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(57) Hauptanspruch: Verfahren zur Bestimmung einer Ver-
anderlichen einer Probe (50), umfassend die Schritte:

a) Herstellen eines Kontakts zwischen mindestens einer
Sensorsubstanz (59) und der Probe (50), wobei die min-
destens eine Sensorsubstanz (59) ein Lumineszenzverhal-
ten mit einer Relaxationszeit, die von der Veranderlichen
abhangt, aufweist;

b) Anregen des Lumineszenzverhaltens der mindestens ei-
nen Sensorsubstanz (59) durch ein elektromagnetisches
Anregungssignal (1), welches einen vorgegebenen Zeitver-
lauf mit aufeinanderfolgenden Signalmaxima (8) aufweist,
wobei der zeitliche Abstand aufeinanderfolgender Signal-
maxima (8) Uber die Dauer des Anregungssignals (1) ent-
weder streng monoton abnimmt oder streng monoton zu-
nimmt;

c) Erzeugung eines zeitabhangigen Ausgangssignals (10)
durch Integration eines Zeitverlaufs einer Lumineszenzant-
wort (22) der mindestens einen Sensorsubstanz (59) auf
das Anregungssignal (1) Uber aufeinanderfolgende Zeitin-
tervalle (21) wahrend des Anregungssignals (1);

d) Bestimmen der Veranderlichen aus mindestens einem
auf den Zeitverlauf des Anregungssignals (1) bezogenen
Zeitpunkt (16, 17) des Auftretens einer Stufe (11, 12, 18)
im Ausgangssignal (10).
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur Bestimmung einer Veranderlichen einer Pro-
be, spezieller ein Verfahren, bei dem die Veranderli-
che der Probe aus dem Lumineszenzverhalten einer
Sensorsubstanz bestimmt wird.

[0002] Die deutsche Offenlegungsschrift
DE 196 34 873 A1 beschreibt eine Vorrichtung
und ein Verfahren zur Unterscheidung von mindes-
tens zwei unterschiedlich fluoreszierenden Arten von
Molekuilgruppen, die an Analytmolekiile gebunden
sind, durch zeitaufgeléste Fluoreszenzmessung. Da-
bei wird eine Lichtquelle zur Beleuchtung eines Pro-
bevolumens fir ein Zeitintervall T, aktiviert, anschlie-
Rend nach einem Zeitintervall T, ein Detektor flr ei-
ne Zeit T; aktiviert. Aus dem Zeitverlauf der im Zeit-
intervall T; aufgenommenen Detektorsignale wird er-
mittelt, welche der mindestens zwei Molekulgruppen
im Probevolumen enthalten ist.

[0003] Das US-Patent US 5,315,993 A offenbart ei-
ne Sonde und eine Vorrichtung zur Uberwachung
einer Vielzahl von Parametern in einer Umgebung
unter Ausnutzung einer Lumineszenz-Erscheinung.
Ein Lumineszenz-Mittel wird hierzu mit einer Viel-
zahl von Anregungslichtkomponenten, deren Ampli-
tuden mit bestimmten Modulationsfrequenzen zeit-
moduliert werden, bestrahlt. Die Lumineszenz-Ant-
wort umfasst eine Vielzahl von Lumineszenzlicht-
komponenten, welche den Modulationen des Anre-
gungslichts entsprechende Modulationen aufweisen.
Uber eine Fouriertransformation ergeben sich spek-
trale Daten, welche in Modellgleichungen eingehen,
aus denen dann unter anderem die Lebensdauer ein-
zelner Lumineszenzlichtkomponenten bestimmt wer-
den kann.

[0004] Die deutsche Offenlegungsschrift
DE 101 52 994 A1 beschreibt ein Verfahren zur
gleichzeitigen optischen Bestimmung von pH-Wert
und Geldstsauerstoff einer Uberwiegend wassrigen
Probe. Dabei wird eine einzige Sensormatrix verwen-
det, die mindestens zwei Indikatorfarbstoffe enthalt,
die fur die Messgréflien pH-Wert und Geldstsauerstoff
zumindest ein differenzierbares optisches Signal lie-
fern. In einer offenbarten Auspragung des Verfahrens
werden pH-Wert und Geldstsauerstoff durch die Mes-
sung der Abklingzeit einer Fluoreszenzantwort der In-
dikatoren nach pulsférmiger Anregung bestimmt.

[0005] Die europaische Patentanmeldung
EP 0 442 060 A2 betrifft eine ratiometrische Lumi-
neszenz-Messung zur Bestimmung einer Veréander-
lichen, beispielsweise der Konzentration eines Stof-
fes. Hierzu werden ein erstes lumineszierendes Ma-
terial mit einem ersten Absorptionsband und ein zwei-
tes lumineszierendes Material mit einem zweiten Ab-
sorptionsband verwendet; das erste und das zweite

Absorptionsband tberlappen nicht vollstandig. In ein-
ander abwechselnden ersten und zweiten Beleuch-
tungsintervallen werden die lumineszierenden Mate-
rialien mit einem ersten Anregungslicht innerhalb des
ersten, aber aulRerhalb des zweiten Absorptionsban-
des, bzw. mit einem zweiten Anregungslicht inner-
halb des zweiten, aber aulierhalb des ersten Absorp-
tionsbandes beleuchtet. Die entsprechend wahrend
erster bzw. zweiter Antwortintervalle detektierten Lu-
mineszenzantworten des ersten bzw. zweiten lumi-
neszierenden Materials werden ausgewertet und zur
Bestimmung der Veranderlichen herangezogen.

[0006] Der Artikel ,Luminescence Lifetime Imaging
of Oxygen, pH, and Carbon Dioxide Distribution
Using Optical Sensors® von G. Liebsch, I. Klimant, B.
Frank, G. Holst und O.S. Wolfbeis in Applied Spectro-
scopy 54, Nummer 4 (2000), Seite 548 bis 559, be-
schreibt die Bestimmung diverser Veranderlicher fir
Proben in den Kavitaten einer Mikrotiterplatte durch
die Abhangigkeit der Fluoreszenzlebensdauer von
als Sensor verwendeten Materialien von der jewei-
ligen Veranderlichen. Die Fluoreszenzlebensdauer
wird wie folgt ermittelt: die Fluoreszenz wird durch ei-
nen Lichtpuls angeregt, nach dessen Ende wird wah-
rend zwei zeitlich beabstandeten Intervallen bevor-
zugt gleicher Zeitdauer jeweils die Fluoreszenzant-
wort der Sensoren aufintegriert. Aus dem Quotien-
ten der so erhaltenen Integralwerte wird die Fluores-
zenzlebensdauer bestimmt. Gegenuber rein intensi-
tatsbasierten Methoden hat diese auf einem Quotien-
ten von MessgroéRen beruhende, ratiometrische Me-
thode den Vorteil, von den lokalen Absolutwerten der
Anregungsenergie praktisch unabhangig zu sein.

[0007] Der Artikel ,Fluorescent Imaging of pH with
Optical Sensors Using Time Domain Dual Lifetime
Referencing“ von G. Liebsch, |. Klimant, C. Krause
und O.S. Wolfbeis in Analytical Chemistry Vol. 73, No.
17, September 1, 2001, Seiten 4354 bis 4363 betrifft
die Bestimmung der pH-Verteilung in Mikrotiterplat-
ten und auf einer Oberflache.

[0008] Hierzu wird eine Kombination zweier lumines-
zierender Materialien, welche zueinander in einem
festen Mengenverhaltnis stehen, verwendet: ein fluo-
reszierendes Material, dessen Fluoreszenzabkling-
dauer vom pH-Wert abhangt, und ein phosphores-
zierendes Material, dessen Phosphoreszenzabkling-
dauer pH-unabhéngig ist. Die lumineszierenden Ma-
terialien werden durch Beleuchtung angeregt, und
wahrend der Anregungsdauer wird innerhalb eines
ersten Intervalls die kombinierte Fluoreszenz- und
Phosphoreszenzantwort der Materialien aufintegriert.
Unmittelbar nach Ende der Anregung wird die Auf-
zeichnung der Lumineszenzantwort der Materialien
flr eine Zeitspanne unterbrochen, welche lang genug
ist, die Fluoreszenz praktisch vollstdndig abklingen
zu lassen. Anschliel3end wird wahrend eines zweiten
Zeitintervalls, das bevorzugt ebenso lang ist, wie das
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erste Intervall, die Phosphoreszenzantwort des phos-
phoreszierenden Materials aufintegriert. Aus dem
Quotienten der beiden erhaltenen Integralwerte kann
letztlich auf den pH-Wert geschlossen werden.

[0009] Die deutsche Offenlegungsschrift
DE 10 2011 055 272 A1 beschreibt ein Verfahren
zur Bestimmung wenigstens eines Parameters zu ei-
nem System, wobei der wenigstens eine Parame-
ter von mindestens einer Relaxationszeit des Sys-
tems abhangt. Das System wird durch eine erste Fol-
ge von elektromagnetischen Anregungspulsen ange-
regt, welche einen ersten definierten zeitlichen Puls-
abstand zwischen aufeinanderfolgenden Anregungs-
pulsen aufweist. Die Antwort des Systems auf die
erste Folge von Anregungspulsen wird kontinuierlich
Uber die Zeit integriert, und so ein erstes Antwort-Si-
gnal erzeugt. Ebenso wird durch kontinuierliche Zeit-
integration zumindest einer zweiten Antwort des Sys-
tems ein zweites Antwort-Signal erzeugt. Unter Ein-
beziehung des ersten Antwort-Signals und des zu-
mindest einen zweiten Antwort-Signals wird der we-
nigstens eine Parameter bestimmt. Bevorzugt invol-
viert dies die Bildung eines Verhaltnisses aus dem
ersten und mindestens einem zweiten Antwort-Si-
gnal. Das System kann ein Objekt und ein sensori-
sches Mittel umfassen, welches zumindest eine Re-
laxationszeit aufweist, die von einer Veranderlichen
des Objekts abhangt. Der Parameter, und damit ge-
gebenenfalls die Veranderliche, kdnnen ortsaufgeldst
bestimmt werden.

[0010] Die us Patentanmeldung
US 2013/0140431 A1 betrifft ein Verfahren zur Mes-
sung des Abfalls einer Lumineszenz aufgrund der
begrenzten Lebensdauer von Anregungen in einem
Material, beispielsweise einem Halbleiter. Dabei wird
das Material periodisch angeregt, und das vom Mate-
rial aulRerhalb der jeweiligen Anregungsphase emit-
tierte Licht wird Uber den Zeitraum mehrerer Anre-
gungen hinweg integriert. Wiederholte derartige Mes-
sungen mit verschiedenen Modulationsfrequenzen
der Anregung fiihren zu einem stufenartigen Verlauf
der jeweils resultierenden integrierten Lichtintensitat
in Abhé&ngigkeit von der Modulationsfrequenz. Aus
der Lage dieser Stufe auf der Achse der Modulations-
frequenz kann auf die Lebensdauer der Anregungen
geschlossen werden.

[0011] Lumineszenzbasierte Messverfahren sind fur
den Nachweis und die quantitative Bestimmung ei-
ner Vielzahl von Analyten bekannt. Beruht das Ver-
fahren auf der Intensitdt der Lumineszenzerschei-
nung, so ist eine reproduzierbare Beleuchtung der
untersuchten Probe, bei flachiger Beleuchtung einer
ausgedehnten Probe auch die rdumliche Homogeni-
tat der Beleuchtungsstarke von entscheidender Be-
deutung. Andere Untersuchungsmethoden beruhen
auf der Abklingdauer der Lumineszenzerscheinung
und nutzen aus, dass diese Abklingdauer bei etli-

chen lumineszenten Stoffen von bestimmten Veran-
derlichen der Umgebung abhangt; Beispiele fur sol-
che Veranderliche sind pH-Wert, Konzentration ei-
nes Stoffes, oder Temperatur. Bei derartigen Unter-
suchungsmethoden, fir welche sich im oben genann-
ten Stand der Technik Beispiele finden, wird die Lumi-
neszenzantwort eines als Sensormaterial verwende-
ten Stoffes Uber definierte Zeitintervalle aufintegriert,
und die so erhaltenen Integralwerte ins Verhéaltnis
gesetzt. Durch diese Quotientenbildung, weswegen
man die Methoden auch als ratiometrisch klassifiziert,
wird die Abhangigkeit von Schwankungen der Be-
leuchtungsstarke deutlich reduziert. Bei diesen Me-
thoden wird nicht zwangslaufig explizit die Abkling-
dauer oder Relaxationszeit der Lumineszenzerschei-
nung bestimmt, sondern haufig stattdessen ein Pa-
rameter, der von der Relaxationszeit abhéngt, bei-
spielsweise der Quotient der genannten Integralwer-
te. Ist eine jeweils zu bestimmende Veranderliche ge-
gen einen entsprechenden jeweiligen Parameter ka-
libriert, kann der Wert der Veranderlichen aus der Lu-
mineszenzantwort bestimmt werden. Eine Schwierig-
keit bei diesen Methoden besteht jedoch darin, die
definierten Zeitintervalle fir die Integration der Lumi-
neszenzantwort in der Messanordnung hinreichend
prazise zu realisieren. Hierzu ist ein gewisser techni-
scher Aufwand erforderlich, welcher mit entsprechen-
den Kosten verbunden ist. Ferner ist die verwendete
Technik sehr empfindlich, was die Verwendung ins-
besondere als tragbare Gerate fiir den Feldeinsatz
problematisch macht, insbesondere wiederum unter
Kostengesichtspunkten.

[0012] Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren
bereitzustellen, das es ermdglicht, eine Veranderli-
che einer Probe in einfacher, insbesondere in der
Durchfiihrung unaufwéandiger, Weise zu bestimmen.

[0013] Die Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren
gemal’ Anspruch 1.

[0014] Zur Durchfiihrung des erfindungsgemafien
Verfahrens wird zunachst ein Kontakt zwischen min-
destens einer Sensorsubstanz und der Probe herge-
stellt. Jede hierbei verwendete Sensorsubstanz weist
ein Lumineszenzverhalten mit einer Relaxationszeit
auf, welche von der zu bestimmenden Veranderli-
chen der Probe abhangt. Lumineszenz umfasst zu-
mindest Phosphoreszenz und Fluoreszenz. Dabei ist
der bereits erwahnte Kontakt zwischen der mindes-
tens einen Sensorsubstanz und der Probe, fir den
Fachmann offenkundig, von solcher Art, dass die
Sensorsubstanz auf die zu bestimmende Verander-
liche der Probe reagieren kann. Handelt es sich bei
der Veranderlichen beispielsweise um eine Tempe-
ratur der Probe, so muss ein Warmeulbergang zwi-
schen der Probe und der Sensorsubstanz mdglich
sein. Handelt es sich bei der zu bestimmenden Ver-
anderlichen beispielsweise um die Konzentration ei-
nes Stoffes, so muss ein entsprechender Stoffkontakt
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zwischen der Probe und der Sensorsubstanz mdéglich
sein, das heil’t, Molekile der Sensorsubstanz mis-
sen mit Molekulen des Stoffes zusammentreffen, bei-
spielsweise um Energie zwischen den Molekilen zu
Ubertragen oder um eine chemische Reaktion einzu-
gehen.

[0015] Die Sensorsubstanz wird sodann durch ein
elektromagnetisches Anregungssignal zur Lumines-
zenz angeregt. Das elektromagnetische Anregungs-
signal weist einen vorgegebenen Zeitverlauf auf. Da-
bei zeigt das Anregungssignal zeitlich aufeinander-
folgende Signalmaxima, wobei der zeitliche Abstand
aufeinanderfolgender Signalmaxima Uber die Zeit-
dauer des Anregungssignals streng monoton ab-
nimmt oder streng monoton zunimmt. Bevorzugt
entsprechen die Signalmaxima alle dem gleichen
Wert des Anregungssignals, innerhalb fachspezifi-
scher Toleranzen.

[0016] Das erfindungsgemale Verfahren kann im
Grundsatz stets angewandt werden, wenn es eine
Sensorsubstanz gibt, die durch elektromagnetische
Strahlung dazu angeregt werden kann, eine Lumi-
neszenzerscheinung zu zeigen, sofern diese Lumi-
neszenzerscheinung eine Relaxationszeit aufweist,
die von der zu bestimmenden Veranderlichen der
Probe abhéangt. Der Wellenlangenbereich der zur An-
regung verwendeten elektromagnetischen Strahlung
bestimmt sich dann aus den Erfordernissen der je-
weiligen Sensorsubstanz, d.h. es ist der Wellenlan-
genbereich zu verwenden, der die zur Bestimmung
der Veranderlichen genutzte Lumineszenz der Sen-
sorsubstanz anregen kann. Dem Fachmann ist da-
bei bekannt, dass der Wellenlangenbereich vorteil-
haft so begrenzt wird, dass weitere Effekte, wel-
che die Bestimmung der Veranderlichen stéren, etwa
durch zusatzliche Lumineszenzerscheinungen oder
rasche Zerstérung von Sensorsubstanz oder Pro-
be vermieden werden. Die Erfindung ist daher nicht
auf einen bestimmten Teilbereich des elektromagne-
tischen Spektrums beschréankt; in der Uberwiegenden
Zahl der Falle wird elektromagnetische Strahlung aus
dem Bereich von Infrarot- bis Ultraviolettlicht verwen-
det, das erfindungsgeméafe Verfahren kann aber bei-
spielsweise auch im Bereich von Radiowellen, Mi-
krowellen, Terahertzstrahlung, Réntgen- oder Gam-
mastrahlung eingesetzt werden. Das erfindungsge-
méaRe Verfahren ist ebensowenig darauf beschrankt,
dass die elektromagnetische Strahlung der Lumines-
zenzantwort der Sensorsubstanz einem bestimmten
Teilbereich des elektromagnetischen Spektrums ent-
stammt; je nach verwendeter Sensorsubstanz, zu be-
stimmender Veranderlicher und zur Anregung be-
nutzter Strahlung kénnen die auftretenden Lumines-
zenzwellenldngenbereiche verschieden sein.

[0017] Der Zeitverlauf der Lumineszenzantwort der
mindestens einen Sensorsubstanz auf das Anre-
gungssignal wird erfasst und wahrend der Dauer des

Anregungssignals Uber aufeinanderfolgende Zeitin-
tervalle vorgegebener konstanter Dauer integriert.
Das Ergebnis der Integration tber ein Zeitintervall lie-
fert einen Wert eines weiteren Signals, das fortan
als Ausgangssignal bezeichnet wird. Aufeinanderfol-
gende Werte des Ausgangssignals, entsprechend je-
weils der Integration Uber eines der aufeinanderfol-
genden Zeitintervalle, ergeben dann einen Zeitver-
lauf des Ausgangssignals. Zur Erfassung der Lumi-
neszenzantwort wird Ublicherweise ein Detektor ver-
wendet, der Lumineszenzstrahlung von der mindes-
tens einen Sensorsubstanz empféangt. Durch den De-
tektor wird gemeinhin ein elektrisches Signal aus dem
empfangenen Lumineszenzlicht generiert. Die zuvor
angesprochene Integration kann dann durch Integra-
tion dieses elektrischen Signals realisiert werden. Je
nach Art des Detektors kann aber auch eine Akku-
mulation des erfassten Lumineszenzlichts Uber ein
bestimmtes Zeitintervall innerhalb des Detektors er-
folgen, und durch den Detektor ein elektrisches Si-
gnal generiert werden, welches ein Mal} fir die ge-
samte innerhalb des Zeitintervalls empfangene Ener-
gie des Lumineszenzlichtes ist. Auch diese Akkumu-
lation kann die Integration darstellen. Langere Zeit-
intervalle der Integration kénnen dann durch Sum-
mation Uber die Werte des aus der Akkumulation
vom Detektor generierten Signals erzielt werden. Die
Dauer eines Integrations-Zeitintervalls ist zumindest
so grof3, dass die einem Signalmaximum des An-
regungssignals zuzuordnende Lumineszenzantwort
der Sensorsubstanz bei der Integration erfasst wird.
Bei Detektoren mit einer Reaktionszeit, die gréler
als der Abstand aufeinanderfolgender Signalmaxima
ist, wird innerhalb eines Integrations-Zeitintervalls die
Lumineszenzantwort auf eine Vielzahl von Signalma-
xima des Anregungssignals erfasst. Dies gilt selbst-
verstandlich auch, wenn die Dauer der Integrations-
Zeitintervalle durch einen Anwender des Verfahrens
auf einen entsprechend langen Wert gesetzt wird.

[0018] Ist das Anregungssignal so, dass der Zeitab-
stand aufeinanderfolgender Signalmaxima abnimmt,
so wird ein Wert dieses Zeitabstandes erreicht und im
Weiteren auch unterschritten, bei dem ein vollstandi-
ges Abklingen der Lumineszenz der Sensorsubstanz
zwischen aufeinanderfolgenden Signalmaxima nicht
mehr moglich ist. Dies flhrt zum Auftreten einer Stu-
fe oder eines Sprunges zu einem hoéheren Wert im
Ausgangssignal.

[0019] Ist das Anregungssignal so, dass der Zeitab-
stand aufeinanderfolgender Signalmaxima zunimmt,
so wird ein Wert dieses Zeitabstandes erreicht und im
Weiteren auch utberschritten, bei dem ein vollstandi-
ges Abklingen der Lumineszenz der Sensorsubstanz
zwischen aufeinanderfolgenden Signalmaxima mog-
lich ist. Dies fuihrt zum Auftreten einer Stufe oder ei-
nes Sprunges zu einem niedrigeren Wert im Aus-
gangssignal. Unter vollstdndigem Abklingen der Lu-
mineszenz wird hierbei stets verstanden, dass das
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Lumineszenzsignal auf einen Wert abgefallen ist, der
sich nicht mehr detektieren lasst, weil er etwa das De-
tektorrauschen nicht tGberschreitet.

[0020] Aus der Lage dieser Stufe im Zeitverlauf des
Ausgangssignals, das heilt, aus dem Zeitpunkt des
Auftretens der Stufe im Ausgangssignal, bezogen auf
den Zeitverlauf des Anregungssignals, kann auf den
Wert der zu bestimmenden Veranderlichen der Probe
geschlossen werden.

[0021] Abseits der eben erwéhnten Stufen ist das
Ausgangssignal mitunter, aber nicht notwendigerwei-
se, konstant. Ist der Detektor schnell genug, und die
Integrations-Zeitintervalle kurz genug, um fir jedes
einzelne Signalmaximum des Anregungssignals ei-
nen Wert des Ausgangssignals zu generieren, so
wird in jedem Integrations-Zeitintervall im Grunde
Uber den gleichen Zeitverlauf der Lumineszenzant-
wort integriert. Fur jedes Integrations-Zeitintervall er-
gibt sich dann der gleiche Wert des Ausgangssignals.
Bei langsameren Detektoren und / oder langeren In-
tegrations-Zeitintervallen flihrt eine Verringerung des
Abstandes aufeinanderfolgender Signalmaxima da-
zu, dass im Verlauf des Anregungssignals mehr und
mehr Signalmaxima mit zugehdérigen Lumineszenz-
antworten innerhalb eines Integrations-Zeitintervalls
liegen. Dies flhrt zu einem entsprechenden Anstieg
des Ausgangssignals. Analog ergibt sich bei zuneh-
menden Abstanden zwischen den Signalmaxima des
Anregungssignals eine Abnahme des Ausgangssi-
gnals. Dieser Anstieg beziehungsweise dieses Ab-
sinken sind jedoch deutlich von den zuvor genannten
Stufen im Ausgangssignal verschieden. Diesen Un-
terschied kann man noch deutlicher werden lassen,
wenn man anstatt des Ausgangssignals das Aus-
gangssignal dividiert durch die Anzahl der Signalma-
xima pro Integrations-Zeitintervall fur die weitere Aus-
wertung verwendet. In diesem Fall sind die Werte
des derart modifizierten Ausgangssignals abseits der
Stufen konstant. Anstatt durch die Anzahl der Signal-
maxima zu dividieren, kann man das Ausgangssi-
gnal auch durch die Gesamtenergie des Anregungs-
signals, welche in ein jeweiliges Integrations-Zeitin-
tervall fallt, oder eine dazu proportionale Gréfde, divi-
dieren.

[0022] Der definierte Zeitverlauf des Anregungssi-
gnals ist in Ausfiihrungsformen dadurch bestimmt,
dass das Anregungssignal ein frequenzmoduliertes
Signal ist, bei dem die Frequenz Uber die Dauer des
Anregungssignals zunimmt oder abnimmt.

[0023] In einer anderen Auspragung des Verfahrens
handelt es sich bei dem Anregungssignal um eine
Folge von Pulsen, welche sich dadurch auszeichnet,
dass Uber die Zeitdauer des Anregungssignals die
Pulsabstdande abnehmen oder zunehmen. Beispiels-
weise kann jeder Pulsabstand um einen definierten
absoluten Wert, etwa 0,5 Mikrosekunden, oder ei-

nen definierten relativen Wert, etwa 5 Prozent, kiirzer
oder langer sein als sein Vorgénger. Die Pulsdauern
sind dabei bevorzugt konstant.

[0024] Der Zweck des vorgegebenen Zeitverlaufs
des Anregungssignals, also etwa eines frequenzmo-
dulierten Signals oder einer Pulsfolge mit wie oben
dargelegt variierenden Pulsabstanden ist es, letztlich
eine Sattigung der Lumineszenz der Sensorsubstanz
zu erreichen bzw. einen Sattigungszustand zu verlas-
sen. Sattigung meint hier einen stationdren Zustand,
bei dem sich im Mittel Gber einige Sequenzen aus
Puls und folgendem Pulsabstand, beispielsweise 5
bis 10 Sequenzen, oder allgemeiner im Mittel Gber
einige Signalmaxima, die Lumineszenzantwort nicht
weiter andert, also nicht weiter anwéachst oder abfallt.
Erreicht oder verlasst eine Sensorsubstanz die Satti-
gung, so tritt eine bereits oben angesprochene Stufe
im Zeitverlauf des Ausgangssignals auf; beim Errei-
chen der Sattigung bedeutet die Stufe ein Anwachsen
des Ausgangssignals, beim Verlassen der Sattigung
bedeutet die Stufe ein Abfallen des Ausgangssignals.

[0025] Ist eine Sensorsubstanz mit einer bestimm-
ten Relaxationszeit der Lumineszenzantwort gege-
ben, und wird diese Sensorsubstanz beispielswei-
se mit einer Pulsfolge angeregt, deren Pulsabstan-
de im Zeitverlauf abnehmen, so wird die Lumines-
zenzantwort innerhalb eines Pulsabstandes zunachst
nicht mehr vollkommen abklingen, so dass in Reakti-
on auf weitere Pulse die Intensitat der Lumineszenz-
antwort im Mittel anwachst und die Lumineszenzant-
wort der Sensorsubstanz schlief3lich die Sattigung er-
reicht. Mit dem Anwachsen der Lumineszenzantwort
im Mittel erhéht sich auch das durch Integration tber
die Lumineszenzantwort erhaltene Ausgangssignal,
so dass im Ausgangssignal eine Stufe auftritt. Hat die
Lumineszenzantwort in diesem Beispiel die Sattigung
erreicht, so hat das Ausgangssignal den Wert, der
dem oberen, héherwertigen Ende, dieser Stufe ent-
spricht.

[0026] Es sei darauf hingewiesen, dass die Rela-
xationszeit der Lumineszenzantwort der Sensorsub-
stanz auch der Ansprechzeit der Sensorsubstanz auf
die Anregung der Lumineszenz entspricht. Unter der
.Relaxationszeit der Sensorsubstanz® ist die Rela-
xationszeit derjenigen Lumineszenzerscheinung der
Sensorsubstanz gemeint, welche jeweils zur Bestim-
mung der Veranderlichen ausgenutzt wird; in der
gleichen Bedeutung werden auch ,Relaxationszeit
der Lumineszenz“ und ,Relaxationszeit der Lumines-
zenzantwort® gebraucht.

[0027] Ist die Relaxationszeit der Sensorsubstanz
kirzer als im vorstehend geschilderten Fall, so wird,
bei gleicher Anregungspulsfolge, die Sattigung spa-
ter erreicht. Entsprechend ergibt sich bei einer lange-
ren Relaxationszeit ein friiheres Eintreten in die Sat-
tigung.
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[0028] Hangt nun die Relaxationszeit der Lumines-
zenzantwort der Sensorsubstanz von der zu bestim-
menden Veranderlichen der Probe ab, so kann da-
her aus dem Zeitpunkt des Auftretens einer Stufe im
Ausgangssignal auf einen Wert der Veranderlichen
geschlossen werden.

[0029] Einen ahnlichen Effekt wie bei einem Anre-
gungssignal mit abnehmenden Pulsabstédnden kann
man erzielen, wenn man ein frequenzmoduliertes An-
regungssignal verwendet, dessen Periodendauer im
Zeitverlauf abnimmt.

[0030] Verwendet man stattdessen Anregungssi-
gnale mit zunehmenden Pulsabsténden oder zu-
nehmenden Periodendauern, so tritt eine Stufe auf,
wenn die Lumineszenzantwort der Sensorsubstanz
die Sattigung verlasst.

[0031] Bei dem erfindungsgeméaRen Verfahren wird
der eingesetzte Sensor einer Anregungsenergie aus-
gesetzt, welche im Vergleich etwa zu Phasenmodula-
tionsmethoden des Standes der Technik deutlich ge-
ringer ist. In der Folge ergibt sich ein geringeres Fo-
tobleichen des Sensors, d.h. die Zersetzung der im
Sensor verwendeten Sensorsubstanz, d.h. eines Lu-
mineszenzfarbstoffs, durch das zur Anregung der Lu-
mineszenz verwendete Licht ist vermindert.

[0032] Die Bestimmung eines Werts der Veranderli-
chen aus dem Zeitpunkt des Auftretens einer Stufe
im Ausgangssignal erfolgt vorteilhaft durch Nutzung
einer vorausgegangenen Kalibrierung, bei welcher
beispielsweise zu einem festgelegten Anregungssi-
gnal fur Proben mit bekannten Werten der zu be-
stimmenden Veranderlichen die jeweiligen Zeitpunk-
te des Auftretens einer Stufe bestimmt werden. Die-
se Informationen werden dann als Kalibrierdaten in
zweckmaliger Weise, etwa als Tabelle, zwischen
den Messpunkten interpolierte Kurve, oder zwischen
den Messpunkten interpolierende Funktion flir das
weitere Verfahren bereitgestellt. Dem Fachmann ist
bekannt, dass eine entsprechende Auswertung einer
Messung unter Einbeziehung der Kalibrierung auch
automatisiert durch eine Datenverarbeitungseinrich-
tung erfolgen kann. Die Kalibrierung kann durch
den Anwender des Verfahrens vor einer eigentlichen
Messung erfolgen, oder aber durch den Hersteller
der Sensorsubstanz oder zugehoriger Messvorrich-
tungen. Bei gleichem Wert der Veranderlichen tritt
fir verschiedene Anregungssignale eine Stufe im
Ausgangssignal im Allgemeinen zu verschiedenen
Zeitpunkten bezogen auf den Zeitverlauf des jewei-
ligen Anregungssignals auf. Daher gilt eine Kalibrie-
rung immer nur fir den festgelegten Zeitverlauf des
Anregungssignals, fir welchen die Kalibrierung vor-
genommen wurde. Die fir das Verfahren relevan-
ten Merkmale des Zeitverlaufs des Anregungssignals
sind die Zeitabstédnde zwischen aufeinanderfolgen-
den Signalmaxima beziehungsweise die Pulsabstén-

de sowie die Pulsdauern. Die Zeitpunkte des Auftre-
tens der Stufen sind dagegen von der Intensitat des
Anregungssignals weitgehend unabhéangig.

[0033] Der oben bereits angesprochene erforderli-
che Kontakt zwischen der Probe und der mindestens
einen Sensorsubstanz kann in einfacher Weise da-
durch erzielt werden, dass die Sensorsubstanz mit
der Probe vermischt wird.

[0034] Alternativ kann die mindestens eine Sensor-
substanz an oder in einem Trager fixiert werden, und
dieser Trager kann in die Probe eingebracht werden.
Der Trager kann beispielsweise an einer Wand ei-
nes Probenbehélters angebracht werden, wobei die-
se Wand fur die bei dem erfindungsgeméafen Ver-
fahren genutzten Wellenldngen elektromagnetischer
Strahlung, also fur das Anregungssignal und die Lu-
mineszenzantwort, transparent sein muss.

[0035] In einer Ausfihrungsform des erfindungsge-
malen Verfahrens werden mindestens zwei Sen-
sorsubstanzen mit der Probe in Kontakt gebracht.
Die Sensorsubstanzen unterscheiden sich dabei in
der Relaxationszeit ihres jeweiligen Lumineszenz-
verhaltens. Bezogen auf den Zeitverlauf des Anre-
gungssignals treten im Ausgangssignal Stufen zu un-
terschiedlichen Zeitpunkten auf. Insbesondere kon-
nen die Relaxationszeiten mindestens zweier der
Sensorsubstanzen von unterschiedlichen Verander-
lichen der Probe abhangen. Die unterschiedlichen
Zeitpunkte des Auftretens einer Stufe kénnen in die-
sem Fall genutzt werden, um eine Stufe eindeutig ei-
ner Veranderlichen zuzuordnen.

[0036] Ebenso ist es denkbar, dass die Relaxati-
onszeiten der mindestens zwei Sensorsubstanzen
von derselben Veranderlichen abhé&ngen, jedoch zwi-
schen den Sensorsubstanzen Unterschiede beste-
hen hinsichtlich eines Wertebereichs dieser Veran-
derlichen, in dem sich eine Abhé&ngigkeit des Lu-
mineszenzverhaltens der jeweiligen Sensorsubstanz
von der Veranderlichen zeigt. Auf diese Weise kann
diese Auspragung des erfindungsgemafien Verfah-
rens benutzt werden, um einen grof3eren Wertebe-
reich der zu bestimmenden Veranderlichen der Mes-
sung zuganglich zu machen. Unterscheiden sich in
diesem Fall die Relaxationszeiten der einzelnen Sen-
sorsubstanzen, so kénnen die Unterschiede im Zeit-
punkt des Auftretens einer Stufe im Ausgangssignal
genutzt werden, um diese Stufe einer bestimmten
Sensorsubstanz zuzuordnen. Dies kann insbesonde-
re in Wertebereichen der Veranderlichen von Vorteil
sein, in denen mehr als eine der verwendeten Sen-
sorsubstanzen eine Abhéngigkeit ihrer jeweiligen Re-
laxationszeit von der Veranderlichen zeigen, vor al-
lem, wenn diese Abhangigkeiten im fraglichen Wer-
tebereich unterschiedlich deutlich ausgepragt sind.
Vorteilhaft wiirde dann diejenige Stufe im Ausgangs-
signal herangezogen, die zu der Sensorsubstanz ge-
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hoért, die im fraglichen Wertebereich die deutlichste
Abhangigkeit von der Veranderlichen zeigt, um die
Veranderliche dementsprechend mit der grofiten Ge-
nauigkeit messen zu kdnnen. Alternativ kann auch fur
jede der Sensorsubstanzen aus der ihr zugeordne-
ten Stufe im Ausgangssignal ein Wert der Verander-
lichen bestimmt werden, und das endgiltige Resultat
fur den Wert der Veranderlichen daraus durch eine,
gegebenenfalls gewichtete, Mittelung bestimmt wer-
den.

[0037] Ein Beispiel hierfir ist ein kombinierter Spu-
ren- und Gesamtbereichs-Sauerstoffsensor, der ei-
nerseits bei geringen Sauerstoffkonzentrationen na-
he 0% O2 eine hohe Auflésung zeigt, aber zugleich
den Messbereich bis 100% O2 abdecken kann. Vor-
teilhaft kdnnen hierbei zwei Lumineszenzfarbstoffe
als Sensorsubstanzen verwendet werden, die durch
die gleiche Anregungswellenlange zur Lumineszenz
angeregt werden kdnnen und die auch beide im glei-
chen Spektralbereich emittieren. Es gentgt in diesem
Fall eine Anregungslichtquelle, beispielsweise LED,
fur beide Lumineszenzfarbstoffe, und es kénnen glei-
che optische Filter fir beide Lumineszenzantworten
verwendet werden.

[0038] Als Spurensensor, mit einer Nachweisgrenze
von 1 ppb geléstem O2 bei 20°C und einem Messbe-
reich bis 5% geléstem O2, kbnnen Farbstoffe aus der
Klasse der Palladium-Porphyrine verwendet werden.
Die Anregungswellenldnge betragt hier 400 nm, die
Relaxationszeit variiert von 900 Mikrosekunden bei
0% O2 bis zu 150 Mikrosekunden bei 5% O2.

[0039] Als Gesamtbereichssensor, mit einer Nach-
weisgrenze von 15 ppb geldstem O2 bei 20°C und ei-
nem Messbereich bis zu 100% geléstem 02, kdnnen
Farbstoffe aus der Klasse der Platin-Porphyrine ver-
wendet werden. Die Anregungswellenldnge betragt
hier 400 nm, die Relaxationszeit variiert von 60 Mi-
krosekunden bei 0% O2 bis zu 10 Mikrosekunden bei
100% 0O2.

[0040] Die Messung kann in diesem Beispiel etwa
mit Pulsen von 10 Mikrosekunden Dauer durchge-
fuhrt werden, wobei der Pulsabstand von 1000 Mikro-
sekunden bis zu 1 Mikrosekunde in Schritten von 1
Mikrosekunde reduziert wird.

[0041] Grundsatzlich kann die Lumineszenzantwort
aller in Kontakt mit der Probe befindlichen Sensor-
substanzen mit einem gemeinsamen Detektor erfasst
werden. Voraussetzung hierfir ist, dass der Detektor
sensitiv auf die Wellenlédngen aller auftretenden Lu-
mineszenzantworten ist.

[0042] Ebenso kann zur Erfassung der Lumines-
zenzantworten aller Sensorsubstanzen mehr als ein
Detektor verwendet werden. Jeder verwendete De-
tektor erfasst dann die Lumineszenzantworten eines

Teils der Sensorsubstanzen, zumindest erfasst jeder
Detektor die Lumineszenzantwort mindestens einer
Sensorsubstanz. Die von den einzelnen Detektoren
aus dem Lumineszenzlicht generierten Signale kén-
nen dann summiert werden, um ein resultierendes
Signal zu erhalten, welches dann weiter wie vorste-
hend beschrieben ausgewertet wird. Ebenso ist es
mdglich, die Signale von den einzelnen Detektoren
getrennt auszuwerten.

[0043] Als Detektor kann insbesondere eine Fotodi-
ode verwendet werden. Alternativ kbnnen auch bild-
gebende Sensoren auf CMOS- oder CCD-Basis zum
Einsatz kommen.

[0044] Das Verfahren kann fir eine Vielzahl von Pro-
ben dadurch vorteilhaft parallel ausgefuhrt werden,
indem jede Probe separat mit wenigstens einer Sen-
sorsubstanz in Kontakt gebracht wird, die Sensor-
substanzen aller Proben gemeinsam einem elektro-
magnetischen Anregungssignal ausgesetzt werden,
die Lumineszenzantwort jeder Probe separat erfasst
und wie weiter oben bereits beschrieben ausgewer-
tet wird. Dabei kann fir jede Probe die gleiche Sen-
sorsubstanz verwendet werden. Es ist aber auch
denkbar, dass sich fiir mindestens zwei Proben die
mit diesen Proben in Kontakt befindlichen Sensor-
substanzen unterscheiden. Insbesondere kénnen fir
die einzelnen Proben unterschiedliche Veranderliche
bestimmt werden. Die separate Erfassung der Lu-
mineszenzantworten der Proben kann bei Verwen-
dung eines bildgebenden Sensors als Detektor da-
durch erfolgen, dass eine Bildsequenz einer Anord-
nung der Proben erfasst wird; in den Bildern der Se-
quenz kann jede Probe identifiziert werden, selbst-
verstandlich automatisch oder durch Vorgabe zu der
jeweiligen Probe gehérender Bildbereiche. Die Erfas-
sung der Lumineszenzantwort der jeweiligen Probe
geschieht dann Uber die zu den jeweiligen Bildberei-
chen gehdrenden Pixelwerte.

[0045] In einer Weiterbildung des Verfahrens wird
mindestens eine Sensorsubstanz mit der Probe in
Kontakt gebracht, und die Sensorsubstanz wieder-
holt durch ein Anregungssignal der oben beschrie-
benen Art zu Lumineszenz angeregt. Die zugehori-
ge Lumineszenzantwort wird jeweils erfasst. Es kann
nun zu jeder Lumineszenzantwort ein Wert der zu
bestimmenden Veranderlichen ermittelt werden, und
ein resultierender Wert dieser Veranderlichen dann
durch eine Mittelung Uber diese Werte zu den ein-
zelnen Lumineszenzantworten bestimmt werden. Al-
ternativ kénnen die Zeitpunkte, zu denen in den
zu den einzelnen Lumineszenzantworten ermittelten
Ausgangssignalen Stufen auftreten, gemittelt wer-
den, und ein resultierender Wert der Veranderlichen
wird dann aus dem Ergebnis dieser Mittelung be-
stimmt.
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[0046] Das erfindungsgemalie Verfahren kann zur
Bestimmung einer jeglichen Veranderlichen einge-
setzt werden, flr welche es Sensorsubstanzen gibt,
die ein von der zu bestimmenden Veranderlichen ab-
héngiges Lumineszenzverhalten zeigen. Insbeson-
dere kann es sich bei der Veranderlichen um eine
Konzentration eines Stoffes, einen Druck, eine Tem-
peratur, einen Partialdruck eines Gases oder einen
pH-Wert handeln. Dem Fachmann ist somit aus dem
Stand der Technik eine Flille geeigneter Sensorsub-
stanzen bekannt, mit denen das erfindungsgemalie
Verfahren durchgefiihrt werden kann.

[0047] Als Lichtquelle kdnnen im Stand der Tech-
nik zur Anregung optischer Sensoren bekannte Licht-
quellen verwendet werden, beispielsweise LEDs
oder Laser.

[0048] Im Folgenden wird an Hand von Ausflh-
rungsbeispielen und den beigefiigten schematischen
Zeichnungen die Erfindung noch weiter erldutert.

Fig. 1 zeigt ein Anregungssignal in Gestalt einer
Pulsfolge;

Fig. 2 zeigt ein frequenzmoduliertes Signal, wel-
ches eine weitere mdgliche Form eines Anre-
gungssignals darstellt;

Fig. 3 zeigt einen Zeitverlauf eines Ausgangssi-
gnals;

Fig. 4 zeigt ein weiteres Beispiel fur einen Zeit-
verlauf eines Ausgangssignals; und

Fig. 5 zeigt die Anordnung eines Tragers fir
eine Sensorsubstanz in einem Probenbehalter
und einen beispielhaften Aufbau einer Vorrich-
tung zur Durchfiihrung des erfindungsgemalen
Verfahrens.

Fig. 6 zeigt Integrations-Zeitintervalle in Relation
zu Anregungspulsen und einer entsprechenden
Lumineszenzantwort der Sensorsubstanz

Fig. 7 zeigt ebenfalls Integrations-Zeitinterval-
le in Relation zu Anregungspulsen und einer
entsprechenden Lumineszenzantwort der Sen-
sorsubstanz, wobei die Integrations-Zeitinterval-
le langer sind als in Fig. 6

[0049] Fig. 1 zeigt ein Anregungssignal 1 in Gestalt
einer Pulsfolge, wie sie zur Anregung einer Lumines-
zenz einer Sensorsubstanz in dem erfindungsgema-
Ren Verfahren verwendet werden kann. Auf der Ab-
szisse 2 ist die Zeit, auf der Ordinate 3 ein Mal} fir
die Starke des Anregungssignals 1, etwa die Intensi-
tat des Anregungssignals 1, aufgetragen. Das Anre-
gungssignal 1 besteht aus einer Folge von Pulsen 4,
und ist gekennzeichnet durch Pulsdauern 5 und Puls-
abstande 6. In der dargestellten Pulsfolge sind die
Pulsdauern 5 Uber die Dauer der Pulsfolge konstant,
die Pulsabstande 6 nehmen hingegen von Puls 4 zu
Puls 4 ab. Die Summe aus Pulsdauer 5 und Pulsab-

stand 6 entspricht bei den hier gezeigten Rechteck-
pulsen dem zeitlichen Abstand aufeinanderfolgender
Signalmaxima 8. Die abnehmenden Pulsabsténde 6
bedeuten daher, dass die Abstdnde zwischen auf-
einanderfolgenden Signalmaxima 8 des Anregungs-
signals 1 Uber die Dauer des Anregungssignals 1 ab-
nehmen.

[0050] Das erfindungsgemafe Verfahren wéare auch
mit anderen Pulsformen als Rechteckpulsen, etwa
Sagezahnpulsen oder gaussglockenférmigen Pul-
sen, durchflihrbar, wie dem Fachmann nach den vor-
stehenden Ausfiihrungen offenkundig ist.

[0051] Die zu verwendenden Pulsdauern und Puls-
abstande sind im Wesentlichen durch die Relaxa-
tionszeiten der verwendeten Sensorsubstanzen be-
stimmt. Typische Pulsdauern und Pulsabstande lie-
gen im Bereich 100 Pikosekunden bis 2000 Mikrose-
kunden, ohne dass dies eine Einschrankung der Er-
findung darstellt. Vorteilhaft sollte der gréRte verwen-
dete Pulsabstand so grof3 sein, dass fir die langste
erwartete Relaxationszeit einer Lumineszenz ein voll-
sténdiges Abklingen dieser Lumineszenz mdglich ist,
zum Beispiel kann der langste verwendete Pulsab-
stand das drei- bis finffache der langsten erwarteten
Relaxationszeit betragen. Der kiirzeste verwendete
Pulsabstand sollte deutlich geringer sein als die kiir-
zeste erwartete Relaxationszeit einer Lumineszenz,
so dass durch das Anregungssignal ein rascher Ein-
tritt auch der zur kurzesten erwarteten Relaxations-
zeit gehorigen Lumineszenzantwort in die Sattigung
bewirkt wird. Beispielsweise kann der kurzeste ver-
wendete Pulsabstand ein Zehntel der kirzesten er-
warteten Relaxationszeit betragen.

[0052] Fig. 2 zeigt ein Anregungssignal 1 in Gestalt
eines frequenzmodulierten Signals, wie es zur An-
regung einer Lumineszenz einer Sensorsubstanz in
dem erfindungsgemafen Verfahren verwendet wer-
den kann. Auf der Abszisse 2 ist die Zeit, auf der
Ordinate 3 ein Mal fur die Starke des Anregungssi-
gnals 1, etwa die Intensitat des Anregungssignals 1,
aufgetragen. Uber die Dauer des Anregungssignals
1 nimmt die Periodendauer 7 des hier sinusférmig
gezeigten Anregungssignals 1 ab, dementsprechend
verringert sich der Abstand zwischen aufeinander-
folgenden Signalmaxima 8 des Anregungssignals 1.
Der Abstand zwischen aufeinanderfolgenden Signal-
maxima 8 des Anregungssignals 1 ist hier gleich der
Periodendauer 7.

[0053] Fig. 3 zeigt den Zeitverlauf eines Ausgangs-
signals 10 bei Verwendung zweier Sensorsubstan-
zen, einer ersten Sensorsubstanz und einer zwei-
ten Sensorsubstanz, in einer Probe, wobei die Sen-
sorsubstanzen mit einem Anregungssignal entspre-
chend dem erfindungsgemafen Verfahren zur Lu-
mineszenz angeregt werden, wobei im Anregungssi-
gnal die zeitlichen Abstande zwischen aufeinander-
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folgenden Signalmaxima abnehmen. Auf der Abszis-
se 2 ist die Zeit, auf der Ordinate 3 ein Maf} fir den
Wert des Ausgangssignals 10 aufgetragen.

[0054] In dem Zeitverlauf des Ausgangssignals 10
sind eine erste Stufe 11 und eine zweite Stufe 12 er-
kennbar. In der ersten Stufe 11 erreicht die erste Sen-
sorsubstanz eine Sattigung ihrer Lumineszenz, in der
zweiten Stufe 12 erreicht die zweite Sensorsubstanz
eine Sattigung ihrer Lumineszenz. Die Relaxations-
zeit der zweiten Sensorsubstanz ist im hier gezeig-
ten Beispiel kiirzer als die Relaxationszeit der ersten
Sensorsubstanz.

[0055] Der Zeitpunkt 16, 17 des Auftretens einer Stu-
fe 11, 12 hangt, bei gleichem Anregungssignal, von
einer zu bestimmenden Veranderlichen der Probe ab,
da die Relaxationszeiten der Sensorsubstanzen von
der Veranderlichen abhangen; das heifit, die Lage ei-
ner Stufe 11, 12 auf der Abszisse 2 verschiebt sich je
nach dem Wert der entsprechenden Veranderlichen.
Dies ist durch die Doppelpfeile 13 angedeutet. Als
Zeitpunkt 16 fir das Auftreten der ersten Stufe 11,
beziehungsweise als Zeitpunkt 17 fir das Auftreten
der zweiten Stufe 12, ist hier jeweils derjenige Zeit-
punkt gewahlt, bei dem die jeweilige Stufe 11, 12 die
Halfte ihrer Hohe 14, 15 erreicht hat. Andere Defi-
nitionen zur Festlegung des Zeitpunktes des Auftre-
tens einer Stufe sind ebenso maoglich. Hier ist darauf
zu achten, dass fiir Kalibrierung und Messung iden-
tische Definitionen zur Festlegung des Zeitpunktes
des Auftretens einer Stufe verwendet werden. Ferner
ist der Zeitpunkt 16, 17 des Auftretens einer Stufe
stets auf den Zeitverlauf des Anregungssignals be-
zogen, beispielsweise kann der Zeitpunkt des Ein-
setzens des Anregungssignals als Ursprung der Zeit-
achse gewahlt werden, auf der auch der Zeitpunkt 16,
17 des Auftretens einer Stufe angegeben wird.

[0056] Die Hohe der im Ausgangssignal auftreten-
den Stufen kann durchaus verschieden sein. So ist
im gezeigten Beispiel die Hohe 14 der ersten Stufe
11 grofler als die Hohe 15 der zweiten Stufe 12.

[0057] In dem hier gezeigten Beispiel ist der Wert
des Ausgangssignals 10 abseits der Stufen 11, 12
konstant. Wie oben bereits erlautert, ergibt sich dies
bei kurzen Integrations-Zeitintervallen und schnellen
Detektoren, also Detektoren mit kurzen Reaktions-
zeiten im Vergleich zum zeitlichen Abstand aufeinan-
derfolgender Signalmaxima des Anregungssignals.

[0058] Fig. 4 zeigt ein weiteres Beispiel fur den Zeit-
verlauf eines Ausgangssignals 10. Der Zeitverlauf
zeigt drei Stufen 11, 12, 18, sowie Bereiche 19 mit
einem flacheren Anstieg des Ausgangssignals 10.
Wie weiter oben erlautert, ergeben sich die Bereiche
19 mit flacherem Anstieg dadurch, dass bei abneh-
mendem Abstand aufeinanderfolgender Signalmaxi-
ma des Anregungssignals mehr und mehr Signalma-

xima innerhalb eines Integrations-Zeitintervalls lie-
gen. Indem man das Ausgangssignal 10 durch die
Zahl der jeweils innerhalb eines Integrations-Zeitin-
tervalls liegenden Signalmaxima, oder eine dazu pro-
portionale GroRe, dividiert, erhalt man ein modifizier-
tes Ausgangssignal, welches in den Bereichen 19
zwischen den Stufen einen konstanten Wert aufweist.

[0059] Auch bei dem in Fig. 4 gezeigten Verlauf des
Ausgangssignals 10 kénnen die Zeitpunkte des Auf-
tretens der Stufen 11, 12, 18 ermittelt werden, ana-
log zu dem in Fig. 3 gezeigten Fall. Stellvertretend ist
dies hier fir die Stufe 12 mit zugehdérigem Zeitpunkt
17 dargestellt.

[0060] Die Details des Verlaufs des Ausgangssi-
gnals 10 abseits der Stufen 11, 12, 18, und ebenso
die genaue Form der Stufen 11, 12, 18 hangen von
Einzelheiten des Messverfahrens ab, wie z.B. der Re-
aktionszeit des verwendeten Detektors und der Lan-
ge der Integrations-Zeitintervalle. Relevant fiir das er-
findungsgemaRe Verfahren ist hingegen das Auftre-
ten der Stufen 11, 12, 18 und die Abhangigkeit des
Zeitpunkts des Auftretens dieser Stufen von der zu
bestimmenden Veranderlichen.

[0061] Fig. 5 zeigt eine Probe 50 in einem Proben-
behalter 51. Im Probenbehalter 51 befindet sich ein
Trager 52, welcher mit einer Sensorsubstanz 59 ver-
sehen ist, die in Kontakt mit der Probe 50 steht. Bei-
spielsweise kann der Trager 52 mit der Sensorsub-
stanz 59 getrankt sein.

[0062] Aulerhalb des Probenbehalters 51 befindet
sich eine Fotodiode 53 und eine Lichtquelle 54, in
der gezeigten Anordnung auf einer Platine 60. Die
Lichtquelle 54, hier eine LED, emittiert ein elektro-
magnetisches Anregungssignal der oben beschrie-
benen Art in Form von Licht 55, um die Sensorsub-
stanz §9 zu Lumineszenz anzuregen. Die Fotodiode
53 empfangt Lumineszenzlicht von der Sensorsub-
stanz 59 und generiert daraus ein elektrisches Signal.
Je nach Durchfihrung des Verfahrens und Reakti-
onszeit der Fotodiode 53 kann dieses elektrische Si-
gnal bereits das Ausgangssignal im Sinne dieser An-
meldung sein, oder eine Auswerteeinheit 56 erzeugt
aus diesem elektrischen Signal das Ausgangssignal
durch Integration Uber definierte Intervalle. Die Aus-
werteeinheit 56 ermittelt sodann die Zeitpunkte des
Auftretens von Stufen im Ausgangssignal. Mit Hilfe
von zuvor bereitgestellten Kalibrierdaten 57 bestimmt
die Auswerteeinheit 56 sodann den Wert einer Ver-
anderlichen der Probe 50. Der so bestimmte Wert
der Veranderlichen der Probe 50 wird einer Ausgabe
58, etwa an einen Benutzer Uber ein Display oder an
ein nachgeordnetes Datenverarbeitungssystem, zu-
geleitet. Die Lichtquelle 54 kann ebenfalls durch ein
nachgeordnetes Datenverarbeitungssystem gesteu-
ert werden, ebenso ist es etwa moglich, eine Steue-
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rung fir die Lichtquelle 54 in die Auswerteeinheit 56
zu integrieren.

[0063] Es sei betont, dass die Anordnung aus Licht-
quelle 54 und Fotodiode 53 hier nur beispielhaft ist.
Gleiches qilt fur die Position des Tragers 52 inner-
halb des Probenbehélters 51. In dem gezeigten Bei-
spiel ist die Probe 50 flissig, auch dies stellt keine
Einschrankung der Erfindung dar. Ebenso kénnen et-
wa gasférmige Proben untersucht werden.

[0064] Fig. 6 zeigt Integrations-Zeitintervalle 21, so-
wie Pulse 4 (gepunktet) eines Anregungssignals mit
Uber die Dauer des Anregungssignals abnehmenden
Pulsabstanden 6, analog der Fig. 1. Ferner gezeigt
ist die Lumineszenzantwort 22 zu jedem Puls 4. Wah-
rend der Dauer eines Pulses 4 wachst die Lumines-
zenzantwort 22 an, nach dem Ende des jeweiligen
Pulses 4 fallt die Lumineszenzantwort 22 ab. Auf der
Abszisse 2 ist die Zeit, auf der Ordinate 3 ein Maf3 fur
die Starke des Anregungssignals und der Lumines-
zenzantwort 22 aufgetragen. Die wahrend der Dau-
er des Anregungssignals, also hier wahrend der Fol-
ge von Pulsen 4, aufeinanderfolgenden Integrations-
Zeitintervalle 21 haben eine konstante Lange, die
hier so bemessen ist, dass innerhalb eines Integrati-
ons-Zeitintervalls 21 gerade eben Anstieg und Abfall
der Lumineszenzantwort 22 zu einem Puls 4 erfolgen
kénnen. Die zeitliche Lage der Integrations-Zeitinter-
valle 21 ist hier mit den Pulsen 4 korreliert, genau-
er wird die Integration Uber die Lumineszenz-Antwort
22 durch einen jeweiligen Puls 4 ausgeldst. Die Inte-
gration der Lumineszenzantwort 22 tUber jedes darge-
stellte Integrations-Zeitintervall 21 ergibt im gezeig-
ten Fall den gleichen Wert, auch wenn im spéateren
Verlauf des Anregungssignals, von der Anfangspha-
se des Anregungssignals durch einen gestrichelten
Abszissenabschnitt getrennt, der Pulsabstand 6 ge-
genuber dem anfanglichen Wert deutlich verringert
ist. Das durch die Ergebnisse der Integration tber
die einzelnen Integrations-Zeitintervalle 21 gebildete
Ausgangssignal 10 (siehe Fig. 3 und Fig. 4) hat dann
fur den auf der Abszisse dargestellten Zeitabschnitt
einen konstanten Wert. Damit ein weiterer Puls 4
und entsprechend eine zugehorige Lumineszenzant-
wort 22 innerhalb des Integrations-Zeitintervalls 21 zu
dem vorausgehenden Puls 4 liegt, misste der Puls-
abstand 6 hier soweit verringert werden, dass ein voll-
stéandiges Abklingen der Lumineszenzantwort 22 in-
nerhalb des Pulsabstandes 6 kaum mehr moglich ist.
Dies ist aber der erste Schritt zur Ausbildung eines
geséttigten Lumineszenzsignals, und damit der Uber-
gang zu einer Stufe im Ausgangssignal 10.

[0065] Fig. 7 entspricht weitgehend der Fig. 6, nur
sind hier die Integrations-Zeitintervalle 21 langer als
im Fall der Fig. 6. Auch im Fall der Fig. 7 hat jedes In-
tegrations-Zeitintervall 21, 21a, 21b die gleiche Lan-
ge. Es kommt nun aber zu dem Fall, wie fir das Inte-
grations-Zeitintervall 21b dargestellt, dass innerhalb

eines Pulsabstandes 6 zwar die Lumineszenzantwort
22 vollstéandig abklingen kann, aber bereits mehr als
ein Puls 4 mit zugehoriger Lumineszenzantwort 22
innerhalb des Integrations-Zeitintervalls liegt. Im In-
tegrations-Zeitintervall 21b liegen zwei Pulse 4 mit
zugehdriger Lumineszenzantwort 22, im Integrations-
Zeitintervall 21a liegt ein Puls 4 mit zugehdriger Lu-
mineszenzantwort 22. Dementsprechend ergibt sich
bei Integration Uber das Intervall 21b ein doppelt so
grolRer Wert flir das Ausgangssignal 10 wie bei Inte-
gration Uber das Intervall 21a. Der auf der Abszisse 2
in der Fig. 7 dargestellte Zeitabschnitt entspricht so-
mit einem Bereich 19 in der Fig. 4, bei dem abseits ei-
ner Stufe 11, 12, 18 das Ausgangssignal 10 ansteigt.
Auch in diesem Fall kann die Integration durch einen
Puls 4 ausgel6st werden, jedoch nur durch einen Puls
4, der nicht in ein Zeitintervall fiir eine von einem der
vorausgegangenen Pulse ausgeldste Integration fallt.

[0066] Die Dauer der Integrations-Zeitintervalle 21
ist vorgegeben, entweder ist sie explizit durch einen
Anwender des erfindungsgemalfen Verfahrens oder
durch die Auswahl der zur Erfassung der Lumines-
zenzantwort 22 verwendeten Detektoren tber deren
Reaktionszeit bestimmt.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Bestimmung einer Veranderlichen
einer Probe (50), umfassend die Schritte:
a) Herstellen eines Kontakts zwischen mindestens ei-
ner Sensorsubstanz (59) und der Probe (50), wobei
die mindestens eine Sensorsubstanz (59) ein Lumi-
neszenzverhalten mit einer Relaxationszeit, die von
der Veranderlichen abhangt, aufweist;
b) Anregen des Lumineszenzverhaltens der mindes-
tens einen Sensorsubstanz (59) durch ein elektro-
magnetisches Anregungssignal (1), welches einen
vorgegebenen Zeitverlauf mit aufeinanderfolgenden
Signalmaxima (8) aufweist, wobei der zeitliche Ab-
stand aufeinanderfolgender Signalmaxima (8) Uber
die Dauer des Anregungssignals (1) entweder streng
monoton abnimmt oder streng monoton zunimmt;
c) Erzeugung eines zeitabhangigen Ausgangssignals
(10) durch Integration eines Zeitverlaufs einer Lumi-
neszenzantwort (22) der mindestens einen Sensor-
substanz (59) auf das Anregungssignal (1) Gber auf-
einanderfolgende Zeitintervalle (21) wahrend des An-
regungssignals (1);
d) Bestimmen der Veranderlichen aus mindestens ei-
nem auf den Zeitverlauf des Anregungssignals (1) be-
zogenen Zeitpunkt (16, 17) des Auftretens einer Stu-
fe (11, 12, 18) im Ausgangssignal (10).

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei zur Bestim-
mung des Zeitpunkts (16, 17) des Auftretens der Stu-
fe (11, 12, 18) das Ausgangssignal (10) modifiziert
wird, indem das Ausgangssignal (10) durch die An-
zahl der Signalmaxima (8) innerhalb eines Zeitinter-
valls (21) fur die Integration oder durch die in ein Zeit-
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intervall (21) fir die Integration fallende Energie des
Anregungssignals (1) dividiert wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das
Anregungssignal (1) ein frequenzmoduliertes Signal
ist, dessen Frequenz im Zeitverlauf zunimmt oder ab-
nimmt.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das
Anregungssignal (1) eine Folge von Pulsen (4) ist, bei
der Pulsabsténde (6) wahrend des Zeitverlaufs des
Anregungssignals (1) abnehmen oder zunehmen.

5. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriche, wobei die Bestimmung der Veranderlichen
gemald Schritt d unter Einbeziehung vorgegebener
Kalibrierdaten (57) erfolgt.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
wobei die mindestens eine Sensorsubstanz (59) mit
der Probe (50) vermischt wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
wobei ein mit mindestens einer der Sensorsubstan-
zen (59) versehener Trager (52) in die Probe (50) ein-
gebracht wird.

8. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriiche, wobei mindestens zwei Sensorsubstanzen
(59) mit der Probe (50) in Kontakt gebracht werden,
und sich die Sensorsubstanzen (59) hinsichtlich einer
Relaxationszeit ihres Lumineszenzverhaltens unter-
scheiden.

9. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriiche, wobei mindestens zwei Sensorsubstanzen
(59) mit der Probe (50) in Kontakt gebracht werden,
und sich die Sensorsubstanzen (59) hinsichtlich ei-
nes Wertebereichs der Veranderlichen unterschei-
den, in dem sich eine Abhé&ngigkeit des Lumines-
zenzverhaltens der jeweiligen Sensorsubstanz (59)
von der Veranderlichen zeigt.

10. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriiche, wobei die Lumineszenzantwort aller im Kon-
takt mit der Probe (50) befindlichen Sensorsubstan-
zen (59) durch einen gemeinsamen Detektor erfasst
wird.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 oder 9,
wobei zur Erfassung der Lumineszenzantwort mehr
als ein Detektor verwendet wird, und jeder Detektor
die Lumineszenzantwort eines Teils der Sensorsub-
stanzen (59) erfasst.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 oder
11, wobei als Detektor eine Fotodiode (53) oder ein
bildgebender optoelektronischer Sensor verwendet
wird.

13. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriiche, wobei das Verfahren fiir eine Vielzahl von
Proben (50) durchgefihrt wird, indem die Schritte a,
¢, d fur jede der Proben (50) separat erfolgen, und
das Anregen der Sensorsubstanzen (59) aller Proben
(50) nach Schritt b durch ein elektromagnetisches An-
regungssignal (1) erfolgt, dem die Sensorsubstanzen
(59) aller Proben (50) gemeinsam ausgesetzt wer-
den.

14. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spruiche, wobei die Schritte b und ¢ wiederholt durch-
geflhrt werden, und ein resultierender Wert der Ver-
anderlichen durch Mittelung bestimmt wird.

15. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
sprliche, wobei die mindestens eine Veranderliche ei-
ne Konzentration eines Stoffes, ein Druck, eine Tem-
peratur, ein Partialdruck eines Gases oder ein pH-
Wert ist.

Es folgen 3 Seiten Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 7
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