslésung in den obersten

Teilbereich eingefulit.

In diesem obersten Aufschluss-Teilbereich wird entweder die zu
analysierende Substanz in eine flichtige Form tberfihrt oder eine Reaktion
durchgefiihrt, die eine fliichtige Substanz freisetzt, die als indirekter
Nachweis filr den Analyten dient. Dies kann mit oder ohne Zugabe einer
besonderen Aufschlusslésung erfolgen. Wahrend zum Nachweis von CO-
oder NHj; eine AufschluBlosung verwendet wird, ist dies zum Nachweis
beispielsweise fllichtiger Kohlenwasserstoffe nicht notwendig.

Mit Hilfe einer geeigneten Aufschlussldsung kénnen selektiv bestimmte
Stoffe in die Gasphase Uberfiihrt werden. Beispielsweise kénnen mit einem
Puffer von pH 4 schwache Sauren bzw. ihre Gase ausgetrieben werden,
starke Sauren jedoch nicht. Zusatzlich kann durch Erzeugung von
Temperaturgradienten innerhalb der Kiivette wahrend des Aufschlusses,
beispielsweise durch Aufheizen nur selektiv des Aufschlussbereichs, das
entstehende Gas bevorzugt in den kélteren Indikatorteilbereich befordert
werden.

Eine weitere Mdglichkeit zur Anreicherung des Analyten im Indikatorteil
besteht in der Verwendung unterschiedlich groer Volumina fir
Indikatorvolumen und Probenvolumen. Ist das Volumen der Probenldsung
im Verhaltnis groRer als das der Indikatorldsung, so liegt das entstehende

Gas in der Indikatorlésung in héherer Konzentration vor.

Obwohl die Detektion des Analyten mit der Indikatorldsung den letzten
Schritt des erfindungsgemafen Verfahrens darstellt, wird die Indikator-
I6sung ganz zu Anfang in das Analysengefal® gegeben. Erst nach Befiillung
mit der Indikatorlésung kann die erste Trennmembran auf die Lésung

aufgebracht bzw. oberhalb der Lésung befestigt werden.
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Die Indikatorlésung kann ein walkriges bzw. ein organisches System oder
eine Mischung aus beidem sein. Die Indikatoren kénnen chromophore oder
fluorophore Systeme sein. Genauso kann jedoch auch die Eigenfarbung
oder Eigenfluoreszenz der Analyten detektiert werden. In diesem Fall dient
die Indikatorldsung nur als Losungsmittel flir die gasformige Komponente.
Durch Variation des Indikators, des Puffervermdgens der Losung, des pH-
Wertes oder der Zugabe von Komplexbildnern kann die Selektivitat der
Indikatorlésung entsprechend dem zu detektierenden Analyten variiert
werden. Es kénnen beispielsweise Farbumschlag, Fluoreszenzintensitét

oder Fluoreszenzlebenszeit detektiert werden.

Das erfindungsgemaRe Analysengefal} eignet sich durch seinen einfachen
Aufbau besonders zum Einsatz in Analysen-Kits. Auch in diesem Fall sollte
die Form des GefaRes passend fiir den direkten Einsatz in Thermostaten

und Photometern oder sonstigen Analysegeraten sein. Daher ist die

~Verwendung einer Klvette bevorzugt.

Die im Analysen-Kit vorhandene Kuvette ist mit der jeweiligen
Indikatorlésung beftillt und der Indikatorteilbereich mit einer Membran
gegentiiber dem Aufschlussbereich abgegrenzt. Ist fur die angestrebte
Analyse eine weitere Aufreinigung des Analyten mittels Waschldsung
notwendig, wird zunachst die Waschlésung auf die erste Membran
gegeben und anschlieBend eine weitere Membran zur Abtrennung des
Aufschlussbereichs aufgebracht. Ob die Aufschlussidsung bereits vor der
Durchfihrung der Analyse in der Kiivette gelagert wird, hangt von ihrer
Stabilitét ab. Im einen Fall wird die Aufschlussldsung bereits in die Klivette
gegeben, so daB zur Durchfiinrung der Analyse lediglich die Probenlosung
zugegeben werden muf. Falls keine Aufschlusslésung notwendig ist oder
die Ausschlusslésung aus Stabilitatsgriinden separat gelagert wird, muss
bei Durchfiihrung der Analyse sowohl Probe als auch optional die

Aufschlusslésung zugegeben werden. Nachdem die Kiivette mit allen
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notwendigen Komponenten beflillt ist, wird sie flissigkeits- und gasdicht

verschlossen und dem erfindungsgemaBen Verfahren unterzogen.

Auf diese Weise ist es moglich, ohne groen experimentellen Aufwand,
sehr selektive Analysen durchzufiihren. Durch die optionale weitere
Aufreinigung mittels einer Waschldésung kdnnen auch verunreinigte
Realproben oder Proben mit stérenden Komponenten vermessen werden.
Eine Anreicherung oder Reinigung der Probe vor Einbringen in das
Analysengefal} ist nicht notwendig.

Durch das geschlossene System kdnnen sehr empfindliche Messungen

ohne Analytverlust durchgefiihrt werden.

In Abbildung 1 ist ein erfindungsgemafies Gefall dargestellt. Im Teilbereich
(1) befindet sich die Indikatorldsung. Diese wird durch die semipermeable
Membran (2) von der Aufschlussldsung im Teilbereich (3) getrennt.
Bevorzugterweise nimmt die Aufschlusslésung nicht den ganzen
Teilbereich (1) ein, sondern lakt einen Gasraum (4) frei. Der freie Gasraum
in der Klvette ist fir den Druckausgleich notwendig. Die Kivette wird mit

einem Verschluss (5) abgedichtet.

In Abbildung 2 wird die Indikatorlésung (21) von einer ionenimpermeablen
gaspermeablen Membran (22) begrenzt. Es folgt eine Waschlésung (23),
die von einer weiteren Membran (24) tberschichtet ist. Oberhalb dieser
Membran befindet sich die Aufschlussldsung (25) und der Gasraum (26).

Die Kuvette ist mit einem Verschluss (27) abgedichtet.

In Abbildung 3 ist ein Schema des erfindungsgemafen Verfahrens zur
Bestimmung von fliichtigen Substanzen in Lésung dargestellt. Die
vorgefertigte, mit Indikator- und Aufschlusslésung befilllite Kvette (A) wird
kurz geoffnet und die Probe zugegeben (B). AnschlieBend wird die Kivette
erneut verschlossen (C), umgedreht und zum Aufschluss beispielsweise in

einen Thermostaten eingefiihrt (D). Nach Beendigung des Aufschlusses (E)
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kann die Indikatorlésung nach erneutem Umdrehen des Gefaltes direkt in

einem Photometer vermessen werden (F).

Auch ohne weitere Ausfiihrungen wird davon ausgegangen, daf ein Fach-
mann die obige Beschreibung im weitesten Umfang nutzen kann. Die
bevorzugten Ausfiihrungsformen und Beispiele sind deswegen lediglich als
beschreibende, keineswegs als in irgendeiner Weise limitierende Offen-

barung aufzufassen.

Die vollsténdige Offenbarung aller vor- und nachstehend aufgefiihrten
Anmeldungen, Patente und Verdéffentlichungen, insbesondere der
korrespondierenden Anmeldung DE 101 21 999.7, eingereicht am
05.05.2001, sind durch Bezugnahme in diese Anmeldung eingefihrt.

Beispiele

1. Herstellung einer Kiivette fiir die TOC-Bestimmung

a) Hydrophobisierung

Beispiel 1: Hydrophobisierung der Glaswand mit eine Siliconschicht.

Da additionsvernetzende Silicone keine gute Haftung an der Glaswand
zeigen, wenn sie direkt auf die wassrige Pufferlésung gegeben werden,
wird zun&chst die Glaswand mit kauflichem Zweikomponentensilicon Kwik-
Sil® der Firma World Precision Instruments Inc. hydrophobisiert.

Dazu werden die beiden Komponenten des Kwik-Sil® 1:1 Vol% mit
Diethylether verdiinnt, die beiden L&sungen vereint und die klare
Flussigkeit auf die innenwand des Glasgefales in der Hohe aufgebracht, in
der die Siliconmembran einpolymerisiert werden soll. Durch Drehbe-
wegungen entlang der Langsachse wird ein gleichmafiger diinner Ring

aufgebracht. Nach 1 Minute ist der Ring trocken. Zur Entfernung
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eventueller Lésungsmittelreste wird die Kiivette 2 Stunden bei 60 °C im

Trockenschrank gelagert.

Beispiel 2: Hydrophobierung der Glaswand mit einer kovalent gebundenen,
kohlenstofffreien Silanschicht.

94 ml Ethanol, 1 ml Trimethoxysilan (T9895, ABCR GmbH&Co) und 4 ml
Wasser werden gemischt. Der pH Wert wird mit verdiinnte H,SO4 auf pH 4
bis 5 eingestellt. 0,3 ml dieser Losung werden in ein aufrecht stehende
Kuvette einpipettiert. Die Klvette wird bei 140°C fur eine Stunde in den
Trockenschrank gestellt. Diese Gasphasensilanisierung fuhrt zu einer
effektiven Kopplung des Silans an die Glaswand und ergibt eine nahezu

monomolekulare hydrophobe Beschichtung.

b) Befillen des Gefafles mit der Indikatorldsung

4,5 ml einer Thymolblau Indikatorlésung (Pufferkonzentration Borat 3,5
mmol/l, pH 9,7, Thymolblau 0,06 mmol/l) werden in die Kuvette gefillt. Die
Oberflache der Indikatorldsung liegt dabei in Hohe der vorher
einpolymerisierten Grundierung aus Silikon. Das Einfiillen der
Indikatorldsung und das Aufbringen der Membran werden unter Stickstoff
durchgeflihrt, um einen Eintrag von Kohlendioxid aus der Luft zu
verringern. Durch die Hydrophobisierung der Glaswand bildet sich kein
gekrimmter Meniskus der Wasseroberflache aus, wodurch die
Kontaktflache Siliconmembran-Glaswand deutlich erhéht wird und die

Siliconmembran eine einheitliche Schichtdicke erhalt.

c¢) Einpolymerisieren der Siliconmembran

2,5 ml Base (DMS-V22, Polydimethylsiloxane, vinyldimethyl terminated,
Visc. 200 der Firma ABCR GmbH&Co, Karlsruhe) und 0,1 ml Vernetzer
(HMS-301, Methylhydro-(65-70%) dimethylsiloxane copolymer der Firma
ABCR GmbH&Co, Karlsruhe) werden gemischt und zu der klaren Lésung
2 ul Starter (PCO-075 der Firma ABCR GmbH&Co, Karlsruhe) unter

starkem Rihren zugegeben. 0,5 ml der Siliconmischung werden auf die
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Oberflache der Indikatorlésung getropft. Es bildet sich ein klare etwa 2 mm
starke Siliconmembran aus. Diese Membran ist nach 10 Minuten bei
Raumtemperatur fest. Zur Vervollstandigung der Polymerisation wird die

Kuvette noch 1 Stunde unter Stickstoff gehalten und dann verschlossen.
2. ErfindungsgeméBe Analyse von TOC

Ein TOC Testklivette ist aufgebaut aus folgenden Komponenten:
Zweikomponentensilicon flir die Hydrophobisierung der Glaswand

Name des Silikons: Kwik-Sil ©,

Kit silikon low viscosity, Vetrieb tiber World Precision Instruments,Inc
Zweikomponentensilicon fir die Membran

DMS-V22, Polydimethylsiloxane, vinyldimethyl terminated, Visc. 200, base
HMS-301, Methylhydro-(65-70%) dimethylsiloxane copolymer, crosslinker
PCO-075, Platinium-divinyltetramethyldisiloxane complex, 3% Pt, catalyst
Vetrieb iber ABCR GmbH&Co.

Hydrophobierung der Glaswand

Jede einzelne Komponente des Silikon Kwik-Sil® wird 1 zu 1 Vol% mit
Diethylether verduinnt. Die beiden Losungen werden vereint und die klare
flissige Mischung auf der Innenseite des Glasflaschchens in der Hohe
aufgebracht, in der die Siliconmembran einpolymerisiert wird. Durch
Drehbewegungen um die Langsachse des Glasflaschchens wird ein
gleichmafig diinner Ring aufgebracht. Das LM verdampft schnell und der
diinne Film ist nach 1 min trocken. Die Flaschchen werden bei 60°C im
Trockenschrank fur 2 h gelagert, wobei alle Lésungmittelreste aus der sehr

dunnen ,Grundierung” ausgetrieben werden.

Indikator
4.5 ml der blau gefarbten Indikatorlosung mit Pufferkonzentration Borat 3.5
mmol/l, pH Wert 9.7, Indikatorkonzentration Thymolblau 0.06 mmol/l



10

15

20

25

30

WO 02/090975 PCT/EP02/03868

-18 -

werden in das Flaschchen eingefiillt. Die Oberflache der Indikatorldsung
liegt dabei in Hohe des vorher einpolymerisierten ,Grundierung” aus
Silikon. Das Einflillen des Indikators und das Aufbringen der
Silikonmembran werden unter Stickstoff durchgeflhrt, um einen Eintrag von

Kohlendioxid aus der Luft zu verringern.

Siliconmembran

2,5 ml Base (DMS-V22, Polydimethylsiloxane, vinyldimethyl terminated,
Visc. 200) und 0.1 ml Vernetzer (HMS-301, Methylhydro-(65-70%)
dimethylsiloxane copolymer) werden gemischt. Zu der klaren flssigen
Lésung werden 2ul Starter PCO-075 unter starkem Ruhren zugegeben. Die
Verarbeitungszeit nach Zugabe des Starters betragt maximal 5 min. 0,5 ml
der Siliconmischung werden auf die Oberflache der Indikatorlésung
getropft. Es bildet sich eine klare 2 mm starke Siliconmembran aus. Diese
Membran ist nach 15 min. fest. Die Flaschchen werden zur
Vervollstandigung der Polymerisation stehend im Stickstoffstrom gelagert

und nach 2 h mit einer Schraubkappe verschlossen.

Versuchsdurchfiihrung:

In jeweils drei der oben beschriebenen TOC Testkivetten werden 4,5 ml
von Lésungen mit jeweils 25, 50, 100, 200, 400 mg/I Kohlenstoff
einpipettiert. Die Klivetten werden mit einem Schraubverschluf®
verschlossen und auf dem Kopf stehen in einem Thermostaten (MERCK
Thermoreaktor TR 200) mit 100°C gestellt. Nach 2 h Aufschlufzeit werden
sie mit dem Photometer (MERCK SQ 118) vermessen.
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Anspriiche

. Kuvette zur photometrischen oder fluorimetrischen Bestimmung von

gasformigen oder in die Gasform Gberfihrbaren Stoffen in Proben,
dadurch gekennzeichnet, dass die Kiivette durch eine ionen-
impermeable, gaspermeable Membran (2) in zwei Bereiche aufgeteilt
wird, in denen sich durch die Membran getrennt Raum fir Proben- und
Aufschlusslosung (3) und ein mit Indikatorlésung beflllter Raum fur
Indikatoriosung (1) befindet und die Kiivette durch einen Verschluss (5)

gas- und flussigkeitsdicht verschlossen werden kann.

. Kuvette zur photometrischen oder fluorimetrischen Bestimmung von

gasférmigen oder in die Gasform Uberflihrbaren Stoffen in Proben,
dadurch gekennzeichnet, dass die Kuvette durch mindestens zwei
ionenimpermeable, gaspermeable Membranen (22, 24) in mindestens
drei Bereiche aufgeteilt wird, in denen sich durch die Membranen
getrennt Raum fiir Proben- und Aufschlusslésung (25), ein mit
Indikatorlésung beflllter Raum fir Indikatorlésung (21) und ein mit
Waschldsung befillter Raum fir Waschldsungen (23) befindet und die
Kuvette durch einen Verschluss (27) gas- und flissigkeitsdicht

verschlossen werden kann.

. Kuvette nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,

dass zumindest eine ionenimpermeable, gaspermeable Membran aus

einem Siliconpolymer besteht.

. Kuvette nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,

dass zumindest eine Membran in die Klivette eingeklemmt ist.

. Kuvette nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,

dass zumindest eine Membran in die Kivette einpolymerisiert ist.
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6. Analysekit zur Bestimmung von gasféfmigen oder in die Gasform
Uberfiihrbaren Stoffen in Proben, zumindest enthaltend eine Kiivette

nach einem der Anspriiche 1 bis 5.

7. Verfahren zur Bestimmung von gasférmigen oder in die Gasform
tiberfuhrbaren Stoffen in Proben unter Verwendung einer Kiivette
entsprechend einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dass

a) die Kivette gedffnet wird,

b) im oberen Teilbereich mit der Proben- und optionalen
Aufschlusslosungen befillt wird,

c) mit dem Verschluss abgedichtet wird,

d) die Kuvette umgedreht wird,

e) die Probe aufgeschlossen wird,

f) die Klivette erneut umgedreht wird,

g) die Indikatorlésung vermessen wird.
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Fig. 3
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