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69 Vorrichtung zur optischen Messung von physikalischen Grissen oder von Stoffkonzentrationen.

@ Um Ausschwemmungen von Indikator- und/oder

Reaktionssubstanzen aus einem durch eine Membran
abgeschlossenen Raum zu verhindern, sind der Indikator-
stoff bzw. die Reagentien covalent vermittels einer Mem-
bran immobilisiert.
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PATENTANSPRUCHE

1. Vorrichtung zur optischen Messung von physikalischen
Grossen, wie Temperatur oder Druck, oder von Stoffkonzentra-
tionen, mit einer eine Strahlungsquelle, einen Monochromator,
einen Lichtempfinger und eine Anzeigeeinrichtung enthalten-
den Lichtmesseinrichtung und einem durch die Lichtmessein-
richtung vermessbaren, mindestens einen Indikatorstoff enthal-
tenden, durch eine Membran abgeschlossenen Raum, dadurch

gekennzeichnet, dass der Indikatorstoff vermittels der Membran 10

covalent immobilisiert ist und/oder dass ein durch eine Membran
abgeschlossener Reaktionsraum vorgesehenist, in welchem ein
Reagens vermittels der Membran covalent immobilisiert ist.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

dass die Membran durch Polymerisation erzeugt ist. 15

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Membran eine Polysaccharidmembran ist.

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Polysaccharid Cellulose oder ein Cellulosederivat ist.

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 20

dass die Membran Silizium oder Siliziumderivate enthalt.

6. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich-
net, dass der Indikatorstoff bzw. das Reagens unter Verwendung
eines Briickenmolekiils covalent gebunden ist.

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
dass das Briickenmolekiil ein Silan ist.

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
dass das Silan 3-(Tridthoxy-silyl)-propylamin ist.

9. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass die Membran aus Siliconkautschuk besteht.

10. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Membran aus Polyterephthalsdureglycolester besteht.
11. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,

dass ein mehrfunktioneller Aldehyd als Briicke zwischen der

w

Esist auch bekannt, neben den als «<Optoden» bezeichneten
Indikatorraumen noch Reaktionsriume zu verwenden, die zwar
durch die Optoden optisch iberwacht oder vermessen werden,
deren Aufgabe es jedoch ist, den Raum, in dem gemessen wird,
gezielt zu verdndern. Beispielsweise kann ein Reaktionsraum
benutzt werden, um eine im Messraum vorhandene Teilchenart
durch eine andere, besser messbare Teilchenart zu replacieren,
wie es beispielsweise bei der Messung von Glucose moglich ist: In
einem in das Messobjekt verbrachten Reaktionsraum wird ver-
mittels eines Enzyms die Glucose umgesetzt, und der dabei
verbrauchte Sauerstoff wird durch Verwendung von Optoden
bestimmt. Da Glucose nicht unmittelbar optisch bestimmbar ist,
der Sauerstoff jedoch mit Optoden, die z. B. Pyrenbuttersiure
als Indikator enthalten, gut fluoreszenzoptisch messbar ist, dient
der Reaktionsraum hier zur Replacierung von einer durch eine
andere Teilchenart. Auch diese Replacierung ist diffusionslimi-
tiert, weil das Enzym und die weiteren zur Reaktion erforder-
lichen Stoffe in eine Membranhiille eingeschlossen sind.

Hier besteht somit die der schon beschriebenen Aufgabe
dquivalente Aufgabe, diese Limitierung zu verbessern.

Zur Losung der einen und/oder der anderen der angegebenen
Aufgaben st die erfindungsgemasse Vorrichtung der eingangs
definierten Art dadurch gekennzeichnet, dass der Indikatorstoff
vermittels der Membran covalent immobilisiert ist und/oder dass
ein durch eine Membran abgeschlossener Reaktionsraum vorge-
sehenist, in welchem ein Reagens vermittels der Membran
covalent immobilisiert ist.

Imersten Fall, d. h. wenn der Indikatorstoff vermittels der
Membran covalent immobilisiert ist, ergibt sich der Vorteil, dass

0 nunmehr der Penetrationswiderstand der Membran unabhéngig

von der Bindung des Indikators an den Raum ist. Es kann also,
beispielsweise durch Atzen einer Membran, diese auch fiir grosse
Molekiile durchlissig gemacht werden, ohne dass ein zur opti-
schen Messung dieser Molekiile vorgesehener Indikator von der

Membran und dem Indikatorstoff bzw. dem Reagens vorgesehen 35 Membran getrennt wird. Dadurch lassen sich schnell reagierende

ist.

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
dass die Briicke aus Glutaraldehyd besteht.

13. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,

Indikatorfolien erstellen, die bei den «Optoden», wie solche, auf
physikalische Gréssen oder Teilchenkonzentrationen durch
Farbinderung reagierende Messkorper bezeichnet werden, die
bisher tibliche Anordnung aus einer Membranhiille und einem

dass die wirksamen Stoffe in Mikrooptoden eingeschlossen sind. *° darin eingeschlossenen Indikator durch eine einzige, mit dem

14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dass die Membran optisch wirkende Eigen-
schaften aufweist.

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur optischen Mes-
sung von physikalischen Grossen, wie Temperatur oder Druck,
oder von Stoffkonzentrationen, mit einer eine Strahlungsquelle,

Indikator besetzte Membran ersetzen.

Im zweiten Fall, wenn ein in einem Reaktionsraum enthaltenes
Reagens vermittels einer Membran covalent immobilisiert ist,
besteht der Vorteil - ebenso wie bei der covalenten Bindung von

45 Indikatoren an Membranen —in der gleichzeitig festen Veranke-

rung und der leichten Erreichbarkeit der Reaktionsstoffe fiir die
zu messenden Teilchen.

Die covalente Bindung von Indikatoren oder Reagentien oder
von beidem an eine Membran fiihrt also dazu, dass wegen der

einen Monochromator, einen Lichtempfanger und eine Anzeige- 0 Trennungder Mittel zur Fixierung derin der Vorrichtung

einrichtung enthaltenden Lichtmesseinrichtung und einem durch
die Lichtmesseinrichtung vermessbaren, mindestens einen Indi-
katorstoff enthaltenden, durch eine Membran abgeschlossenen
Raum.

In bekannten Vorrichtungen dieser Gattung sind bisherdie %

Indikatorstoffe in Membranen versiegelt worden. Diese Versie-
gelung muss bei der Messung von Teilchenkonzentrationen von
diesen Teilchen durch Permeation iiberwunden werden. Die
Menge der fiir die Messung zur Verfiigung stehenden Teilchen ist

also permeationsabhingig, so dass unter Umsténden betréchtli- 6

che Zeitkonstanten fiir die Messung entstanden. Wurden ande-
rerseits die Membranen hinsichtlich der Permeation der zu
messenden Teilchen verbessert, begann damit auch die Aus-
schwemmung der Indikatorstoffe aus dem diese enthaltenden
Raum. : 8

Es besteht demnach die Aufgabe, gleichzeitig die Ausschwem-
mung von Indikatorstoffen zu verhindern und den Penetrations-
widerstand der Membranen zu verringern.

v

wirksamen Stoffe von den mechanischen Eigenschaften der

. Membranen, beispielsweise von deren Porositit, eine verbes-

serte Anpassung der Vorrichtung an die zu messenden oder zu
beeinflussenden Teilchen moglich ist, dass dadurch die Spezifitat
der gesamten Vorrichtung fiir die zu messenden oder zu beein-
flussenden Teilchen erhdhbarist und dass gleichzeitig eine
Homogenisierung der reaktiv wirkenden Oberfléchen erreichbar
ist, weil nicht nur geometrische, sondern auch stochiometrische
Bedingungen bei der Fixierung der wirksamen Stoffe an die
Membran eingehalten werden. Dadurch ist sowohl die Eichbar-
keit der Vorrichtung als auch deren Handhabung wesentlich
verbessert. Auchist die Haltbarkeit verbessert, insbesondere
auch weil die Wirksamkeit der verwendeten Indikatoren bzw.
Reagentien 16sungsmittelunabhingig geworden ist.

Weiterhin sind jetzt einfache Stufenrdume moglich, indem auf
eine Seite einer Membran ein Indikator, auf der anderen Seite
ein Reagens covalent gebunden wird. Dadurch wird eine Repla-
cierung von einer Teilchenart durch eine andere und die gleich-



zeitige Messung durch den Indikator mit einer sehr geringen
Zeitkonstante moglich, weil gleichzeitig eine grossflichige Dar-
bietung von Reagens fiir den zu replacierenden Stoff und von
Indikator fiir den replacierten Stoff gegeben ist, ohne dass es zu
Verlust von Reagens oder Indikatorsubstanz durch Auswa-
schung kommen kann, wie bei den bisher verwendeten Versiege-
lungen.

Vorzugsweise ist die Membran durch Polymerisation erzeugt.
Denn dadurch ist es moglich, die zur covalenten Bindung fiih-
rende chemische Reaktion bei der Entstehung der Membran
ablaufen zu lassen, so dass eine den wirksamen Stoff homogen
enthaltende Membran entsteht.

Besonders geeignet sind dazu Polysaccharide aufgrund der
vorhandenen reaktiven OH-Gruppen, wobei besonders die Cel-
lulose die Moglichkeit bietet, wenige pm dicke Folien zu bilden.
Ausserdem sind hierfiir Verfahren bekannt, mit denen die
Durchléssigkeit durch Permeation von Teilchen fiir weite Berei-
che von Teilchengrossen beeinflussbar ist.

Eine andere Artvon Vorteil bieten Membranen, die Silizium
oder Siliziumderivate enthalten. Hier kann durch Silanisierung
der Oberflache die Moglichkeit geschatfen werden, iiber Briik-
kenmolekiile Stoffe covalent zu binden, die sonst nicht mit der
Membran reagieren wiirden. Siliconkautschuk ist ein solcher, zu
Membranen verarbeitbarer Stoff, der zudem noch gut gasdurch-
lassigist. Ist Wasserdampfdurchléssigkeit erforderlich, kann
Polyterephthalsdureglycolesterfolie verwendet werden.

Als Mittel zur Silanisierung st vor allem 3-(Tridthoxysilyl)-
propylamin geeignet. Als Briickenmolekiile eignen sich auch
mehrfunktionelle Aldehyde, wie beispielsweise Glutaraldehyd,
sehr gut.

Insbesondere dann, wenn schnell reagierende Reaktionsopto-
den geschaffen werden sollen, sind weitere Vorteile erreichbar,

—

CH CH -C
Sodann wird das Pyrenbuttersdurechlorid von uberschu551gem
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verestert:
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wenn sowohl der Indikatorstoff als auch das Reagens vermittels
einer Membran covalent immobilisiert sind.

Es gelingt jedoch durch Verwendung von Briickenmolekiilen
nicht nur, Indikatoren oder Reagentien selbst an einer Membran

5 covalentzuimmobilisieren, sondern auch, in Mikrooptoden

eingeschlossene Indikatoren dadurch an einer Membran zu
immobilisieren, dass die Hiille der Mikrooptoden chemisch,
beispielsweise mittels eines Silans, mit der Membran verbunden
ist. Auch dadurch tritt noch einmal eine Erweiterung der Stoff-

10 gruppen ein, mit denen Teilchenkonzentrationen oder physikali-

sche Parameter optisch erfassbar sind.

Falls es erforderlich sein sollte, kann die Membran mitsamt
den covalent gebundenen wirksamen Stoffen, Reagentien und
Indikatoren, durch bekannte Massnahmen, beispielsweise

15 Schwérzungen, Verspiegelungen oder Mittel zur Verursachung

von Streuungen, optisch wirksam gemacht werden, so dass sich
im Einzelfall Erleichterungen bei der optischen Messung er-
geben.

Nachfolgend werden einige Ausfiihrungsbeispiele der Vor-

20 richtung nach der Erfindung beschrieben, als erstes die Verbin-

dung eines Sauerstoffindikators mit einem Polysaccharid.

Ein Beispiel fiir ein solches System ist die Stoffkombination
Cellulose - Pyrenbutterséure, die zu einer diinnen, indikatorbe-
setzten Optodenfolie fiihrt:

Die Bindung des Indikators an die Cellulose darf nur an den
Stellen des Indikatormolekiils erfolgen, die keinen wesentlichen
Einfluss auf die Fluoreszenzeigenschaften des Molekiils haben,
iiber die ja die Messung (von Sauerstoff) erfolgt. Da der Einfluss
der Carboxylgruppe auf die Fluoreszenz gering ist, bietet sich die

30 Veresterung der Pyrenbuttersiure an die Cellophanfolie an.

Dazu wird die Pyrenbuttersiure mit Thionylchlorid zu Pyren-
buttersdurechlorid umgesetzt:

0

CH -CH CH -Cl
\

Cl

+ SOZ+HCI

Thlonylchlond befreit, in Pyridin gelost und mit Ce]lophéﬂfolie
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Dabei ensteht Pyrenbuttersdurecelluloseester. 0
N i, ~CH,~CH
CH,
0
.es0 Oeee
H\oH H /H
H 0
Anderungen der Fluoreszenzeigenschaften gegeniiber der beispielsweise Enzyme E, covalent zu binden, ergibt sich durch
Pyrenbuttersiure treten dabei nicht auf. Die Reaktionszeit des die Verwendung von Bromcyan, wenn die Indikatoren oder die
an eine 12 pm dicke Cellophanfolie gebundenen Indikators liegt Reagentien freie Aminogruppen (wie die e-Aminogruppe bei
bei 2 bis 3 sek. 20 Lysin oder die a-Aminogruppen bei N-terminalen Aminoséu-
Die Moglichkeit sowohl Indikatoren I als auch Reagentien, ren) aufweisen, nach der folgenden Reaktion:
~OH . ‘ 0\
+ CNBr — C=NH + E - NH, ——
7 2
~CH -0
-0 - C - NH - E fiir Reagentien E
— '
~0OH
oder )
v
-0-C-~-NH -1 fiir Indikatoren I
-0H
Ein weiteres Verfahren zur covalenten Bindung von Reagen- toren gebunden werden kénnen nach der folgenden, beispiels-

tien oder Indikatorsubstanzen ist die Silanisierung von Oberfli- # weise auf eine Siliconkautschukmembran M wirkenden Reak-
chen, beispielsweise durch 3-(Trisithoxysilyl)-propylamin. Dabei  tionen:
entsteht eine Aminogruppe, an die die Reagentien oder Indika-

Ho0
- i — - :
HZN(CH2)3 Sl(OC2H5)3 T8, on HZN(CH2)3 s:L(OH)3
0 OH 0 OH
l | | I
—_ p,-lsl—0H+Ho-lsl-( CH2) 3--NH2 :52—5- M—?l—O—?l—(CHZ) 3-NHZ
0 OH 0 OH
0 OH
T E
—_— M—?i—O—Sll—(CHZ)B—I\JHZ.u

0 OoH 1
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An die Aminogruppe der aktivierten Membranoberflidche lassen  oder vor allem iiber Glutaraldehyd:
sich nach bekannten Verfahren sowohl Indikatoren I als auch
Enzyme E binden. Beispielsweise iiber Cyanurchlorid:

oal cl 0 0
AN \C-CHZ-CHZ-CHZ-C< ]

| B
L

cl nach der Reaktion:
l 0 Y
) N, ot ol 0 "
_ﬁ,l-(cgz) 5-NH, + H/C—CHZ CH,~CH, C\H
| 0 (E-NH,
-Si-(CH,)2-N = ¢=CH,~CH,-CH,~C +{ —
3'1 (CH,) 5 1(-;1 27T TN g I-NH,

l
~5i-(CHy) 3N = G~CHp=CH,~CH,-CH,-CH = N-E

l H 1

Diese Bindung ist sehr schonend, so dass sich dadurch auch zwischen der Tragersubstanz (Membran) und den zu immobili-
Enzyme covalentimmobilisieren lassen. Die Verbindungistauch ~ sierenden Substanzen.
ein Beispiel fiir die Verwendung von molekularen Briicken
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