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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren
zur Bestimmung einer Veranderlichen einer Probe, spe-
zieller ein Verfahren, bei dem die Veranderliche der Pro-
be aus dem Lumineszenzverhalten einer Sensorsub-
stanz bestimmt wird.

[0002] Die deutsche Offenlegungsschrift DE 196 34
873 A1 beschreibt eine Vorrichtung und ein Verfahren
zur Unterscheidung von mindestens zwei unterschied-
lich fluoreszierenden Arten von Molekilgruppen, die an
Analytmolekile gebunden sind, durch zeitaufgeléste Flu-
oreszenzmessung. Dabei wird eine Lichtquelle zur Be-
leuchtung eines Probevolumens fiir ein Zeitintervall T,
aktiviert, anschlieRend nach einem Zeitintervall T, ein
Detektor fiir eine Zeit T4 aktiviert. Aus dem Zeitverlauf
der im Zeitintervall T, aufgenommenen Detektorsignale
wird ermittelt, welche der mindestens zwei Molekilgrup-
pen im Probevolumen enthalten ist.

[0003] Das US-Patent US 5,315,993 offenbart eine
Sonde und eine Vorrichtung zur Uberwachung einer Viel-
zahl von Parametern in einer Umgebung unter Ausnut-
zung einer Lumineszenz-Erscheinung. Ein Lumines-
zenz-Mittel wird hierzu mit einer Vielzahl von Anregungs-
lichtkomponenten, deren Amplituden mit bestimmten
Modulationsfrequenzen zeitmoduliert werden, bestrahit.
Die Lumineszenz-Antwort umfasst eine Vielzahl von Lu-
mineszenzlichtkomponenten, welche den Modulationen
des Anregungslichts entsprechende Modulationen auf-
weisen. Uber eine Fouriertransformation ergeben sich
spektrale Daten, welche in Modellgleichungen eingehen,
aus denen dann unter anderem die Lebensdauer einzel-
ner Lumineszenzlichtkomponenten bestimmt werden
kann.

[0004] Die deutsche Offenlegungsschrift DE 101 52
994 A1 beschreibt ein Verfahren zur gleichzeitigen opti-
schen Bestimmung von pH-Wert und Geldstsauerstoff
einer iberwiegend wassrigen Probe. Dabeiwird eine ein-
zige Sensormatrix verwendet, die mindestens zwei Indi-
katorfarbstoffe enthalt, die fiir die MessgroRen pH-Wert
und Geldstsauerstoff zumindest ein differenzierbares op-
tisches Signal liefern. In einer offenbarten Auspragung
des Verfahrens werden pH-Wert und Gel6éstsauerstoff
durchdie Messung der Abklingzeit einer Fluoreszenzant-
wort der Indikatoren nach pulsférmiger Anregung be-
stimmt.

[0005] Die europaische Patentanmeldung EP 0 442
060 A2 betrifft eine ratiometrische Lumineszenz-Mes-
sung zur Bestimmung einer Veranderlichen, beispiels-
weise der Konzentration eines Stoffes. Hierzu werden
ein erstes lumineszierendes Material mit einem ersten
Absorptionsband und ein zweites lumineszierendes Ma-
terial mit einem zweiten Absorptionsband verwendet;
das erste und das zweite Absorptionsband Uberlappen
nicht vollstandig. In einander abwechselnden ersten und
zweiten Beleuchtungsintervallen werden die lumineszie-
renden Materialien mit einem ersten Anregungslicht in-
nerhalb des ersten, aber aul3erhalb des zweiten Absorp-
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tionsbandes, bzw. mit einem zweiten Anregungslicht in-
nerhalb des zweiten, aber auBerhalb des ersten Absorp-
tionsbandes beleuchtet. Die entsprechend wahrend ers-
ter bzw. zweiter Antwortintervalle detektierten Lumines-
zenzantworten des ersten bzw. zweiten lumineszieren-
den Materials werden ausgewertet und zur Bestimmung
der Veranderlichen herangezogen.

[0006] DasUS-PatentUS 5,304,809 betrifft eine Reihe
von Messverfahren, bei denen eine Grolke, etwa eine
Temperatur, aus einem Lumineszenzverhalten bestimmt
wird, das mit einer CCD-Kamera erfasst wird. Bei einem
dieser Messverfahren erfolgt die Anregung der Lumines-
zenz durch eine Folge von Pulsen, bei der der zeitliche
Abstand aufeinanderfolgender Pulse zwischen zwei
Werten alterniert.

[0007] Der Artikel "Luminescence Lifetime Imaging of
Oxygen, pH, and Carbon Dioxide Distribution Using Op-
tical Sensors" von G. Liebsch, I. Klimant, B. Frank, G.
Holst und O.S. Wolfbeis in Applied Spectroscopy 54,
Nummer 4 (2000), Seite 548 bis 559, beschreibt die Be-
stimmung diverser Veranderlicher fir Proben in den
Kavitaten einer Mikrotiterplatte durch die Abhangigkeit
der Fluoreszenzlebensdauer von als Sensor verwende-
ten Materialien von der jeweiligen Veranderlichen. Die
Fluoreszenzlebensdauer wird wie folgt ermittelt: die Flu-
oreszenz wird durch einen Lichtpuls angeregt, nach des-
sen Ende wird wahrend zwei zeitlich beabstandeten In-
tervallen bevorzugt gleicher Zeitdauer jeweils die Flu-
oreszenzantwort der Sensoren aufintegriert. Aus dem
Quotienten der so erhaltenen Integralwerte wird die Flu-
oreszenzlebensdauer bestimmt. Gegenuber rein inten-
sitatsbasierten Methoden hat diese auf einem Quotient-
en von MessgroRen beruhende, ratiometrische Methode
den Vorteil, von den lokalen Absolutwerten der Anre-
gungsenergie praktisch unabhangig zu sein.

[0008] Der Artikel "Fluorescent Imaging of pH with Op-
tical Sensors Using Time Domain Dual Lifetime Refer-
encing" von G. Liebsch, I. Klimant, C. Krause und O.S.
Wolfbeis in Analytical Chemistry Vol. 73, No. 17, Sep-
tember 1, 2001, Seiten 4354 bis 4363 betrifft die Bestim-
mung der pH-Verteilung in Mikrotiterplatten und auf einer
Oberflache. Hierzu wird eine Kombination zweier lu-
mineszierender Materialien, welche zueinander in einem
festen Mengenverhéltnis stehen, verwendet: ein flu-
oreszierendes Material, dessen Fluoreszenzabklingdau-
er vom pH-Wert abhangt, und ein phosphoreszierendes
Material, dessen Phosphoreszenzabklingdauer pH-una-
bhangig ist. Die lumineszierenden Materialien werden
durch Beleuchtung angeregt, und wahrend der Anre-
gungsdauer wird innerhalb eines ersten Intervalls die
kombinierte Fluoreszenz- und Phosphoreszenzantwort
der Materialien aufintegriert. Unmittelbar nach Ende der
Anregung wird die Aufzeichnung der Lumineszenzant-
wort der Materialien fiir eine Zeitspanne unterbrochen,
welche lang genug ist, die Fluoreszenz praktisch voll-
standig abklingen zu lassen. Anschliefend wird wahrend
eines zweiten Zeitintervalls, das bevorzugt ebenso lang
ist, wie das erste Intervall, die Phosphoreszenzantwort



3 EP 3 036 529 B1 4

des phosphoreszierenden 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 einem System, wobei
der wenigstens eine Parameter von mindestens einer
Relaxationszeit des Systems abhangt. Das System wird
durch eine erste Folge von elektromagnetischen Anre-
gungspulsen angeregt, welche einen ersten definierten
zeitlichen Pulsabstand zwischen aufeinanderfolgenden
Anregungspulsen aufweist. Die Antwort des Systems auf
die erste Folge von Anregungspulsen wird kontinuierlich
Uber die Zeit integriert, und so ein erstes Antwort-Signal
erzeugt. Ebenso wird durch kontinuierliche Zeitintegrati-
on zumindest einer zweiten Antwort des Systems ein
zweites Antwort-Signal erzeugt. Unter Einbeziehung des
ersten Antwort-Signals und des zumindest einen zweiten
Antwort-Signals wird der wenigstens eine Parameter be-
stimmt. Bevorzugt involviert dies die Bildung eines Ver-
héaltnisses aus dem ersten und mindestens einem zwei-
ten Antwort-Signal. Das System kann ein Objekt und ein
sensorisches Mittel umfassen, welches zumindest eine
Relaxationszeit aufweist, die von einer Veranderlichen
des Objekts abhangt. Der Parameter, und damit gege-
benenfalls die Veranderliche, kénnen ortsaufgeldst be-
stimmt werden.

[0010] Lumineszenzbasierte Messverfahren sind flr
den Nachweis und die quantitative Bestimmung einer
Vielzahl von Analyten bekannt. Beruht das Verfahren auf
der Intensitat der Lumineszenzerscheinung, so ist eine
reproduzierbare Beleuchtung der untersuchten Probe,
bei flachiger Beleuchtung einer ausgedehnten Probe
auch die raumliche Homogenitat der Beleuchtungsstar-
ke, von entscheidender Bedeutung. Andere Untersu-
chungsmethoden beruhen auf der Abklingdauer der Lu-
mineszenzerscheinung und nutzen aus, dass diese Ab-
klingdauer bei etlichen lumineszenten Stoffen von be-
stimmten Veranderlichen der Umgebung abhéngt; Bei-
spiele fir solche Veranderliche sind pH-Wert, Konzent-
ration eines Stoffes, oder Temperatur. Beiderartigen Un-
tersuchungsmethoden, fiir welche sich im oben genann-
ten Stand der Technik Beispiele finden, wird die
Lumineszenzantwort eines als Sensormaterial verwen-
deten Stoffes Uber definierte Zeitintervalle aufintegriert,
und die so erhaltenen Integralwerte werden ins Verhalt-
nis gesetzt. Durch diese Quotientenbildung, weswegen
man die Methoden auch als ratiometrisch klassifiziert,
wird die Abhangigkeit von Schwankungen der Beleuch-
tungsstarke deutlich reduziert. Bei diesen Methoden wird
nicht zwangslaufig explizit die Abklingdauer oder Rela-
xationszeitder Lumineszenzerscheinung bestimmt, son-
dern haufig stattdessen ein Parameter, der von der Re-
laxationszeit abhangt, beispielsweise der Quotient der
genannten Integralwerte. Ist eine jeweils zu bestimmen-
de Veranderliche gegen einen entsprechenden jeweili-
gen Parameter kalibriert, kann der Wert der Veranderli-
chen aus der Lumineszenzantwort bestimmt werden. Ei-
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ne Schwierigkeit bei diesen Methoden besteht jedoch
darin, die definierten Zeitintervalle fur die Integration der
Lumineszenzantwort in der Messanordnung hinreichend
prazise zurealisieren. Hierzu ist ein gewissertechnischer
Aufwand erforderlich, welcher mit entsprechenden Kos-
tenverbundenist. Fernerist die verwendete Technik sehr
empfindlich, was die Verwendung insbesondere als trag-
bare Gerate fliir den Feldeinsatz problematisch macht,
insbesondere wiederum unter Kostengesichtspunkten.
[0011] Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren be-
reitzustellen, das es ermdglicht, eine Veranderliche einer
Probe in einfacher, insbesondere in der Durchfiihrung
unaufwandiger, Weise zu bestimmen.

[0012] Die Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren
gemal Anspruch 1.

[0013] Zur Durchfihrung des erfindungsgemafien
Verfahrens wird zunachst ein Kontakt zwischen mindes-
tens einer Sensorsubstanz und der Probe hergestellt.
Jede hierbei verwendete Sensorsubstanz weist ein Lu-
mineszenzverhalten mit einer Relaxationszeit auf, wel-
che von der zu bestimmenden Veranderlichen der Probe
abhangt. Lumineszenz umfasst zumindest Phosphores-
zenz und Fluoreszenz. Dabei ist der bereits erwahnte
Kontakt zwischen der mindestens einen Sensorsubstanz
und der Probe, fiir den Fachmann offenkundig, von sol-
cher Art, dass die Sensorsubstanz auf die zu bestimmen-
de Veranderliche der Probe reagieren kann. Handelt es
sich beider Veranderlichen beispielsweise um eine Tem-
peratur der Probe, so muss ein Warmetibergang zwi-
schen der Probe und der Sensorsubstanz moglich sein.
Handelt es sich bei der zu bestimmenden Veranderlichen
beispielsweise um die Konzentration eines Stoffes, so
muss ein entsprechender Stoffkontakt zwischen der Pro-
be und der Sensorsubstanz mdglich sein, das heif’t, Mo-
lekiile der Sensorsubstanz missen mit Molekilen des
Stoffes zusammentreffen, beispielsweise um Energie
zwischen den Molekiilen zu Ubertragen oder um eine
chemische Reaktion einzugehen.

[0014] Die Sensorsubstanz wird sodann durch ein
elektromagnetisches Anregungssignal zur Lumineszenz
angeregt. Das elektromagnetische Anregungssignal
weist einen vorgegebenen Zeitverlauf auf. Dabei zeigt
das Anregungssignal zeitlich aufeinanderfolgende Sig-
nalmaxima, wobei der zeitliche Abstand aufeinanderfol-
gender Signalmaxima Uber die Zeitdauer des Anre-
gungssignals abnimmt oder zunimmt. Die Abnahme be-
ziehungsweise Zunahme des zeitlichen Abstandes auf-
einanderfolgender Signalmaxima ist erfindungsgeman
monoton, besonders bevorzugt streng monoton. Bevor-
zugt entsprechen die Signalmaxima alle dem gleichen
Wert des Anregungssignals, innerhalb fachspezifischer
Toleranzen.

[0015] Das erfindungsgemafe Verfahren kann im
Grundsatz stets angewandt werden, wenn es eine Sen-
sorsubstanz gibt, die durch elektromagnetische Strah-
lung dazu angeregt werden kann, eine Lumineszenzer-
scheinung zu zeigen, sofern diese Lumineszenzerschei-
nung eine Relaxationszeit aufweist, die von der zu be-
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stimmenden Veranderlichen der Probe abhangt. Der
Wellenlangenbereich der zur Anregung verwendeten
elektromagnetischen Strahlung bestimmt sich dann aus
den Erfordernissen der jeweiligen Sensorsubstanz, d.h.
es ist der Wellenlangenbereich zu verwenden, der die
zur Bestimmung der Veranderlichen genutzte Lumines-
zenz der Sensorsubstanz anregen kann. Dem Fach-
mann ist dabei bekannt, dass der Wellenldngenbereich
vorteilhaft so begrenzt wird, dass weitere Effekte, welche
die Bestimmung der Veranderlichen stéren, etwa durch
zusatzliche Lumineszenzerscheinungen oder rasche
Zerstorung von Sensorsubstanz oder Probe, vermieden
werden. Die Erfindung ist daher nicht auf einen bestimm-
ten Teilbereich des elektromagnetischen Spektrums be-
schrankt; in der GUberwiegenden Zahl der Falle wird elek-
tromagnetische Strahlung aus dem Bereich von Infrarot-
bis Ultraviolettlicht verwendet, das erfindungsgemalRe
Verfahren kann aber beispielsweise auch im Bereich von
Radiowellen, Mikrowellen, Terahertzstrahlung, Ront-
gen- oder Gammastrahlung eingesetzt werden. Das er-
findungsgemafRe Verfahren ist ebensowenig darauf be-
schrankt, dass die elektromagnetische Strahlung der Lu-
mineszenzantwort der Sensorsubstanz einem bestimm-
ten Teilbereich des elektromagnetischen Spektrums ent-
stammt; je nach verwendeter Sensorsubstanz, zu be-
stimmender Veranderlicher und zur Anregung benutzter
Strahlung kénnen die auftretenden Lumineszenzwellen-
langenbereiche verschieden sein.

[0016] Der Zeitverlauf der Lumineszenzantwort der
mindestens einen Sensorsubstanz auf das Anregungs-
signal wird erfasst und wahrend der Dauer des Anre-
gungssignals uber aufeinanderfolgende Zeitintervalle
vorgegebener konstanter Dauer integriert. Das Ergebnis
der Integration Uber ein Zeitintervall liefert einen Wert
eines weiteren Signals, das fortan als Ausgangssignal
bezeichnet wird. Aufeinanderfolgende Werte des Aus-
gangssignals, entsprechend jeweils der Integration tiber
eines der aufeinanderfolgenden Zeitintervalle, ergeben
dann einen Zeitverlauf des Ausgangssignals. Zur Erfas-
sung der Lumineszenzantwort wird Ublicherweise ein
Detektor verwendet, der Lumineszenzstrahlung von der
mindestens einen Sensorsubstanz empfangt. Durch den
Detektor wird gemeinhin ein elektrisches Signal aus dem
empfangenen Lumineszenzlicht generiert. Die zuvor an-
gesprochene Integration kann dann durch Integration
dieses elektrischen Signals realisiert werden. Je nach
Art des Detektors kann aber auch eine Akkumulation des
erfassten Lumineszenzlichts Uber ein bestimmtes Zeitin-
tervall innerhalb des Detektors erfolgen, und durch den
Detektor ein elektrisches Signal generiert werden, wel-
ches ein MaR firr die gesamte innerhalb des Zeitintervalls
empfangene Energie des Lumineszenzlichtes ist. Auch
diese Akkumulation kann die Integration darstellen. Lan-
gere Zeitintervalle der Integration kdnnen dann durch
Summation uber die Werte des aus der Akkumulation
vom Detektor generierten Signals erzielt werden. Die
Dauer eines Integrations-Zeitintervalls ist zumindest so
groB, dass die einem Signalmaximum des Anregungssi-
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gnals zuzuordnende Lumineszenzantwort der Sensor-
substanz bei der Integration erfasst wird. Bei Detektoren
mit einer Reaktionszeit, die gréRer als der Abstand auf-
einanderfolgender Signalmaxima ist, wird innerhalb ei-
nes Integrations-Zeitintervalls die Lumineszenzantwort
auf eine Vielzahl von Signalmaxima des Anregungssig-
nals erfasst. Dies gilt selbstverstandlich auch, wenn die
Dauer der Integrations-Zeitintervalle durch einen Anwen-
der des Verfahrens auf einen entsprechend langen Wert
gesetzt wird.

[0017] Ist das Anregungssignal so, dass der Zeitab-
stand aufeinanderfolgender Signalmaxima abnimmt, so
wird ein Wert dieses Zeitabstandes erreicht und im Wei-
teren auch unterschritten, bei dem ein vollstandiges Ab-
klingen der Lumineszenz der Sensorsubstanz zwischen
aufeinanderfolgenden Signalmaxima nicht mehr méglich
ist. Dies flhrt zum Auftreten einer Stufe oder eines Sprun-
ges zu einem héheren Wert im Ausgangssignal.

[0018] Ist das Anregungssignal so, dass der Zeitab-
stand aufeinanderfolgender Signalmaxima zunimmt, so
wird ein Wert dieses Zeitabstandes erreicht und im Wei-
teren auch Uberschritten, bei dem ein vollstandiges Ab-
klingen der Lumineszenz der Sensorsubstanz zwischen
aufeinanderfolgenden Signalmaxima mdglich ist. Dies
fuhrt zum Auftreten einer Stufe oder eines Sprunges zu
einem niedrigeren Wert im Ausgangssignal. Unter voll-
stéandigem Abklingen der Lumineszenz wird hierbei stets
verstanden, dass das Lumineszenzsignal auf einen Wert
abgefallen ist, der sich nicht mehr detektieren lasst, weil
er etwa das Detektorrauschen nicht uberschreitet.
[0019] Aus der Lage dieser Stufe im Zeitverlauf des
Ausgangssignals, das heil}t, aus dem Zeitpunkt des Auf-
tretens der Stufe im Ausgangssignal, bezogen auf den
Zeitverlauf des Anregungssignals, kann auf den Wert der
zu bestimmenden Veranderlichen der Probe geschlos-
sen werden.

[0020] Abseits der eben erwahnten Stufen ist das Aus-
gangssignal mitunter, aber nicht notwendigerweise, kon-
stant. Ist der Detektor schnell genug, und sind die Inte-
grations-Zeitintervalle kurz genug, um fir jedes einzelne
Signalmaximum des Anregungssignals einen Wert des
Ausgangssignals zu generieren, so wird in jedem Inte-
grations-Zeitintervall im Grunde Uber den gleichen Zeit-
verlauf der Lumineszenzantwort integriert. Fur jedes In-
tegrations-Zeitintervall ergibt sich dann der gleiche Wert
des Ausgangssignals. Bei langsameren Detektoren und
/ oder langeren Integrations-Zeitintervallen fiihrt eine
Verringerung des Abstandes aufeinanderfolgender Sig-
nalmaxima dazu, dass im Verlauf des Anregungssignals
mehr und mehr Signalmaxima mit zugehdérigen Lumines-
zenzantworten innerhalb eines Integrations-Zeitinter-
valls liegen. Dies fihrt zu einem entsprechenden Anstieg
des Ausgangssignals. Analog ergibt sich bei monoton
Uber die Dauer des Anregungssignals zunehmenden Ab-
sténden zwischen den Signalmaxima des Anregungssi-
gnals eine Abnahme des Ausgangssignals. Dieser An-
stieg beziehungsweise dieses Absinken sind jedoch
deutlich von den zuvor genannten Stufen im Ausgangs-
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signal verschieden. Diesen Unterschied kann man noch
deutlicher werden lassen, wenn man anstatt des Aus-
gangssignals das Ausgangssignal dividiert durch die An-
zahl der Signalmaxima pro Integrations-Zeitintervall fiir
die weitere Auswertung verwendet. In diesem Fall sind
die Werte des derart modifizierten Ausgangssignals ab-
seits der Stufen konstant. Anstatt durch die Anzahl der
Signalmaxima zu dividieren, kann man das Ausgangssi-
gnal auch durch die Gesamtenergie des Anregungssig-
nals, welche in ein jeweiliges Integrations-Zeitintervall
fallt, oder eine dazu proportionale GroRe, dividieren.
[0021] Der definierte Zeitverlauf des Anregungssig-
nals ist in Ausfiihrungsformen dadurch bestimmt, dass
das Anregungssignal ein frequenzmodauliertes Signal ist,
bei dem die Frequenz liber die Dauer des Anregungssi-
gnals monoton zunimmt oder abnimmt.

[0022] In einer anderen Auspragung des Verfahrens
handelt es sich bei dem Anregungssignal um eine Folge
von Pulsen, welche sich dadurch auszeichnet, dass tiber
die Zeitdauer des Anregungssignals die Pulsabstéande
abnehmen oder zunehmen. Beispielsweise kann jeder
Pulsabstand um einen definierten absoluten Wert, etwa
0,5 Mikrosekunden, oder einen definierten relativen
Wert, etwa 5 Prozent, kirzer oder langer sein als sein
Vorganger. Die Pulsdauern sind dabei bevorzugt kon-
stant.

[0023] Der Zweck des vorgegebenen Zeitverlaufs des
Anregungssignals, also etwa eines frequenzmodulierten
Signals oder einer Pulsfolge mit wie oben dargelegt va-
riierenden Pulsabstanden, ist es, letztlich eine Sattigung
der Lumineszenz der Sensorsubstanz zu erreichen bzw.
einen Sattigungszustand zu verlassen. Sattigung meint
hier einen stationaren Zustand, bei dem sich im Mittel
Uber einige Sequenzen aus Puls und folgendem Pulsab-
stand, beispielsweise 5 bis 10 Sequenzen, oder allge-
meiner im Mittel Gber einige Signalmaxima, die Lumines-
zenzantwort nicht weiter andert, also nicht weiter an-
wachst oder abfallt. Erreicht oder verldsst eine Sensor-
substanz die Sattigung, so tritt eine bereits oben ange-
sprochene Stufe im Zeitverlauf des Ausgangssignals auf;
beim Erreichen der Sattigung bedeutet die Stufe ein An-
wachsen des Ausgangssignals, beim Verlassen der Sat-
tigung bedeutet die Stufe ein Abfallen des Ausgangssi-
gnals.

[0024] Ist eine Sensorsubstanz mit einer bestimmten
Relaxationszeit der Lumineszenzantwort gegeben, und
wird diese Sensorsubstanz beispielsweise mit einer
Pulsfolge angeregt, deren Pulsabstande im Zeitverlauf
monoton abnehmen, so wird die Lumineszenzantwort in-
nerhalb eines Pulsabstandes zunachst nicht mehr voll-
kommen abklingen, so dass in Reaktion auf weitere Pul-
se die Intensitat der Lumineszenzantwort im Mittel an-
wachst und die Lumineszenzantwort der Sensorsub-
stanz schliellich die Sattigung erreicht. Mitdem Anwach-
sen der Lumineszenzantwort im Mittel erhéht sich auch
das durch Integration Uber die Lumineszenzantwort er-
haltene Ausgangssignal, so dass im Ausgangssignal ei-
ne Stufe auftritt. Hat die Lumineszenzantwort in diesem
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Beispiel die Sattigung erreicht, so hat das Ausgangssi-
gnal den Wert, der dem oberen, hdherwertigen Ende,
dieser Stufe entspricht.

[0025] Es sei darauf hingewiesen, dass die Relaxati-
onszeit der Lumineszenzantwort der Sensorsubstanz
auch der Ansprechzeit der Sensorsubstanz auf die An-
regung der Lumineszenz entspricht. Unter der "Relaxa-
tionszeit der Sensorsubstanz" ist die Relaxationszeit der-
jenigen Lumineszenzerscheinung der Sensorsubstanz
gemeint, welche jeweils zur Bestimmung der Verander-
lichen ausgenutzt wird; in der gleichen Bedeutung wer-
den auch "Relaxationszeit der Lumineszenz" und "Rela-
xationszeit der Lumineszenzantwort" gebraucht.

[0026] Istdie Relaxationszeit der Sensorsubstanz kiir-
zer alsim vorstehend geschilderten Fall, so wird, bei glei-
cher Anregungspulsfolge, die Sattigung spater erreicht.
Entsprechend ergibt sich bei einer langeren Relaxations-
zeit ein friiheres Eintreten in die Sattigung.

[0027] Hangt nun die Relaxationszeit der Lumines-
zenzantwort der Sensorsubstanz von der zu bestimmen-
den Veranderlichen der Probe ab, so kann daher aus
dem Zeitpunkt des Auftretens einer Stufe im Ausgangs-
signal auf einen Wert der Veranderlichen geschlossen
werden.

[0028] Einen ahnlichen Effekt wie bei einem Anre-
gungssignal mitmonoton tiber die Dauer des Anregungs-
signals abnehmenden Pulsabstdnden kann man erzie-
len, wenn man ein frequenzmoduliertes Anregungssig-
nal verwendet, dessen Periodendauer im Zeitverlauf ab-
nimmt.

[0029] Verwendetman stattdessen Anregungssignale
mit monoton Uber die Dauer des Anregungssignals zu-
nehmenden Pulsabstadnden oder zunehmenden Perio-
dendauern, so tritt eine Stufe auf, wenn die Lumines-
zenzantwort der Sensorsubstanz die Sattigung verlasst.
[0030] Bei dem erfindungsgemafien Verfahren wird
der eingesetzte Sensor einer Anregungsenergie ausge-
setzt, welche im Vergleich etwa zu Phasenmodulations-
methoden des Standes der Technik deutlich geringer ist.
In der Folge ergibt sich ein geringeres Fotobleichen des
Sensors, d.h. die Zersetzung der im Sensor verwendeten
Sensorsubstanz, d.h. eines Lumineszenzfarbstoffs,
durch das zur Anregung der Lumineszenz verwendete
Licht ist vermindert.

[0031] 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 beispiels-
weise zu einem festgelegten Anregungssignal fir Pro-
ben mit bekannten Werten der zu bestimmenden Veran-
derlichen die jeweiligen Zeitpunkte des Auftretens einer
Stufe bestimmt werden. Diese Informationen werden
dann als Kalibrierdaten in zweckmaRiger Weise, etwa
als Tabelle, zwischen den Messpunkten interpolierte
Kurve, oder zwischen den Messpunkten interpolierende
Funktion fir das weitere Verfahren bereitgestellt. Dem
Fachmann ist bekannt, dass eine entsprechende Aus-
wertung einer Messung unter Einbeziehung der Kalibrie-
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rung auch automatisiert durch eine Datenverarbeitungs-
einrichtung erfolgen kann. Die Kalibrierung kann durch
den Anwender des Verfahrens vor einer eigentlichen
Messung erfolgen, oder aber durch den Hersteller der
Sensorsubstanz oder zugehdriger Messvorrichtungen.
Bei gleichem Wert der Veranderlichen tritt fir verschie-
dene Anregungssignale eine Stufe im Ausgangssignal
im Allgemeinen zu verschiedenen Zeitpunkten bezogen
aufden Zeitverlauf des jeweiligen Anregungssignals auf.
Daher gilt eine Kalibrierung immer nur fiir den festgeleg-
ten Zeitverlauf des Anregungssignals, fur welchen die
Kalibrierung vorgenommen wurde. Die fiir das Verfahren
relevanten Merkmale des Zeitverlaufs des Anregungssi-
gnals sind die Zeitabstdnde zwischen aufeinanderfol-
genden Signalmaxima beziehungsweise die Pulsab-
stande sowie die Pulsdauern. Die Zeitpunkte des Auftre-
tens der Stufen sind dagegen von der Intensitat des An-
regungssignals weitgehend unabhéangig.

[0032] Der oben bereits angesprochene erforderliche
Kontakt zwischen der Probe und der mindestens einen
Sensorsubstanz kann in einfacher Weise dadurch erzielt
werden, dass die Sensorsubstanz mit der Probe ver-
mischt wird.

[0033] 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 eines Pro-
benbehalters angebracht werden, wobei diese Wand fir
die bei dem erfindungsgemafien Verfahren genutzten
Wellenlangen elektromagnetischer Strahlung, also fiir
das Anregungssignal und die Lumineszenzantwort,
transparent sein muss.

[0034] Ineiner Ausfihrungsform des erfindungsgema-
Ren Verfahrens werden mindestens zwei Sensorsub-
stanzen mit der Probe in Kontakt gebracht. Die Sensor-
substanzen unterscheiden sich dabei in der Relaxations-
zeit ihres jeweiligen Lumineszenzverhaltens. Bezogen
auf den Zeitverlauf des Anregungssignals treten im Aus-
gangssignal Stufen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
auf. Insbesondere kénnen die Relaxationszeiten min-
destens zweier der Sensorsubstanzen von unterschied-
lichen Veranderlichen der Probe abhangen. Die unter-
schiedlichen Zeitpunkte des Auftretens einer Stufe kon-
nen in diesem Fall genutzt werden, um eine Stufe ein-
deutig einer Veranderlichen zuzuordnen.

[0035] Ebenso ist es denkbar, dass die Relaxations-
zeiten der mindestens zwei Sensorsubstanzen von der-
selben Veranderlichen abhdngen, jedoch zwischen den
Sensorsubstanzen Unterschiede bestehen hinsichtlich
eines Wertebereichs dieser Veranderlichen, in dem sich
eine Abhangigkeit des Lumineszenzverhaltens der je-
weiligen Sensorsubstanz von der Veranderlichen zeigt.
Auf diese Weise kann diese Auspragung des erfindungs-
gemalen Verfahrens benutzt werden, um einen grof3e-
ren Wertebereich der zu bestimmenden Veranderlichen
der Messung zuganglich zu machen. Unterscheiden sich
in diesem Fall die Relaxationszeiten der einzelnen Sen-
sorsubstanzen, so kénnen die Unterschiede im Zeitpunkt
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des Auftretens einer Stufe im Ausgangssignal genutzt
werden, um diese Stufe einer bestimmten Sensorsub-
stanz zuzuordnen. Dies kann insbesondere in Wertebe-
reichen der Veranderlichen von Vorteil sein, in denen
mehr als eine der verwendeten Sensorsubstanzen eine
Abhangigkeit ihrer jeweiligen Relaxationszeit von der
Veranderlichen zeigt, vor allem, wenn diese Abhangig-
keiten im fraglichen Wertebereich unterschiedlich deut-
lich ausgepragt sind. Vorteilhaft wiirde dann diejenige
Stufe im Ausgangssignal herangezogen, die zu der Sen-
sorsubstanz gehort, die im fraglichen Wertebereich die
deutlichste Abhangigkeit von der Veranderlichen zeigt,
um die Veranderliche dementsprechend mit der groten
Genauigkeit messen zu kénnen. Alternativ kann auch fir
jede der Sensorsubstanzen aus der ihr zugeordneten
Stufe im Ausgangssignal ein Wert der Veranderlichen
bestimmt werden, und das endgiiltige Resultat fir den
Wert der Veranderlichen daraus durch eine, gegebenen-
falls gewichtete, Mittelung bestimmt werden.

[0036] Ein Beispiel hierfir ist ein kombinierter Spuren-
und Gesamtbereichs-Sauerstoffsensor, der einerseits
bei geringen Sauerstoffkonzentrationen nahe 0% O, ei-
ne hohe Auflésung zeigt, aber zugleich den Messbereich
bis 100% O, abdecken kann. Vorteilhaft konnen hierbei
zwei Lumineszenzfarbstoffe als Sensorsubstanzen ver-
wendet werden, die durch die gleiche Anregungswellen-
lange zur Lumineszenz angeregt werden kdnnen und die
auch beide im gleichen Spektralbereich emittieren.
[0037] Es genugt in diesem Fall eine Anregungslicht-
quelle, beispielsweise LED, fiir beide Lumineszenzfarb-
stoffe, und es kdénnen gleiche optische Filter fiir beide
Lumineszenzantworten verwendet werden.

[0038] Als Spurensensor, mit einer Nachweisgrenze
von 1 ppb geléstem O, bei 20°C und einem Messbereich
bis 5% geléstem O,, kénnen Farbstoffe aus der Klasse
der Palladium-Porphyrine

verwendet werden. Die Anregungswellenlange betragt
hier 400 nm, die Relaxationszeit variiert von 900 Mikro-
sekunden bei 0% O, bis zu 150 Mikrosekunden bei 5%
0.

[0039] Als Gesamtbereichssensor, mit einer Nach-
weisgrenze von 15 ppb geléstem O, bei 20°C und einem
Messbereich bis zu 100% geléstem O,, kénnen Farb-
stoffe aus der Klasse der Platin-Porphyrine verwendet
werden. Die Anregungswellenlange betragt hier 400 nm,
die Relaxationszeit variiert von 60 Mikrosekunden bei
0% O, bis zu 10 Mikrosekunden bei 100% O,.

[0040] Die Messung kann in diesem Beispiel etwa mit
Pulsen von 10 Mikrosekunden Dauer durchgefiihrt wer-
den, wobei der Pulsabstand von 1000 Mikrosekunden
bis zu 1 Mikrosekunde in Schritten von 1 Mikrosekunde
reduziert wird.

[0041] Grundsatzlich kann die Lumineszenzantwort
aller in Kontakt mit der Probe befindlichen Sensorsub-
stanzen mit einem gemeinsamen Detektor erfasst wer-
den. Voraussetzung hierfiirist, dass der Detektor sensitiv
auf die Wellenlangen aller auftretenden Lumines-
zenzantworten ist.
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[0042] Ebenso kann zur Erfassung der Lumines-
zenzantworten aller Sensorsubstanzen mehr als ein De-
tektor verwendet werden. Jeder verwendete Detektor er-
fasst dann die Lumineszenzantworten eines Teils der
Sensorsubstanzen, zumindest erfasst jeder Detektor die
Lumineszenzantwort mindestens einer Sensorsubstanz.
Die von den einzelnen Detektoren aus dem Lumines-
zenzlicht generierten Signale kénnen dann summiert
werden, um ein resultierendes Signal zu erhalten, wel-
ches dann weiter wie vorstehend beschrieben ausgewer-
tet wird. Ebenso ist es mdglich, die Signale von den ein-
zelnen Detektoren getrennt auszuwerten.

[0043] Als Detektorkanninsbesondere eine Fotodiode
verwendet werden. Alternativ kdnnen auch bildgebende
Sensoren auf CMOS- oder CCD-Basis zum Einsatz kom-
men. Das Verfahren kann fir eine Vielzahl von Proben
dadurch vorteilhaft parallel ausgefiihrt werden, indem je-
de Probe separat mit wenigstens einer Sensorsubstanz
in Kontakt gebracht wird, die Sensorsubstanzen aller
Proben gemeinsam einem elektromagnetischen Anre-
gungssignal ausgesetzt werden, die Lumineszenzant-
wort jeder Probe separat erfasst und wie weiter oben
bereits beschrieben ausgewertet wird. Dabei kann fir
jede Probe die gleiche Sensorsubstanz verwendet wer-
den. Es ist aber auch denkbar, dass sich flir mindestens
zwei Proben die mit diesen Proben in Kontakt befindli-
chen Sensorsubstanzen unterscheiden. Insbesondere
kénnen fir die einzelnen Proben unterschiedliche Ver-
anderliche bestimmtwerden. Die separate Erfassung der
Lumineszenzantworten der Proben kann bei Verwen-
dung eines bildgebenden Sensors als Detektor dadurch
erfolgen, dass eine Bildsequenz einer Anordnung der
Proben erfasst wird; in den Bildern der Sequenz kann
jede Probe identifiziert werden, selbstverstandlich auto-
matisch oder durch Vorgabe zu der jeweiligen Probe ge-
hérender Bildbereiche. Die Erfassung der Lumines-
zenzantwort der jeweiligen Probe geschieht dann tber
die zu den jeweiligen Bildbereichen gehérenden Pixel-
werte.

[0044] Ineiner Weiterbildung des Verfahrens wird min-
destens eine Sensorsubstanz mit der Probe in Kontakt
gebracht, und die Sensorsubstanz wiederholt durch ein
Anregungssignal der oben beschriebenen Art zu Lumi-
neszenz angeregt. Die zugehdérige Lumineszenzantwort
wird jeweils erfasst. Es kann nun zu jeder Lumines-
zenzantwort ein Wert der zu bestimmenden Veranderli-
chen ermittelt werden, und ein resultierender Wert dieser
Veranderlichen dann durch eine Mittelung Uber diese
Werte zu den einzelnen Lumineszenzantworten be-
stimmt werden. Alternativ kdnnen die Zeitpunkte, zu de-
nen in den zu den einzelnen Lumineszenzantworten er-
mittelten Ausgangssignalen Stufen auftreten, gemittelt
werden, und ein resultierender Wert der Veranderlichen
wird dann aus dem Ergebnis dieser Mittelung bestimmt.
[0045] Das erfindungsgemale Verfahren kann zur Be-
stimmung einer jeglichen Veranderlichen eingesetzt wer-
den, fir welche es Sensorsubstanzen gibt, die ein von
der zu bestimmenden Veranderlichen abhangiges Lumi-
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neszenzverhalten zeigen. Insbesondere kann es sich bei
der Veranderlichen um eine Konzentration eines Stoffes,
einen Druck, eine Temperatur, einen Partialdruck eines
Gases oder einen pH-Wert handeln. Dem Fachmann ist
somit aus dem Stand der Technik eine Flle geeigneter
Sensorsubstanzen bekannt, mit denen das erfindungs-
gemale Verfahren durchgefiihrt werden kann.

[0046] Als Lichtquelle kbnnen im Stand der Technik
zur Anregung optischer Sensoren bekannte Lichtquellen
verwendet werden, beispielsweise LEDs oder Laser.
[0047] Im Folgenden wird an Hand von Ausfliihrungs-
beispielen und den beigefligten schematischen Zeich-
nungen die Erfindung noch weiter erlautert.

Figur1 zeigt ein Anregungssignal in Gestalt einer
Pulsfolge;

zeigt ein frequenzmoduliertes Signal, wel-
ches eine weitere mdgliche Form eines An-
regungssignals darstellt;

zeigt einen Zeitverlauf eines Ausgangssig-
nals;

zeigt ein weiteres Beispiel flr einen Zeitver-
lauf eines Ausgangssignals; und

zeigt die Anordnung eines Tragers fir eine
Sensorsubstanz in einem Probenbehalter
und einen beispielhaften Aufbau einer Vor-
richtung zur Durchfiihrung des erfindungsge-
malen Verfahrens.

zeigt Integrations-Zeitintervalle in Relation zu
Anregungspulsen und einer entsprechenden
Lumineszenzantwort der Sensorsubstanz.
zeigt ebenfalls Integrations-Zeitintervalle in
Relation zu Anregungspulsen und einer ent-
sprechenden Lumineszenzantwort der Sen-
sorsubstanz, wobei die Integrations-Zeitin-
tervalle langer sind als in Figur 6.

Figur 2

Figur 3
Figur 4

Figur 5

Figur 6

Figur 7

[0048] Figur 1 zeigt ein Anregungssignal 1 in Gestalt
einer Pulsfolge, wie sie zur Anregung einer Lumineszenz
einer Sensorsubstanz in dem erfindungsgemafen Ver-
fahren verwendet werden kann. Auf der Abszisse 2 ist
die Zeit, auf der Ordinate 3 ein Maf fur die Starke des
Anregungssignals 1, etwa die Intensitat des Anregungs-
signals 1, aufgetragen. Das Anregungssignal 1 besteht
aus einer Folge von Pulsen 4, und ist gekennzeichnet
durch Pulsdauern 5 und Pulsabstande 6. In der darge-
stellten Pulsfolge sind die Pulsdauern 5 iber die Dauer
der Pulsfolge konstant, die Pulsabstdnde 6 nehmen hin-
gegen von Puls 4 zu Puls 4 monoton uber die Dauer des
Anregungssignals 1 ab. Die Summe aus Pulsdauer 5und
Pulsabstand 6 entspricht bei den hier gezeigten Recht-
eckpulsen dem zeitlichen Abstand aufeinanderfolgender
Signalmaxima 8. Die abnehmenden Pulsabsténde 6 be-
deuten daher, dass die Abstande zwischen aufeinander-
folgenden Signalmaxima 8 des Anregungssignals 1 tiber
die Dauer des Anregungssignals 1 monoton abnehmen.
[0049] Das erfindungsgemafie Verfahren ware auch
mit anderen Pulsformen als Rechteckpulsen, etwa Sa-
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gezahnpulsen oder gaussglockenférmigen Pulsen,
durchfiihrbar, wie dem Fachmann nach den vorstehen-
den Ausfiihrungen offenkundig ist.

[0050] Die zu verwendenden Pulsdauern und Pulsab-
stdnde sind im Wesentlichen durch die Relaxationszei-
ten der verwendeten Sensorsubstanzen bestimmt. Typi-
sche Pulsdauern und Pulsabsténde liegen im Bereich
100 Pikosekunden bis 2000 Mikrosekunden, ohne dass
dies eine Einschrankung der Erfindung darstellt. Vorteil-
haft sollte der groRte verwendete Pulsabstand so grof3
sein, dass fur die langste erwartete Relaxationszeit einer
Lumineszenz ein vollstandiges Abklingen dieser Lumi-
neszenz moglich ist, zum Beispiel kann der langste ver-
wendete Pulsabstand das drei- bis flnf-fache der langs-
ten erwarteten Relaxationszeit betragen. Der kirzeste
verwendete Pulsabstand sollte deutlich geringer sein als
die kirzeste erwartete Relaxationszeit einer Lumines-
zenz, so dass durch das Anregungssignal ein rascher
Eintritt auch der zur kurzesten erwarteten Relaxations-
zeit gehorigen Lumineszenzantwort in die Sattigung be-
wirkt wird. Beispielsweise kann der kirzeste verwendete
Pulsabstand ein Zehntel der kirzesten erwarteten Rela-
xationszeit betragen.

[0051] Figur 2 zeigt ein Anregungssignal 1 in Gestalt
eines frequenzmodulierten Signals, wie es zur Anregung
einer Lumineszenz einer Sensorsubstanz in dem erfin-
dungsgemafien Verfahren verwendet werden kann. Auf
der Abszisse 2 ist die Zeit, auf der Ordinate 3 ein Mal}
fur die Starke des Anregungssignals 1, etwa die Intensitat
des Anregungssignals 1, aufgetragen. Uber die Dauer
des Anregungssignals 1 nimmt die Periodendauer 7 des
hier sinusférmig gezeigten Anregungssignals 1 monoton
ab, dementsprechend verringert sich der Abstand zwi-
schen aufeinanderfolgenden Signalmaxima 8 des Anre-
gungssignals 1. Der Abstand zwischen aufeinanderfol-
genden Signalmaxima 8 des Anregungssignals 1 ist hier
gleich der Periodendauer 7.

[0052] Figur 3 zeigt den Zeitverlauf eines Ausgangs-
signals 10 bei Verwendung zweier Sensorsubstanzen,
einer ersten Sensorsubstanz und einer zweiten Sensor-
substanz, in einer Probe, wobei die Sensorsubstanzen
mit einem Anregungssignal entsprechend dem erfin-
dungsgemafien Verfahren zur Lumineszenz angeregt
werden, wobei im Anregungssignal die zeitlichen Ab-
stdnde zwischen aufeinanderfolgenden Signalmaxima
abnehmen. Auf der Abszisse 2 ist die Zeit, auf der Ordi-
nate 3 ein MaR fir den Wert des Ausgangssignals 10
aufgetragen.

[0053] Indem Zeitverlauf des Ausgangssignals 10 sind
eine erste Stufe 11 und eine zweite Stufe 12 erkennbar.
In der ersten Stufe 11 erreicht die erste Sensorsubstanz
eine Sattigung ihrer Lumineszenz, in der zweiten Stufe
12 erreicht die zweite Sensorsubstanz eine Sattigung ih-
rer Lumineszenz. Die Relaxationszeit der zweiten Sen-
sorsubstanz ist im hier gezeigten Beispiel kirzer als die
Relaxationszeit der ersten Sensorsubstanz.

[0054] Der Zeitpunkt 16, 17 des Auftretens einer Stufe
11, 12 héngt, bei gleichem Anregungssignal, von einer
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zu bestimmenden Veranderlichen der Probe ab, da die
Relaxationszeiten der Sensorsubstanzen von der Ver-
anderlichen abhangen; das heil’t, die Lage einer 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 firr das
Auftreten der ersten Stufe 11, beziehungsweise als Zeit-
punkt 17 flir das Auftreten der zweiten Stufe 12, ist hier
jeweils derjenige Zeitpunkt gewahlt, bei dem die jeweilige
Stufe 11, 12 die Halfte inrer Hohe 14, 15 erreicht hat.
Andere Definitionen zur Festlegung des Zeitpunktes des
Auftretens einer Stufe sind ebenso mdglich. Hier ist dar-
auf zu achten, dass fir 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 bezogen, beispiels-
weise kann der Zeitpunkt des Einsetzens des Anre-
gungssignals als Ursprung der Zeitachse gewahlt wer-
den, auf der auch der Zeitpunkt 16, 17 des Auftretens
einer Stufe angegeben wird.

[0055] Die Hohe der im Ausgangssignal auftretenden
Stufen kann durchaus verschieden sein. So ist im ge-
zeigten Beispiel die Hohe 14 der ersten Stufe 11 grofRer
als die Hohe 15 der zweiten Stufe 12.

[0056] 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 Reaktionszeiten im Vergleich
zum zeitlichen Abstand aufeinanderfolgender Signalma-
xima des Anregungssignals.

[0057] Figur 4 zeigt ein weiteres Beispiel fir den Zeit-
verlauf eines Ausgangssignals 10. Der Zeitverlauf zeigt
drei Stufen 11, 12, 18, sowie Bereiche 19 mit einem fla-
cheren Anstieg des Ausgangssignals 10. Wie weiter
oben erlautert, ergeben sich die Bereiche 19 mit flache-
rem Anstieg dadurch, dass bei monoton abnehmendem
Abstand aufeinanderfolgender Signalmaxima des Anre-
gungssignals 1 mehr und mehr Signalmaxima innerhalb
eines Integrations-Zeitintervalls liegen. Indem man das
Ausgangssignal 10 durch die Zahl der jeweils innerhalb
eines Integrations-Zeitintervalls liegenden Signalmaxi-
ma, oder eine dazu proportionale GréRRe, dividiert, erhalt
man ein modifiziertes Ausgangssignal, welches in den
Bereichen 19 zwischen den Stufen einen konstanten
Wert aufweist.

[0058] Auch bei dem in Figur 4 gezeigten Verlauf des
Ausgangssignals 10 kdnnen die Zeitpunkte des Auftre-
tens der Stufen 11, 12, 18 ermittelt werden, analog zu
dem in Figur 3 gezeigten Fall. Stellvertretend ist dies hier
fur die Stufe 12 mitzugehoérigem Zeitpunkt 17 dargestellt.
[0059] Die Details des Verlaufs des Ausgangssignals
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 Reaktionszeit des ver-
wendeten Detektors und der Lange der Integrations-Zei-
tintervalle. Relevant fir das erfindungsgemafie Verfah-
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ren ist hingegen das Auftreten der Stufen 11, 12, 18 und
die Abhangigkeit des Zeitpunkts des Auftretens dieser
Stufen von der zu bestimmenden Veranderlichen.
[0060] Figur 5 zeigt eine Probe 50 in einem Proben-
behalter 51. Im Probenbehalter 51 befindet sich ein Tra-
ger 52, welcher mit einer Sensorsubstanz 59 versehen
ist, die in Kontakt mit der Probe 50 steht. Beispielsweise
kann der Trager 52 mit der Sensorsubstanz 59 getrankt
sein.

[0061] AuRerhalb des Probenbehalters 51 befinden
sich eine Fotodiode 53 und eine Lichtquelle 54, in der
gezeigten Anordnung auf einer Platine 60. Die Lichtquel-
le 54, hier eine LED, emittiert ein elektromagnetisches
Anregungssignal der oben beschriebenen Art in Form
von Licht55, um die Sensorsubstanz 59 zu Lumineszenz
anzuregen. Die Fotodiode 53 empfangt Lumineszenz-
licht von der Sensorsubstanz 59 und generiert daraus
ein elektrisches Signal. Je nach Durchfiihrung des Ver-
fahrens und Reaktionszeit der Fotodiode 53 kann dieses
elektrische Signal bereits das Ausgangssignal im Sinne
dieser Anmeldung sein, oder eine Auswerteeinheit 56
erzeugt aus diesem elektrischen Signal das Ausgangs-
signal durch Integration Uber definierte Intervalle. Die
Auswerteeinheit 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 Veranderli-
chen der Probe 50. Der so bestimmte Wert der Veran-
derlichen der Probe 50 wird einer Ausgabe 58, etwa an
einen Benutzer tber ein Display oder an ein nachgeord-
netes Datenverarbeitungssystem, zugeleitet. Die Licht-
quelle 54 kann ebenfalls durch ein nachgeordnetes Da-
tenverarbeitungssystem gesteuertwerden, ebensoistes
etwa maoglich, eine Steuerung fir die Lichtquelle 54 in
die Auswerteeinheit 56 zu integrieren.

[0062] Es sei betont, dass die Anordnung aus Licht-
quelle 54 und Fotodiode 53 hier nur beispielhaft ist. Glei-
ches gilt fur die Position des Tragers 52 innerhalb des
Probenbehalters 51. In dem gezeigten Beispiel ist die
Probe 50 flissig, auch dies stellt keine Einschrankung
der Erfindung dar. Ebenso kénnen etwa gasférmige Pro-
ben untersucht werden.

[0063] Figur 6 zeigt Integrations-Zeitintervalle 21, so-
wie Pulse 4 (gepunktet) eines Anregungssignals mit iber
die Dauer des Anregungssignals monoton abnehmen-
den Pulsabstanden 6, analog der Figur 1. Ferner gezeigt
istdie Lumineszenzantwort 22 zu jedem Puls 4. Wahrend
der Dauer eines Pulses 4 wachst die Lumineszenzant-
wort 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 Maf fur die Starke des
Anregungssignals und der Lumineszenzantwort 22 auf-
getragen. Die wahrend der Dauer des Anregungssignals,
also hier wahrend der Folge von Pulsen 4, aufeinander-
folgenden Integrations-Zeitintervalle 21 haben eine kon-
stante Lange, die hier so bemessen ist, dass innerhalb
eines Integrations-Zeitintervalls 21 gerade eben Anstieg
und Abfall der Lumineszenzantwort 22 zu einem Puls 4
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erfolgen kénnen. Die zeitliche Lage der Integrations-Zei-
tintervalle 21 ist hier mit den Pulsen 4 korreliert, genauer
wird die Integration lber die Lumineszenz-Antwort 22
durch einen jeweiligen Puls 4 ausgeldst. Die Integration
der Lumineszenzantwort 22 {iber jedes dargestellte In-
tegrations-Zeitintervall 21 ergibt im gezeigten Fall den
gleichen Wert, auch wenn im spateren Verlauf des An-
regungssignals, von der Anfangsphase des Anregungs-
signals durch einen gestrichelten Abszissenabschnitt ge-
trennt, der Pulsabstand 6 gegenliber dem anfanglichen
Wert deutlich verringert ist. Das durch die Ergebnisse
der Integration Uber die einzelnen Integrations-Zeitinter-
valle 21 gebildete Ausgangssignal 10 (siehe Figuren 3
und 4) hat dann fiir den auf der Abszisse dargestellten
Zeitabschnitt einen konstanten Wert. Damit ein weiterer
Puls 4 und entsprechend eine zugehdrige Lumines-
zenzantwort 22 innerhalb des Integrations-Zeitintervalls
21 zu dem vorausgehenden Puls 4 liegt, misste der Puls-
abstand 6 hier soweit verringert werden, dass ein voll-
standiges Abklingen der Lumineszenzantwort 22 inner-
halb des Pulsabstandes 6 kaum mehr méglich ist. Dies
istaberder erste Schritt zur Ausbildung eines gesattigten
Lumineszenzsignals, und damit der Ubergang zu einer
Stufe im Ausgangssignal 10.

[0064] Figur 7 entspricht weitgehend der Figur 6, nur
sind hier die Integrations-Zeitintervalle 21 langer als im
Fall der Figur 6. Auch im Fall der Figur 7 hat jedes Inte-
grations-Zeitintervall 21, 21a, 21b die gleiche Lénge. Es
kommt nun aber zu dem Fall, wie fiir das Integrations-
Zeitintervall 21b dargestellt, dass innerhalb eines Puls-
abstandes 6 zwar die Lumineszenzantwort 22 vollstan-
dig abklingen kann, aber bereits mehr als ein Puls 4 mit
zugehoriger Lumineszenzantwort 22 innerhalb des Inte-
grations-Zeitintervalls liegt. Im Integrations-Zeitintervall
21b liegen zwei Pulse 4 mit zugehoriger Lumines-
zenzantwort 22, im Integrations-Zeitintervall 21aliegt ein
Puls 4 mit zugehoriger Lumineszenzantwort 22. Dem-
entsprechend ergibt sich bei Integration tber das Inter-
vall 21b ein doppelt so grofier Wert fiir das Ausgangssi-
gnal 10 wie bei Integration Gber das Intervall 21a. Der
auf der Abszisse 2 in der Figur 7 dargestellte Zeitab-
schnitt entspricht somit einem Bereich 19 in der Figur 4,
bei dem abseits einer Stufe 11, 12, 18 das Ausgangssi-
gnal 10 ansteigt. Auch in diesem Fall kann die Integration
durch einen Puls 4 ausgeldst werden, jedoch nur durch
einen Puls 4, der nicht in ein Zeitintervall fiir eine von
einem der vorausgegangenen Pulse ausgel6ste Integra-
tion fallt.

[0065] Die Dauer der Integrations-Zeitintervalle 21 ist
vorgegeben, entweder ist sie explizit durch einen Anwen-
der des erfindungsgemaRen Verfahrens oder durch die
Auswahl der zur Erfassung der Lumineszenzantwort 22
verwendeten Detektoren Uber deren Reaktionszeit be-
stimmt.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Bestimmung einer Veranderlichen ei-
ner Probe (50), umfassend die Schritte:

a) Herstellen eines Kontakts zwischen mindes-
tens einer Sensorsubstanz (59) und der Probe
(50), wobei die mindestens eine Sensorsub-
stanz (59) ein Lumineszenzverhalten mit einer
Relaxationszeit, die von der Veranderlichen ab-
hangt, aufweist;

b) Anregen des Lumineszenzverhaltens der
mindestens einen Sensorsubstanz (59) durch
ein elektromagnetisches Anregungssignal (1),
welches einen vorgegebenen Zeitverlauf mit
aufeinanderfolgenden Signalmaxima (8) auf-
weist, wobei der zeitliche Abstand aufeinander-
folgender Signalmaxima (8) entweder monoton
Uber die Dauer des Anregungssignals (1) ab-
nimmt oder monoton Uber die Dauer des Anre-
gungssignals (1) zunimmt;

c) Erzeugung eines zeitabhdngigen Ausgangs-
signals (10) durch Integration eines Zeitverlaufs
einer Lumineszenzantwort (22) der mindestens
einen Sensorsubstanz (59) auf das Anregungs-
signal (1) Uber aufeinanderfolgende Zeitinter-
valle (21) wahrend des Anregungssignals (1);
d) Bestimmen der Veranderlichen aus mindes-
tens einem auf den Zeitverlauf des Anregungs-
signals (1) bezogenen Zeitpunkt (16, 17) des
Auftretens einer Stufe (11, 12, 18) im Ausgangs-
signal (10).

Verfahren nach Anspruch 1, wobei zur Bestimmung
des Zeitpunkts (16, 17) des Auftretens der Stufe (11,
12, 18) das Ausgangssignal (10) modifiziert wird, in-
dem das Ausgangssignal (10) durch die Anzahl der
Signalmaxima (8) innerhalb eines Zeitintervalls (21)
fur die Integration oder durch die in ein Zeitintervall
(21) fur die Integration fallende Energie des Anre-
gungssignals (1) dividiert wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das An-
regungssignal (1) ein frequenzmoduliertes Signal
ist, dessen Frequenz im Zeitverlauf zunimmt oder
abnimmt.

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

Verfahren nach einemder vorstehenden Anspriiche,
wobei die Bestimmung der Veranderlichen gemaf
Schritt d unter Einbeziehung vorgegebener Kalib-
rierdaten (57) erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

die mindestens eine Sensorsubstanz (59) mit der
Probe (50) vermischt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei
ein mit mindestens einer der Sensorsubstanzen (59)
versehener Trager (52)in die Probe (50) eingebracht
wird.

Verfahren nach einem dervorstehenden Anspriiche,
wobei mindestens zwei Sensorsubstanzen (59) mit
der Probe (50) in Kontakt gebracht werden, und sich
die Sensorsubstanzen (59) hinsichtlich einer Rela-
xationszeit ihres Lumineszenzverhaltens unter-
scheiden.

Verfahren nach einem dervorstehenden Anspriiche,
wobei mindestens zwei Sensorsubstanzen (59) mit
der Probe (50) in Kontakt gebracht werden, und sich
die Sensorsubstanzen (59) hinsichtlich eines Wer-
tebereichs der Veranderlichen unterscheiden, in
dem sich eine Abhangigkeit des Lumineszenzver-
haltens der jeweiligen Sensorsubstanz (59) von der
Veranderlichen zeigt.

Verfahren nach einem dervorstehenden Anspriiche,
wobei die Lumineszenzantwort aller im Kontakt mit
der Probe (50) befindlichen Sensorsubstanzen (59)
durch einen gemeinsamen Detektor erfasst wird.

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

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

Verfahren nach einem dervorstehenden Anspriiche,
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 An-
regen der Sensorsubstanzen (59) aller Proben (50)
nach Schritt b durch ein elektromagnetisches Anre-
gungssignal (1) erfolgt, dem die Sensorsubstanzen
(59) aller Proben (50) gemeinsam ausgesetzt wer-
den.

Verfahren nach einem dervorstehenden Anspriiche,
wobei die Schritte b und c wiederholt durchgefiihrt
werden, und ein resultierender Wert der Verander-
lichen durch Mittelung bestimmt wird.

Verfahren nach einem dervorstehenden Anspriiche,
wobei die mindestens eine Veranderliche eine Kon-
zentration eines Stoffes, ein Druck, eine Tempera-
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tur, ein Partialdruck eines Gases oder ein pH-Wert
ist.

Claims

1.

Method for determining a variable of a sample (50),
comprising the steps of:

a) establishing a contact between at least one
sensor substance (59) and the sample (50),
wherein the at least one sensor substance (59)
exhibits a luminescence behavior with a relax-
ation time which depends on the variable;

b) exciting of the luminescence behavior of the
at least one sensor substance (59) by an elec-
tromagnetic excitation signal (1) which has a
predetermined temporal progression with suc-
cessive signal maxima (8), wherein the time in-
terval between successive signal maxima (8) ei-
ther decreases monotonically over the duration
of the excitation signal (1) or increases monot-
onically over the duration of the excitation signal
(1)

c) generating a time-dependent output signal
(10) by integrating a temporal progression of a
luminescence response (22) of the at least one
sensor substance (59) to the excitation signal
(1) over successive time intervals (21) during
the excitation signal (1);

d) determining the variable from at least one
pointin time (16, 17) of the occurrence of a step
(11, 12, 18) in the output signal (10) related to
the temporal progression of the excitation signal

).

Method according to claim 1, wherein, to determine
the point in time (16, 17) of the occurrence of the
step (11, 12, 18), the output signal (10) is modified
by dividing the output signal (10) by the number of
signal maxima (8) within a time interval (21) for inte-
gration or by the energy of the excitation signal (1)
falling within a time interval (21) for integration.

Method according to claim 1 or 2, wherein the exci-
tation signal (1) is a frequency-modulated signal
whose frequency increases or decreases over tem-
poral progression.

Method according to claim 1 or 2, wherein the exci-
tation signal (1) is a sequence of pulses (4) in which
pulse intervals (6) decrease or increase during the
temporal progression of the excitation signal (1).

Method according to one of the preceding claims,
wherein the determination of the variable according
to step d takes place with the inclusion of predeter-
mined calibration data (57).
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6.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

Method according to one of claims 1 to 5, wherein
the at least one sensor substance (59) is mixed with
the sample (50).

Method according to one of claims 1 to 6, wherein a
carrier (52) provided with at least one of the sensor
substances (59) is introduced into the sample (50).

Method according to one of the preceding claims,
wherein at least two sensor substances (59) are
brought into contact with the sample (50), and the
sensor substances (59) differ with respect to a re-
laxation time of their luminescence behavior.

Method according to one of the preceding claims,
wherein at least two sensor substances (59) are
brought into contact with the sample (50), and the
sensor substances (59) differ with respect to a value
range of the variable, in which a dependence of the
luminescence behavior of the respective sensor sub-
stance (59) on the variable is shown.

Method according to one of the preceding claims,
wherein the luminescence response of all sensor
substances (59) in contact with the sample (50) is
detected by a common detector.

Method according to one of the claims 8 or 9, wherein
more than one detector is used to detect the lumi-
nescence response, and each detector detects the
luminescence response of a part of the sensor sub-
stances (59).

Method according to one of claims 10 or 11, wherein
a photodiode (53) or an imaging optoelectronic sen-
sor is used as a detector.

Method according to one of the preceding claims,
wherein the method is carried out for a plurality of
samples (50) by carrying out steps a, c, d separately
for each of the samples (50), and the excitation of
the sensor substances (59) of all samples (50) ac-
cording to step b is carried out by an electromagnetic
excitation signal (1) to which the sensor substances
(59) of all samples (50) are exposed in common.

Method according to one of the preceding claims,
wherein steps b and c are repeatedly performed, and
a resultant value of the variable is determined by
averaging.

Method according to one of the preceding claims,
wherein the at least one variable is a concentration
of a substance, a pressure, a temperature, a partial
pressure of a gas or a pH value.
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Revendications

Procédé pour la détermination d’une variable d’un
échantillon (50), comprenant les étapes suivantes :

a) établissement d’'un contact entre au moins
une substance de détection (59) et I'échantillon
(50), 'au moins une substance de détection (59)
ayant un comportement de luminescence dont
le temps de relaxation dépend de la variable ;
b) excitation du comportement de luminescence
de I'au moins une substance de détection (59)
par un signal d’excitation électromagnétique (1)
qui présente une évolution prédéterminée dans
le temps avec des maxima de signal (8) succes-
sifs, 'intervalle de temps entre des maxima de
signal (8) successifs diminuant de fagon unifor-
me surla durée du signal d’excitation (1) ou aug-
mentantde fagon uniforme surla durée du signal
d’excitation (1) ;

c) génération d’un signal de sortie dépendant
du temps (10) par intégration d’'une évolution
dans le temps d’une réponse de luminescence
(22) de I'au moins une substance de détection
(59) au signal d’excitation (1) sur des intervalles
de temps (21) successifs pendant le signal d’ex-
citation (1) ;

d) détermination de la variable a partir d’au
moins un instant (16, 17), rapporté a I'évolution
dans le temps du signal d’excitation (1), d’appa-
rition d’un gradin (11, 12, 18) dans le signal de
sortie (10).

Procédé selon larevendication 1 dans lequel, en vue
de la détermination de I'instant (16, 17) d’apparition
du gradin (11, 12, 18), le signal de sortie (10) est
modifié par division du signal de sortie (10) par le
nombre de maxima de signal (8) dans un intervalle
de temps (21) pour l'intégration ou par I'énergie en
diminution du signal d’excitation (1) sur l'intervalle
de temps (21) pour l'intégration.

Procédé selon la revendication 1 ou 2, dans lequel
le signal d’excitation (1) est un signal modulé en fré-
quence dont la fréquence augmente ou diminue au
cours de I'évolution dans le temps.

Procédé selon la revendication 1 ou 2, dans lequel
le signal d’excitation (1) est une suite d’impulsions
(4) dans laquelle les écarts entre les impulsions (6)
diminuent ou augmentent pendant I'évolution dans
le temps du signal d’excitation (1).

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, danslequel la détermination de la variable selon
I'étape d) est effectuée en prenant en compte des
données d’étalonnage (57) prédéterminées.
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Procédé selon I'une des revendications 1 a 5, dans
lequel 'au moins une substance de détection (59)
est mélangée a I'échantillon (50).

Procédé selon I'une des revendications 1 a 6, dans
lequel un support (52) doté d’au moins une des subs-
tances de détection (59) est introduit dans I'échan-
tillon (50).

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, dans lequel au moins deux substances de dé-
tection (59) sont mises en contact avec I'’échantillon
(50) et les substances de détection (59) différent par
le temps de relaxation de leur comportement de lu-
minescence.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, dans lequel au moins deux substances de dé-
tection (59) sont mises en contact avec I'’échantillon
(50) et les substances de détection (59) différent par
la plage de valeurs de la variable dans laquelle se
manifeste une dépendance du comportement de lu-
minescence de chaque substance de détection (59)
vis-a-vis de la variable.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, dans lequel la réponse en luminescence de tou-
tes les substances de détection (59) en contact avec
I’échantillon (50) est captée par un détecteur com-
mun.

Procédé selon I'une des revendications 8 ou 9, dans
lequel plus d’'un détecteur est utilisé pour capter la
réponse en luminescence et chaque détecteur capte
la réponse en luminescence d’'une partie des subs-
tances de détection (59).

Procédé selon 'une des revendications 10 ou 11,
dans lequel une photodiode (53) ou un capteur op-
toélectronique d’imagerie est utilisé comme détec-
teur.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, dans lequel le procédé est exécuté pour une
pluralité d’échantillons (50) par le fait que les étapes
a), ¢), d) sont exécutées séparément pour chacun
des échantillons (50), et I'excitation des substances
de détection (59) de tous les échantillons (50) est
réalisée apres I'étape b) a l'aide d’un signal d’exci-
tation (1) électromagnétique auquel les substances
de détection (59) de tous les échantillons (50) sont
exposées ensemble.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, dans lequel les étapes b) et c) sont exécutées
de fagon répétée et une valeur résultante de la va-
riable est déterminée par le calcul de la moyenne.
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15. Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, dans lequel I'au moins une variable est une con-
centration d’'une substance, une pression, une tem-
pérature, une pression partielle d’'un gaz ou un pH.
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 7
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