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Nr. 390 840

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur fluorimetrischen Bestimmung der Konzentration von in einer
Substanz enthaltenen Stoffen, z. B. Gasen, Fliissigkeiten, mit Fluoreszenzindikatoren, deren
Fluoreszenzintensitit von den zu bestimmenden Stoffen gemindert bzw. geltscht wird. Ferner betrifft die
Erfindung eine Anordnung zur Durchfiihrung des Verfahrens, bei der die die zu bestimmenden Stoffe enthaltende
Substanz in einem Probenraum angeordnet ist und mit den Fluoreszenzindikatoren der Sensorelemente
zusammenwirkt, wobei die Fluoreszenzintensitit der von einer Lichtquelle in den Fluoreszenzindikatoren
angeregten Fluoreszenzstrahlung durch die zu bestimmenden Stoffe verringer- bzw. l6schbar ist.

Aufgabe der Erfindung ist die Erstellung eines Verfahrens und einer Anordnung zur fluorimetrischen
Bestimmung einer oder mehrerer Stoffkonzentrationen mit Hilfe von Fluoreszenzindikatoren, welche nicht mehr
notwendigerweise spezifisch fiir die zu untersuchenden Stoffe sein miissen, sodaB insbesondere gleichzeitig
verschiedene Stoffe mit beliebigen Fluoreszenzindikatoren untersuchbar sind. Es ist bekannt, daB die
Fluoreszenzfahigkeit gewisser Farbstoffe durch Zusatz von Stoffen, von sogenannten Fluoreszenzlischern,
gemindert werden kann. Zwischen der Konzentration des sogenannten Loschers und der Verminderung der
Fluoreszenzintensitit besteht nach Stern und Volmer die folgende Beziehung:

FO
— -1=k[Q] §)
F

Hier bedeuten: FO die Fluoreszenzintensitit eines Fluoreszenzindikators in Abwesenheit eines Loschers

F die Fluoreszenzintensitiit eines Fluoreszenzindikators in Gegenwart eines Loschers

k die sogenannte Loschkonstante, welche fiir jedes Paar von Loscher und Fluoreszenzindikator spezifisch ist
[Q1 die Konzentration des Ioschenden Stoffes bzw. des Loschers (engl. "Quencher")

Da F° und k fiir die eingesetzten Fluoreszenzindikatoren bzw. die jeweiligen Indikatorsubstanzen Konstante

sind, kann man durch Messung von F auf die Konzentration des Loschers schlieBen. Wenn F° und k unbekannt
sind, eliminiert man sie durch die Vornahme von Messungen und durch die Erstellung von Eichgeraden oder

Kurven, wobei F gegen [Q] aufgetragen wird und F° und k z. B. graphisch ermittelt werden.

Diese analytische Methode hat verschiedene Anwendungen gefunden: So wird in der US-PS 3 612 866 ¢ine
Methode zur Messung von Sauerstoffkonzentrationen in verschiedenen Substanzen, wie z. B. Blut, beschrieben.
Die Methode beruht darauf, daB Sauerstoff als Loscher die Fluoreszenzintensitit gewisser aromatischer
Kohlenwasserstoffe, wie z. B. Pyren, gemiB Gleichung (1), zu vermindemn vermag. In der Zeitschrift
Biochemistry (Band 9, Seite 464, 1970) ist ¢in Verfahren beschrieben, mit Hilfe von Pyrenbuttersiure die lokale
Konzentration an Sauerstoff iiber die Fluoreszehzlschung zu verfolgen. In der Zeitschrift fiir Analytische Chemie
(Band 314, Seite 577, 1983) wird ein Verfahren beschrieben, mit Hilfe gewisser heterocyclischer
Fluoreszenzindikatoren die Konzentration von Halogenidionen.iiber die durch sie bewirkte Fluoreszenzlschung
mit groBer Genauigkeit zu bestimmen. In der DE-AS 25 08 637 wird eine Methode zur optischen Messung von
Blutgasen beschrieben, welche auf dem Prinzip der Fluoreszenzloschung beruht, Weitere analytische Methoden
zur Bestimmung von Stoffkonzentrationen mit Hilfe der Fluoreszenzldschung sind beschrieben in der Zeitschrift
Analyst (Band 107, Seite 465, 1982).

Allen diesen Verfahren haftet der Nachteil an, daB die verwendeten Fluoreszenzindikatoren bzw. die
Indikatorsubstanzen fiir den zu untersuchenden Stoff spezifisch sein miissen, d. h. nur auf diesen einen Stoff
ansprechen diirfen. In der Praxis findet man jedoch meist den Fall, daB Fluoreszenzindikatoren auf mehr als einen
zu untersuchenden Stoff ansprechen, bzw. von mehreren Stoffen 16schbar sind. Die Methode der vorliegenden
Erfindung erlaubt nun erstmals die gleichzeitige fluorimetrische Bestimmung mehrerer analytischer Grofen bzw.
Stoffkonzentrationen auch dann, wenn keine Indikatorspezifitit mehr vorhanden ist, bzw. die Bestimmung von
nur einer Konzentration trotz der Anwesenheit von stdrenden bzw. 16schenden Stoffen.

Erfindungsgem#B wird dies bei einem Verfahren der eingangs genannten Art dadurch erreicht, daB zur
insbesondere gleichzeitigen Bestimmung der Konzentrationen von zumindest zwei Stoffen an der die Stoffe
enthaltenden Substanz eine der Anzahl der zu bestimmenden Stoffkonzentrationen entsprechende Anzahl von
Messungen der Fluoreszenzintensitit vorgenommen wird, wobei zumindest ein in bezug auf zumindest einen der
zu bestimmenden Stoffe micht spezifischer bzw. ein von mehr als einem der Stoffe l3schbarer
Fluoreszenzindikator eingesetzt wird, der in bezug auf die ihn jeweils in seinen Intensitéiten ldschenden Stoffe
(Loscher) verschiedene Loschkonstanten aufweist und daB aus den bekannten, ungeldschten
Fluoreszenzintensititen der eingesetzten Fluoreszenzindikatoren, den gemessenen geloschten bzw. geminderten
Fluoreszenzintensitdten und den bekannten bzw. vorab, z. B. graphisch oder rechnerisch, ermittelten
Ldschkonstanten die Konzentrationen der einzelnen Stoffe und/oder das Verhiltnis von Stoffkonzentrationen,
bestimmt werden.

Die Erfindung geht von der Erkenntnis aus, daB man, um den EinfluB mehrerer Loscher mathematisch
beriicksichtigen zu konnen, die Gleichungen (1) erweitern muB, indem man dem EinfluB zusitzlicher Loscher d.
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h. weiterer zu untersuchender Stoffe durch Anfiigung weiterer Glieder Rechnung trfigt: Es resultiert somit eine
Gleichung (2) fiir den Fall zweier Loscher, bzw. eine allgemeine Gleichung (3) fiir den Fall mehrerer Lscher
bzw. zu untersuchender, nicht spezifische Fluoreszenzindikatoren 16schender Stoffe.

FO
—- 1=k [Q]+ky [Q)] @
F

RO
—- 1=k [Qq] + .. Ky [Qp] @
F

Da die Gleichung (2) zwei Unbekannte und Gleichung (3) mehrere Unbekannte enthilt (ndmlich die
verschiedenen Stoff- bzw. Loscherkonzentrationen [Q], braucht man zur Lésung zwei bzw. mehrere unabhéingige
MeBwerte, im allgemeinen Fall n MeBwerte. Man erhilt sie dadurch, daB man die Fluoreszenzintensitiit F zweier
verschiedener von den zu untersuchenden Stoffen geltschten Fluoreszenzindikatoren mift.

Bei Verwendung eines Indikators A erhélt man ein MeBsignal

FoA
—— 1=k, [Qq1+ %k Q) e @)
Fp
In Gleichung (4) bedeuten:
FO A die Fluoreszenzintensitit des Indikators A in Abwesenheit von Loschern bzw. der zu untersuchenden
Stoffe, F, die Fluoreszenzintensitit in Gegenwart von Loschern bzw. der zu untersuchenden Stoffe, Ix A die

Loschkonstante des Indikators A durch den Léscher Ql, 2k A die Loschkonstante des Indikators A durch den
Loscher Qy, und [QI] und [Q,] die Konzentration der beiden Loscher.
Bei Verwendung des Indikators B erhélt inan analog:

Fop
—— - 1=Tkg [Qq] + %k [Qy] . ®)
Fg

F"B ist die Fluoreszenzintensitiit des Indikators B in Abwesenheit von Léschern, FB die Fluoreszenzintensitit

in Gegenwart von Loschern, 1kB die Loschkonstante des Indikators B durch Loscher Qy, ZkB die Loschkonstante
des Indikators B durch Q2, und [Q 1] und [Q,] die Konzentration der beiden Loscher.

FOA FOB
- 1 gleich o und fiir
Fp Fp

Setzt man nun zur Vereinfachung fiir -1 gleich 8 und setzt das aus

Gleichung (4) berechnete [Q,] in Gleichung (5) ein, so resultiert folgender Ausdruck:

(@.%g - 8. %,) ,
[Ql] = ©
(ky . g - %k, - kp)
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bzw, fiir
®. 1k, - 0. Ikp)
[Q,] = @)
(ky - Zkg - %y - k)

Ix A X A 1kB und ZkB sind konstante Gré8en, die bekannt sind bzw. bereits ermittelt wurden. o und 8 sind
variable GroBen, die sich aus den MeBwerten der geloschten Intensititen F 5 bzw. Fp ergeben. Damit Iassen sich
entsprechend den Gleichungen (6) und (7) die Konzentrationen der zu bestimmenden Stoffe bzw. Loscher Q; und
Q2 bestimmen.

Bei drei zu bestimmenden Stoffen bzw. Loschern braucht man drei Fluoreszenzindikatoren und muf drei
MeBgrofen o, 8, Y und bestimmen, welche wie folgt definiert sind:

Fou Fyp Fc
P ®
Fp Fp Fc

o=

Daraus ergeben sich mit Gleichung (3) drei Gleichungen mit neun Léschkonstanten:
=1 2 3
a="kp . [Qq)+ky . [Qp + ky . [Qq]
=1 2 3
B="kg.[Q]+“kp.[Q] + kg .[Q3] ©

v=tko . 1Q1+ Xk . 1Qp) + 3k . [Qg]

Die Losung des Gleichungssystems kann durch Erstellen einer Matrix,

o ks %y Ky [Q]
B = kg Zg kg . [Q,] (10)
¥ G [Qsl

und die Auswertung iiber eine Systemdeterminante mit Hilfe eines geeigneten Taschenrechners erfolgen.
Zur Bestimmung von n unbekannten Konzentrationen werden identerweise n unabhingige Gleichungen
aufgestellt und es miissen n MeBwerte der geloschten Fluoreszenzintensititen F ermittelt werden.

Der Vorteil des Verfahrens liegt darin, daB es mit Hilfe von z. B. zwei nicht spezifischen
Fluoreszenzindikatoren erstmals mdglich ist, zwei unbekannte Stoffkonzentrationen fluorimetrisch zu ermitteln,
wenn die beiden Stoffe jeweils beide Fluoreszenzindikatoren 16schen.

ErfindungemilB ist weiters vorgesehen, dal zur Bestimmung der Konzentration von einem Stoff oder der
Konzentrationen von mehreren Stoffen in Gegenwart von zumindest einem weiteren nicht interessierenden bzw.
storenden Stoff, welcher die Fluoreszenzintensitéit(en) des bzw. der auf den bzw. auf die zu bestimmenden Stoff(e)
ansprechenden Fluoreszenzindikator(en)s ebenfalls 16scht, sowohl die Fluoreszenzintensitit(en) beziiglich des zu
bestimmenden Stoffes bzw. der zu bestimmenden Stoffe als auch beziiglich des storenden Stoffes bestimmt wird
bzw. werden und die gemessenen Fluoreszenzintensititen zur Ermittlung der Konzentration(en) des bzw. der zu
bestimmenden Stoffe(s) herangezogen wird bzw. werden. Die Berechnung der Stoffkonzentrationen erfolgt hier auf
die bereits beschriebene Weise, nur eben mit der Ausnahme, daB die geloschte Intensitiit der Stérsubstanz als
RechenhilfsgroBe bendtigt wird und die tatsichliche Konzentration der Storsubstanz nicht berechnet wird. In
diesem Fall wird das erfindungsgem#Be Verfahren zur Diskriminierung der gewiinschten Stoffkonzentration
gegeniiber einem storenden Stoff dienen.

Analog konnen Effekte von n Stérsubstanzen bzw. nicht interessierenden Stoffen durch n ermittelte MeBwerte

-4.-
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von geloschten Fluoreszenzintensititen der Storsubstanzen ausgeschaltet werden, die gemeinsam mit der
geloschten Fluoreszenzintensitit des zu untersuchenden Stoffes in n+1 Gleichungen eingesetzt werden. Bedindung
fiir die Losung der Gleichungen ist der Umstand, daB fiir alle Indikator-Loscher-Kombinationen die
Loschkonstanten k unterschiedlich sind. Unter der Anzahl der zu bestimmenden Konzentrationen wird somit die
Anzahl der zur Losung der Gleichungen erforderlichen geloschten Intensititen der Stoffe und der Storsubstanzen
verstanden.

Gleichungen (6) und (7) werden stark vereinfacht, wenn zumindest ein fiir einen Stoff spezifischer Indikator
eingesetzt wird. Eine der Ldschkonstanten wird dann gleich null, und der Bruch besteht dann nur mehr aus drei
Gliedern.

Will man hingegen nur das Verhiltnis von zwei Loschkonzentrationen ermitteln, so gilt dafiir durch
Kombination der Gleichungen (6) und (7) Gleichung (11):

Q] o.%kp-8.%,
= 1n

Q) 8.k, -o.lkg

Es ist moglich, daB Fluoreszenzindikatoren eingesetzt werden, die von derselben Fluoreszenzindikatorsubstanz
gebildet sind, die jedoch in verschiedener Indikatorumgebung, z. B. in verschiedenen Losungen oder Bindungen,
vorliegt, und daB diese Fluoreszenzindikatoren in den verschiedenen Indikatorumgebungen fiir den jeweils zu
bestimmenden Stoff bzw. Léscher unterschiedliche Loschkonstanten besitzen. In verschiedener Umgebung
vorliegende und dadurch fiir jeweils verschiedene Stoffe unterschiedliche Loschkonstanten aufweisende
Fluoreszenzindikatoren bzw. Indikatorsubstanzen sind fiir das erfindungsgemiBe Verfahren als voneinander
unabhéngig einsetzbare, unterschiedliche Fluoreszenzindikatoren zu betrachten.

Je nach der Verfahrensdurchfiihrung kénnen Fluoreszenzindikatoren eingesetzt werden, die sich in derselben
Phase bzw. Substanz wie die zu bestimmenden Stoffe befinden oder Fluoreszenzindikatoren eingesetzt werden, die
sich in einer anderen Phase bzw. von den zu bestimmenden Stoffen getrennt befinden, wobei die zu
bestimmenden Stoffe in die Indikatorphase diffundieren gelassen werden.

In einer Weiterbildung der Erfindung ist dabei vorgesehen, daB die Fluoreszenzindikatoren gleichzeitig den zu
bestimmenden Stoffen bzw. der diese enthaltenen Substanz zugegeben und ggf. vermischt werden oder auf
mehrere Stofflosungen oder Indikatormembranen verteilt eingesetzt werden.

Eine Anordnung der eingangs genannten Art zur Durchfiihrung des erfindungsgeméBen Verfahrens ist
erfindungsgemaf dadurch gekennzeichnet, daB8 eine der Anzahl der gleichzeitig zu bestimmenden Konzentrationen
der Stoffe entsprechende Anzahl von Fluoreszenzindikatoren in den Sensorelementen vorgesehen ist, welche
zumindest mittelbar an den Probenraum angrenzen, da8 zumindest einer der Fluoreszenzindikatoren ein in bezug
auf zumindest einen der zu bestimmenden Stoffe nicht spezifisch ansprechender bzw. von mehr als einem Stoff
ldschbarer Fluoreszenzindikator ist, da die Loschkonstanten dieses Fluoreszenzindikators fiir die ihn 16schenden
Stoffe jeweils unterschiedlich sind und daB die verringerten bzw. geloschten Fluoreszenzintensititen der einzelnen
Fluoreszenzindikatoren von Lichtdetektoren gemessen werden, die ggf. iiber einen Verstirker mit einer
Auswerteeinheit verbunden sind, sodaf die von den Detektoren empfangenen Signale dieser Auswerteeinheit zur
Ermittlung der Konzentrationen und/oder des Verhiltnisses der Stoffkonzentrationen der einzelnen zu
bestimmenden Stoffe zufiihrbar sind. Diese Anordnung erméglicht bei Einsatz von nicht spezifischen
Fluoreszenzindikatoren eine Bestimmung der Konzentrationen von Stoffen, auch wenn sich unter diesen Stoffen
nicht interessierende Storsubstanzen befinden.

Vorteilhaft ist es, wenn erfindungsgemiB zumindest ein Teil der Sensorelemente eine Indikatorsubstanz
enthilt, die bei den einzelnen Sensorelementen in jeweils verschiedener Umgebung bzw. Lésung oder Bindung
vorliegt und in verschiedener Losung bzw. Bindung gegeniiber den sie 16schenden Stoffen unterschiedliche
Loschkonstanten besitzt.

Bevorzugt ist es, wenn die Recheneinheit eine Divisionseinheit aufweist, in der der Quotient aus der
ungeldschten Fluoreszenzintensitit der einzelnen Fluoreszenzindikatoren und den einzelnen gemessenen
Fluoreszenzintensitéiten, ggf. nach Subtraktion eines konstanten, einem Streulichtanteil entsprechenden Wertes,
bestimmbar ist, daB die Recheneinheit eine Subtrahiereinheit besitzt, in der vom errechneten Quotienten der
Wert 1 abziehbar ist, und daB in der Recheneinheit eine Einheit zur Berechnung der Stoffkonzentrationen nach den
Gleichungen (6), (7), (8), (9), (10) oder der Konzentrationsverhiltnisse der Stoffe nach den Gleichungen (6), (7),
(11), vorgesehen ist.

Im folgenden wird die Erfindung anhand der Zeichnung beispielsweise niher erliutert. Fig. 1 bis 3 zeigen
verschiedene Mefanordnungen und Fig. 4 ein Diagramm zur Léschkonstantenermittlung,

Die Fig. 1 und 2 zeigen einfache Anordnungen, mit denen das erfindungsgemsBe Verfahren fiir den gingigen
Fall von zwei diffusionsféhigen Stoffen in fliissigen oder gasformigen Proben ausgefiihrt werden kann. An einem
Probenraum (20) sind auBen Fluoreszenzindikatoren bzw. in den Sensorelementen (21 A) und (21 B)
angebracht. Lichtquellen (22 A) bzw. (22 B) erzeugen mit den Fluoreszenzindikatoren Fluoreszenzen, deren
Intensititen mit Hilfe der Lichtdetektoren (23 A), (23 B) gemessen werden. In Abwesenheit von Loschern
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bzw. der zu untersuchenden Stoffe wird die Fluoreszenzintensitit FO besonders hoch sein; die gemessenen Werte
entsprechen dann den Grofen F° A FOB in Gleichung (2). Zur Messung wird dann die die zu bestimmenden

Stoffe enthaltende Substanz in den Probenraum (20) eingeleitet bzw. durch diesen geleitet. Aus dem Probenraum
(20) konnen nun Loschersubstanzen zu den in den Sensorelementen (21 A), (21 B) angeordneten
Fluoreszenzindikatoren diffundieren (z. B. Sauerstoff, Schwefeldioxid, Halothan usw.). Diese Loscherstoffe
bewirken bei diesen Indikatoren eine reversible Verminderung der Fluoreszenzintensitit auf F (Gleichung (2) bzw.
(4) und (5)). Mift man nun die Fluoreszenzintensitéit F A Fp beider Indikatoren in den Sensorelementen (21 A),

(21 B) so kann man in Kenntnis von F® A und FOB sowie der Loschkonstanten k die Konzentrationen der

Loscher berechnen. Zur besseren Diskriminierung des Anregungslichtes (24) und des Fluoreszenzlichtes (25)
koénnen auch Lichtfilter (26), (27), beispielsweise Interferenzfilter, in den Strahlengang eingebracht werden.

Die Probenrdume (20) kénnen als Einmal-MeBkammer oder auch als DurchfluBmeBzellen ausgefiihrt sein,
Ein Vorteil des erfindungsgem@Ben Verfahrens und der erfindungsgemifen Anordnung besteht auch darin, daB
sowohl einzelne Proben wie auch kontinuierlich vorbeistrémende Proben vermessen werden konnen.

Als Lichtquellen konnen thermoelekirische, elektronische, Laser- oder LED-artige Anordnungen dienen, die

kontinuierlich oder gepulst Licht liefern.
Die eingesetzten Sensorelemente bestehen iiblicherweise aus diinnen Membranen aus polymeren Materialien mit
Losungen loschersensitiver Materialien bzw. Indikatorsubstanzen, die ggf. mit Weichmacherzusitzen versehen
sind. Alternativ konnen Fluoreszenzindikatormaterialien bzw. -substanzen auch in kovalenter Weise an
Tragermaterial gebunden vorliegen.

Als Indikatoren kommen alle Fluoreszenzindikatoren bzw. Indikatorsubstanzen ggf. in unterschiedlichen
Umgebungen in Frage, welche durch Fremdsubstanzen eine Fluoreszenzloschung erleiden. ZweckmiBigerweise
sollen diese Indikatoren stark fluoreszieren und stabil sein. Als Beispiel seien folgende Indikator-Loscher-
Kombinationen genannt:

Pyrenbuttersdure - Sauerstoff Benzo(ghi)perylen-Halothan
Chlorophyll - Schwefeldioxid

Chininsulfat - Chloridion
Acridinsulfat - Bromidion
Indol - Hy0

Die Lichtdetektoren (23 A), (23 B) dienen zur Messung der Fluoreszenzlichtintensitit, die von der
Loscherkonzentration abhéngt. Als LichtmeBeinrichtungen bzw. -detektoren konnen lichtelektrische Photozellen,
Photoverstirker oder Photodioden eingesetzt werden. Das erhaltene MeBsignal wird iiblicherweise noch in einer
Verstiirkereinheit (28) verstiirkt, ehe es einer analogen oder digitalen Rechen- bzw. Auswerteeinheit (29) oder
Anzeigevorrichtung (30) zugefiihrt wird, In der Recheneinheit (29) werden die Konzentrationen der zu
bestimmenden Stoffe gemiB den angefiihrten Gleichungen ermittelt.

Fig. 3 zeigt eine schematische Darstellung zur kontinuierlichen Messung von drei Stoffen in optisch
transparenten stromenden Materialien, wie z. B. Gasen oder Fliissigkeiten. Die zu untersuchenden Stoffe strémen
in Richtung der Pfeile (34) durch einen von einem U-formigen Rohr gebildeten Probenraum (20) an
Sensorelementen mit den drei Fluoreszenzindikatoren vorbei, die durch das Licht (31) einer Lichtquelle (22) ggf.
durch Filter (26) zur Fluoreszenz erregt werden. Das von den Fluoreszenzindikatoren ausgestrahlte
Fluoreszenzlicht (32) wird, ggf. nach Passieren von Lichtfiltern (27), mit Hilfe von Lichtdetektoren (23 A),
(23 B), (23 C) gemessen. Die erhaltenen Signale werden in Verstirkern (28) verstirkt und mit einer
Rechnereinheit (29) gemiB Gleichungen (8), (9) und (10), ausgewertet. Sie kénnen dann analog oder digital in
der Anzeigeeinrichtung (30) angezeigt oder ausgedruckt werden. Zur Bestimmung des Verhiltnisses der
Loscherkonzentrationen zicht man Gleichung (10) heran.

Es wird bemerkt, daB es in der Praxis oft notwendig wird, vom anliegenden MeBsignal bzw. der gemessenen
Fluoreszenzintensitit F eine konstante GroBe Fg abzuziehen, um auf das eigentliche MeBsignal zu kommen. Die

GroBe F beriicksichtigt das storende Fluoreszenzlicht, welches durch Lichtstreuung in das

Fluoreszenzdetektionssystem gelangt.

Die Beschreibung dieser MeBanordnungen dient zur Verstindlichmachung des MeBprinzips. Im Bedarfsfall
kann es nach Mafigabe der Erfordernisse zu verschiedenartigen Anordnungen und zur Verwendung anderer Bauteile
kommen. So kann es z. B. notwendig werden, die Lichtzufuhr von der Lichtquelle zu den Fluoreszenzindikatoren
sowie die Lichtableitung von den Indikatoren zu den Lichtdetektoren mit Hilfe von Lichtleitern vorzunehmen. Es
ist moglich, den Indikatormembranen sogenannte Ionencarrier zozusetzen, um die Diffusion der Loscher durch die
Membranen bzw. in die Indikatoren zu erleichtern, bzw. selektiver zu gestalten.

Es stehen mehrere Moglichkeiten zur Erfassung der MeBwerte bzw. Ermittlung der Konzentrationen zur
Verfiigung. Fiir den hdufigen Fall, da man zwei MeBwerte benétigt, kann man

(a) die Fluoreszenzintensititen F A und FB mit Hilfe zweier Sensorelemente, die verschiedene
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Indikatorsubstanzen enthalten, in Gegenwart der Loscher bzw. zu bestimmenden Stoffe messen und dann die
Konzentrationen der Loscher Q; und Q, nach Gleichungen (6) und (7) oder graphisch ermitteln;

(b) die Fluoreszenzintensititen F A und Fp. mittels zweier Sensorelemente messen, die dieselbe

Indikatorsubstanz allerdings in jeweils verschiedener Indikatorumgebung, z. B. in verschiedenen Losungsmitteln
oder in verschiedenen Polymermembranen enthalten. Da sich die Léschkonstanten k einer Indikatorsubstanz mit
der Art der Umgebung bzw. des Losungsmittels dndern, kann man wiederum mit den Gleichungen (6) und (7)
bzw. graphisch die Konzentration von zwei Ldschern ermitteln, F A ist dann gleichzusetzen mit Fp.

Fiir den Fall von mehr als zwei Stoffen bzw. von in mehr als zwei verschiedenen Umgebungen bzw.
Losungen vorliegender Indikatorsubstanzen gilt natiirlich entsprechendes.

Die erfindungsgeméBen MeBmethoden kénnen in Art, Aufbau und geometrischer Anordnung verschieden
ausgestaltet sein,

Die Wechselwirkung zwischen Fluoreszenzindikator bzw. Indikatorsubstanz und dem L&scher kann in
homogener Losung erfolgen, indem Lgsungen von dem zu untersuchenden Stoff und dem Indikator
zusammengegeben werden, (z. B. Messungen in Kiivetten, wie in den folgenden Beispielen 1 und 2 angegeben
ist).

Die Wechselwirkung zwischen Fluoreszenzindikator und dem zu bestimmenden Stoff kann auch erfolgen,
indem die Indikatoren sich nicht in derselben Phase wie der Stoff befinden, indem die Loschersubstanzen aus der
die Stoffe enthaltenden Substanz zum Indikator bzw. zur Indikatorsubstanz diffundieren (z. B. bei der Bestimmung
von Gaskonzentrationen mit membranformigen Sensoren, wie z. B. in Fig. 1 bis 3).

Die Fluoreszenzindikatoren kénnen, wenn sie spektral unterscheidbare Strahlung abgeben, in einer Losung
oder einer Membran vorliegen, sie konnen aber auch erfindungsgemiB auf mehrere Stofflésungen oder auf
mehrere Sensorelemente verteilt sein.

In einer Ausgestaltung der Erfindung konnen zwischen dem Probenraum und den Sensorelementen
Reaktionsrdume vorgesehen sein, in welchen durch chemische Reaktion ldschende Stoffe in nichtléschende oder
in denen nichtléschende Stoffe in I6schende umwandelbar sind, soda auch nichtloschende Stoffe indirekt
untersucht bzw. bestimmt werden konnen.

Weiters konnen erfindungemiB zwischen dem Probenraum und den Sensorelementen permeationsselektive
Membranen angeordnet sein, was die Selektivitéit zusitzlich verbessert.

Es ist erfindungsgemdf auch méglich, daB die Sensorelemente und/oder die Reaktionsrdume und/oder die
permeationsselektiven Membranen fiir die Fluoreszenzindikatoren in Reihe nebeneinander oder schichtférmig
libereinander angeordnet sind.

Um Intensitéitsschwankungen der Lichtquelle (22) zu eliminieren, ist erfindungsgemi8 vorgesehen, daB den
Sensorclementen zur Ausschaltung von Lichtquellenintensititsschwankungen eine ReferenzlichtmefBzelle bzw.
ein Referenzindikator zugeordnet ist, die bzw. der ggf. iiber einen Verstirker an die Recheneinheit angeschlossen
ist. Dazu ist eine ReferenzlichtmeBzelle (33) vorgesehen (Fig. 3), die die Intensitit der Lichtquelle (22) miBt
und die mit den Verstéirkern (28) verbunden ist, um Schwankungen der Lichtquelle (22) zu kompensieren bzw.
nicht als Anderungen in der Fluoreszenziniensitit erscheinen zu lassen. Die Anwendungsmoglichkeiten der
vorliegenden Erfindung sind mannigfaltig: lediglich als Beispiele, aber ohne weitere Anwendungsmoglichkeiten
damit einzuschriinken, seien genannt:

a) die gleichzeitige Messung von Sauerstoff und Schwefeldioxid in Industrieabgasen oder in
UmweltmeBanlagen.

b) Die Messung von Sauerstoffkonzentrationen z. B. in StraBentunnels in Gegenwart stérender Autoabgase,
wie z. B. SO, oder NO,.

¢) Die gleichzeitige Messung der Loscher Sauverstoff und Halothan im Anéisthesiegas wihrend der Anisthesie.

d) Die kontinuierliche Messung von Chlorid und Sulfit in Abwassern.

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen niher erldutert, denen auch die Exaktheit des
erfindungsgeméBen MeBverfahrens zu entnehmen ist:

1. Beispiel:
Quantitative fluorimetrische Simultanbestimmung zweier Loscher (Chlorid und Bromid) in homogener
Losung

Prinzip: Die Fluoreszenzintensitit der Indikatoren Chinin und Acridin wird durch Bromid und Chlorid
unterschiedlich geltscht.

5.123 mg 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (MG: 202.56) und 4,602 mg Benzalacetophenondibromid (MG: 368.08)
wurden zusammen eingewogen und in einer Sauerstoffatmosphére verbrannt. Die Verbrennungsgase werden in
5 ml einer 1 %-igen Hydrazinsulfatlosung absorbiert.

Nach der Absorption der Reaktionsgase wurde der Inhalt des Kolbens in einen 20 ml MaBkolben iiberfiihrt
und dieser ohne Indikatorzugabe aufgefiillt. Man pipettierte nun je 8 ml dieser Stammltsung in zwei 10 ml

MaBkolben. In den einen kamen 1 ml einer 2.0 . 10~ molaren Chininsulfatlosung in 1 N Schwefelsdure
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(1. Indikator), in den anderen 1 ml einer 1.0 . 10'5 molaren Acridinlosung in 1 N Schwefelsture (2. Indikator).
Danach wurden beide Kolben mit Wasser auf 10 ml aufgefiillt. Nach der Bereitung zweier halogenidfreier

Standardlésungen wurden deren Standard-Fluoreszenzintensititen (F° A und FOB) auf 100 eingestellt. Der relative
F-Wert der Probe (Chininsulfat als Indikator) betrug 76.1, der Fp-Wert der Probe (Acridin als Indikator) zuféllig

ebenfalls 76.1.
Die fiir die Auswertung der MeBergebnisse erforderlichen Léschkonstanten k wurden vorher bestimmt und
sind in der Tabelle 1 aufgefiihrt:

Tabelle 1

Loschkonstanten k fiir die im folgenden Beispiel verwendeten Indikatoren Chininsulfat und Acridin in
Schwefelsdure

Indikator ClI Br’
Chininsulfat in Ik, = =
0.1 NH,S04 (A) 133.0 177.5
Acridin in kg = %Kp =
0.1 N H,SO,4 (B) 9.5 304.2
Auswertung:
Folgende Mefergebnisse wurden erhalten:
FO A = FOB = 100
Fp=Fp=76.1

o= (04 /Fy) - 1=031506

B = (F°p/FOp) - 1=031506

Setzt man diese Grofen und die Stern-Volmer-Konstanten k in die Gleichungen (6) und (7) ein, so ergeben
sich die molaren Konzentrationen der Léscher Chlorid und Bromid zu:

CI" =1.0296 mM = 0.9126 mg/25 ml Gesamtprobenvolumen
Br =1.0036 mM = 2.0048 mg/25 ml Gesamtprobenvolumen

Um den mg-Gehalt Halogenid zu erhalten, muB die molare Loscherkonzentration der Proben mit dem
Molekulargewicht und dem Gesamtprobenvolumen in ml multipliziert und durch 1000 dividiert werden.

Dividiert man den in mg/Gesamtprobenvolumen erhaltenen Analysenwert durch die Einwaage (in mg) und
multipliziert man das Ergebnis mit 100, so erhélt man den Relativprozentgehalt der Halogenide. Fiir das
angefiihrte Beispiel erhilt man folgendes Ergebnis:

Einwaage: 9.9725 mg
gefunden Chlorid: 9.38 %, berechnet 9.22 %
Bromid: 20.61 %, berechnet 20.55 %

2. Beispiel: :

Quantitative fluorimetrische Simultanbestimmung dreier Léscher (Chlorid, Bromid und Jodid) in homogener
Losung.

Prinzip: Die Fluoreszenz der Indikatoren Chinin, Acridin und Harman wird in schwefelsaurer Lsung durch
die Stoffe Chlorid, Bromid und Jodid in unterschiedlicher Weise geltscht. '

Die fluorimetrische Simultanbestimmung von drei Loschern wurde anhand von drei
Kaliumhalogenidlosungen iiberpriift. Dazu ermittelte man zuerst die Loschkonstanten und iiberpriifte deren
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additive Zusammensetzung zu einer Gesamtldschkonstante. Tab. 2 gibt die Ergebnisse dieser Untersuchung
wieder.
Tabelle 2

Ionenspezifische Loschkonstanten und Gesamtloschkonstanten fiir in der Losung gleichzeitig vorliegende
Halogenide.

Indikator: Chininsulfat in 0.1 N HZSO4.

Gesamtkonz. Halogenid k®
d. Halogenide
mM
1 KCl 133
1 KBr 178
1 KJ 243
2 KCI+KBr 310
2 KCI+KJ 377
2 KBr+KJ 421
3 KCI+KBr+KJ 557

3) Die Gesamtloschkonstanten beziehen sich auf gleiche Konzentrationen der vorliegenden Loscher.

Wie aus Tab. 2 ersichtlich, ist eine additive Zusammensetzung der Gesamtlschkonstanten aus dem isoliert
gemessenen ionenspezifischen Konstanten gegeben. Damit konnte bewiesen werden, daf8 die Loschbeitrige der
einzelnen Ionen bzw. Stoffe unabhingig von der Anwesenheit anderer Loscher erfolgen bzw. sind.

Zur Simultanbestimmung der drei Halogenide wurden in drei 10 ml MaBkolben jedesmal je 1 ml einer
1.00 . 102 molaren KCl-, KBr- und KJ-Losung pipettiert. Von den Indikatoren Chininsulfat, Acridin und
Harman wurden in 1 N Schwefelsiure Lésungen bereitet und in jeden Kolben 1 ml von einer der drei
Indikatorlosungen gegeben. Nach dem Auffiillen der MaBkolben wurde die (relative) Fluoreszenzintensitit F der
Proben gegen die Fluoreszenzintensitit FO der entsprechenden Standardlésungen (1 ml Indikatorlosung/10 ml

Wasser) gemessen. Ihre Standardfluoreszenzintensitit F® wurde dabei auf 100 eingestellt und nach jeder Messung
iiberpriift. Die fiir die einzelnen Indikatoren bestimmten Loschkonstanten sind in Tab. 3 angefiihrt.

Tabelle 3

Loschkonstanten fiir die Simultanbestimmung von Chlorid, Bromid und Jodid in homogener wiBriger
Losung.

Indikator cr Br’ J
Chininsulfat in 0.1 N HySO, 133 (Ikp) 178 (% ) 243 (3kp)
(A)
Acridin in 0.1 N H,S0, 95(kg) | 3041Ckg) | 3967 Ckp)
B)
Harman in (3 N H,SOy 02 (ko) 94Cke) | 2124 Ckp)
(

Die drei MeBwerte der relativen Fluoreszenzintensitiiten F A FB, FC waren;

Fp=643, Fp=584, Fo=818

F,=Fp= FO( = 100 (Standardfluoreszenzintensititen)
0= (FOfFy) - 1=0.55521

B=(FO/Fp) - 1=0.71233

Y= Fc/Fo) - 1=0.22249
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Die Berechnung nach den Gleichungen 8 bis 10 ergibt:

Systemdeterminante = 7759322.2

Determinante 1 = 7762.839
Determinante 2 = 7786.451
Determinante 3 = 7776.161

Daraus ergeben sich die Konzentrationen der Halogenidiésungen zu:

[CI"] = 1.000 mM
[Br'] =1.003 mM
77 =1.002mM

Die ermittelten Konzentrationen stimmen mit den taiséchlichen einpipettierten (1.000 mM) sehr gut iiberein.

3. Beispiel:

Gleichzeitige kontinuierliche Bestimmung von Sauerstoff und Halothan in einem Anésthesiegas

Prinzip; Die Fluoreszenz gewisser aromatischer Kohlenwasserstoffe wird durch Sauerstoff und Halothan (ein
Andisthesiegas) geldscht,

In einer MeBanordnung, wie sie in vereinfachter Form in der Fig. 2 schematisch dargestellt ist, wurde die
Fluoreszenzloschung durch ein Gas gemessen, welches 20 % Sauerstoff und 4,4 % Halothan enthielt. Die
Fluoreszenzindikatoren der Sensorelemente (21 A) und (21 B) enthielten Losungen von Decacyclen bzw.
Benzo(ghi)perylen oder heterocyclischen Verbindungen in quervernetzten Silikonen bzw. Polyvinylchlorid mit

hohem Weichmacheranteil. In Vorversuchen wurden, wie Fig. 4 zeigt, die Loschkonstanten Iy A (Loschung des
Fluoreszenzindikators im Sensorelement (21 A) durch den ersten Loscher O,), e A (Loschung des Indikators
durch den zweiten Lischer Halothan), 1kB (Loschung des Indikators im Sensorelement (21 B) durch O,) und

ZkB (Loschung desselben Indikators durch Halothan) experimentell bestimmt, und zwar nach Gleichung (1) . In
Fig. 4 sind auf der Abszisse die O- bzw. Halothankonzentrationen [Q;] [Q;] und auf der Ordinate der um 1

verminderte Quotient der Standard- und relativen Fluoreszenzintensitit aufgetragen. Die Anstiege der gezeichneten
Geraden entsprechen den Loschkonstanten des ersten Indikators fiir O, bzw. Halothan.

Die Loschkonstanten des ersten und zweiten Indikators sind in Tab. 4 zusammengestellt.

Tabelle 4

Loschkonstanten von Fluoreszenzindikatoren mit aromatischen Kohlenwasserstoffen durch Sauerstoff und
Halothan

Sensor 1 Yk, = 0202 2 = 0811
Sensor 2 kg = 0771 2kp = 0.643

Folgende MeBwerte wurden erhalten: FO A/F o =1073; daher ist a gleich 0.073. POB/FB = 1.180; daher ist B

gleich 0.180.
Setzt man o, B und die Loschkonstanten der Tab. 4 in die Gleichungen (6) und (7) ein, so resultieren fiir die
Konzentrationen von 02 [Ql] und Halothan [Q,] die Werte 0.1999 bzw. 0.043, entsprechend einem Prozentsatz

von 19.99 und 4.3 %. Dies steht in hervorragender Ubereinstimmung mit dem tatsichlichen Sauerstoff- bzw.
Halothangehalt.

-10-
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur fluorimetrischen Bestimmung der Konzentration von in einer Substanz enthaltenen Stoffen,
z. B. Gasen, Fliissigkeiten, mit Fluoreszenzindikatoren, deren Fluoreszenzintensitit von den zu bestimmenden
Stoffen gemindert bzw. geléscht wird, dadurch gekennzeichnet, daB zur insbesondere gleichzeitigen
Bestimmung der Konzentrationen von zumindest zwei Stoffen an der die Stoffe enthaltenden Substanz eine der
Anzahl der zu bestimmenden Stoffkonzentrationen entsprechende Anzahl von Messungen der
Fluoreszenzintensitit vorgenommen wird, wobei zumindest ein in bezug auf zumindest einen der zu
bestimmenden Stoffe nicht spezifischer bzw. ein von mehr als einem der Stoffe 16schbarer Fluoreszenzindikator
eingesetzt wird, der in bezug auf die ihn jeweils in seinen Intensitéiten 1schenden Stoffe (Loscher) verschiedene
Laoschkonstanten aufweist und daB aus den bekannten, ungeléschten Fluoreszenzintensitiiten der eingesetzten
Fluoreszenzindikatoren, den gemessenen geldschten bzw. geminderten Fluoreszenzintensitéten und den bekannten
bzw. vorab, z. B. graphisch oder rechnerisch, ermittelten Loschkonstanten die Konzentrationen der einzelnen
Stoffe und/oder das Verhiltnis von Stoffkonzentrationen, bestimmt werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB zur Bestimmung der Konzentration von einem
Stoff oder der Konzentrationen von mehreren Stoffen in Gegenwart von zumindest einem weiteren nicht
interessierenden bzw. stérenden Stoff, welcher die Fluoreszenzintensitit(en) des bzw. der auf den bzw. auf die zu
bestimmenden Stoff(e) ansprechenden Fluoreszenzindikator(en)s ebenfalls 16scht, sowohl die
Fluoreszenzintensitit(en) beziiglich des zu bestimmenden Stoffes bzw. der zu bestimmenden Stoffe als auch
beziiglich des storenden Stoffes bestimmt wird bzw. werden und die gemessenen Fluoreszenzintensititen zur
Ermittlung der Konzentration(en) des bzw. der zu bestimmenden Stoffe(s) herangezogen wird bzw. werden.

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Fluoreszenzindikatoren
gleichzeitig den zu bestimmenden Stoffen bzw. der diese enthaltenden Substanz zugegeben und ggf. vermischt
werden oder auf mehrere Stofflosungen oder Indikatormembranen verteilt eingesetzt werden.

4. Anordnung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 3, bei der die die zu
bestimmenden Stoffe enthaltende Substanz in einem Probenraum angeordnet ist und mit den
Fluoreszenzindikatoren der Sensorelemente zusammenwirkt, wobei die Fluoreszenzintensitit der von einer
Lichtquelle in den Fluoreszenzindikatoren angeregten Fluoreszenzstrahlung durch die zu bestimmenden Stoffe
verringer- bzw. l6schbar ist, dadurch gekennzeichnet, daB eine der Anzahl der gleichzeitig zu bestimmenden
Konzentrationen der Stoffe entsprechende Anzahl von Fluoreszenzindikatoren in den Sensorelementen
(21 A, 21 B, 21 C, ...) vorgesehen ist, welche zumindest mittelbar an den Probenraum (20) angrenzen, daB
zumindest einer der Fluoreszenzindikatoren ein in bezug auf zumindest einen der zu bestimmenden Stoffe nicht
spezifisch ansprechender bzw. von mehr als einem Stoff loschbarer Fluoreszenzindikator ist, daB die
Loschkonstanten dieses Fluoreszenzindikators fiir die ihn 16schenden Stoffe jeweils unterschiedlich sind und daB
die verringerten bzw. geldschten Fluoreszenzintensititen der einzelnen Fluoreszenzindikatoren von
Lichtdetektoren (23 A, 23 B, 23 C, ...) gemessen werden, die gegebenenfalls iiber einen Verstirker (28)
mit einer Auswerteeinheit (29) verbunden sind, sodaB die von den Detektoren (23 A, 23 B, 23 C, ...)
empfangenen Signale dieser Auswerteeinheit (29) zur Ermittlung der Konzentrationen und/oder des Verhéltnisses
der Stoffkonzentrationen der einzelnen zu bestimmenden Stoffe zufiihrbar sind.

S. Anordnung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB zumindest ein Teil der Sensorelemente
(21 A, 21 B, 21 C, ...) eine Indikatorsubstanz enthilt, die bei den einzelnen Sensorelementen in jeweils
verschiedener Umgebung bzw. Losung oder Bindung vorliegt und in verschiedener Losung bzw. Bindung
gegeniiber den sie l16schenden Stoffen unterschiedliche Loschkonstanten besitzt.

6. Anordnung nach einem der Anspriiche 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, da8 die Fluoreszenzindikatoren
bzw. -substanzen auf mechrere Stofflsungen oder auf mehrere Sensorelemente (21 A, 21 B, 21 C, ...)
verteilt sind.

7. Anordnung nach einem der Anspriiche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da§ zwischen dem Probenraum
(20) und den Sensorclementen (21 A, 21 B, 21 C, ...) Reaktionsriume vorgesehen sind, in welchen durch
chemische Reaktion l16schende Stoffe in nichtléschende oder in denen nichtloschende Stoffe in 16schende
umwandelbar sind.
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8. Anordnung nach einem der Anspriiche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB zwischen dem Probenraum
(20) und den Sensorelementen (21 A, 21 B, 21 C, ...) permeationsselektive Membranen angeordnet sind.

9. Anordnung nach einem der Anspriiche 4 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Sensorelemente
(21 A, 21 B, 21 C, ...) in der Spitze einer optischen MeBsonde angeordnet sind, die in die die Stoffe
enthaltende Substanz eintauchbar ist.

10. Anordnung nach einem der Anspriiche 4 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Sensorelemente
(21 A, 21 B, 21 C, ...) und/oder die Reaktionsriume und/oder die permeationsselektiven Membranen fiir die
Fluoreszenzindikatoren in Reihe nebeneinander oder schichtférmig iibereinander angeordnet sind.

11. Anordnung nach einem der Anspriiche 4 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB zur Steigerung der
optischen Selektivitidt und zur Rauschunterdriickung Lichtfilter (26, 27) in dem Strahlengang zwischen der
Lichtquelle (22) und dem Probenraum (20) und/oder zwischen dem Probenraum (20) und den Sensorelementen
(21 A, 21 B, 21 C, ...) vorgesehen sind.

12. Anordnung nach einem der Anspriiche 4 bis 11, dadurch gekennzeichnet, da den Sensorelementen
(21 A, 21 B, 21 C, ..) zur Ausschaltung von Lichtquellenintensitdtsschwankungen eine

ReferenzlichtmefBzelle (33) bzw. ein Referenzindikator zugeordnet ist, die bzw. der gegebenenfalls iiber einen
Verstéirker (28) an die Recheneinheit (29) angeschlossen ist.

Hiezu 2 Blatt Zeichnungen
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