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(54) Title: OPTODE FOR DETERMINING CHEMICAL PARAMETERS
(54) Bezeichnung : OPTODE ZUR BESTIMMUNG VON CHEMISCHEN PARAMETERN

(57) Abstract: The invention relates to an optode for determining chemical parameters of a sample, the optode comprising a polymer
matrix incorporating a sulphonated polyetheretherketone (SPEEK) in which a sensor pigment is immobilised or a plurality of sensor
pigments are immobilised, at least one of the immobilised sensor pigments being pH-sensitive. The present invention further relates
to a method for determining the pH value of a sample on which the optode according to the invention is used.

(57) Zusammenfassung: Die FErfindung betrifft eine Optode zur Bestimmung von chemischen Parametern einer Probe, wobei die
die Optode eine Polymermatrix umfasst, die ein sulfoniertes Polyetheretherketon (SPEEK) umfasst, in welcher ein Sensorfarbstoff
immobilisiert ist oder mehrere Sensorfarbstoffe immobilisiert sind, wobei mindestens einer der immobilisierten Sensortfarbstofte pH-
sensitiv ist. Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung des pH-Werts einer Probe, bei welchem die
erfindungsgeméfie Optode verwendet wird.
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Optode zur Bestimmung von chemischen Parametern

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Optode zur Bestimmung von
chemischen Parametern einer Probe, sowie ein Verfahren zur Bestimmung
chemischer Parameter unter Verwendung der erfindungsgemafien Optode.

Unter chemischen Parametern einer Probe werden im Zusammenhang der
vorliegenden Erfindung der pH-Wert und Stoffkonzentrationen verstanden.

Chemische Sensoren sind Komponenten, welche ein analytisch auswertba-
res Signal aus einer chemischen Information bereitstellen.

Optoden sind Sonden, die chemische Substanzen bzw. chemische Parame-
ter optisch mit Hilfe eines Sensorfarbstoffs nachweisen. Zum Nachweis wird
die Tatsache ausgenutzt, dass sich die optischen Eigenschaften von Sensor-
farbstoffen, beispielsweise deren Lumineszenz, in Gegenwart der nachzu-
weisenden Substanz bzw. des chemischen Parameters andern. Insbesonde-
re bekannt sind Optoden, bei denen der Sensorfarbstoff direkt oder in einer
Matrix auf einem Lichtwellenleiter fixiert ist.

Die Bestimmung von chemischen Parametern wie pH-Wert und der Konzent-
ration von Sauerstoff, Kohlendioxid, Ammoniak, Metallionen wie Natriumio-
nen, Kaliumionen und Calciumionen in einer Probe ist in vielen Bereichen
von grofder Bedeutung. So ist die Konzentration von Sauerstoff in der Natur
ausschlaggebend fur die Entstehung von Leben und spielt bei vielen biologi-
schen Prozessen eine wichtige Rolle. Der pH-Wert entscheidet Uber die
Funktionen von Enzymen und Rezeptoren und somit Gber viele physiologi-
sche Prozesse, wie der Signalleitung entlang von Nervenzellen und die Auf-
nahmefahigkeit von Sauerstoff oder Kohlendioxid in Gewebe oder Blut, bei
Pflanzen und Tiere. Diese chemischen Parameter bestimmen somit Gesund-
heit und Aktivitat von Lebewesen. Des Weiteren geben die Parameter Aus-
kunft Uber die Korrosionskraft von Losungen, zum Beispiel in technischen
Anlagen, und beeinflussen somit die ablaufenden Prozesse und die Stabilitat
der Materialien. Schnelle, unkomplizierte und verlassliche Analysemethoden
werden daher fur vielfaltige Anwendungen bendtigt.



10

15

20

25

30

35

WO 2013/107895 PCT/EP2013/050991

Das Spektrum moglicher Anwendungsbereiche reicht von Bestimmungen in
einzelnen Zellen Uber Lebensmittel- und Bioreaktorkontrolle bis hin zur Un-
tertage- und Prozessuberwachung von technischen Anlagen, wie zum Bei-
spiel Geothermie- oder Erddlbohrungen.

Bei den biologischen Anwendungen ist das immense Miniaturisierungpoten-
tial optischer Methoden bedeutend. Fir die technischen Anwendungen ist die
mogliche weite Entfernung im km-Bereich von Mess-Station und der eigentli-
chen Probe durch Verwendung von optischen Fasern (= Lichtwellenleiter) ein
grofer Vorteil.

Im Stand der Technik sind bereits Optoden zur Bestimmung von pH-Wert
und weiteren chemischen Parametern wie der Sauerstoffkonzentration be-
kannt. Auch wurden bereits Optoden beschrieben, welche die Bestimmung
mehrerer chemischer Parameter gestatten.

Bei der Bewertung der Einsetzbarkeit von Optoden muss berucksichtigt wer-
den, fur welche optischen Messverfahren sich die Optoden eignen. Hierbei
ist insbesondere zu unterscheiden, ob sich die Optoden sowohl flr stationare
als auch fur zeitaufgeloste optische Verfahren eignen.

Mittels stationérer Verfahren kann die Anderung der Lumineszenzintensitat
eines Sensorfarbstoffs mit sich andernder Analytkonzentration festgestellt
werden. Dazu werden die Sensorfarbstoffe moglichst im Maximum der Ab-
sorptionsbande angeregt und Emissionsspektren bei verschiedenen Analyt-
konzentrationen gemessen. Die Auswertung der Lumineszenzintensitat bei
bestimmten Emissionswellenlangen ergibt eine von der Konzentration des
Analyten abhangige Funktion.

Bei den zeitaufgeldsten Methoden (Time Domain Spectroscopy; TD-S) wird
eine weitere spezifische Groflle des Farbstoffes, die Abklingzeit, ermittelt.
Als Abklingzeit wird die Zeitspanne bezeichnet, nach welcher der Wert der
Lumineszenzintensitat auf einen bestimmten Teil ihres Anfangswertes abge-
sunken ist. Der Begriff "Lumineszenz" wird im Zusammenhang der vorlie-
genden Erfindung als Oberbegriff fur Fluoreszenz und Phosphoreszenz ver-
wendet.
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Ein grofRRer Vorteil der Abklingzeitbestimmung ist die weitgehende Unabhan-
gigkeit von der Farbstoffkonzentration innerhalb der Sensormatrix und von
Intensitatsschwankungen der Anregungsquelle. Zeitaufgeloste Methoden
liefern zusatzlich zur stationaren Intensitatsanderung die zeitabhangige Ab-
nahme der Lumineszenzintensitat nach Anregung mit einem kurzen Licht-
puls.

Zu den Verfahren, in welchen die Abklingzeit eines Sensorfarbstoffs ermittelt
wird, gehort die Phasenmodulationsspektroskopie. Diese erlaubt Echtzeit-
messungen aufgrund schneller Ansprechzeiten der Sensoren (< 10 s) und
einer schnellen Messtechnik. Weiterhin genugen geringe Signalintensitaten,
ohne dass dies Auswirkungen auf die Genauigkeit der Messung hat.

Die optische Bestimmung chemischer Parameter wurde innerhalb der letzten
30 Jahre etabliert. Der erste wissenschaftliche Artikel zur faseroptischen pH-
Wert-Messung erschien 1980 (S.R. Goldstein, J. Peterson, R.V. Fitzgerald, A
miniature fiber optic pH sensor for physiological use, Journal of Biomechani-
cal Engineering 1980, 102 (2), 141-146). Erste kommerziell erhaltliche fa-
seroptische Systeme zur Bestimmung von chemischen Parametern pH-
Werten oder Sauerstoffkonzentrationen gibt es seit 1992 (Ocean Optics), und
weitere folgten: Sentronic (1993), Presens (1997), Pyro Science und Colibri-
Photonics (2011).

Neben der Bestimmung eines einzelnen chemischen Parameters ist in ver-
schiedenen Bereichen auch die Bestimmung von zwei oder weiteren Para-
metern erwinscht. Insbesondere ist die simultane Bestimmung mehrerer
chemischer Parameter von gro3em Interesse. Durch die Moglichkeit der Be-
stimmung mehrerer Parameter mit Hilfe einer Messung wird die Analytik nicht
nur kostengunstiger sondern auch schneller. Des Weiteren wird weniger
Probenmaterial bendtigt, was besonders bei medizinischen Anwendungen
von Bedeutung ist.

Im Stand der Technik sind bereits Optoden flur die Bestimmung mehrerer
chemischer Parameter bekannt. So beschreiben N.B. Borchert, G.V. Pono-
marev, J.P. Kerry und D.B. Papkovsky, in "O./pH multisensor based on one
phosphorescent dye", Anal. Chem. 2011, 83, 18-22, die simultane Messung
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von Sauerstoff und pH-Wert mittels einer Optode. Die in der Verdffentlichung
beschriebene Optode umfasst einen Metalloporphyrin-Farbstoff, der in eine
Polymermembran eingebettet ist. Dieser Sensorfarbstoff wurde derart funkti-
onalisiert, dass er sowohl fur die Bestimmung von Sauerstoff als auch fur die
Bestimmung des pH-Werts verwendet werden kann. Eingebunden wird die-
ser bifunktionale Sensorfarbstoff in eine Matrix aus Polyvinylchlorid und Bis-
(2-Ethylhexyl)sebacat. In der genannten Publikation wird diskutiert, dass die
Verwendung mehrerer Sensorfarbstoffe in einem Sensor zu Wechselwirkun-
gen und einem Uberlappen der geeigneten Spektralbereiche flihren kann.
Weiterhin wird auf die hohen Herstellungskosten von Optoden mit mehreren
Sensorfarbstoffen verwiesen. Es wird nicht offenbart, dass der pH-Wert mit
der offenbarten Optode Uber die Ermittlung der Abklingzeit des Sensorfarb-
stoffs ermittelt wird oder ermittelt werden kann. Die von Borchert et al. be-
schriebenen Multioptoden ermdglichen die Messung von pH-Werten im Be-
reich von pH 5-9. Die Messung niedrigerer pH-Werte wird nicht offenbart.

Eine Optode, welche zur Bestimmung des pH-Wertes, und nach Aufbringen
einer weiteren Matrix, auch zur Bestimmung von Kohlendioxid und Ammoni-
ak geeignet ist, beschreiben Nivens et al. (D.A. Nivens et al., "Multilayer sol-
gel membranes for optical sensing applications: single layer pH and dual lay-
er CO2 and NH3 sensors”, Talanta 2002, 58, 543-550.

Die Messungen von pH-Wert und CO»- bzw. NH3s-Konzentration erfolgen erst
nach Modifizierung des Sensors. Zur Messung des pH-Wertes wird ein Sen-
sor verwendet, welcher ein Basen-katalysiertes Sol-Gel umfasst, in welches
der Indikator Hydroxypyrentrisulfonsaure eingebracht wurde. Dieser Sensor
kann zur Bestimmung des pH-Wertes verwendet werden. Sollen mit diesem
Sensor CO2- bzw. NHs-Konzentrationen ermittelt werden, wird Uber die Sol-
Gel-Schicht des pH-Sensors eine weitere Schicht aufgetragen, die eine hyd-
rophobe Sol-Gelschicht ist. Hiermit sollen Wechselwirkungen verhindert wer-
den. Eine simultane Bestimmung mehrerer chemischer Parameter wird in der
genannten Vero6ffentlichung nicht offenbart. Weiterhin wird nicht die Messung
der Abklingzeit der Lumineszenz des pH-sensitiven Farbstoffs offenbart.

Insgesamt haben die Erfinder festgestellt, dass die pH-sensitiven Optoden
des Standes der Technik auf der Messung der pH-Wert-abhangigen stationa-
ren Fluoreszenzintensitat beruhen (siehe: J. Lin, "Recent development and
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applications of optical and fiber-optic pH sensors”, Trends in analytical che-
mistry 2000, 19, 541-551). Es wird im Stand der Technik keine optische
Sonde beschrieben, welche einen in einer Matrix immobilisierten pH-
sensitiven Farbstoff umfasst und welche eine pH-Messung Uber die Bestim-
mung der Abklingzeit der Lumineszenz des pH-sensitiven Farbstoffs ermog-
licht.

Die direkte Messung des pH-Wertes Uber die Abklingzeit eines pH-sensitiven
Farbstoffes wurde bisher nur mit gelosten Farbstoffen gezeigt (C. Hille et al.,
"Time-domain fluorescence lifetime imaging for intracellular pH sensing in
living tissues”; H.-J. Lin et al., "Lifetime-based pH sensors: indicators for aci-
dic environments", Analytical Biochemistry 1999, 269, 162—-167).

In diesem Zusammenhang ist jedoch unbedingt zwischen einem Sensorfarb-
stoff in Losung und einem in einer Polymermatrix immobilisierten Sensor-
farbstoff zu unterscheiden. Bei der Immobilisierung eines Sensorfarbstoffs in
einer Polymermatrix kdnnen Wechselwirkungen entstehen, welche die opti-
schen Eigenschaften des Sensorfarbstoffs verandern.

Bei der Herstellung von pH-Optoden werden ublicherweise pH-sensitive
Farbstoffe in wasserpermeablen Polymeren immobilisiert. Hierbei treten bei
den bisher bekannten Kombinationen von Polymermatrix und Sensorfarbstoff
Anderungen an den optischen Eigenschaften der pH-sensitiven Farbstoffe
auf, welche die Verwendbarkeit der entsprechenden Optoden stark ein-
schranken. Diese Veranderung der optischen Eigenschaften haben zur Fol-
ge, dass bei diesen Optoden des Standes der Technik die Anderung der Ab-
klingzeit der Fluoreszenz des pH-sensitiven Farbstoffs in Abhangigkeit vom
pH-Wert verloren geht. Eine direkte Messung des pH-Wertes Uber die Ab-
klingzeit eines pH-sensitiven Farbstoffes wird damit unmadglich.

Dies ist insofern nachteilig, weil im Vergleich zur Messung der Intensitat, die
Messung der Abklingzeit den wesentlichen Vorteil bietet, dass die Abklingzeit
weitestgehend unabhangig ist von der Farbstoffkonzentration innerhalb der
Sensormatrix und von Intensitatsschwankungen der Anregungsquelle.
Weiterhin ist es beim Verlust der Anderung der Abklingzeit mit dem pH-Wert
dann nicht moéglich spezielle spektroskopische Verfahren, wie die Phasen-
modulationsspektroskopie anzuwenden.
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Auch besitzen die dualen Optoden des Standes der Technik zur Messung
des pH-Wertes und der Sauerstoffkonzentration einen pH-Messbereich zwi-
schen pH 5 bis pH 7,5. Durch diesen Messbereich wird die Verwendbarkeit
dieser Optoden eingeschrankt.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile des Standes der
Technik zu beseitigen.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, Optoden bereitzu-
stellen, bei welchen die Abklingzeit der Lumineszenz eines pH-sensitiven
Farbstoffs mit dem pH-Wert auch nach Immobilisierung des Sensorfarbstoffs
in einer Polymermatrix bestehen bleibt.

Weiterhin ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Optoden bereitzustel-
len, welche neben der Bestimmung des pH-Wertes die Bestimmung weiterer
chemischer Parameter gestatten, insbesondere auch als simultane Messung.
Wobei die Optode zur ortsaufgelosten Echtzeitmessung verwendbar sein
soll.

Es ist auch die Aufgabe der vorliegenden Erfindung eine Optode zur simulta-
nen Bestimmung des pH-Wertes und der Sauerstoffkonzentration bereitzu-
stellen, welche Messungen in pH-Wert-Bereichen kleiner als 5 ermoglichen.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung wird geldst durch die Merkmale der
unabhangigen Anspriche 1 und 15. Vorteilhafte Ausfihrungen sind in den
Unteranspruchen angegeben.

Die Aufgabe der Erfindung wird gelost durch die Bereitstellung einer Optode
zur Bestimmung von chemischen Parametern einer Probe, wobei die Optode
eine Polymermatrix umfasst, die sulfoniertes Polyetheretherketon (SPEEK)
umfasst, in welcher ein Sensorfarbstoff immobilisiert ist oder mehrere Sen-
sorfarbstoffe immobilisiert sind, wobei mindestens einer der immobilisierten
Sensorfarbstoffe pH-sensitiv ist.

Insbesondere vorteilhaft ist eine Optode bei welcher in dem sulfonierten Po-
lyetheretherketon (SPEEK) mindestens ein weiterer Sensorfarbstoff immobi-
lisiert ist.
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Bevorzugt ist auch eine erfindungsgemafie Optode, die mindestens eine wei-
tere Polymermatrix umfasst, in welcher mindestens ein weiterer Sensorfarb-
stoff immobilisiert ist.

Erfindungsgemaf} bevorzugt ist, dass bei der erfindungsgemafien Optode
der mindestens eine weitere Sensorfarbstoff ausgewanhlt ist aus Sauerstoff-
sensitiven, Halogenidionen-sensitiven, Natriumionen-sensitiven, Kaliumio-
nen-sensitiven, pH-sensitiven und Calciumionen-sensitiven Farbstoffen.

Bevorzugt ist eine Optode, bei welcher der pH-sensitive Sensorfarbstoff aus-
gewabhlt ist aus 4-{4-[4-(Dipentylamino)phenyl]-1,3-butadienyl}-1-(4-
sulfobutyl)pyridiniumhydroxid (RH421, Bis-(1,3-Dibutylbarbitursaure)-
trimethinoxonol (Dibacs(3)), 6-Carboxyfluorescein (CF) , 5(6)-Carboxy-2',7'-
dichlorfluorescein (CI-CF) und 8-Hydroxy-1,3,6-pyrentrisulfonsaure-
Trinatriumsalz (HPTS).

Insbesondere vorteilhaft ist eine Optode, bei welcher der Sauerstoff-sensitive
Farbstoff ausgewanhlt ist aus Pt(ll)meso-Tetra(pentafluorphenyl)porphyrin (Pt-
TPFPP), Pd(ll)meso-Tetra(pentafluorphenyl)porphyrin und Ruthenium(ll)-
Tris(4,7-diphenyl-1,10-phenanthrolin)perchlorat (Ru-pCl) und Ruthenium(ll)-
Tris(4,7-diphenyl-1,10-phenanthrolin)dichlorid;

der Halogenidionen-sensitive Farbstoff ausgewahlt ist aus den Chloridionen-
sensitiven Farbstoffen N,N'-Dimethyl-9,9'-bisacridiniumnitrat (Lucigenin),
6-Methoxy-N-(3-sulfopropyl)chinolinium (SPQ) und N-
(Ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxychinoliniumbromid (MQAE);

der Natriumionen-sensitive Farbstoff ausgewahlt ist aus
N,N'-[1,4,10-Trioxa-7,13-diazacyclopentadecan-7,13-diylbis(2,5-dimethoxy-
4,1-phenylen)]bis[3',6'-bis(acetyloxy)-2',7'-dichlor-3-oxo-spiro[isobenzofuran-
1(3H),9'-[9H]xanthen]-5-carboxamid, (Sodium Green ®, Molecular Probes,
CAS Registry-Nummer 159952-49-5) und N-(4-[1-(7-Diethylaminocumarin-3-
yl)-1H-1,2,3-triazol-4yl]phenylaza-18-Krone-6-Ether;
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der Kaliumionen-sensitive Farbstoff N-(2-Methoxyethoxy)phenylaza-18-
Krone-6)-4-(cumarinyl)-1H-1,2,3-triazol ist,

und

der Calciumionen-sensitive Farbstoff ausgewanhlt ist aus der Calciumionen-
sensitive Farbstoff ausgewahlt ist aus N-[2-[(acetyloxy)methoxy]-2-oxoethyl]-
N-[4-[[[3',6'-bis(acetyloxy)-2',7'-difluor-3-oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-
[9H]xanthen]-5-yl]carbonyllamino]-2-[2-[2-[bis[2-[(acetyloxy)methoxy]-2-
oxoethyllamino]phenoxylethoxy]phenyl]-glycin-(acetyloxy)methyl ester (Ore-
gon Green ™ 488 BAPTA-1),
N-[2-[2-[2-[bis(carboxymethyl)amino]-5-[[(2',7'-difluor-3',6'-dihydroxy-3-
oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H]xanthen]-5-yl)car-
bonylJamino]phenoxy]ethoxy]-6-fluorphenyl]-N-(carboxymethyl)-glycin-
hexakaliumsalz (Oregon Green™ 488 BAPTA-6F) und
N-[2-[2-[2-[bis(carboxymethyl)amino]-5-[[(2',7'-difluor-3',6'-dihydroxy-3-
oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H]xanthen]-5-yl)car-
bonylJamino]phenoxy]ethoxy]-5-nitrophenyl]-N-(carboxymethyl)-glycin-
hexakaliumsalz (Oregon Green™ 488 BAPTA-5N).

Weiterhin bevorzugt ist eine Optode, bei welcher das Polymer der mindes-
tens einen weiteren Polymermatrix ausgewanhlt ist aus Poly(2,2,2-
trifluorethylmethacrylat (P1), Poly(2-hydroxypropylmethacrylat) (PHPMA),
Poly(2-hydroxyethylmethacrylat) (PHEMA), Polyurethan (PU), Polyvinylpyr-
rolidon (PVP), Poly(1-vinylpyrrolidon)-co-styrol (PVPS), Polyvinylchlorid
(PVC), Polyacrylnitri-Polyacrylamid-Blockcopolymer (HYPAN HN 80) und
Polystyrol.

Erfindungsgemaf besonders bevorzugt ist eine Optode, bei welcher der pH-
sensitive Farbstoff 6-Carboxyfluorescein (CF) oder 5(6)-Carboxy-2',7'-dichlor-
fluorescein (CI-CF) ist, die weitere Polymermatrix eine Poly(2,2,2-
trifluorethylmethacrylat)-Matrix ist und der Sauerstoff-sensitive Farbstoff
Pt(Il)meso-Tetra(pentafluorphenyl)porphyrin oder Pd(ll)meso-Tetra(penta-
fluorphenyl)porphyrin ist.

Vorteilhatft ist eine Optode, welche zwei weitere Polymermatrizes umfasst,
wobei die erste weitere Polymermatrix das Polymer Poly(2-hydroxypropyl-
methacrylat) umfasst, in welchem der Chloridionen-sensitive Farbstoff N,N'-
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Dimethyl-9,9'-bisacridiniumnitrat immobilisiert ist, und die zweite, weitere Po-
lymermatrix das Polymer Poly(2,2,2-trifluorethylmethacrylat) umfasst, in wel-
chem der Sauerstoff-sensitive Farbstoff Pt(ll)meso-Tetra(pentafluorphenyl)-
porphyrin (Pt-TPFPP) oder Pd(ll)meso-Tetra(pentafluorphenyl)porphyrin (Pd-
TPFPP) immobilisiert ist.

Bevorzugt ist auch eine erfindungsgemalie Optode, bei welcher auf der Po-
lymerschicht, in welcher der Sensorfarbstoff immobilisiert ist oder zwischen
den Polymerschichten, in welchen einer oder mehrere Sensorfarbstoffe im-
mobilisiert sind, eine weitere Schicht oder mehrere weitere Schichten aufge-
bracht sind, wobei kein Sensorfarbstoff in dieser mindestens einen weiteren
Trennungsschicht immobilisiert ist.

Erfindungsgemaf bevorzugt ist eine Optode, welche mindestens ein Substrat
umfasst, auf welchem die eine oder die mehreren Polymermatrizes und die
darin immobilisierten Sensorfarbstoffe fixiert sind.

Besonders vorteilhaft ist eine Optode bei welcher das mindestens eine Sub-
strat ausgewahlt ist aus Glassubstraten oder Polymersubstraten.

Insbesondere vorteilhaft ist eine Optode, bei welcher das Substrat aus einer
Polymermatrix gebildet wird, in welcher ein Sensorfarbstoff immobilisiert ist.

Erfindungsgeman vorteilhatft ist eine Ausfuhrungsform, bei welcher die mit
einem oder mehreren Lichtleitern verbunden ist oder Teil eines Lichtleiters
ist.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung wird weiterhin durch Verfahren zur
Bestimmung des pH-Werts einer Probe gelbst, bei welchem man die erfin-
dungsgemalle Optode verwendet.

Insbesondere bevorzugt ist ein Verfahren, bei welchem man zusatzlich die
Kohlendioxidkonzentration und/oder die Ammoniakkonzentration und/oder
die Sauerstoffkonzentration und/oder Halogenidionenkonzentration und/oder
die Natriumionenkonzentration und/oder die Kaliumionenkonzentration



10

15

20

25

30

35

WO 2013/107895 PCT/EP2013/050991

10

und/oder die Calciumionenkonzentration der Probe bestimmt und man die
Bestimmung der Parameter simultan oder zeitversetzt durchflhrt.

Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, bei welchem man die Bestimmung
des Parameters bzw. der Parameter stationar oder zeitaufgeldst durchfihrt
und die Bestimmung des Parameters bzw. der Parameter mittels Mikroskop,
CCD-Kamera Reflexionsspektroskopie, Fluoreszenzspektrokopie, Time-
Domain-Spectroskopie und/oder Phasenmodulationsspektroskopie durch-
fhrt.

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass Verwendung des sulfonierten
Polyetheretherketons (SPEEK) zur Immobilisierung eines pH-senitiven Farb-
stoffs die optische Bestimmung des pH-Wertes Uber die Abklingzeit der Lu-
mineszenz des Sensorfarbstoffs gestattet. Anders als in anderen bisher un-
tersuchten Matrizes bleibt die Anderung der Abklingzeit des pH-sensitiven
Farbstoffs nach Immobilisierung in SPEEK erhalten. Damit wird die Durch-
fuhrung zeitaufgelOster optischer Verfahren zur Bestimmung des pH-Werts in
Echtzeit moglich.

Die Immobilisierung eines weiteren Sensorfarbstoffs in der SPEEK-Matrix der
erfindungsgemafien Optode ermdglicht die Bestimmung weiterer chemischer
Parameter und die auch die Bestimmung des pH-Wertes in unterschiedlichen
pH-Bereichen durch die Kombination verschiedener pH-sensitiver Farbstoffe.
Dadurch wird der apparative Aufwand im Vergleich zur Verwendung mehre-
rer Optoden verringert.

Die Immobilisierung eines weiteren Sensorfarbstoffs in einer weiteren Poly-
mermatrix hat den Vorteil, dass neben dem pH-Wert weitere Parameter der
Probe mit einer Optode bestimmt werden kdnnen. DarlUber hinaus kann die
weitere Polymermatrix individuell auf den weiteren zu messenden Parameter
und den immobilisierten Sensorfarbstoff angepasst werden kann. So erfor-
dert beispielsweise die Bestimmung einer Gaskonzentration die Gaspermea-
bilitat der Polymermatrix. Weiterhin kann es je nach Sensorfarbstoff vorteil-
haft sein, ein in der Polaritat angepasstes Polymermaterial zu verwenden.
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Vorteilhatft ist weiterhin, dass mit der erfindungsgemafien Optode eine Viel-
zahl von Parametern neben dem pH-Wert bestimmt werden kann, wodurch
der apparative Aufwand gegenuber der Einzelmessung der Parameter ver-
ringert wird. Gerade bei der Untersuchung von biologischen Proben ist das
Miniaturisierungspotenzial optischer Vorrichtungen vorteilhaft, was durch die
Verwendung nur einer Optode zur simultanen Bestimmung mehrerer Para-
meter noch weiter unterstiutzt wird.

Die Moglichkeit der Immobilisierung verschiedener pH-sensitiver Sensorfarb-
stoffe in der erfindungsgemafen Optode ermdglicht die Messung in unter-
schiedlichen pH-Bereichen unter Beibehaltung der erfindungsgemafien Vor-
teile. Durch Immobilisierung unterschiedlicher weiterer Sensorfarbstoffe kann
die erfindungsgemafe Optode in ihrer Empfindlichkeit und ihrem Messbe-
reich auf unterschiedliche Stoffkonzentrationen angepasst werden.

Die Vielzahl der als weitere Polymermatrix verwendbaren Polymere ermdg-
licht eine Anpassung der erfindungsgemafen Optode an die zu messenden
Parameter und die verwendeten Sensorfarbstoffe. Hierdurch wird eine indivi-
duelle Abstimmung der Optode auf das Anwendungsgebiet moglich.

Je nach Einsatzbereich kann die Optode mit einem geeigneten Trager kom-
biniert werden. Hierbei kbnnen Trager aus verschiedensten Materialien ver-
wendet werden, beispielsweise Trager aus Glas oder Polymermaterialien.
Werden Trager aus Glas verwendet, so kann der Trager beispielsweise ein
planarer Glaskorper wie ein Objekttrager sein und das Optodenmaterial kann
als Film auf dem Trager angeordnet sein.

Bei bestimmten Anwendungen kann es vorteilhaft sein, die die Sensorfarb-
stoffe tragenden Polymermatrizes durch eine oder mehrere Materialschichten
(Trennschicht) voneinander zu trennen oder gegen bestimmte Medien zu
isolieren. Diese Trennschichten tragen keine Sensorfarbstoffe. Beispielswei-
se kénnen solche Trennschichten bei der Messung von Kohlendioxid- und
Ammoniakkonzentrationen mit der erfindungsgemafen Optode vorteilhaft
sein. Hierbei kann auf der SPEEK/pH-Sensorfarbstoff-Optode eine Material-
schicht aufgebracht werden, die gaspermeabel aber wasserundurchlassig ist.
Die Bestimmung der Kohlendioxid- und Ammoniakkonzentration kann dann
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mittels der Messung des pH-Wertes erfolgen, ohne dass eine Verfalschung
des Ergebnisses durch nicht gasformige Medien, also beispielsweise aus
Flussigkeiten, aus der Umgebung erfolgt.

Werden als Trager Lichtleiter wie eine Glasfaser verwendet, so kann das Op-
todenmaterial beispielsweise auf der Spitze einer Faser des Lichtleiters an-
geordnet sein. Es ist jedoch auch bevorzugt, dass das Optodenmaterial auf
mehreren Fasern eines Lichtleiters angeordnet ist, so dass Messungen an
verschiedenen Positionen einer Probe moglich sind.

Umfasst die erfindungsgemalie Optode mehr als ein Polymermaterial, in
welchem ein Sensorfarbstoff immobilisiert ist oder mehrere Sensorfarbstoffe
immobilisiert sind, so kdnnen die Polymer/Farbstoff-Schichten in beliebiger
Reihenfolge auf dem Trager aufgebracht werden.

Die erfindungsgemaliie Optode zur Bestimmung mehrerer Parameter kann
auch derart auf einem Trager aufgebracht werden, dass das Optodenmateri
al nicht in Schichten Ubereinander auf einem Trager aufgebracht wird, son-
dern nur in raumlicher Nahe zueinander. Raumliche Nahe bedeutet hierbei,
dass die Anordnung eine simultane Messung beider Parameter ermoglicht.
In einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird dazu SPEEK mit
darin immobilisrtem Sensorfarbstoff auf die Faser aufgebracht und neben
dieses Optodenmaterial wird die weitere Polymermatrix auf der Faser ange-
ordnet. Hierbei kann es zu einer Uberlappung der Schichten kommen oder
das Anbringen der weiteren Polymermatrix ohne Uberlappung erfolgen.

In einer weiteren Ausfuhrungsform werden bevorzugt die Enden einer Glas-
faser mit den Optodenmaterial-Komponenten beschichtet, so dass zum Bei-
spiel eine Faser die SPEEK-Matrix zur pH-Wert-Bestimmung tragt und eine
oder mehrere weitere Fasern die Polymermatrizen flr die Bestimmung des
weiteren Parameters oder der weiteren Parameter tragen.

Auch bevorzugt ist die Verwendung von Polymermaterialien als Trager des
Optodenmaterials. Hierzu kann das Optodenmaterial auf einen Polymertra-
ger, beispielsweise in Form eines Polymerpartikels wie ein Polymerktgel-
chen aufgebracht werden.
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Bevorzugt ist auch, dass eine Optodenmaterial-Komponente, also eine Po-
lymermatrix mit immobilisiertem Sensorfarbstoff selbst als Trager fur weitere
Polymer/Sensorfarbstoff-Kombinationen dient. Dies ist besonders dann vor-
teilhaft, wenn fur die entsprechenden Anwendungen faseroptische Systeme
ungeeignet sind, beispielsweise weil die zu untersuchenden Systeme ge-
schlossen sind und ein Einbringen des Fasersensors unmoglich ist. In die-
sem Fall kann die Optode in Form eines Polymerpartikels direkt in die Probe
eingebracht werden. Der zu untersuchende Prozess kann von auf3en durch
optisches Abfragen der kugelformigen Sonde verfolgt werden. Das optische
Signal kann hierbei mittels eines Mikroskops oder durch optische Fasern er-
fasst werden.

Nachfolgend werden bevorzugte Ausfuhrungsbeispiele der vorliegenden Er-
findung erlautert. In diesem Zusammenhang werden allgemeine und speziel-
le Verfahren beschrieben.

Unter dem nachfolgend verwendeten Begriff Optodenmaterial sind im Zu-
sammenhang der vorliegenden Erfindung die Polymermatrix/Sensorfarbstoff-
Kombinationen der erfindungsgemafien Optode zu verstehen.

Verwendete Sensorfarbstoffe, Polymere und Hilfsstoffe

Folgende Sensorfarbstoffe, Polymere und Hilfsstoffe wurden in den nachfol-
gend beschriebenen Ausflhrungsbeispielen verwendet. Die weiteren Poly-
mere und Sensorfarbstoffe sind im Handel erhaltlich.

In Klammern werden die verwendete Abklrzung, die Bezugsquelle und ggf.
der Reinheitsgrad angegeben. Wenn die Registry-Nummer von Chemical
Abstracts Services bekannt ist, wird diese aufgefuhrt.

Polymere und Hilfsstoffe

Sulfoniertes Poly(etheretherketon) (SPEEK)

Das sulfonierte Polyetheretherketon (SPEEK) wurde am Fraunhofer-Institut
fur Grenzflachen und Bioverfahrens-technik IGB, Stuttgart hergestellt. Siehe
dazu K.S. Roelofs et al. "Behavior of sulfonated poly(ether ether ketone) in
ethanol-water systems”, J. of Applied Polymer Science 2009, 111, 2998—
3009, K.S. Roelofs et al., "Sulfonated poly(ether ether ketone)-based silica
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nanocomposite membranes for direct ethanol fuel cellls", J. of Membrane
Science 2010, 346, 215-226.

Die Herstellung fur das verwendete sulfonierte Polyetheretherketon kann
gemald Huang et al., "Sulfonation of Poly(Ether Ether Ketone) (PEEK): Ki-
netic Stdy and Characterization", J. Applied Polymer Science, 2001, Vol. 82,
2651-2660 erfolgen.

Dazu wird Polyetheretherketon (PEEK) in konzentrierter Schwefelsaure
gelost. Bei Temperaturernbhung tber mehrere Stunden erfolgt die Sulfo-
nierung. Der Sulfonierungsgrad (DS) wird durch die Wahl von Reaktion-
stemperatur und Reaktionszeit eingestellt. Der Sulfonierungsgrad ist das
Verhaltnis der Konzentration von sulfonierten PEEK Repeat-Einheiten (siehe
Formel |) zur Konzentration der gesamten, anfanglichen Repeat-Einheiten
PEEK. Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung wurde SPEEK mit einem
Sulfonierungsgrad zwischen 40-80 % verwendet.

000}

Repeat-Einheit des sulfonierten Polyetheretherketons

Formel I:

Formel 2 zeigt SPEEK mit einem Sulfonierungsgrad unter 100 %.

Feneleg sUonel

SPEEK
Formel 2
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Polymere und Hilfsstoffe

1,4-Diazabicyclo(2.2.2)oktan (98%, DABCO, Aldrich, CAS Registry-Nummer
280-57-9);

Ormosil: Ormosil wurde synthetisiert nach |. Klimant et al., "Fast response
oxygen micro-optodes based on novel soluble ormosil glasses"”, Mikrochim.
Acta 1999, 131, 35-46;

HYPAN HN 80; Hydrogel, (CAS Registry-Nummer 167290-73-5 ) Block-
coplymer aus Polyacrylnitril und Polyacrylamid;
Poly(2,2,2-trifluorethylmethacrylat),(P1, Aldrich, CAS Registry-Nummer
54802-79-8);

Poly(2-hydroxypropylmethacrylat) (PHPMA, Aldrich, CAS Registry-Nummer
25703-79-1);

SiO2 ( Aerosil R972, Degussa, CAS Registry-Nummer 60842-32-2)

Sensorfarbstoffe

- Platin(ll)meso-Tetra(pentafluorphenyl)porphyrin (Pt-TPFPP, Frontier Scien-
tific,Inc, CAS Registry-Nummer 109781-47-7);

- Palladium(ll)meso-Tetra(pentafluorphenyl)porphyrin (Pd-TPFPP, Frontier
Scientific, Inc, CAS Registry-Nummer 72076-09-6);

- Ruthenium(ll)-Tris(4,7-diphenyl-1,10-phenanthrolin)perchlorat (Ru-pCl,
H.W. Sands, Corp.; CAS Registry-Nummer 75213-31-9)

- Ruthenium(ll)-Tris(4,7-diphenyl-1,10-phenanthrolin)dichlorid (Aldrich, CAS
Registry-Nummer 36309-88-3);

- 6-Carboxyfluorescein / IUPAC-Name: 3',6'-Dihydroxy-1-oxospiro[2-
benzofuran-3,9'-xanthen]-5-carbonsaure (98%, CF, Aldrich, CAS Registry-
Nummer 3301-79-9);

- 5(6)-Carboxy-2’,7’-dichlorfluorescein (98%) (CI-CF, Aldrich, CAS Registry-
Nummer 111843-78-8);

- 8-Hydroxy-1,3,6-pyrentrisulfonsaure-Trinatriumsalz (HPTS, CAS Registry-
Nummer 27928-00-3);

- 4-{4-[4-(Dipentylamino)phenyl]-1,3-butadienyl}-1-(4-sulfobutyl)pyridinium-
hydroxid (RH421; Aldrich, CAS Registry-Nummer 107610-19-5)

- Bis-(1,3-Dibutylbarbitursaure)trimethinoxonol (Dibac4(3), Aldrich, CAS Reg-
istry-Nummer 70363-83-6)

- 2',7’-Bis-(2-carboxyethyl)-5(6)carboxyfluoreszein (BCECF, Aldrich, CAS
Registry-Nummer 85138-49-4);
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- N,N’-Dimethyl-9,9'-biacridiniumdinitrat (Lucigenin, Aldrich, CAS Registry-
Nummer 2315-97-1);

- 6-Methoxy-N-(3-sulfopropyl)chinolinium (SPQ, CAS Registry-Nummer
83907-40-8);

- N-(Ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxychinoliniumbromid (MQAE, Aldrich,
CAS Registry-Nummer 162558-52-3);

- N,N'-[1,4,10-Trioxa-7,13-diazacyclopentadecan-7,13-diylbis(2,5-dimethoxy-
4,1-phenylen)]bis[3',6'-bis(acetyloxy)-2',7'-dichlor-3-oxo-spiro[isobenzofuran-
1(3H),9'-[9H]xanthen]-5-carboxamid, (Sodium Green ®, Molecular Probes,
CAS Registry-Nummer, 159952-49-5);

- N-(4-[1-(7-Diethylaminocumarin-3-yl)-1H-1,2,3-triazol-4yl]phenylaza-18-
Krone-6-Ether (siehe Ast, Sandra et al., Chem. Commun., 2011, 47, 4685-
4687);

- N-(2-Methoxyethoxy)phenylaza-18-Krone-6)-4-(cumarinyl)-1H-1,2,3-triazol
(siehe Ast, Sandra et al., Chem. Commun., 2011, 47, 4685-4687),
-N-[2-[(Acetyloxy)methoxy]-2-oxoethyl]-N-[4-[[[3',6'-bis(acetyloxy)-2',7'-difluor-
3-oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H]xanthen]-5-yl]carbonyl]amino]-2-[2-[2-
[bis[2-[(acetyloxy)methoxy]-2- oxoethyllamino]phenoxy]ethoxy]phenyl]-glycin-
(acetyloxy)methyl ester (Oregon Green ™ 488 BAPTA-1),

- N-[2-[2-[2-[Bis(carboxymethyl)amino]-5-[[(2',7'-difluor-3',6'-dihydroxy-3-
oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H]xanthen]-5-yl)car-
bonylJamino]phenoxy]ethoxy]-6-fluorphenyl]-N-(carboxymethyl)-glycin-
hexakaliumsalz (Oregon Green™ 488 BAPTA-6F) und

- N-[2-[2-[2-[Bis(carboxymethyl)amino]-5-[[(2',7'-difluor-3',6'-dihydroxy-3-
oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H]xanthen]-5-yl)car-
bonylJamino]phenoxy]ethoxy]-5-nitrophenyl]-N-(carboxymethyl)-glycin-
hexakaliumsalz (Oregon Green™ 488 BAPTA-5N).

- Siehe z.B. Yoshiki et al., Optical Review Vol. 12, No. 5 (2005) 415-419 fur
die Auswahl weiterer Calcium-sensitiver Farbstoffe.

Abkirzungen und Symbole

Folgende Abklrzungen und Symbole werden nachfolgend verwendet

FD-S: Frequency Domain Spectroscopy (Phasenmodulationsspektroskopie)
d-FD-S: FD-S unter Verwendung von zwei Modulationsfrequenzen

TD-S: Time Domain Spectroscopy (Puls-Methode)

LD: Laserdiode
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[X]: Konzentration an X

Ksyv: Stern-Volmer-Konstante

E: Extinktion

f: Modulationsfrequenz

¢: Phasenverschiebung in Grad

A: Wellenlange in nm

Aem: Emissionswellenlange

Aex: Anregungswellenlange

Int (A = X nm): Fluoreszenzintensitat bei Aem = X Nm
T: Lumineszenzabklingzeit

(T): mittlere Abklingzeit aus TD-S-Messungen

To: Abklingzeit in Abwesenheit eines Analyten (Loschers)
Ts: scheinbare Abklingzeit (FD-S)

U: Detektorspannung (a. Lumineszenzintensitat)

V: Volumen

Kurze Beschreibung der Figuren

Es zeigt

Figur 1 die Kalibrierung einer Optode zur Sauerstoffbestimmung am Beispiel
des Sauerstoff-sensitiven Pd-Sensors (Palladium(ll)-meso-
Tetra(pentafluorphenyl)porphyrin, immobilisiert in Poly(2,2,2-trifluorethyl-
methacrylat) (P1)), und eines Ruthenium-basierten Sensors (Ruthenium(ll)-
Tris(4,7-diphenyl-1,10-phenanthrolin)-perchlorat immobilisiert in Polystyrol-
Kugeln);

Figur 2 A die Abklingkurven von CF, immobilisiert in SPEEK in Abhangigkeit
vom pH-Wert, konstante NaCl-Konzentration: 0,3 Bestimmung der Abkling-
zeit von CF immobilisiert in SPEEK in Abhangigkeit vom pH-Wert 0,3 mol
L-1; Figur 2 B die mittlere Abklingzeit, berechnet aus Ergebnissen von biex-
ponentiellen Anpassungen

Figur 3 A Abklingkurven von CI-CF immobilisiert in SPEEK in Abhangigkeit
vom pH-Wert bei konstanter NaCl-Konzentration: 0,3 mol -L-1 (Aex = 460 nm;
Aem = 520 nm); Figur 3 B die mittlere Abklingzeit, berechnet aus Ergebnissen
von biexponentiellen Anpassungen;
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Figur 4 die Abklingzeiten von CF immobilisiert in SPEEK in Abhangigkeit vom
pH-Wert und Hintergrundelektrolyt, gemessen mittels FD-S (f1 = 30 MHz) am
Mikroskopiearbeitsplatz;

Figur 5 A Fluoreszenzspektren von immobilisiertem CF (Aex = 440 nm) in
SPEEK bei verschiedenen pH-Werten;

Figur 5 B das Intensitatsverhaltnis bei Auswertung bei verschiedenen Emis-
sionswellenlangen;

Figur 6 A Fluoreszenzspektren von immobilisiertem CF (Aex = 405 nm; Aem =
(505-580) nm) in SPEEK bei verschiedenen pH-Werten,;

Figur 6 B die Auswertung der Intensitat bei verschiedenen Emissionswellen-
langen,;

Figur 7 A Fluoreszenzspektren von immobilisiertem CF (Aex = 440 nm) in
SPEEK bei pH = 0,5 und pH = 4,5 mit steigender Salzkonzentration;

Figur 7 B die Auswertung der Intensitat bei verschiedenen Emissionswellen-
langen.

Figur 8 Fluoreszenzspektren von immobilisiertem CF (Aex = 405 nm) in
SPEEK bei pH = 1,3 und 6,8 vor und nach Messungen in Salzlésungen;

Figur 9 Abklingzeiten von CF immobilisiert in SPEEK in Abhangigkeit von der
NaCl-Konzentration der Losung bei verschiedenen pH-Werten; Aex = 440 nm;

Figur 10 Abklingzeiten von CF und CI-CF immobilisiert in SPEEK in Abhan-
gigkeit vom pH-Wert; konstante NaCl-Konzentration: 0,3 mol L™" (Aex = 405
nNM; Aem =505 Nnm-580 nm; f = 30 MHz);

Figur 11 A Abklingzeiten von CF immobilisiert in SPEEK in Abhangigkeit vom
pH-Wert, Aex = 405 nm; Aery = 505 nm—580 nm); Figur 11 B das Ansprechver-
halten beim Wechsel von pH = 2 auf pH = 6;

Figur 12 A die Abklingzeiten von Pt-TPFPP immobilisiert in P1 in Abhangig-
keit von der Sauerstoffkonzentration;
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Figur 12 B Abklingzeiten von Pt-TPFPP immobilisiert in P1 in Abhangigkeit
vom pH-Wert (Aex = 405 nm; Aem > 600 Nm);

Figur 13 die Emissionsspektren einer erfindungsgemafien CF/SPEEK- und
Pt-TPFPP/P1-Optode (Aex = 440 nm);

Figur 13 A die Messung bei 21 vol% Sauerstoff, Figur 13 B die Messung bei
0 vol% Sauerstoff;

Figur 14 die Emissionsspektren einer erfindungsgemafien CF/SPEEK- und
Pt-TPFPP/P1-Optode (Aex = 440 nm). Figur 14 A zeigt die Messung beim pH-
Wert 4, Figur 14 B die Messung beim pH-Wert 1,3;

Figur 15 zeigt die Auswertung der Emissionsspektren der erfindungsgema-
Ren Dual-Optode zur Bestimmung des pH-Werts und der Sauerstoffkonzent-
ration; in Figur 15 A ist das pH-Signal bei verschiedenen Wellenlangen und
O,-Konzentrationen gezeigt; Figur 15 B zeigt die Stern-Volmer-Auftragung
der Intensitaten bei 650 nm bei unterschiedlichen pH-Werten.

Figur 16 Kalibrierungen der erfindungsgemafien Dual-Optode zur Bestim-
mung des pH-Werts und der Sauerstoffkonzentration;

Figur 16 A zeigt Abklingzeiten und Intensitaten von CF in SPEEK bei sauer-
stofffreier und luftgesattigten Pufferlosungen (Aex = 405 nm; Aem = 505 nm —
580 nm); Figur 16 B zeigt Abklingzeiten von Pt-TPFPP immobilisiert in P1 in
Abhangigkeit vom pH-Wert und der Sauerstoffkonzentration (Aex = 405 nm;
Aem > 600 nm). Beide Optodenmaterialien befinden sich auf einer Faser.

Figur 17 A zeigt die Abklingzeit des O,-Signals der erfindungsgemafien Dual-
Optode zur Bestimmung des pH-Werts und der Sauerstoffkonzentration bei
verschiedenen O,-Konzentrationen in Abhangigkeit vom pH-Wert.

Figur 17 B zeigt die Stern-Volmer-Auftragung des O,-Signals.

Figur 18 den schematischen Aufbau bei der ortsaufgeldsten Bestimmung von
pH-Werten (rechter Bereich) und Sauerstoffkonzentrationen (linker Bereich);
weiterhin wird ein Mikroskopiebild der erfindungsgemalien Dual-Optode un-
ter Anregung mit UV-Licht, Aufnahme durch einen 500 nm Longpassfilter,
gezeigt.
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Figur 19 die Bestimmung der Chloridionenkonzentration unter Verwendung
der Lucigenin/PHPMA-Optode mittels TD-S.

Figur 19 A zeigt das Ergebnis mittels triexponentieller Anpassung der Ab-
klingkurven; Figur 19 B die Stern-Volmer-Auftragung unter Verwendung der
mittleren Abklingzeit (t).

Herstellung der erfindungsgemaBen Optode und der Optoden zur Kalib-
rierung

Herstellung der erfindungsgemaRen Optoden

Zur Herstellung der erfindungsgemafen Optoden wird mindestens ein pH-
sensitiver Farbstoff im Polymer SPEEK immobilisiert. Zur Bestimmung weite-
rer Parameter mittels der Optode werden weitere Sensorfarbstoffe in die
SPEEK-Membran eingebracht.

Weiterhin ist es bevorzugt, dass die erfindungsgemafe Optode weitere Po-
lymermatrizen umfasst, in welchen Sensorfarbstoffe immobilisiert sind.

Bei der Auswahl geeigneter weiterer Sensorfarbstoffe, wie beispielsweise
von Sauerstoff-sensitiven Farbstoffen, empfiehlt es sich, dass sich die Emis-
sonswellenlangen der ausgewahlten Sensorfarbstoffe unterscheiden. Die
Sensorfarbstoffe werden so gewahlt, dass sie spektral trennbar sind. In be-
vorzugten Ausfuhrungsbeispielen war die Emissionswellenlange des weite-
ren Sensorfarbstoffs groRer als 600 nm.

Immobilisierung der Sensorfarbstoffe in SPEEK

Zur Immobilisierung der Sensorfarbstoffe in den Polymermatrizen wird
SPEEK in wassriger Losung mit einer LOsung des entsprechenden Sensor-
farbstoffs gequollen.

Immobilisierung der Sensorfarbstoffe in weiteren Polymermatrizes

In einem Ausfuhrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung werden die Poly-
mere mit einer wassrigen Losung des jeweiligen Sensorfarbstoffs (pH = 6,5 -
7, Konzentration: 10 mol-L™") gequollen.

Je nach Polaritat des Polymers kann die Immobilisierung des Sensorfarb-
stoffs beispielsweise auch durch Aufquellen des Polymers in Ethanol und
Hinzuflgen einer alkoholischen Losung des entsprechenden Farbstoffs er-
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folgen. Nach Zusammengeben der Komponenten wird die Mischung bei-
spielsweise durch Schutteln homogenisiert.

Herstellung der erfindungsgemaRen SPEEK/CF- und SPEEK-CI-CF-
Optoden

0,3 g trockenes SPEEK (DS = 60 %) wird in einem Gemisch aus 4 mL destil-
liertem Wasser und 100 ul Farbstofflosung (CF oder CI-CF, ¢ = 0,002 mol/L)
gequollen. Wahrend des Quellvorgangs wird das Gemisch mit einem Schit-
telapparat geschdattelt (800 rpm). Die Losung entfarbt sich innerhalb von 3
Stunden, wahrend das Polymer den Farbstoff aufnimmt. Dann wird das
SPEEK/Farbstoff- Gemisch entnommen und in Wasser (destilliert, mit ver-
dinnter NaOH auf pH = 7 eingestellt) dberflihrt und bei 60-65 °C mindestens
8 Stunden lang belassen. Das abgekuhlte SPEEK/Farbstoff-Gemisch wird
nun zwischen zwei Objektragern gepresst, welche mit ca. 2 Kilogramm
schweren Metallblocken belastet werden, wodurch nach einem Zeitraum von
mindestens 10 Stunden dunne Schichten entstehen. Das Material wird nun
zur Trocknung bei 80°C im Trockenschrank belassen (mindestens 6 Stunden
lang). Mit einem Skalpell werden kleine (1x1x1) mm Stlcke zugeschnitten
(fur die Dual-Optode nochmals halbiert). Ein Stlck wird mit UV-Kleber (Nor-
land NOA 63) auf einer polierten Faseroberflache befestigt.

Herstellung der Lucigenin/PHPMA-Optode

In eine 0,005 Molare wassrige Lucigeninldsung (pH zwischen 5-6) wurden
0,3 g trockenes PHPMA gegeben. Das Polymer beginnt zu quellen und
nimmt den Farbstoff auf. Das Gemisch wird bei 800 rpm Uber 3 Stunden lang
geschuttelt. Mit einem Skalpell werden (1x1x1) mm Sticke zurechtgeschnit-
ten, die Dicke der Stlcke sollte kleiner als 0,5 mm betragen, da sonst die
Ansprechzeit des Optodenmaterials zu lang ist. Nach Trocknung bei 65°C
wird wie oben im Zusmmanhang der SPEEK/CF- und SPEEK/CI-CF-
Optoden beschrieben, das Polymer auf eine polierte Faserspitze geklebt.

Herstellung der Pt-TPFPP/P1 und Pd-TPFPP/P1 Optodenmaterialien

Es wurden 2,8 mg Pt-TPFPP bzw. 2,6 mg Pd-TPFPP in 2 ml Butanon

gelbst. In diese LOsungen wurden 154 mg Poly(2,2,2-trifluorethylmethacrylat)
(P1), 3,71 mg DABCO, 1 mg SiO; (Aerosil ® R972) und 39 mg Ormosil ge-
geben. In die entstandene, leicht viskose Losung wurde eine zu beschich-
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tende Faser eingetaucht. Mittels Mikroskop (Zeiss Axiostar) wurde gepruft,
ob die Spitze vollstandig und gleichmallig beschichtet ist. Zum Trocknen
wurde die optische Faser zehn Stunden lang bei 65 °C im Trockenschrank
belassen. Es wurde eine 1 mm dicke Faser verwendet.

Herstellung der erfindungsgemaRen Optode CF/SPEEK-(Pt-TPFPP)/P1-
Optode

Zuerst wurde der Farbstoff Pt-TPFPP wie oben beschrieben, im Polymer P1
immobilisiert eine 1 mm dicke Faser in das Polymer/Sensorfarbstoff-Gemisch
getaucht und wie oben beschrieben, getrocknet.

Mit einem in iso-Propanol getranktem Papiertuch wird die Beschichtung in
einem Teilbereich der Faseroberflache, vorliegend die Halte des beschichte-
ten Bereichs, vollstandig entfernt, so dass in diesem Bereich keine Reste des
Sensorfarbstoffs auf der Faser verbleiben. Auf der nun sauberen Halfte der
Faseroberflache wird eine dinne Schicht UV-Kleber aufgebracht und ein
Stlick SPEEK mittels Pinzette platziert. Durch Fluoreszenzmikroskopie wird
dahingehend Uberprift, dass sich die Schichten nicht Gberlagern.

Aufbringen auf einen Trager / Tragermaterialien

Das Aufbringen des Optodenmaterials auf einen Trager kann nach jedem
beliebigen Verfahren erfolgen, das dafur im Stand der Technik bekannt ist.
FUr faserbasierte Untersuchungen, bei welchen der Trager ein Lichtwellenlei-
ter ist, kann das Optodenmaterial durch Eintauchen eines Faserendes in das
Polymer erfolgen, in dem der Sensorfarbstoff immobilisiert ist. Zur Fixierung
kann die Trocknung in einer Heizvorrichtung erforderlich sein. Zur Fixierung
kdnnen auch geeignete Kleber verwendet werden.

Auch kann es fur bestimmte Untersuchungen ausreichend sein, das Opto-
denmaterial auf einem Glas-Objekttrager bereitzustellen. Das Optodenmate-
rial, das SPEEK und einen darin immobilisierten Farbstoff umfasst, ist nur in
schwer flichtigen Losungsmitteln 16slich. Fur die Herstellung dinner Schich-
ten kann das gequollene Optodenmaterial zwischen zwei Objekttragern ge-
presst werden. Hierdurch kdnnen Schichten mit unterschiedlichster Schicht-
dicke erzeugt werden. Fir optische Untersuchungen wurden auf diesem We-
ge Schichten mit einer Dicke zwischen 300 pm bis 500 um erzeugt.
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurden unter anderem Lichtwellen-
leiter als Tragermaterial verwendet. Die Auswahl des geeigneten Materials ist
einem Fachmann bekannt.

Alle im Rahmen der Erfindung verwendeten optischen MM-Glasfasern (Multi-
Mode-Glasfasern) waren mit einem speziellen nicht-fluoreszierendes Silikon-
Coating beschichtet und wurden von der Firma FiberTech hergestellt.

FUr die Sauerstoffanalytik wurden Fasern mit einem Kerndurchmesser von
100 ym verwendet. FUr die intensitatsbasierten pH-Messungen wurden vier
100 um Faser zu einem Bundel vereint, eine Faser wurde als Detektionsfa-
ser verwendet, mit den anderen drei Fasern wurde das Anregungslicht zur
Optode gefuhrt. Fur die Abklingzeitmessungen zur pH-Bestimmung wurden
Fasern mit einem Kerndurchmesser von 1 mm verwendet. Die Anregung er-
folgte Uber eine 430 um Faser, welche gleichzeitig mit der Detektionsfaser
(auch mit einem Kerndurchmesser von 430 um) in einem SMA-Stecker ver-
klebt und mit der 1 mm Faser, auf der die Optode befestigt war, verbunden.

Bei den Optoden zur Bestimmung zweier Parameter (Dual-Optoden) wurden
drei Fasern mit einem Durchmesser von 430 um in einen SMA-Stecker mit
einem Lochdurchmesser von 1000 um geklebt (Schwanheimer Industrie-
Sekundenkleber). Anschlief}end wurde der Stecker mit Diamantschleifpapier
geglattet und poliert. Die beiden Optodenmaterialien wurden auf eine 1 mm
Faser gebracht und mittels SMA-Steckverbindung mit dem Stecker der drei
Fasern gekoppelt. Eine der drei Fasern dient der Anregung und die anderen
beiden zur Detektion der pH- bzw. Oz-abhangigen Emission.

Herstellung der erfindungsgemaRen Optode CF/SPEEK-(Pt-TPFPP)/P1-
Lucigenin/PHPMA-Optode

Auf einer Faserspitze wurden nacheinander die folgenden Optodenmateria-
lien aufgebracht: Pt-TPFPP, immobilisiert Poly(2,2,2-trifluorethylmethacrylat)
(P1), Lucigen, immobilisiert in Poly(2-hydroxypropylmethacrylat) (PHPMA)
und 6-Carboxyfluorescein, immobilisiert in SPEEK.
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Vorversuche und Kalibrierungen

Kalibrierung der Optoden

Bevor die Optoden fur die Analytik unbekannter Proben verwendet werden
kénnen, mussen sie in definierten Losungen kalibriert werden. Dies muss
insbesondere deshalb flr jeden Sensor geschehen, da die Optodenspitzen
unterschiedlich beschichtet sein kbnnen.

Kalibrierung der pH-Optoden

Fir die Kalibrierung der Optoden wurden Pufferlosungen verwendet, da bei
diesen die pH-Wert-Stabilitat trotzt Anderungen der Zusammensetzung hé-
her ist. Sie bestehen aus schwachen Sauren und deren Salzen, sowie einer
starken Base. Pufferldsungen im Bereich zwischen 7,2 und 9 wurden aus
Gemischen von Tris(hydroxymethyl)-aminomethanlésung und Salzsaure
hergestellt. Im Bereich zwischen pH 1 bis 6,5 wurden Gemische aus Zitro-
nensauremonohydrat, Natriumhydroxid und Salzsaure hergestellt. Die Zu-
sammensetzung wurde wie von Rauscher et al. (Rauscher, Voigt, Wilke, Wil-
ke, Chemische Tabellen und Rechentafeln fur die analytische Praxis, volume
6, VEB Deutscher Verlag fir Grundstoffindustrie, 1977, 140-145) beschrie-
ben, verwendet und der pH-Wert mit einer Standard-Glas-Elektrode (WTW
SenTix21) uberpruft. Das pH-Meter wurde dafur mit Standardpufferlésungen
(Carl Roth GmbH + Co. KG) kalibriert. Fir die Uberpriifung von Lésungen mit
pH-Werten zwischen 0 bis 8 wurden Standardpuffer mit pH= 4,00 + 0,02 (Zit-
ronensaure/NaOH/NaCl) und pH= 7,00 + 0,02 (Phosphatgemisch) verwen-
det, fur die Uberpriifung von Lésungen mit pH > 8 mit Standardpuffer von
pH= 7,00 + 0,02 und pH= 9,00 % 0,02 (Borsaure/NaOH/KCI).

Mit folgender sigmoidalen Funktion wurden die Daten der Kalibrierungen an-
gepasst:
(Gleichung 1)

Tao-—T

LY AH

T= pH - pKg +TAH
l+e 2

Die Differenz ta-—Tag beschreibt die Dynamik der Signal-Anderung einer
Optode, 1a- reprasentiert die Abklingzeit der deprotonierten Farbstoff-
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Spezies, wohingegen tan der Abklingzeit der protonierten Spezies entspricht.
Der Umschlagpunkt der Kalibrierkurve entspricht dem pKs-Wert der Opto-
denkombination. An Stelle der Abklingzeiten wurden auch Fluoreszenzinten-
sitaten verwendet.

Kalibrierung der Sauerstoff-Optode

Aufgrund der Immobilisierung des Farbstoffes in eine Polymermatrix sind je
nach Optodenbeschaffenheit unterschiedlich viele Molekule nicht fur den
Sauerstoff zuganglich und diese phosphoreszieren demzufolge immer mit
der gleichen Abklingzeit. Die Stern-Volmer-Auftragung zeigt keinen linearen
Zusammenhang, weil nicht alle Farbstoffmolekule fur den Sauerstoff (Quen-
cher) gleichermalen erreichbar sind. Diese Beobachtung wurde oft im Zu-
sammenhang mit Sauerstoffsensorik gemacht (siehe beispielsweise Y .-L.
Loet al., "Temperature compensation of fluorescence intensity-based fiber-
optic oxygen sensors using modified Stern—Volmer model", Sensors and Ac-
tuators B 2008, 131, 479-488.74, 106—-109). Fir die Datenanalyse muss die
Stern-Volmer-Gleichung erweitert werden:

(Gleichung 2)

Q _ D i D2
To 14+ Kgv Q] 1+Kgva-[Q]

dabei gilt: p+ps =1

Im Festkorper ist die Abklingzeit und somit auch die Stern-Volmer-Konstante
jedes immobilisierten Sensorfarbstoffmolekulls von dessen individueller Um-
gebung abhangig. Prinzipiell muss die Stern-Volmer-Gleichung um beliebig
viele Terme erweitert werden. Die experimentellen Daten zeigen jedoch,
dass es ausreicht, nur zwei Terme mit Ksy2 = 0 zu verwenden, weshalb Glei-
chung 2 vereinfacht werden kann zur modifizierte Stern-Volmer-Gleichung
(siehe E. Schmalzlin et al., "An optical multifrequency phase modulation me-
thod using microbeads for measuring intracellular oxygen concentrations in
plants", Biophysical Journal 2005, 89, 1339-1345):

(Gleichung 3)

TQ _ p
9 1+ Kgv - [Q]

+ (1 —p)
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Formal werden die Farbstoffmolekule in zwei Gruppen eingeteilt: Die fur den
Léscher erreichbaren Farbstoffmolekile entsprechen dem Anteil p, die restli-
chen Farbstoffmolekule sind fir den Sauerstoff unerreichbar. Es handelt sich
um einen von der Schichtdicke und den Inhomogenitaten des Optodenmate-
rials abhangigen Parameter. Mit Gleichung 3 kann der beobachtete Zusam-
menhang zwischen to und der Loscherkonzentration gut beschrieben wer-
den. Die mittels dieser Gleichung berechnete Stern-Volmer-Konstante kann
nicht mit den Konstanten von freien Farbstoffen verglichen werden, da die
Gleichung empirisch gefunden wurde.

Aufgrund der nicht-linearen modifizierten Stern-Volmer-Gleichung muss jeder
Sensor in der Praxis bei mindestens drei O,-Konzentrationen kalibriert wer-
den. FUr jeden Sensorfarbstoff mussen drei geeignete O»-Konzentrationen
ermittelt werden, welche von der jeweiligen Dynamik des Farbstoffes ab-
hangt. Dazu wurden die Sensoren bei mehr als zehn verschiedenen O,-
Konzentrationen kalibriert.

In Figur 1 sind exemplarisch die Kalibrierdaten einer Pd-Sensors (Palladi-
um(ll)-meso-Tetra(pentafluorphenyl)porphyrin, immobilisiert in Poly(2,2,2-
trifluorethylmethacrylat) (P1) und eines Ruthenium-basierten Sensors (Ru-
thenium(ll)-Tris(4,7-diphenyl-1,10-phenanthrolin)perchlorat immobilisiert in
Polystyrol-Kugeln) gezeigt. Die beiden Sensorfarbstoffe zeigen einen deutlich
unterschiedlichen dynamischen Bereich.

Die Abklingzeit verandert sich beim Pd-Sensor bei Konzentrationen zwischen
0 bis 10 vol% O-. Der Ruthenium-basierte Sensor zeigt auch bei sehr hohen
O,-Konzentrationen eine signifikante Anderung in der Abklingzeit. Fir beide
Sensoren kann Gleichung 3 als Kalibrierfunktion angewandt werden. Die fur
die Dreipunktkalibrierung zu verwendenden O,-Konzentrationen mussen je-
doch an den jeweiligen dynamischen Bereich des Sensors angepasst wer-
den. Bei beiden Sensoren wird der to-Wert durch Bestimmung der Abkling-
zeit bei Abwesenheit von Sauerstoff bestimmt. Eine weitere Konzentration ist
durch die maximale O,-Konzentration an der oberen Grenze des dynami-
schen Bereiches gegeben. Die mittlere Konzentration an Sauerstoff sollte
dem Wert entsprechen, welcher sich aus dem Schnittpunkt der beiden Gera-
den ergibt, welche aus den ersten und letzten Werten der Kalibrierung mit
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maoglichst vielen Konzentrationen ermittelt werden (Figur 1). Bei Verwendung
dieser drei Oz-Konzentrationen kann mit Hilfe der modifizierten Stern-Volmer-
Gleichung eine Uber den gesamten dynamischen Bereich glltige Kalibrierung
des jeweiligen Sensors erreicht werden. Bei Verwendung einer anderen mitt-
leren Konzentration weicht der berechnete Wert fir den Parameter p und die
Stern-Volmer-Konstante stark von den Werten ab, welche bei Verwendung
von allen zehn gemessenen Konzentrationen resultieren. Die Berechnung
der Konzentration an Oz wurde somit durch eine ungenaue Kalibrierfunktion
zu falschen Ergebnissen flhren.

In Tabelle 1 sind die erhaltenen Stern-Volmer-Konstanten mit verschiedenen
verwendeten Datenpunkten gezeigt.

Tabelle 1
[02] / vol % Ksv / (vol %) p To / S
0-10 (16 Werte) 4,52 + 0,08 0,8914 815,8
0; 10; 0,1 4,91 + 0,31 0,8914 815,8
0; 10; 0,3 4,50 + 0,27 0,8914 815,8
0; 10; 0,4 4,39 + 0,28 0,8914 815,8

pund To wurden mittels der 16-Punkt-Kalibrierung ermittelt und bei den
folgenden 3-Punkt-Kalibrierungen als Fixwerte betrachtet.

Beim Verwenden der Uber den Schnittpunkt ermittelten Sauerstoffkonzentra-
tion passt die Ksy-Konstante und somit die Kalibrierfunktion am Besten mit
dem Wert Uberein, welcher bei allen gemessenen Konzentrationen berechnet
wurde. Diese Sauerstoffkonzentration von 0,3 vol% sollte also flr die Ermitt-
lung der Kalibrierfunktion verwendet werden.

Des Weiteren wird fur jeden Sensor der Wert bei Abwesenheit von Sauerstoff
(to) ermittelt und ein Wert am oberen Ende des dynamischen Bereichs des
jeweiligen Farbstoffes.

Bei der Dreipunktkalibrierung fur Anwendungen des gezeigten Pd-Sensors
sollte bei 0 vol%, 10 vol% und bei 0,3 vol% Sauerstoff gemessen werden.

Die Abklingzeiten der ersten beiden Konzentrationen werden im Messpro-
gramm notiert. Beim Messen in 0,3 vol% wird dann der p-Wert variiert, so
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dass die richtige Konzentration angezeigt wird. Dabei ist darauf zu achten,
den Wert von p mdglichst genau zu ermitteln. Eine geringe Anderungen von
p (4%) fUhrt zu einer signifikanten Anderung der Stern-Volmer-Konstante
(40%) und somit zu einer groRen Abweichung der Kalibrierfunktion von den
experimentellen Daten.

Bei der Bestimmung von Sauerstoffkonzentrationen mittels TD-S werden
keine monoexponentiellen Abklingkurven erhalten. Aufgrund der unterschied-
lichen Umgebungen eines jeden Farbstoffmolekuls und der daraus resultie-
renden unterschiedlichen Erreichbarkeiten flr den Loscher zeigen die Senso-
ren eine Abklingzeitverteilung. Die Berechnung der Lebenszeit erfolgt mittels
der gestreckten Exponential-Funktion (siehe Y. Cai et al., "Data analysis and
aging in phosphorescent oxygenbased sensors", Sensors and Actuators B
2010, 146, 14-22.):

(Gleichung 4)

I(t)=1Iy-et=%)"

Der Parameter 3 (1= B > 0) gibt die Breite der Verteilung an. Je schmaler die
Verteilung, umso naher liegt B am maximalen Wert von 1. Je kleiner 3 wird,
desto breiter ist die Abklingzeitverteilung.

Kleine Werte zeigen somit eine Inhomogenitat der Sensormatrix an. Die Ho-
mogenitat des Optodenmaterials ist abhangig von der Loslichkeit des Farb-
stoffes und des Analyten in dem Polymer.

pH-Wert-Messungen

Mit zwei Ausfuhrungsformen der erfindungsgemafien Optoden wurden pH-
Wert-Bestimmungen vorgenommen. Bei den Ausfuhrungsbeispielen waren
als pH-Sensorfarbstoffe 6-Carboxyfluorescein und 5(6)-Carboxy-2',7'-
dichlorfluorescein (CI-CF) in SPEEK immobilisiert.

Es wurde mit der Optode SPEEK/6-Carboxyfluorescein zunachst ein sehr

langsames (> 30 min) Ansprechen auf pH-Anderungen beobachtet. Um die
Reaktion auf andere lonen zu untersuchen, wurde eine Messreihe mit stei-
gender NaCl-Konzentration durchgefuhrt. An die Abklingkurven wurde eine
bi-exponentielle Funktion angepasst. Besonders bei geringen Konzentratio-
nen an NaCl fluoresziert eine Komponente mit einer kurzen Abklingzeit von
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1 ns, nach der Zugabe von NaCl wird diese Komponente nicht mehr beo-
bachtet. Bis zu einer Konzentration von 0,6 mol-L™"' NaCl steigt die mittlere
Abklingzeit (t) und bleibt dann konstant. Auch nach mehrfachem Waschen
und Lagerung in entionisiertem Wasser bleibt die Abklingzeit konstant bei
uber 2,5 ns. Der Prozess ist somit nicht reversibel. Wurde das Optodenmate-
rial mit NaCl-Losung behandelt, wird die Ansprechzeit deutlich verkarzt auf
unter 5 Minuten. Beim SPEEK fuhrt die Zugabe von Salz zu einer Erhéhung
der Wasseraufnahmefahigkeit, weshalb das Volumen grofier wird und die
Protonen beweglicher.

Die Bestimmung der Abklingzeit in Abhangigkeit vom pH-Wert ist in Figur 2
gezeigt. Die Abklingkurven wurden mit einer bi-exponentiellen Funktion aus-
gewertet, wobei die Abklingzeiten der zwei Komponenten unterschiedliche
Umschlagpunkte aufweisen, t1 bei pH =4,1 und t2 bei pH = 2,9. Der Um-

schlagpunkt der berechneten mittleren Abklingzeit (t) liegt bei pH = 3,2.

Entsprechende Messungen wurden mit 5(6)-Carboxy-2’,7’-dichlorfluorescein
(CI-CF) durchgefuhrt (Figur 3). Hier schwankt eine Abklingzeit zwischen 3,5
ns und 5 ns wahrend die andere mit dem pH-Wert zunimmt. Der Umschlag-
punkt liegt bei pH = 1,4.

Es wurde festgestellt, dass bei den in SPEEK immobilisierten pH-sensitiven
Farbstoffe CF und CI-CF die Abklingzeit abhangig vom pH-Wert bleibt. Die
Umschlagspunkte stimmen jedoch nicht mit denen Gberein, die fur die Sen-
sorfarbstoffe in Losung ermittelt wurden.

Vor der Charakterisierung des Optoden-Materials mittels Fasersensorik wur-
den Phasenmodulationsspektroskopie-Messungen (FD-S Messungen) an
einem Mikroskopiearbeitsplatz durchgeflhrt (Figur 4). Zum Vergleich wurden
auch die Kalibrierungen der Time-Domain-Spektroskopie-Messungen (TD-S
Messungen) in der Abbildung hinzugefugt.

Wie auch schon bei den von den Erfindern durchgefuhrten Bestimmungen in
Lésung, sind die mittels TD-S ermittelten Abklingzeiten bei hdheren pH-
Werten um eine Nanosekunde langer als bei den FD-S-Bestimmungen. Die



10

15

20

25

30

35

WO 2013/107895 PCT/EP2013/050991

30

Umschlagspunkte liegen jedoch im gleichen Bereich und werden durch einen
hoheren Salzgehalt in Richtung kleiner pH-Werte verschoben.

Intensitatsbasierte Fluoreszenz der erfindungsgemaRen SPEEK/CF-
Optode

In Figur 5 sind die Spektren der erfindungsgemalfen Optode SPEEK/ CF (in
SPEEK immobilisiertes CF) gezeigt. Die spektrale Lage der Emission ist, ver-
glichen mit den Ergebnissen in Losung, zu kurzeren Wellenlangen verscho-
ben. Besonders im stark sauren pH-Bereich zeigt sich eine Bande bei 490
nm. Ab pH = 4 erscheint deutlich die Emissionsbande bei 520 nm, wobei sich
auch eine Schulter bei 550 nm ausbildet. Bei Auswertung des Quotienten der
Intensitaten bei 490 nm und 520 nm wird ein Umschlagpunkt von 4,2 ermit-
telt. Bei Auswertung bei 490 nm und 550 nm wird ein Umschlagpunkt von 3,4
ermittelt. Der Anteil der protonierten Spezies der Emission bei 550 nm ist
grofder als bei 520 nm, weshalb der Umschlagpunkt bei kleineren pH-Werten
liegt.

In Figur 6 werden die Ergebnisse der Messungen bei Anregung mit 405 nm
gezeigt. Dabei ist eine Auswertung bei den Wellenlangen 490 nm oder 550
nm ohne Referenzierung moglich, da sie gut separiert vorliegen. Die Banden-
form bei den jeweiligen pH-Werten entspricht denen bei Anregung mit 440
nm. Bei 490 nm resultiert ein Umschlagpunkt von 2 und bei 550 nm ein Um-
schlagpunkt von 5,4.

Bei den in Figur 7 gezeigten Messungen ist die Salzkonzentration der Kalib-
rierldsung erhoht worden. Mit steigender Salzkonzentration sinkt die Intensi-
tat der Fluoreszenz, wie in Teil A der Figur 7 zu sehen, bleibt die Intensitat ab
2,5 mol-L™" NaCl konstant. Durch die interne Referenzierung sollte eine pH-
Bestimmung trotz der Querempfindlichkeit moglich sein, da sich die Banden-
form bei der Zugabe von NaCl nicht andert. Bei pH = 1 erscheint nur die
Bande bei 490 nm, die Ausbildung der Schulter bei 520 nm und 550 nm
bleibt pH-abhangig. Die Abnahme der Intensitat durch den Salzgehalt erfolgt
uber den gesamten Wellenlangenbereich, weshalb durch die Quotientenbil-
dung nur die pH-Abhangigkeit ausgewertet wird. In Figur 8 ist gezeigt, dass
die Intensitatsabnahme nach Spullen und Lagerung in Wasser wieder rick-
gangig gemacht wird.



10

15

20

25

30

35

WO 2013/107895 PCT/EP2013/050991

31

Fluoreszenzabklingzeit-basierte Messungen

Es wurde zunachst der Einfluss von NaCl auf das SPEEK/CF-Optoden-
material untersucht. Dabei wurden unterschiedliche pH-Werte vorgelegt. Fur
jeden pH-Wert wurde eine neue faseroptischer Optode hergestellt.

Um den Einfluss der NaCl-Konzentration zu zeigen, ist in Figur 9 die Ande-
rung der Abklingzeit dargestellt. Es ist zu erkennen, dass der Einfluss von
NaCl bei pH-Werten kleiner drei geringer ist als bei den héheren pH-Werten.
Die Abklingzeit steigt um maximal 1,2 ns. Ab einer Konzentration von 0,6
mol-L™" NaCl bleibt die Abklingzeit bei allen pH-Werten konstant. Das Verhal-
ten ist, wie schon bei den TD-Messungen beobachtet, nicht reversibel. Die
Abklingzeit der Optoden bleibt auch nach Lagerung in entionisiertem Wasser
bei den langeren Zeiten.

Figur 10 zeigt die Ergebnisse von faseroptischen Messungen mittels FD-S
bei 30 MHz und einer Anregungswellenlange von 405 nm. Als Optodenmate-
rial diente das SPEEK in welchem CF bzw. CI-CF immobilisiert wurde. Das
Optodenmaterial wurde zunéchst in 1 mol-L™" NaCl-L&sung gelagert. Zu den
Pufferlédsungen wurde dann NaCl hinzugefluigt, um eine konstante NaCl-
Konzentration von 0,3 mol-L™" in den Kalibrierldsungen zu erhalten, erst nach
der Salzzugabe wurde der pH-Wert mittels Glaselektrode Uberpruft.

Figur 11 zeigt eine Kalibrierung einer CF/SPEEK-Optode in Pufferlésung oh-
ne erhohte Salzkonzentration. Bei jedem pH-Wert wurde die Abklingzeit
dreimal bestimmt. Der Umschlagpunkt liegt bei 3,7 + 0,2. Bei der Messung
mit erhohte Salzkonzentration liegt der Umschlagpunkt bei pH = 2,6 + 0,2.

Bestimmung von pH-Wert und Sauerstoffkonzentration mit einer erfin-
dungsgemaflen Optode

Das verwendete Ausflhrungsbeispiel der erfindungsgemafen Optode um-
fasst den pH-sensitiven Farbstoff 6-Carboxyfluorescein (CF), der in SPEEK
immobilisiert wurde. Als Polymermatrix, die zur Sauerstoffkonzentrationsbe-
stimmung dient, umfasst die erfindungsgemafie Optode Poly(2,2,2-
trifluorethylmethacrylat (P1), in welchem Platin(ll)meso-Tetra(pentafluor-
phenylporphyrin (Pt-TPFPP) immobilisiert wurde.
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Um Querempfindlichkeiten zum pH-Wert auszuschlief®en, wurde Uberpruft,
ob die Abklingzeit des Optodenmaterials zur Sauerstoffoestimmung vom pH-
Wert der LOsung abhangig ist. Eine derartige Abhangigkeit wirde die Mess-
werte verfalschen. Es wurde dazu eine Kalibrierung der Optode zur Sauer-
stoffbestimmung ohne den pH-sensitiven Farbstoff in SPEEK bei verschie-
denen pH-Werten vorgenommen. Es sollte gezeigt werden, dass die Ab-
klingzeit des Sensors unabhangig vom pH-Wert der Losung ist (Figur 12).

Die Stern-Volmer-Konstante der Kalibrierung bei verschiedenen pH-Werten
schwankt zwischen 13 mmol-L™" und 16 mmol-L™", der Mittelwert bei allen
pH-Werten ergibt eine Stern-Volmer-Konstante von (15 + 2) mmol-L™".

Fur die hier verwendete dicke optische Faser ist die Stern-Volmer-Konstante
etwas kleiner als bei der Verwendung von dunnen Faserspitzen, da auch die
Schichtdicke der Optode groRer ist. Der to-Wert liegt zwischen 72,4 pys und
73,4 us (gemittelt: (72,8 £ 0,4) ps). Die Schwankungen der Ergebnisse bei
der Bestimmung der Kalibrierfunktion bei Verwendung von verschiedenen
pH-Werten entsprechen den bei den Bestimmungen bei gleich bleibenden
pH-Werten. Es kann somit von einer Unabhangigkeit des O»2-Signals vom
pH-Wert ausgegangen werden, wenn der Oz-sensitive Farbstoff Pt-TPFPP
im Polymer P1 immobilisiert ist. Es besteht keine Querempfindlichkeit zum
pH-Wert.

Auf der mit dem Sauerstoff-Sensor beschichteten Faser wurde nun zusatz-
lich das pH-sensitive Optodenmaterial SPEEK mit darin immobilisiertem 6-
Carboxyfluorescein (CF) befestigt.

Es wurden Emissionsspektren bei verschiedenen pH-Werten und Sauerstoff-
konzentrationen aufgenommen (Figuren 13 und 14). Die spektrale Lage der
beiden Emissionen ist bei der verwendeten 440 nm Laserdiode fur die Anre-
gung gut voneinander getrennt. Diese Anregungswellenlange ist fur das CF
geeigneter, weshalb die Intensitaten von beiden Farbstoffen in der gleichen
GroRenordnung liegen.

In Figur 15 A wurde der Quotient der Signalintensitat des CF bei verschiede-
nen Wellenlangen gebildet und gegen den pH-Wert aufgetragen. Die Aus-
wertung der Intensitat bei A = 490 nm / A = 555 nm ergibt einen linearen
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Verlauf zwischen pH = 1 bis pH = 6. Die Auswertungen bei A =490 nm /A =
525 nm und A = 525 nm / A = 555 nm zeigen einen sigmoidalen Verlauf mit
einem Umschlagpunkt bei 3,7 £ 0,4 fUr alle Sauerstoffkonzentrationen. Die
Bestimmung des pH-Wertes ist unabhangig von der Sauerstoffkonzentration
der L6sung.

In Figur 15 B ist die Emission des Pt-TPFFP bei 650 nm mit der Stern-
Volmer-Auftragung gezeigt, welche einen linearen Verlauf aufweist. Die Stei-
gung der Geraden hat bei pH Werten zwischen 3 und 7 einen Wert von
(5,8+0,2) L'mmol™", bei pH = 1 betragt der Anstieg nur (5,0+0,2) L-mmol™".
Die Immobilisierung des O-sensitiven Farbstoffes in das Wasser-
undurchlassige Polymer fuhrt zu einer vernachlassigbaren Abhangigkeit des
O.-sensitiven Farbstoffes vom pH-Wert.

Bestimmung der Abklingzeiten

Es wurden die Abklingzeiten der CF- und der Pt-TPFPP-Emission gemessen.
Die verwendete 405 nm Laserdiode wurde abwechselnd mit 30 MHz (pH-
Sensorik) und mit den Ublichen Frequenzen f1 = 4,5 kHz und 12 = 9,21 kHz
(O2-Sensorik) moduliert. Figur 16 zeigt die Unabhangigkeit des Signals der
pH-Sensorik von der Sauerstoffkonzentration. Jedoch zeigt die Abklingzeit
des Og-sensitiven Farbstoffes eine pH-Abhangigkeit.

Figur 17 zeigt, dass sich bei konstanter Sauerstoffkonzentration ab pH = 4
die Abklingzeit des Sauerstoff-Signals nicht mehr signifikant mit pH-
Erhohung andert. Ab diesem pH-Wert andert sich auch die Intensitat der CF-
Fluoreszenz nur noch geringflgig. Die Abklingzeiten der erfindungsgemafen
Dual-Optode sind im Vergleich zu den in Figur 12 gezeigten Abklingzeiten
karzer. Die Amplitude (Intensitat) der Hintergrundfluoreszenz, in diesem Fall
das Signal der pH-Messung, ist vermutlich nicht kleiner als das eigentliche
Mess-Signal im roten Spektralbereich Aey, > 600 nm. Die berechnete korri-
gierte Abklingzeit T ¢ hatte somit erhebliche Anteile von der kurzen Abkling-
zeit der CF-Fluoreszenz. Es ist somit zu vermuten, dass die Annahme bei
der Berechnung der korrigierten Abklingzeit aus Dual-Frequenz-
Phasenmodulationsspektroskopie-Messungen (d-FD-S) nicht erfullt sind, d.h.
die Amplitude der Hintergrundfluoreszenz ist nicht zu vernachlassigen und
somit auch nicht T2, wodurch die berechnete korrigierte Abklingzeit des O,-
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Signals kirzer erscheint. Eine Verbesserung kann durch die Verwendung
von noch effizienteren Bandpassfiltern erreicht werden, welche auch ein Teil
der Pt-TPFPP-Emission absorbieren, aber daflr jegliche Emission des CF
vom Oa-Detektor fernhalten. Dafur muss der Filter erst oberhalb von A = 650
nm durchlassig werden.

In Figur 17 B ist die Stern-Volmer-Auftragung der erfindungsgemafien Dual-
Optode zur Bestimmung von pH-Wert und Sauerstoffkonzentration gezeigt.
FUr jeden pH-Wert wurde der entsprechend gemessene to-Wert fur die Be-
rechnung des Quotienten verwendet. Dadurch ist kein direkter Zusammen-
hang zwischen dem pH-Wert und der O,-Konzentration zu beobachteten.
Der Mittelwert des Ksy-Wertes bei allen pH-Werten hat einen Wert von 6,0
L-mmol~" mit einem Fehler von 0,8 L-mmol~", der p-Wert wird mit 0,87+ 0,04
berechnet.

Die Ergebnisse der Bestimmungen mit der Dual-Optode zeigen, dass in der
Praxis fUr jeden Sensor die to-Werte bei mindestens drei pH-Werten (2; 3; 6)
und dann bei einem der drei pH-Werte jeweils bei zwei weiteren Sauerstoff-
konzentrationen (10 vol%; 21 vol%) kalibriert werden missen. Bevor die
Probenmessungen durchgefuhrt werden kdnnen, werden demzufolge sechs
verschiedene Kalibrierlosungen vermessen. Da die Bestimmung des pH-
Wertes unabhangig von der Sauerstoffkonzentration ist, wird zunachst der
pH-Wert der Probe bestimmt, um den richtigen to-Wert des O»-Signals fur
die Kalibrierfunktion zur Berechnung der Sauerstoffkonzentration zu ermit-
teln.

Zusammenfassend gesagt, wurde eine erfindungsgemafe Optode erzeugt,
welche die Messung des pH-Wertes mittels der Abklingzeit des Sensorfarb-
stoffs ermdglicht. In einem weiteren Ausfihrungsbeispiel wurde eine Optode
bereitgestellt, mit welcher pH-Wert und Sauerstoffkonzentration tber die Ab-
klingzeit der verwendeten Sensorfarbstoffe ermittelt werden kénnen.

Es besteht hierbei die Moglichkeit, Gber die Bestimmung der Abklingzeiten
eine Signalseparation durchzufiihren, da der pH-Sensor auf die Anderung
der Fluoreszenz und der O2-Sensor Uber die Messung der deutlich langsa-
mer abklingenden Phosphoreszenz ermittelt wird.
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Die vorgestellten Messungen wurden alle mit einer Dreifach-Faser mit unter-
schiedlichen Detektoren durchgefuhrt. Die Optodenmaterialien wurden auf
einer Faserspitze aufgebracht. Die Trennung der Signale erfolgte in der Fre-
quenzdomane und der spektralen Lage der beiden Sensorfarbstoffe. Die pH-
Messung zeigt keine Abhangigkeit zur Sauerstoffkonzentration, jedoch zeigt
die Abklingzeit der O2-Bestimmung ein vom pH-Wert abhangiges Signal.
Durch die Stern-Volmer-Auftragung und die damit verbundene Normierung
mit der Abklingzeit ohne Loscherzusatz konnte diese Abhangigkeit fur die
Auswertung vernachlassigt werden. Diese Abklingzeit 10 muss jedoch wah-
rend der Kalibrierung fur méglichst viele pH-Werte bestimmt werden, um eine
genaue O,-Konzentrationsbestimmung durchflihren zu kénnen. Aufgrund der
guten spektralen Trennung der beiden Signale von CF und Pt-TPFPP ist
auch eine Bestimmung der beiden Parameter mittels dieser Ausfuhrungsform
der erfindungsgemafien Optode durch stationaren Methoden maoglich. Bei
Anwendungen in komplexen Matrizes sollte jedoch die Bestimmung uber die
Messung der Abklingzeit bevorzugt werden, da hiermit Effekte von Hinter-
grundsignalen (zum Beispiel Autofluoreszenz der Probenbestandteile oder
auch Beleuchtungslicht) korrigiert werden konnen.

Die optische Bestimmung des pH-Wertes gelingt beispielsweise mit der er-
findungsgemafien CF/SPEEK-Optode im sauren pH-Bereich, bei Verwen-
dung der FD-S, der TD-S und auch mittels stationarer Messungen.

Der anfangs beobachtete Auswascheffekt wurde durch Temperaturbehand-
lung (Lagerung 12 h lang in 65 °C warmer Losung) minimiert, wodurch ein
Sensor mehrere Tage bis Wochen lang verwendet werden kann, ohne Ver-
lust an Farbstoff in der Matrix durch Auswascheffekte. Die Emissionsspekit-
ren der CF/SPEEK-Optode zeigten keine Anderungen bei steigender Tempe-
ratur (5 °C <3 < 70 °C). Durch die Immobilisierung des CF wird die strah-
lungslose Deaktivierung minimiert, da das Molekul fest in der Matrix fixiert ist,
weshalb nicht wie bei den Messungen in Lésung eine 50%ige Abnahme der
Fluoreszenzintensitat beobachtet wurde.
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Bestimmung von Chloridionenkonzentration, Sauerstoffkonzentration
und pH-Wert mittels der erfindungsgemaRen Optode

- pH-CF/SPEEK-(Pt-TPFPP)/P1-Lucigenin/PHPMA

Die Optode zur Bestimmung von pH-Wert und Sauerstoffkonzentration wurde
um ein Sensormaterial zur Bestimmung der Chloridionenkonzentration er-
ganzt. Verwendet wird Lucigenin, das in Poly(2-hydroxypropylmethacrylat)
(PHPMA) immobilisiert wurde. Die simultane Messung von pH-Wert und
Sauerstoffkonzentration mit der erfindungsgemafen Dual-Optode wurde be-
reits oben ausfuhrlich erlautert.

Der Chloridionen-sensitive Farbstoff Lucigenin wurde in PHPMA immobilisiert
und es wurden Chloridkonzentration mittels TD-S bestimmt.

Dieses Optodenmaterial kann beispielsweise gleichzeitig mit der Sauerstoff-
sensorik Pt-TPFPP/P1 P auf einer Faserspitze angewandt werden, da so-
wohl spektral als auch in der Zeit-Domane keine Uberlagerung vorliegt. Bei
der Durchfihrung mit mehreren Modulationsfrequenzen im MHz- und kHz-
Bereich wird auch die simultane Bestimmung von pH-Wert, Chloridionenkon-
zentration und Sauerstoffkonzentration maoglich.

In Figur 19 wird die Bestimmung von Chloridionenkonzentrationen mittels
einer Lucigenin/PHPMA-Optode gezeigt. Figur 20 zeigt die Stern-Volmer-
Auftragung.

Folgende Anordnungen und Vorrichtungen wurden fir die durchgefihr-
ten Untersuchungen verwendet:

Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie

Messungen von Absorptionsspektren erfolgten mit einem Zweistrahlspektro-
meter (Perkin EImer Lambda 750 UV-VIS Spektrometer). Die stationaren
Fluoreszenzspektren wurden mit einem FluoroMax3-P (Jobin Yvon Horiba)
aufgenommen. Fur Referenzmessungen zur Phasenmodulationsspektrosko-
pie wurden zeitaufgeloste Messungen mit einem Fluoromax4 (Jobin Yvon
Horiba) im TCSPC- oder MCS-Modus durchgefuhrt. Aulierdem wurden mit
einem Fluoreszenzspektrometer (Edinburgh Instruments FLS920) TD-S
Messungen durchgefuhrt. Fir die TD-S-Messungen mit optischen Fasern
wurde das Signal mit dem Oszilloskop WaveRunner 104MXi-A von LeCroy
aufgenommen. Die Anregung erfolgte mit einer bei 405 nm emittierenden
Laserdiode (L, NICHIA NDV4313), welche mittels Funktionsgenerators (Tekt-
ronix AFG 3102) gepulst wurde.



10

15

20

25

30

35

WO 2013/107895 PCT/EP2013/050991

37

Des Weiteren wurde im Rahmen der Erfindung mit dem Faserspektrometer
(ALS Co. SEC2000 Spectra System) gearbeitet. Fur Absorptionsmessungen
wird die Intensitat mit einer integrierten Weifilichtquelle vor Beginn der ei-
gentlichen Messung als Referenzspektrum gemessen. Die Intensitat bei ver-
schiedenen Wellenlangen wird auf dem CCD-Chip mittels einer einzigen
Messung erfasst, wodurch ein Spektrum Uber den gesamten spektralen Be-
reich, von 250 nm bis 900 nm, gemessen werden kann. Das Spektrometer
wurde im Absorptions- und Fluoreszenzmodus betrieben. Zur Abschwachung
des Anregungssignals, bei Aufnahme von Fluoreszenzspektren, wurde ein
Langpass-Filter (Grenzwellenlange bei 450 nm Thorlabs FEL0450) vor dem
Detektor platziert. Zur Anregung wurde eine 450 nm Laserdiode (NICHIA
NDB7875) oder die oben erwahnte 405 nm Laserdiode verwendet.

Phasenmodulationsspektroskopie

Modulation im kHz-Bereich

FUr die Sauerstoffsensorik mit dem Farbstoff Pt-TPFPP wurde die Frequenz
von 9,24 kHz von einem Funktionsgenerator (ELV-MFG 9001M) in einen
Zwei-Kanal-Lock-In-Verstarker (EG&G Instruments) eingekoppelt, welcher
dieses mit einer Frequenz von 4,6 kHz Gberlagert. Eine 405 nm Laserdiode
(NICHIA NDV4313) wird dann Uber die Modulation der Stromversorgung ei-
nes Lasertreibers (Stanford Research System LDC501) mit diesen beiden
Frequenzen versorgt. Die Laserdiode (LD) und die Avalanche Photodiode
(APD) sind in einem Triplexer eingebaut (hergestellt von der Firma Optricon
in Zusammenarbeit mit der Physikalische Chemie der Universitat Potsdam).
Sowohl das intensitatsmodulierte Anregungslicht als auch das Emissionssig-
nal wird innerhalb des Triplexers in die Faser eingekoppelt bzw. von der Fa-
ser auf die APD geleitet.

Das Sensorsignal wird tber einen dichroitischen Strahlenteiler (ST, durchlas-
sig fur das blaue Anregungslicht, reflektiert das rote Emissionssignal) und
nach Passieren eines zusatzlichen Bandpassfilters (BP; Semrock BrightLine
R Fluoreszenzfilter 607/70) auf eine Avalanche Photodiode (APD) geleitet.
Der gemessene Strom wird mittels HF-Verstarker der Firma FEMTO
(DCPCA 20) erhoht und anschlief3end im Lock-In-Verstarker die Phasenver-
schiebung relativ zum Anregungslicht bestimmt. Die Datenanalyse erfolgt mit
einem Visual-Basic-basierten Programm (Entwicklung von Dr. E. Schmalzlin
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in der Physikalischen Chemie der Universitat Potsdam), welches die Abkling-
zeit und Sauerstoffkonzentration berechnet. Im verwendeten Opal-System
(Colibri Photonics GmbH) sind der Frequenzgenerator und der Lock-In-
Verst arker in einem Gerat integriert. Der Aufbau ist dadurch transportabeler
geworden. Durch die Weiterentwicklung des Opal-Systems zum Opal2 wur-
den alle n6tigen elektronischen sowie optischen Komponenten (Triplexer) in
einem tragbaren Gerat vereint.

Modulation im MHz-Bereich

Das Aufbauprinzip entspricht dem der fur die Sauerstoffsensorik verwendet
wurde, jedoch arbeiten die verwendeten Gerate im MHz-Bereich. Hier wird
nur bei einer Modulationsfrequenz gearbeitet, weshalb der Zweikanal-Lock-
In-Verstarker onne Dual-Referenz-Funktion (Stanford Research Systems
SR844) verwendet wurde. Die Frequenz von 30 MHz (wenn nicht anders an-
gegeben) wird mit einem Funktionsgenerator (Tektronix AFG 3102) als Refe-
renz eingekoppelt, ebenso in einen Lasertreiber (ELOVIS (electronics-optics-
solutions), DynalLase-C System).

Die Modulation der Intensitat einer 405 nm LD (NICHIA NDV4313), bzw. ei-
ner 450 nm (NICHIA NDB7875) oder 470 nm LD (NICHIA NDA4611E) wurde
durch Modulierung der vom Lasertreiber ausgebenen Stromstarke erreicht.
Das Emissionssignal mit einem Photomultiplier (Hamamatsu H6780-20) de-
tektiert und mit einem HF-Verstarker (FEMTO DHPCA-100) verstarkt. Die
Separation vom Anregungslicht erfolgte mittels Bandpassfilter der Firma
Semrock (BrightLine R Fluoreszenzfilter 550/88). Der Lock-In-Verstarker
wurde mit einer Labview-basierten Software ausgelesen.

Modulation in zwei Frequenzbereichen: Dual-Optode SPEEK/CF-Pt-
TPFPP/P1

Wie in Figur 18 gezeigt, wurde eine 405 nm Laserdiode abwechselnd mit 30
MHz und 9,24/4,62 kHz moduliert. Das Anregungslicht wurde in eine Faser
(Durchmesser 430 um) eingekoppelt und Uber eine Steckverbindung in eine
1 mm Faser geleitet. Auf deren Spitze wurde sowohl das pH-Optoden-
material als auch die das Sauerstoff-sensitive Optodenmaterial aufgebracht.
Das Emissionssignal wurde tber zwei 430 um Fasern zum jeweiligen Detek-
tor geleitet. Fur die Sauerstoffbestimmung wurde wie oben beschrieben zu-
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nachst der Triplexer verwendet, fur einige Messung der Hamamatsu-PMT
(H10723-20) mit vorgesetztem Filtern von Semrock (BrightLine R Fluores-
zenzfilter 607/70 fUr Ru-basierten Farbstoff; BrightLine R FF01-635/LP-25
fur Pt-basierten und BrightLine R FF01-675/67-25 fur Pd-basierten Farbstoff).
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Patentanspriiche

Optode zur Bestimmung von chemischen Parametern einer Probe,
dadurch gekennzeichnet, dass die Optode eine Polymermatrix umfasst,
die ein sulfoniertes Polyetheretherketon (SPEEK) umfasst, in welcher
ein Sensorfarbstoff immobilisiert ist oder mehrere Sensorfarbstoffe im-
mobilisiert sind, wobei mindestens einer der immobilisierten Sensor-
farbstoffe pH-sensitiv ist.

Optode gemafy Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass in dem sul-
fonierten Polyetheretherketon (SPEEK) mindestens ein weiterer Sen-
sorfarbstoff immobilisiert ist.

Optode gemafy Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass sie mindestens eine weitere Polymermatrix umfasst, in welcher
mindestens ein weiterer Sensorfarbstoff immobilisiert ist.

Optode gemafy Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass der
mindestens eine weitere Sensorfarbstoff ausgewahlt ist aus Sauerstoff-
sensitiven, Halogenidionen-sensitiven, Natriumionen-sensitiven, Kali-
umionen-sensitiven, pH-sensitiven und Calciumionen-sensitiven Farb-
stoffen.

Optode gemal einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass der pH-sensitive Sensorfarbstoff ausgewahlt ist aus
4-{4-[4-(Dipentylamino)phenyl]-1,3-butadienyl}-1-(4-sulfobutyl)-
pyridiniumhydroxid (RH421, Bis-(1,3-Dibutylbarbitursdure)-
trimethinoxonol (Dibacs(3)), 6-Carboxyfluorescein (CF) und 5(6)-
Carboxy-2',7'-dichlorfluorescein (CI-CF) und 8-Hydroxy-1,3,6-
pyrentrisulfonsaure-Trinatriumsalz (HPTS).

Optode gemal einem der vorangehenden Anspriche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Sauerstoff-sensitive Farbstoff ausgewahlt ist
aus Pt(ll)meso-Tetra(pentafluorphenyl)porphyrin (Pt-TPFPP),
Pd(ll)meso-Tetra(pentafluorphenyl)porphyrin, Ruthenium(ll)-Tris(4,7-
diphenyl-1,10-phenanthrolin)-perchlorat (Ru-pCl) und
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Ruthenium(ll)-Tris(4,7-diphenyl-1,10-phenanthrolin)-dichlorid.

der Halogenidionen-sensitive Farbstoff ausgewahlt ist aus den Chloridi-
onen-sensitiven Farbstoffen N,N'-Dimethyl-9,9'-bisacridiniumnitrat (Lu-
cigenin) , 6-Methoxy-N-(3-sulfopropyl)chinolinium (SPQ) und N-
(Ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxychinoliniumbromid (MQAE);

der Natriumionen-sensitive Farbstoff ausgewahlt ist aus N,N'-[1,4,10-
Trioxa-7,13-diazacyclopentadecan-7,13-diylbis(2,5-dimethoxy-4,1-
phenylen)]bis[3',6'-bis(acetyloxy)-2',7'-dichlor-3-oxo-
spiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H]xanthen]-5-carboxamid, (Sodium
Green ®) und N-(4-[1-(7-Diethylaminocumarin-3-yl)-1H-1,2,3-triazol-
4yllphenylaza-18-Krone-6-Ether;

der Kaliumionen-sensitive Farbstoff N-(2-Methoxyethoxy)phenylaza-18-
Krone-6)-4-(cumarinyl)-1H-1,2,3-triazol ist,

der Calciumionen-sensitive Farbstoff ausgewanhlt ist aus
N-[2-[(acetyloxy)methoxy]-2-oxoethyl]-N-[4-[[[3',6'-bis(acetyloxy)-2',7'-
difluor-3-oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H]xanthen]-5-yl]car-
bonyllamino]-2-[2-[2-[bis[2-[(acetyloxy)methoxy]-2- oxoethyl]-
amino]phenoxylethoxy]phenyl]-glycin-(acetyloxy)methyl ester (Oregon
Green ™ 488 BAPTA-1),
N-[2-[2-[2-[bis(carboxymethyl)amino]-5-[[(2',7'-difluor-3',6'-dihydroxy-3-
oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H]xanthen]-5-yl)car-
bonylJamino]phenoxy]ethoxy]-6-fluorphenyl]-N-(carboxymethyl)-glycin-
hexakaliumsalz (Oregon Green™ 488 BAPTA-6F) und
N-[2-[2-[2-[bis(carboxymethyl)amino]-5-[[(2',7'-difluor-3',6'-dihydroxy-3-
oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H]xanthen]-5-yl)car-
bonylJamino]phenoxy]ethoxy]-5-nitrophenyl]-N-(carboxymethyl)-glycin-
hexakaliumsalz (Oregon Green™ 488 BAPTA-5N).
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Optode gemal} einem der Anspriche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass das Polymer der mindestens einen weiteren Polymermatrix aus-
gewahlt ist aus Poly(2,2,2-trifluorethylmethacrylat (P1), Poly(2-
hydroxypropylmethacrylat) (PHPMA), Poly(2-hydroxyethylmethacrylat)
(PHEMA), Polyurethan (PU), Polyvinylpyrrolidon (PVP), Poly(1-
vinylpyrrolidon)-co-styrol (PVPS), Polyvinylchlorid (PVC), Polyacrylnitri-
Polyacrylamid-Blockcopolymer (HYPAN HN 80) und Polystyrol.

Optode gemal einem der vorangehenden Anspriche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der pH-sensitive Farbstoff 6-Carboxyfluorescein
(CF) oder 5(6)-Carboxy-2',7'-dichlorfluorescein (CI-CF) ist, die weitere
Polymermatrix eine Poly(2,2,2-trifluorethylmethacrylat)-Matrix ist und
der Sauerstoff-sensitive Farbstoff Pt(ll)meso-Tetra(pentafluorphenyl)-
porphyrin oder Pd(ll)meso-Tetra(pentafluorphenyl)porphyrin ist.

Optode gemal} einem der Anspriche 3 bis 8, dadurch gekennzeichnet,
dass die Optode zwei weitere Polymermatrizes umfasst, wobei die erste
weitere Polymermatrix das Polymer Poly(2-hydroxypropylmethacrylat)
umfasst, in welchem der Chloridionen-sensitive Farbstoff N,N'-Dimethyl-
9,9'-bisacridiniumnitrat immobilisiert ist, und die zweite, weitere Poly-
mermatrix das Polymer Poly(2,2,2-trifluorethylmethacrylat) umfasst, in
welchem der Sauerstoff-sensitive Farbstoff Pt(ll)meso-Tetra-
(pentafluorphenyl)porphyrin (Pt-TPFPP) oder Pd(ll)meso-
Tetra(pentafluorphenyl)porphyrin (Pd-TPFPP) immobilisiert ist.

Optode gemald einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet,
dass auf der Polymerschicht, in welcher der Sensorfarbstoff immobili-
siert ist oder zwischen den weiteren Polymerschichten, in welchen einer
oder mehrere Sensorfarbstoffe immobilisiert sind, eine weitere Schicht
oder mehrere weitere Schichten aufgebracht sind, wobei kein Sensor-
farbstoff in dieser mindestens einen weiteren Trennungsschicht immobi-
lisiert ist.

Optode gemal} einem der vorangehenden Anspriche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Optode mindestens ein Substrat umfasst, auf
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welchem die eine oder die mehreren Polymermatrizes und die darin
immobilisierten Sensorfarbstoffe fixiert sind.

Optode gemafy Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das min-
destens eine Substrat ausgewahlt ist aus Glassubstraten oder Poly-
mersubstraten.

Optode gemal Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dass
das Substrat aus einer Polymermatrix gebildet wird, in welcher ein Sen-
sorfarbstoff immobilisiert ist.

Optode gemall einem der Anspriche 1 bis 13, dadurch gekennzeich-
net, dass sie mit einem oder mehreren Lichtleitern verbunden ist oder
Teil eines Lichtleiters ist.

Verfahren zur Bestimmung des pH-Werts einer Probe, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man eine Optode gemal den Anspruchen 1 bis 14
verwendet.

Verfahren gemaf Anspruch 15, dass man zusatzlich die Kohlendioxid-
konzentration und/oder die Ammoniakkonzentration und/oder die Sau-
erstoffkonzentration und/oder Halogenidionenkonzentration und/oder
die Natriumionenkonzentration und/oder die Kaliumionenkonzentration
und/oder die Calciumionenkonzentration der Probe bestimmt und man
die Bestimmung der Parameter simultan oder zeitversetzt durchflhrt.

Verfahren gemaf einem der Ansprtche 15 bis 16, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man die Bestimmung des Parameters bzw. der Parame-
ter stationar oder zeitaufgelost durchfihrt und die Bestimmung des Pa-
rameters bzw. der Parameter mittels Mikroskop, CCD-Kamera Reflexi-
onsspektroskopie, Fluoreszenzspektrokopie, Time-Domain-
Spectroskopie und/oder Phasenmodulationsspektroskopie durchfuhrt.
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