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Feler til bestemmelse af elektrolytkoncentrationer

Til bestemmelse af e!.ektrolﬁtkoncencnuonex i vandige oples-
ninger benytter man bl.a. ionselektive elektroder, dvs. elek-
troder, hvis ionfelsomme lag kun lader be ioner p e,
Den potentialforskel som siledes indstiller sig, er et mil
for elextrolytkoncentrationen i prgven. Isar ved den medicin-
ske anvendelse er det en ulempe, at disse elektroder er for-
holdsvis store, at elektrolytbroen er fglsom over for for-
styrrelser, og at der kraves en referenceelektrode. :

T4l undglelse af disse ulemper anbringes der ifglge
opfindelsen pi det fonselektive lag en potentialfglsom £luor-
escensindikator, hvis fluorescensintensitet miles og benyttes
1) bestemmelse af elektrolytkoncentrationen (fig. 1).
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Opfindelsen angér en faler til bestemmelse af koncentrationen af en elektrolyt, som foreligger i
en vandig preveoplesning, ved hjeelp af en ionselektiv membran, som kan bringes i kontakt

med prgveoplasningen, idet den potentiaiforskel, som opstar p& elektrodeoverfladen, kan seet-

tes i relation til elektrolytkoncentrationen.

Folere af denne art kendes som ionselektive elektroder (ISE). Elektroderne er deekket med et
materiale, som er gennemtreengeligt for en speciel elektrolyt. Materialets fornzdne gennem-
treengelighed for kun én elektrolyt opnas ved tilseetning af skaldte beerermolekyler (Carrier-
molekyler). Denne betegnelse 'giver man molekyler, som er i stand til at binde visse ioner p&
specifik m&de og at muliggere deres diffusion fra en vandig til en hydrophob base. Den pa
denne made opstaende potentialforskel ved elektrodeoverfladen méles elektrokemisk, og ved

passende justering kan elektrolytkoncentrationen angives direkte.

Fra WO 81/02218-A1 fig. 3 kendes der fx en ionselektiv elektrode af den ovenneevnte art, hvis
ionselektive yderlag kun slipper kaliumioner igennem. Et eksempel p& en meget specifik ion-
beerer er valinomycin, som er i stand til at indsluse kaliumionerne meget specifikt i lipidmembra-

ner, selv i naerveerelse af et stort overskud af natriumioner.

lonselektive elektroder er grundiaget for mange nye fremgangsméder til bestemmelse af elek-
trolytkoncentrationerne i vandige oplgsninger, isger i blod (iseer lithium, natrium, kalium, calcium,
magnesium og chlorid). De har den fordel frem for de fotometriske fremgangsméder, fx flam-

mefotometri, at de tillader kontinuerlige malinger, da indstillingen af potentialet ved elektrodeo-

verfladen sker reversibelt.

Uanset den store udbredelse, som elektrokemiske felere p& grundlag af ionselektive elektroder
og deres udvidelser i forbindelse med felteffekttransistorer har féet, har de nogle ulemper: de
er forholdsvis store, hvilket ved deres benyttelse in vivo i form af katetere medferer vanskelig-
heder. De kreever en referenceelektrode med omtrent lige s& store dimensioner. De elektrolyt-
broer, som er ngdvendige ved disse elekiroder, er meget folsomme over for forstyrrelser. En-

delig pavirkes eller forstyrres maleresultatet let af overfladepotentialer af anden oprindelse.

Formalet med den foreliggende opfindelse er at anvise en foler, som ger det muligt at be-
stemme elektrolytkoncentrationen i vandige oplesninger, idet de ovennzevnte ulemper er und-

géet, og idet der navnlig ikke er nogen hindringer for en benyttelse in vivo.

Denne opgave lases ifelge opfindelsen ved, at der pa den side af den ionselektive membran,
som vender mod preveoplesningen, er immobiliseret en fluorescensindikator, hvis fluorescens-

intensitet afheenger af potentialforskellen pa skillefladen mellem den ionselektive membran og
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preveoplasningen. Ved den foreliggende opfindelse méles den potentiaiforskel, som indstiller
sig mellem provefasen og en polymermembran, som er forsynet med en ionbaerer, og som
formidles elektrokemisk ved hjeelp af den ionselektive elektrode, derved, at der anbringes en
passende potentialfalsom fluorescensindikator p& den greenseflade, hvor potentialforskellen
indstiller sig, og at fluorescensintentiteten males som en funktion af elektrolytkoncentrationen.
Den resulterende potentialforskel pa overfladen farer alts til en forandring af indikatorens fluor-
escensintensitet, hvilket sker i matematisk forhold til elektrolytkoncentrationen. P& denne méade
er der tilvejebragt en foler, som bade er egnet til behandling af blodelektrolytter og andre ioner,

og som kan fungere uden referenceelektrode og uden elekirolytbro.

Som ionselektive membraner er iszer sédanne egnede, som ogsé benyttes til fremstillingen af
bzerermembraner til ionselektive elektroder, alts& fx PVC. | denne sammen.heeng kan ogsad
difunktionelle molekyler som fx phosphatidylfedtsyrer og andre, som forekommer i naturlige
lipidmembraner, tjene som membranmaterialer. Som bzerer benyttes fortrinsvis saddanne, som
har en hgj specificitet over for den ion, som skal bestemmes, men som ikke lader andre ioner
diffundere ind i membranen. Der kendes forholdsvis specifikke beerere for protoner, kalium,
natrium, calcium, lithium og chlorid, s& at der nu ved hjeelp af disse og den netop beskrevne
taler for forste gang stér en fluorescensoptisk og kontinuerlig metode til radighed til bestem-

melse af de vigtigste blodelektrolytter.

Som potentialfelsomme fluorescensindikatorer egner sig forst og fremmest s&danne stoffer,
hvis dipolmoment er forskelligt i den ansl&ede tilstand og i grundtilstanden. Tillige skal disse
indikatorer yderligere have en raskke egenskaber: de skal veere sa stabile som muligt, hvilket
vil sige, at de ikke skal sdeleegges af hverken oplagring eller belysning. Hvis fluorescensindika-
torerne har langbglgeabsorptions- og fluorescensmaksima, muligger dette fotoanslag ved hjeelp
af billige lyskilder samt benyttelsen af formstoflysledere, der som bekendt ikke lader ultraviolet
lys passere. Endvidere muliggeres pa grund af en stor Stokes-forskydning en effektiv adskil-
lelse af fluorescenslys og eventuelt spredt anslagslys samt Raman-lys. Stokes-forskydningen

betegner forskellen mellem indikatorens absorptionsmaksimum og dens fluorescensmaksimum.

Fluorescensoptiske ikke-potentialfagisomme folere kendes ganske vist for en raskke forskellige

ioner og beror i alle tilfzelde pa, at enten en indikator indgér en reversibel binding med mélestor-
relsen, eller at indikatorens fluorescens udsiukkes, eller - som i tilfeelde af CO5 - at en forskyd-

ning af en i forvejen etableret syre-base-ligevaegt forfalges over en pH-maling. Man har imid-

lertid hidtil savnet fluorescensindikatorer til bestemmelse af de ovennasvnte vigtige blodelektro-

lytter.
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lizlge en yderligere udformning af opfindelsen anvises det, at den potentialfalsomme fluores-
censindikator sammen med den ionselektive membran er anbragt direkte p& en lysgennem-
treengelig baerer, iseer en glasbeerer, og at anslags- eller fluorescenslyset kan tilledes eller bort-
ledes gennem denne beerer. P& denne méde rader man samtidig over en stabil beerer og en
mulighed for tilfersel af anslagslyset til fluorescensindikatoren. Anslagslyset kan ogsé totalre-
flekteres s& leenge i det indre af et baererelement med planparallelle deekflader, at et i forhold til
omgivelserne forhgjet brydningsindeks i det tilgreensende indikatorlag muligger en passage

gennem greensefladen og séledes sikrer et anslag af indikatormolekylerne.

Ifaige en videre udformning af opfindelsen anvises det, at den potentialfelsomme fluorescens-
indikator sammen med den ionselektive membran - via dennes bort fra fluorescensindikatoren
vendende side - star i forbindelse med enden af en lysleder, iseer en fiberoptik. En passende
maleanordning kan fx veere udformet som et fiberoptisk kateter. | dette tifeelde er folermem-
branen, som bestér af den ionselektive membran og fluorescensindikatoren, integreret i enden
af en fiberoptisk lysleder. Ogsa her er laget med den potentiaifglsomme fluorescensindikator
vendt mod proven. Anslagslyset tilferes indikatoren over den fiberoptiske lysleder. Fluores-
censlyset kan enten fares gennem samme lysleder eller gennem den anden arm pé en toarmet
lysleder. Som lyskilder kommer i betragtning fx wolfram- og halogenlamper, gasudiadnings-
lamper, lysemitterende dioder (LED) og laser. Valget retter sig iseer efter det foreliggende ana-

lyseproblem og indikatorens karakter.

En vaesentlig fordel bestar i, at s&danne optiske felere kan gores meget sméa. Der er sdledes
beskrevet fiberoptiske oxygenkatetere med 0,2 mm diameter. Endvidere behaver disse folere i

modseetning til de elektrokemiske folere ikke nogen referenceelektrode og ikke nogen elektro-

lytbro.

Anbringelsen af fluorescensindikatoreme i greenselaget meliem den vandige og polymere fase
sker fortrinsvis ved fysisk eller kemisk immobilisering, enten i et beerermateriale eller direkte pa
polymerfasen. Immobiliseringen har den fordel, at indikatoren ikke udvaskes af prevemateria-
let. Til immobiliseringen kan man benytte de metoder, som er beskrevet indgéende i talrige
publikationer vedrarende immobilisering af organiske molekyler i almindelighed. Specielle im-

mobiliseringsmetoder til indikatorer kendes fra DE-OS 28 51 138.
Opfindelsen skal i det falgende forklares neermere i forbindelse med tegningen, hvor
fig. 1 viser et funktionsskema for en faler ifglge opfindelsen,

fig. 2 og 8 maleanordninger eller anbringelsesmuligheder for feleren, og

fig. 4 et malesignal opnaet ved hjeelp af méleanordningen ifelge fig. 2.
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Ifzlge fig. 1 befinder der sig i en ionselektiv membran 1, fx et polymerlag, nogle beerermolekyler
2 samt p& dens overflade en fluorescensindikator 5, som fluorescerer potentialfelsomt. Foran
polymerlaget befinder der sig en praveoplasning 3 med en elektrolyt 4, som ved hjeslp af bee-
rermolekylerne 2 delvis indsluses i polymerlaget. Fluorescensindikatorens 5 indikatormolekyler
er immobiliseret kemisk eller fysisk i polymerlaget. Den potehtialforskel pa overfladen, som
fremkommer ved iontransporten, farer til en forandring af indikatorens fluorescensintensitet,
som males. Den af den ionselektive membran 1 og den potentialfglsomme fluorescensindika-
tor 5 opbyggede falermembran er i fig. 1 betegnet 12. Fig. 2 viser skematisk en méleanordning
(her specielt et spektrofluorimeter Aminco SPF 500), idet falermembranen 12 er anbragt direkte
pa en glasbeerer 9, Anslagslyset 7, som kommer fra en lyskilde 6, falder p& felermembranen
12, hvis fluorescensindikator 5 er immobiliseret p& den side, som vender mod praveoplas-

ningen 3. Fluorsecenslyset 8 fores pa saedvanlig made til en opfangnings- og méleenhed 13.
Det fzigende er blot et eksempel pafremstillingen af en kaliumfglsom fglermembran.

2 mg valinomycin, 2 mg kalium-tetrakis-chlorphenylborat, 30 mg PVC og 66 mg dioctylphthalat
oplzses i 10 ml tetrahydrofuran. Man anbringer 0,2 ml af denne oplgsning pa en lille glasplade
(2,5 x 2,6 cm) og lader fordampe langsomt ved stuetemperatur. Glaspladen tjéner ikke blot
som fast underlag ved fremstilingen af membranen, men kan ogsé senere benyttes som optisk
transparent og mekanisk fast beerer for membranen i den optiske foler. Fer oplgsningen er
fordampet til fuldstaendig terhed, péstrer man ca. 5 mg almindelig aminoethyicellulose. Efter
den pafelgende endelige tarring heefter en del af aminoethylcellulosen til PVC-overfladen, me-

dens resten blaeses bort.

Immobiliseringen af den potentialfslsomme indikator rhodamin B i greenselaget sker ved
covalent binding til aminoethylcellulosens aminogrupper. Til dette formdl fremstiller man en
oplzsning af 2 mg EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid, HCI) og 5 mg rhodamin
Bi5 mlvand. Af denne oplesning anbringes ca. 0,5 ml i drébeform p& den ovenfor beskrevne
PVC-membran. Det hele henstar derp& 18 timer, og derpd hzelder man fra og vasker flere

gange med vand.

Den séledes opn&ede rosafarvede falermembran er brugsklar. Den kan benyttes i en mélean-

ordning som i fig. 2 til bestemmelse af kaliumkoncentrationer.

Fig. 3 viser en som fiberoptisk kateterudformet méleanordning, hvor falermembranen 12 er
anbragt ved enden 11 af en lysleder 10, som er dannet af en kerne 14, som er indlejret i en
kappe 15. Sammen med denne omgives den af en beskyttende omhylning 16. Det er imidlertid

ogsé& muligt at benytte lysledere uden kappe 15. Den potentiaifglsomme fluorescensindikator 5
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vender mod preveoplesningen 3. Bade anslags- og fluorescenslyset kan ledes gennem fiber-

optikken.

| en alternativ udforelsesform tiener en flerarmet lysleder i kateterform til, at en falermembran
12 forsynes med anslagslys, og at fluorescenslyset fares til detektoren. Endelig kan det poten-
tialfolsomme folerlag ogsa i stedet for kappen 15 anbringes pa lyslederen 14, idet fluorescen-
sen anslas ved hjeelp af en sékaldt evanescerende boige. Som evanescerende bgige betegner
man den andel af det elektromagnetiske felt, som traenger ind i kappen ved totalrefiektion pa en
greenseflade, fx p& greensen mellem kerne og kappe i en lysleder. Dens intensitet aftager dér
eksponentielt, idet den gennemsnitlige indtreengningsdybde p& nogle f& nanometer er nok til at

ansla en dér anbragt indikator til fluorescens.

Den ifalge ovenstéende eksempel fremstillede membran viser i en i fig. 2 vist méleanordning de
i fig. 4 viste signaleendringer ved forbistremning af forskellige koncentrerede kaliumchloridop-
Izsninger, angivet ved deres molaritet m, idet den relative fluorescensintensitet | er vist i maleti-
dentimin. Det er bemaerkelsesveerdigt, at sveekkelsen af signalet praktisk taget kun bevirkes

af kaliumioner, medens natriumioner praktisk taget ikke har nogen virkning.

Man fremstiller en felermembran, som er specifik p& natriumioner, p&4 samme méde som i
ovenstaende eksempel, idet man i stedet for valinomycin benytter en natriumbeerer som fx
N,N'-dibenzyl-N,N'-diphenyl-1,2-phenylendioxiddiacetamid. Ved passende valg af en beerer
kan man pa denne méde fremstille membraner med udpraeget selektivitet for den ion, som i

hvert enkelt titfeelde har interesse.

Et andet eksempel beskriver fremstillingen af en kaliumfalsom falermembran med elektrostatisk
immobilisering. Kationbytteren fremstilles ved suffonering af et perlepolymerisat. | en 250 mi
trehalskolbe med omrarer, tilbagesvaler og termometer opvarmes en blanding af 0,1 g selvni-
trat og 75 ml koncentreret svovisyre til 80°C, og derpé indrerer man 10 g af et copolymerisat
bestaende af 98% styren og 2% divinylbenzen. Temperaturen holdes p& 100°C i 3 timer, og
derp4 afkeler man langsomt. Kolbens indhold rares i 250 ml 50%'s svovisyre, og man fortynder
denne blanding med destilleret vand efter afkeling. De guldbrune perler suges fra, vaskes med
vand og dioxan og tarres i terreapparat. Til indlejring af valinomycin i ionbytteren inkuberes 200
mg ionbytter plus 2,8 mg valinomycin og 1 ml tetrahydrofuran sammen i 24 timer. Derefter

fiernes tetrahydrofuranet, og formstofsméperlerne tarres natten over i tarreapparat.

Til immobilisering af rhodamin B i ionbytteren omrares den tarrede ionbytter 5 min. i 4 ml af en
vandig oplesning, som indeholder 0,5 mg thodamin B. Derpé filttrerer man fra, vasker med

vand og terrer atter i terreapparat. Endelig opleses 30 mg polyvinylchlorid og 66 mg dioxty!l -
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phthalat i 30 ml tetrahydrofuran. Deraf dryppes 0,2 ml p& en glasplade, som méler 2,5 x 2,8
cm. Afdampningen af oplgsningsmidiet sker ved stuetemperatur. Under afdampningen indlej-
res den sulfonerede copolymer, til hvilken rhodamin B er immobiliseret. Efter tarringen kan fo-

lermembranen benyttes til kaliumbestemmelse.

Et tredje eksempel beskriver fremstillingen af en natriumfglsom felermembran med immobi-

lisering af rhodamin B pé en glasoverflade.

Til aminomodifikation blandes 30 ml toluen (absolut) med 3 ml toluen (vandmasttet). Der tilsaet-
tes 0,15 ml triethoxysilylpropylamin, 30 mg tosylchlorid og 100 mg CPG (Controlled Porous
Glass, 500 A). Denne reaktionsblanding koges 2 timer under tilbagesvaling. Efter afkgling

vaskes CPG-kuglerne med toluen og acetone. Man tarrer ved 100°C i 3 timer.

Pa det séledes fremstillede CP-glas immobiliseres rhodamin ved kobling ved hjeelp af reagenset
EDC. Til dette formal tilssetter man de terrede CPG-kugler 50 ml vand, som indeholder 5 mg
EDC og 11 mg rhodamin B, og man lader henst 6 timer ved stuetemperatur. Derefter foreta-
ger man en yderligere tilszetning af 5 mg EDC. Efter 16 timers forlgb tilseetter man atter 5 mg
EDC og lader reagere 6 timer. Derpé frafiltrerer man CP-glasset, vasker med vand og acetone

og tarrer 3 timer ved 100°C.

0,2 ml af en natrium-beerer-polyvinylchlorid-oplesning (vaegtsammensatning som i forste ek-
sempel) dryppes pé en glasplade, som méler 2,5 x 2,8 cm. Under inddampningen (ved stue-
temperatur) pastrgr man ca. 1 mg CP-glas, til hvilket der i forvejen er immobiliseret rhodamin B.
Dette heefter efter fuldsteendig terrring af PVC-membranen fast til overfladen. De séledes

fremstillede folermembraner er i denne form parate til bestemmelse af natriumioner.
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Patentkrav

1. Faler til bestemmelse af koncentrationen af en elektrolyt, som foreligger i en vandig prove-
oplasning, ved hjeelp af en ionselektiv membran, som kan bringes i kontakt med praveoplas-
ningen, idet den p& elektrodeoverfladen opstéende potentiafforskel stér i relation il elektrolyt-
koncentrationen, kendetegnet ved, at der pa den side (1) af den ionselektive membran
(1), som vender mod prgveoplgsningen (3), er immobiliseret en fluorescensindikator (5), hvis

fluorescensintensitet afheenger af potentialforskellen pa skillefladen mellem den ionselektive

membran (1) og praveoplasningen (3).

2. Foler ifelge krav 1, kendetegnet ved, at den potentiatfalsomme fluorescensindikator
(5) sammen med den ionselektive membran (1) er anbragt dirckte pa en lysgennemtreengelig
baerer, isger en glasbaerer (9), og at anslags- (7) og fluorescenslyset (8) kan ledes gennem

denne beerer.

3. Folerifelge krav 1, kendetegnet ved, at den potentialfalsomme fluorescensindikator
(5) sammen med den ionselektive membran (1) - via dennes bort fra fluorescensindikatoren (5)

vendende side - star i forbindelse med enden (11) af en lysleder, iseer en fiberoptik (10).
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