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Z mmenf n

Es wurden ein optisch-chemischer Sensor fiir Aluminium und zwei optisch-chemi-
sche Sensoren fiir Zink entwickelt. Die Sensoren basieren auf der Immobilisierung
der Komplexbildner Morin (Aluminium), Calcein (Zink) und Salicylaldehyd-Thio-
carbohydrazon (Zink) iiber ein Briickenmolekiil (Silan) auf Glas. Zur Detektion der
abhingig von der Metallionkonzentration der Analysenldosung gebildeten Komplexe
auf der Sensoroberflache wurde die Fluoreszenzspektroskopie eingesetzt.

Der Morin - Sensor bestimmte die Aluminium - Konzentration innerhalb von fiinf
Minuten mit einem Fehler von 3%. Die Bestimmungsgrenze fiir Aluminium lag bei
0.7 mg/l. Der MeBfehler des Calcein - Sensors und des Salicylaldehyd-
Thiocarbohydrazon - Sensors lag ebenfalls bei 3%. Zink wurde mit dem Calcein -
Sensor ab 0.5 mg/l, mit dem Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Sensor ab S mg/1
quantifiziert. Die Ansprechzeit betrug im Fall des Calcein - Sensors 2 Minuten, fiir
den Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Sensor 10 Minuten.

Jeder Sensor war querempfindlich gegen andere Metallionen, so daB ein Konzept
zur Erzielung der fiir praktische Anwendungen erforderlichen Selektivitidt ausgear-
beitet werden muflte. Da Sensoren fiir DurchfluBmessungen eingesetzt werden sol-
len, konnen das MeBsignal beeinflussende Komponenten der Analysenldsung,
insbesondere Metallionen, nicht physikalisch-chemisch abgetrennt werden. Die
Selektivitdt sollte durch Kombination mehrerer Sensoren zu einem Sensorarray mit
multivariater Kalibration (partial least squares) erreicht werden.

Die fiir praktische Applikationen wichtigen Fragestellungen wie das Erkennen
falscher Proben im Kalibrationsdatensatz sowie falscher Proben unbekannter Zu-
sammensetzung, driftender Sensoren und die optimale Kombination der Sensoren
wurden zunédchst anhand von Arraysimulationen iiberpriift. Mit Hilfe des F - Tests
und den leverages der Proben wurden falsche Proben und driftende Sensoren er-
kannt. Als zusdtzliches Kriterium zur Beurteilung der Qualitdt des Kalibra-
tionsdatensatzes erwiesen sich die t-u-Diagramme als hilfreich.

Der Morin -, der Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - und ein pH - Sensor
(Fluorescein) wurden zu einem Sensorarray kombiniert und Aluminium - Zink -
Chrom - Mischungen im pH Bereich 4.7 - 5.4 analysiert. Die Ergebnisse der
Arraysimulationen konnten mit dem Sensorarray bestdtigt werden. Die
Bestimmungsfehler des Sensorarrays betrugen fiir Aluminium 8% und fiir Zink 10%.



with chemometrics

One optical sensor for aluminium and two optical sensors for zinc have been

developed, based on the immobilisation of morin (aluminium), calcein (zinc) and
salicylaldehyde-thiocarbohydrazone (zinc) on silanised controlled porous glass. The
immobilised indicators formed complexes with these metal ions, resulting in a
change of their optical properties. Fluorescence spectroscopy has been used for the
quantitative detection of the metal ion complexes on the surface of the sensors.

The morin-sensor quantified aluminium within 5 minutes and showed a detection
limit of 0.7 mg/l. Zinc has been detected with the calcein-sensor in 2 minutes. The
detection limit was 0.5 mg/1l. The response time of the second zinc-sensor, which
constisted of immobilised salicylaldehyde-thiocarbohydrazone, was 10 minutes. It
showed a detection limit of 5 mg/I.

Each sensor has been interfered by other metal ions. For practical applications the
lack of selectivity had to be overcome. There were two principal solutions. First, the
interfering components could be separated by chemical methods like sedimentation,
extraction etc. This way would complicate and lengthen the analytical procedure.
Therefore it did not seem to be the optimal way to execute flow through
measurements with sensors.

The other possibility to eliminate the influence of interfering components was to use
multivariate calibration methods like partial least squares. Several sensors had to be
combined to a so called sensor array to recieve enough information about the
analyte for using multivariate calibration methods.

To prevent false results on applying a sensor array, it was necessary to recognize
faulty samples and drifting sensors. The capability of the used algorithm to do this
has been tested by simulated arrays. Using the F-test and the leverages of the
samples, this requirements could be fullfilled. The t-u-plots of the relevant factors
have been used additionally to check the quality of the calibration data.

A sensor array has been composed of a morin-sensor, a salicylaldehyde-
thiocarbohydrazone-sensor and a pH-sensor (fluoresceine). Samples, containing
aluminium, zinc and chromium, with different pH values were analysed. The results
of the array simulations could be confirmed with this sensor array. The analytical
error was 8% for aluminium and 10% for zinc.
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1. Einleitung

Die instrumentelle Analytik hat heute einen hohen Entwicklungsstand erreicht. Zur
Untersuchung von umweltrelevanten Stoffen sowie zur Uberwachung von chemi-
schen Prozessen stehen zahlreiche Verfahren wie z.B HPLC, Gas - und lonenchro-
matographie, Atomabsorptionsspektroskopie, molekiilspektroskopische und elek-
trochemische Methoden zur Verfiigung. All diese Methoden verlangen die Probe-
nahme und eine mehr oder weniger aufwendige Probenpriparation. Dies erfordert
Zeit und beinhaitet zusidtzliche Fehlerquellen. Bei komplexen chemischen Prozes-
sen, die an mehreren Stellen iiberwacht werden miissen, sowie durch die immer zahl-
reicher anfallenden Umweltproben entstehen in den Laboratorien Wartezeiten. Die
Maoglichkeit zur raschen Reaktion auf Anomalien ist nicht gegeben. Weiterhin be-
steht die Gefahr, daf} sich die Proben in der Zwischenzeit chemisch verdndern.

Dagegen erlauben Sensoren die direkte Messung vor Ort (in-line - bzw. on-line -
Messung). Das Signal der Sensoren wird an eine zentrale Auswertestelle iibermittelt
und ausgewertet. Auf diese Weise kann beispielsweise ein chemischer Proze an al-
len notwendigen Stellen gleichzeitig iiberwacht werden. Die Zeit, die bis zum Ein-
ieiten entsprechender Maf3nahmen verstreicht, wird nur noch durch die Auswertung
bestimmt. Im Falle der Uberwachung von Abwissern ist im allgemeinen nur das Er-
kennen von Grenzwertiiberschreitungen notwendig. Kostenintensive, mit grofBler
Prézision messende Analysengeréte (z.B. AAS) konnen durch preisgiinstige Senso-
ren mit geringerer Genauigkeit ersetzt werden, wobei auch hier der Vorteil der
kiirzeren Analysenzeiten zum Tragen kommt.

Bereits kommerziell erhiltlich und vielfach erprobt sind physikalische Sensoren,
beispielsweise zur Messung von Druck, Temperatur, Stromung oder zur Fiill-
standsanzeige. Sind an einem chemischen ProzeB Gase beteiligt, so kdnnen den
Druck - und Temperatur - Messungen unter Hinzunahme thermodynamischer Daten
indirekt Informationen iiber die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches ent-
nommen werden.

Vielfach angewandt werden physikalisch-chemische Sensoren zur ProzeBiiberwa-
chung /1/. Sie beruhen auf optischen Detektionsmethoden (UV/VIS, NIR, IR) und
sind daher im Gegensatz zu den physikalischen Sensoren in der Lage, die chemische
Zusammensetzung eines Prozefstromes zu bestimmen. Die MeBanordnung besteht
aus einer Lichtquelle, Lichtleitern, einer Detektionseinheit und einer speziell kon-
struierten Sonde aus optischem Material. Die Sonde taucht in den Prozeflstrom ein.
Lichtleiter iibermitteln das Licht von der Lichtquelle zur Sonde und das vom Analy-
ten modifizierte Licht von der Sonde zur Detektionseinheit.



Ein breites Anwendungsgebiet fiir Sensoren ist die klinische Chemie. Es stehen bis-
her Sensoren zur Bestimmung von Kohlendioxid /2/, Sauerstoff /2/ und pH Wert
/3/ zur Verfiigung. Zur Bestimmung des Kohlendioxidgehaltes der Atemluft dient
ein miniaturisiertes IR - Spektrometer, welches das Absorptionsspektrum des Koh-
lendioxids miBit. Der Kohlendioxidgehalt des Blutes wird transcutan gemessen.
Hierbei macht man sich das temperaturabhingige Gleichgewicht zwischen geléstem
Gas und Gas iiber einer Fliissigkeit zu Nutze, indem die Haut erhitzt wird. Das
durch die Haut abgegebene Kohlendioxid diffundiert durch eine gaspermeable
Membran in den Reaktionsraum mit Bicarbonatpuffer. Die dadurch hervorgerufene
Anderung des pH Wertes wird mit einer miniaturisierten Glaselektrode gemessen.
Auf eine dhnliche Weise kann der Sauerstoffgehalt des Blutes bestimmt werden, in-
dem ebenfalls der durch die Haut diffundierende Sauerstoff mittels einer Clark -
Elektrode erfat wird /2/. Eine andere Moglichkeit, den Sauerstoffgehalt des
Blutes zu messen, ist die Messung des Himoglobin - Spektrums durch die Haut.

Biosensoren bestehen aus biologischem Material (z.B. Enzyme, Antikorper, Rezep-
toren) und einem Transducer, der die Reaktion des biologischen Materials auf den
Analyten in ein MeBsignal verwandelt /4/. Kommerziell vertrieben werden bereits
Biosensoren zur Bestimmung von Harnstoff, Glucose, Kohlenhydraten, Lactose,
Maltose, Alkohol und Aminosduren /5/. Insbesondere die Glucose - und Lactose -
Sensoren werden zur Metabolitiiberwachung in biochemischen Prozessen einge-

setzt.

Von den zahlreichen, in Kraftfahrzeugen verwendeten Sensoren sei hier als Beispiel
eines keramischen Sensors die Lambda-Sonde erwdhnt, die der Steuerung der opti-
malen Benzin-Luft-Zusammensetzung des Verbrennungsgemisches dient. Die
Lambda-Sonde mifit den Sauerstoffgehalt des Verbrennungsgemisches, indem bei
angelegter Spannung Sauerstoffionen durch eine Zirkonoxidkeramik diffundieren.
Der hierdurch erzeugte Stromfluf} ist fiir kleine Spannungen proportional zur Sauer-
stoffkonzentration.

Ein ausfiihrlicher Uberblick iiber die Anwendungsbereiche von Sensoren wird von
Gopel, Hesse und Zemel /6/ gegeben.

Optisch-chemische Sensoren sind bis heute nur durch Forschungsarbeiten bekannt.
Eine breite Anwendung steht noch aus.

Zur Detektion von Chemikalien in fliissigen oder gasformigen Medien mittels che-
mischer Sensoren wurden eine Reihe von MeBprinzipien vorgestellt. So konnen bei-
spielsweise Gase durch Adsorption an ein Polymer, das auf einem Schwingquarz
aufgebracht ist, die Schwingungsfrequenz des Quarzes verdndern (Surface Acoustic



Wave - Sensor) /7/. Die Frequenzdifferenz wird gemessen und - nach Kalibration
des Sensors - auf die Konzentration des Gases zuriickgeschlossen.

MOS - Sensoren (Metal Oxide Semiconductor) fiir Gase bestehen aus einem MOS -
Bauelement und Zeolithen, die das Gas adsorbieren,und so eine Anderung der Leit-
fahigkeit des MOS - Bauteils bewirken /8/.

Weiterhin sind in der Literatur erste Arbeiten zu optisch-chemischen Sensoren be-
kannt. Als Beispiele seien Sensoren fiir Aluminium /9/, Uranyl /10/, chlorierte
Kohlenwasserstoffe /11/, Ammonium /12/, Stickstoffdioxid /13/ und Blei /14/ ge-

nannt.

- Die vorliegende Arbeit zeigt einen moglichen Weg auf, wie optisch-chemische Sen-
soren fiir ein gegebenes Analysenproblem entwickelt werden konnen. Ziel war, Sen-
soren fiir Aluminium, Zink und Kupfer in wissrigen Losungen zu entwickeln. Hierzu
wurde von Dbereits bekannten optischen Nachweisverfahren in Losung
(fluorimetrischer Nachweis durch Komplexbildung) ausgegangen. Es wurden ge-
eignete Komplexbildner ausgewidhlt und auf Glas immobilisiert. Auf diese Weise
konnte bereits vorhandenes Wissen genutzt werden, um zu in-line - oder on-line -
Messungen geeignete Sensoren zu entwickeln.

Da die verwendeten Nachweisverfahren nicht selektiv waren, und dieses Verhalten
auch fiir die daraus herzustellenden Sensoren erwartet werden muf3te, wurde nach
einer Moglichkeit zur Kompensation dieses Nachteils gesucht. Die Anwendung von
chemometrischen Methoden in Verbindung mit einer Kombination verschiedener
Sensoren, einem sogenannten Sensorarray, erschien geeignet. Dieses Konzept zum
Erreichen der Selektivitdt optisch-chemischer Sensoren wurde zunéchst anhand si-
mulierter Arrays in Losung iiberpriift. Daran schlo8 sich die Herstellung verschie-
dener Sensoren an, die zu einem Sensorarray kombiniert, Mischungen von Alumi-
nium, Zink und Kupfer bei verschiedenen vorhandenen Storeinfliissen analysieren
sollten.

Kapitel 2 behandelt die theoretischen Grundlagen dieses Typs optisch-chemischer
Sensoren bzw. die Auswahlkriterien fiir verwendbare Komplexbildner, sowie die



Grundlagen einiger in Frage kommender chemometrischer Methoden. In Kapitel 3
ist die Durchfiihrung der Experimente geschildert. Die Ergebnisse und die Diskus-
sion der Ergebnisse sind in Kapitel 4 aufgefiihrt. In der SchluB3betrachtung (Kap. 5)
werden die Ergebnisse im Hinblick auf spdtere mogliche Anwendungen der optisch-
chemischen Sensoren bzw. eines Sensorarrays beurteilt.



2. Grundlagen

2.1 Definitionen, Begriffe

2.1.1 Selektivitit, Spezifitdt

Die Begriffe Selektivitdt und Spezifitdt wurden von Kaiser /15/ zunichst qualitativ
definiert. Sie charakterisieren ein Analysenverfahren.

Volle Selektivitdt: Alle Komponenten einer Analysenlésung, fiir die das Verfahren
selektiv ist, konnen mit dem Analysenverfahren ungestort nebeneinander bestimmt
werden.

Volle Spezifitit: Das Analysenverfahren spricht nur auf eine Komponente an, die
ungestort bestimmt werden kann.

2.1.2 Interferenz, Querempfindlichkeit

Gemifl der IUPAC - Definition verursacht eine Interferenz einen systematischen
Fehler bei der Bestimmung der Analytkonzentration.

Interferenzen konnen sowohl physikalischer Natur (Druck, Temperatur, Ionen-
stdrke der Losung) als auch chemischer Natur sein. Im letzteren Falle spricht man
von der Querempfindlichkeit des Analysenverfahrens gegen diese chemischen Sub-
stanzen.

2.1.3 Empfindli it H ein nalysenverf

Die Empfindlichkeit H beschreibt die Abhédngigkeit der MeBgrole von der Konzen-
tration der zu bestimmenden Substanz. Mathematisch 148t sie sich bei univariater
Kalibration, d.h. bei Eichung fiir nur ein Element, durch die Steigung der Eichkurve
ausdriicken. Im dynamischen Bereich der Eichkurven ist sie konstant.



2.1.4 Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze ist die kleinst mogliche sicher zu bestimmende Konzentra-
tion des Analyten unter den vorgegebenen Bedingungen und stellt somit ein MaB fiir
die Leistungsfdhigkeit des Analysenverfahrens dar. Es existieren verschiedene
Definitionen fiir die Bestimmungsgrenze eines Analysenverfahrens, die die
Standardabweichung des Blindwertes als mafigebliche GroBle zur Berechnung des
"Vertrauensbereiches" /16/ verwenden. Eine Angabe der Bestimmungsgrenze ist
deshalb nur sinnvoll, wenn gleichzeitig die verwendete Definition angegeben wird.

In dieser Arbeit wird zur Berechnung der Bestimmungsgrenze die Standardabwei-
chung des Blindwertes entsprechend der folgenden Formel herangezogen:

Cmin = F(Inin) Cmin - Bestimmungsgrenze
Inin © MeBwert fiir die Bestimmungsgrenze
Inin = Ig+3-3(Ip) F(I) : Eichfunktion des Verfahrens

Ig : Blindwert der MeBgrofie
s(Ig): Standardabweichung des Blindwertes

2.1.5 Chemische Sensoren

Chemische Sensoren sind MeBvorrichtungen fiir nicht direkt mebare Groflen, wie
z.B. Stoffkonzentrationen. Die nicht direkt mef3bare Grofle wird von dem chemi-
schen Sensor in eine mefBbare GréBe, wie z.B. Frequenz, Strom oder
Intensitdtsdnderungen von Licht umgewandelt.

Die chemischen Sensoren werden nach den ihnen zugrunde liegenden MeBprinzi-
pien klassifiziert. In Tabelle 1 sind exemplarisch einige Beispiele genannt. Da in
dieser Arbeit ausschlieBlich Optroden behandelt werden, ist im folgenden unter
dem Begriff Sensor Optrode zu verstehen.

Ein Sensor besteht aus einer chemisch sensitiven Schicht, einem sogenannten
Transducerelement und einer Detektionseinheit. Die sensitive Schicht wechselwirkt
mit dem Analyten, wodurch eine spektroskopierbare Spezies entsteht. Die spektrale
Anderung, hervorgerufen durch die neu gebildete Spezies, hingt bei konstanten
Mefbedingungen (Temperatur, pH ) nur von der Analytkonzentration ab. Das
Transducerelement stellt die Verbindung zwischen sensitiver Schicht und Detek-



tionseinheit her. Der Sensor "iibersetzt" somit die Stoffkonzentration in eine meB-
bare Grofle wie Lichtintensitit.

Die Gestaltung des Transducerelementes hingt von der MeBgroBe ab (Tab. 1).

Tab.1 Klassifizierung von chemischen Sensoren

chemischer sensitive Schicht / MeBgroBe | Transducer | Medium
Sensor Wechselwirkung
surface Polymer/Adsorption Frequenz | Piezokristall | gasformig
acoustic wave
Optrode Polymer o. Glas mit Fluoreszenz| Lichtleiter fliissig
Reagenz/Verbindungs- | Absorption
bildung Reflexion
ISFET, Polymer/Transport Potential | Feldeffekt- | fliissig
ChemFET in Membran (Ionophor) transistor
ionenselekti- Membran/Transport Potential Elektrode fliissig
ve Elektrode in Membran (Ionophor)

Sensoren sollten folgende Anforderungen erfiillen:
- vollstindige Reversibilitét

- kurze Ansprechzeiten (einige Minuten)

- Selektivitit

- geniigend groBer dynamischer Bereich

- Standzeit iiber mehrere Tage bis Wochen.

Die Reversibilitdt und die Selektivitdt sind in der Regel durch die Nachweisreak-
tion, d.h. durch die Wahl eines geecigneten Reagenz gegeben.

Das Reagenz R bildet mit dem Analyten A eine Verbindung RA, deren spektrale Ei-
genschaften die optische Detektion des Analyten ermdglicht. Diese Verbindung
muf} abhingig von der Analytkonzentration entstehen und zerfallen. Die Gleichge-
wichtskonstante K bestimmt entsprechend dem Massenwirkungsgesetz (Gl. 1) den
Grad der Erfassung des Analyten bzw. in welchem Mafle die Verbindung wieder zer-
fallt.

[RATY

(1) K= R [AR rR + aA >vVvRA




Im Hinblick auf das Erreichen niedriger Bestimmungsgrenzen ist eine moglichst
grofle Gleichgewichtskonstante vorteilhaft. Sie darf jedoch nicht zu groB8 sein, damit
die Reversibilitidt noch gewihrleistet ist.

Die Selektivitdt des Sensors fiir den Analyten ist mindestens gleich derjenigen des
Reagenz in Losung. Eine verbesserte Selektivitdt nach Immobilisieren des Reagenz
ist jedoch denkbar, wenn die Stochiometrien der Verbindungen zwischen Reagenz R
- Analyt A und Reagenz R - interferierende Substanz I verschieden sind. Fiir
unterschiedliche Stdéchiometrien ergeben sich verschieden grofle sterische Hin-
derungen, wenn die Reaktionen an einer festen Grenzflidche stattfinden:

R+A —> RA
2R + I — Ryl

Wihrend sich in Losung beide Verbindungen entsprechend ihrer Gleichge-
wichtskonstanten bilden konnen, ist die Bildung des volumindseren R,I an der
festen Grenzfldche des Sensors behindert.

Die Standzeit eines Sensors wird durch die Art der Immobilisierung des Reagenz
sowie die chemische Bestidndigkeit von Reagenz und Tridgermaterial nach oben be-
grenzt. Das Reagenz kann entweder auf dem Trdgermaterial direkt physisorbiert
bzw. chemisorbiert werden oder in eine Membran eingebracht werden, die auf dem
Trigermaterial haftet. Bei Immobilisierung auf dem Trdgermaterial ist das Reagenz
in stindigem Kontakt zur Analysenldosung. Die Chemisorption gewidhrleistet eine
stabile Haftung. Sie ist, wenn mdglich, der Physisorption vorzuziehen.

Die Ansprechzeit wird durch die Kinetik der Nachweisreaktion, die Beschaffenheit
der Sensoroberfliche und Diffusionsvorgidnge zur Sensoroberfliche und gegebenen-
falls in die Poren der Sensoroberfldche beeinfluBt.

Der dynamische Bereich eines Sensors wird von der analytisch wirksamen Ober-
flachenkonzentration des Reagenz bestimmt. Eine EinfluBnahme auf die Oberfli-
chenkonzentration des Reagenz iiber die Immobilisierungsreaktion ist im Hinblick
auf die verschiedenen Konzentrationsbereiche der praktischen Anwendungen vor-

teilhaft.

Die Bestimmungsgrenze des chemischen Sensors soll unterhalb des vorgegebenen
Grenzwertes des zu detektierenden Analyten liegen. Sie wird durch die Gleichge-
wichtskonstante der Reaktion an der Sensoroberfliche sowie der optischen Detek-
tionsmethode bestimmt. Im allgemeinen ist die Fluorimetrie empfindlicher als die
Absorption.



Aus den bisherigen Ausfithrungen folgt, daB die Eigenschaften eines Sensors im we-
sentlichen durch die Wahl der Nachweisreaktion, des Tridgermaterials und der opti-
schen Detektionsmethode festgelegt werden.

Es ergeben sich folgende Auswahlkriterien fiir die Nachweisreaktion bzw. fiir das
Reagenz:

- grofle Gleichgewichtskonstante fiir den Analyten

- moglichst wenig Reaktionsmoglichkeiten fiir andere Substanzen bzw. kleine
Gleichgewichtskonstanten fiir deren Verbindungsbildung

- grofBe Geschwindigkeitskonstanten

- 1:1 - Stochiometrie

- grofe molare Absorptionskoeffizienten bzw. Fluoreszenzquantenausbeuten.

2.2 Herstellung der Sensoren

In der vorliegenden Arbeit werden Komplexbildner als Nachweisreagenzien fiir Me-
tallionen gewdhlt. Als optische Detektionsmethode dient die Fluorimetrie.

Die Standzeit des Sensors soll durch das Immobilisieren des Komplexbildners mit-
tels Chemisorption giinstig beeinflut werden. Weiterhin soll das Trédgermaterial
mindestens die gleiche chemische Bestidndigkeit wie ein Lichtleiter aufweisen. Dies
legt die Wahl von Glas als Trdgermaterial nahe.

Ein moglicher Weg zur Herstellung von Sensoren ist somit die Immobilisierung von
Fluoreszenzkomplexbildnern iiber eine chemische Bindung auf Glas.

Glas bietet auf der Oberfliche nur Silanolgruppen zur Anbindung von Kom-
plexbildnern. Damit ist zunédchst eine chemische Umsetzung mit dem Komplexbild-
ner nicht in ausreichendem MaBe méglich. Die Glasoberfliche mu8 chemisch modi-
fiziert werden. Dies ist beispielsweise durch Silanisierung erreichbar.
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2.2.1 Silanisierung von Glas

Die Silanisierung dient der Bereitstellung geeigneter funktioneller Gruppen auf ei-
ner Glasoberfliche. Hierzu wird z.B. ein organisches Trialkoxysilan mit den Sila-
nolgruppen des Glases umgesetzt. Der organische Rest besteht zweckmiBigerweise
aus einer aliphatischen Kohlenwasserstoff - Kette mit einer funktionellen Gruppe.
Das Reagenz wird an dieser grenzflichenmodifizierten Glasoberfliche chemisor-
biert. Der Alkylrest dient zusitzlich als Spacermolekiil, das den daran gebundenen
Komplexbildner weit in die Losung ragen 148t und somit die sterische Hinderung bei
der Komplexierung des Metallions verringert.

Die Silanisierung von Glas bietet neben der notwendigen Modifizierung somit zwei
Vorteile, eine ausreichende Hydrolysebestindigkeit des Trigermaterials und - be-
dingt durch das Spacermolekiil Silan - eine l6sungsidhnliche Immobilisierung des
Komplexbildners.

Es wird eine chemische Bindung zwischen den Silanolgruppen und dem Silan ange-
strebt. Da polymolekulare Wasser - Adsorbatschichten die Kondensation zwischen
den Silanolgruppen des Glases und des Silans verhindern, muf3 zur Silanisierung
eine moglichst wasserfreie Glasoberfliche vorhanden sein. Andererseits ist eine
dichte Belegung mit Hydroxygruppen erforderlich, um eine ausreichende Oberfla-
chenkonzentration an Silan zu erhalten. Je nach Grad der Trocknung des Glases
tritt als unerwiinschte Nebenreaktion bei der Verdampfung des adsorbierten Was-
sers die Kondensation von auf der Glasoberfliche benachbarten Silanolgruppen ein.
Die entstehenden Si-O-Si-Bindungen sind nur schwer wieder spaltbar /17/ und des-
halb der Silanisierung nicht mehr zugéinglich; eine optimale Oberfldchenkonzentra-
tion des Silans wird nicht erreicht.

Die Durchfithrung der Silanisierung ist nach Bascom und Timmons /18/ bei einer
monomolekularen Bedeckung der Glasoberfliche mit Wasser optimal, da dann die
unter kristallographischen Gesichtspunkten maximal mogliche Zahl an Hydroxy-
gruppen auf der Glasoberfliche vorhanden ist. Kdmpf und Kohlschiitter /19/ be-
rechneten unter Annahme einer Cristobalit - Struktur den geometrischen Platzbe-
darf einer Silanolgruppe mit 20 A2, Experimentell wird nur etwa die Hilfte gefunden
/20/. Eine mogliche Erklidrung bietet der Boratgehalt des Glases. Borat reichert
sich an der Oberfliche an und verringert so die Zahl an Silanolgruppen /22/.

Die Silanisierung muB somit in einem wasserfreien Losungsmittel mit schonend vor-
getrocknetem Glas durchgefiihrt werden.
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Den Mechanismus der Silanisierung stellt man sich wie folgt vor :

Zunichst erfolgt eine Adsorption des Trialkoxysilans an der Glasoberfliche /21/.
Die Reaktionstemperatur wird entsprechend dem Siedepunkt des Alkohols gewihlt,
so daBl noch wahrend der Reaktion zumindest eine teilweise Kondensation von Sila-
nolgruppen und Alkoxygruppen unter Abspaltung des Alkohols erfolgt. Die mono-
molekulare Wasser - Adsorbatschicht auf dem Glas wird dabei teilweise zur (noch
unvollstindigen) Hydrolyse des Trialkoxysilans zum Trihydroxysilan verbraucht,
welches die eigentliche Kondensationsreaktion eingeht. Durch thermische Nachbe-
handlung wird die Kondensationsreaktion vervollstindigt.

—— - ——
OH H
i f
-OH —O—?a-R -O-?I-R
OH 0
OH l
H l | 0-Si-R
LOH  +3HO-Si-R = L0-Si-R = | +x H0
[ l OH
OH OH
- OH L OH —0—, _-OH
OH Si
LOH 0-Si-R Lo— R
] | OH ]
Abb. 1: Mechanismus der Silanisierungsreaktion

Nach Yang und Gilpin /23/ kondensieren selbst bei Trialkoxysilanen nur jeweils
eine Alkoxy- bzw. Hydroxygruppe mit einer Glas - Silanolgruppe. Die verbleibenden
Silan - Alkoxygruppen kénnen mit weiterem Silan reagieren und so einen Polymer-
film auf der Glasoberfliche ausbilden, so daB die Glasoberflidche vor Hydrolyse ge-
schiitzt und dadurch eine festere Verankerung des organischen Restes bzw. des
Komplexbildners erreicht wird.
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2.2.2 Immobilisierungsreaktionen

Die eigentliche Immobilisierung von Komplexbildnern auf dem durch Silanisierung
modifizierten Glas stellt eine Reaktion zwischen zwei organischen Molekiilen, dem
organischen Rest des Silans und dem Reagenz, dar.

Primir gelten fiir die Wahl und Durchfiihrung der Immobilisierungsreaktion die
gleichen Uberlegungen wie bei der Reaktion in Lésung. Eine Einschrinkung besteht
insofern, als die Reaktion an einer Festkorperoberfliche durchgefiihrt werden mufl
und sich so zusédtzliche sterische Hinderungen ergeben.

Die Vielzahl von existierenden funktionellen Gruppen an kommerziell verfiigbaren
Silanen ermoglicht eine breite Auswahl an Immobilisierungsreaktionen, so dafl zu
erwarten ist, alle geeigneten Komplexbildner iiber entsprechende Silane an eine
Glasoberfldche chemisorbieren zu konnen. Die hierbei neu entstehende chemische
Bindung zwischen Komplexbildner und Silan soll im Hinblick auf die angestrebte
Standzeit zumindest die gleiche chemische Bestdndigkeit wie der Lichtleiter und das
Tragermaterial aufweisen. Als mogliche Reaktionen kommen unter Beriicksichti-
gung der aufgezdhlten Einschrankungen die

- Thioharnstoffbildung,

- Friedel - Crafts - Reaktionen,

- Addition an eine Doppelbindung

- Peptidbildung

in Frage. Diese Reaktionen und ihre Durchfiihrung sind weitgehend in der Literatur
beschrieben, so daf sich die Auswahl der Immobilisierungsreaktion auf grundsétzli-
chen Uberlegungen zu Léslichkeiten der Komplexbildner, Katalysatoren bzw. Geo-
metrien griindet.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Thioharnstoffreaktion und die Friedel -
Crafts - Alkylierung zur Immobilisierung von Komplexbildnern auf silanisiertes

Glas verwendet.

2.2.2.1 Immobilisierung durch die Thioharnstoffreaktion

Die Thioharnstoffreaktion beruht auf einem nucleophilen Angriff eines Amins auf
das sp - hybridisierte C-Atom eines Isothiocyanats. Aufgrund einfacher
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Reaktivitdtsbetrachtungen erscheint es vorteilhafter zu sein, wenn am nucleophilen
Agens (Amin) ein +1/+M- Substituent und am Isothiocyanat ein -I/-M- Substituent
sitzt. Die Alkylkette des Silans ist ein +I-Substituent, der zumeist aromatische
Grundkoérper des Komplexbildners ist ein + M-Substituent. Hieraus folgt, da8 die
ansonsten angestellten Uberlegungen zur Reaktivitit der zur Thioharnstoffbildung
eingesetzten Edukte auBler acht gelassen werden kénnen.

OH
%oa . (czﬂso)asz/\/\N/\/N“z
p oo
.
0!
SN A
g g | CLS
- 4
0./ N
/Si/\/\N/\/
H l H,N-Indikator
i
NN
\/ Si /\/\N /\/N\G /N—Indlkator
g
Abb. 2: Schema der Immobilisierung durch die Thioharnstoffreaktion

Silane mit Alkylaminen als organische Reste sind kommerziell verfiigbar, jedoch
keine mit Alkylisothiocyanaten. Das Isothiocyanat kann jedoch dargestellt werden
durch Umsetzen des Alkylaminsilans auf dem Glas mit Thiophosgen (Abb. 2) /24/.

Die Komplexbildner verfiigen in der Regel weder iiber eine Aminogruppe noch iiber
einen Isothiocyanat - Substituenten und miissen deshalb chemisch modifiziert oder
neu synthetisiert werden, um in einer zur Reaktion geeigneten Form vorzuliegen.
Das Alkylisothiocyanat auf der Glasoberfliche und der Komplexbildner werden
dann gemidB dem Reaktionsschema in Abb. 2 zu dem Thioharnstoffderivat umge-
setzt.

Zur Immobilisierung von Komplexbildnern iiber die Thioharnstoffreaktion sind fol-
gende Schritte durchzufiihren: v

1. Silanisierung des Glases mit einem Alkylaminsilan

2. Darstellung des Alkylisothiocyanats
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3. Synthese des Komplexbildners mit einer Aminogruppe
4. Immobilisierung des Komplexbildners durch die Thioharnstoffreaktion.

2.2.2.2 Immobilisierung durch die Friedel - Crafts - Alkylierung

Die Friedel - Crafts - Alkylierung ist nur fiir reaktive Aromaten mit +1/+ M - Substi-
tuenten durchfithrbar. Das angreifende Agens kann entweder ein Alkylhalogenid,
Olefin, Ether bzw. Epoxid oder ein Alkohol sein.

Zur Immobilisierung eines Komplexbildners iiber eine Friedel - Crafts-Alkylierung
wird das Glas mit einem Silan, dessen organischer Rest zu einer der o.g. Stoffklassen
gehort, silanisiert und mit dem Komplexbildner in Gegenwart eines geeigneten Ka-
talysators umgesetzt.

OH
2: OH ° (CH:0):Si A
0
A-07 H®/H,0 2:0’
ga-01 0!
) ~ ~or
) /\/\4) /SINI\OH
OH F.C. .
A—O\l. ’ ‘_.—A_.O\Sli
/SI/\/\/\OH , /\/g\OH
R
A-0" -H0 -0 OH
—0.! —0<
A Y~ 2
/&/\/é\m /Si/\/\,g/
R R
OH OH

Abb. 3: Schema der Immobilisierung durch die Friedel - Crafts-Alkylierung

Die Friedel - Crafts - Alkylierung ist eine der wenigen reversiblen organischen Re-
aktionen. Dies 148t sie zunichst zur stabilen Immobilisierung von Komplexbildnern
ungeeignet erscheinen, da die Riickreaktion die Ablosung des Nachweisreagenz vom
Trigermaterial bedeuten wiirde. Dies wiirde die Standzeit des Sensors erheblich
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verkiirzen. Die unerwiinschte Riickreaktion kann jedoch durch eine Folgereaktion
nach dem Reaktionsschema in Abb. 3 vermieden werden.

Als Silan wird ein Epoxid - Silan eingesetzt, welches zunéchst zum Diol hydrolisiert
wird. Nach erfolgter Friedel - Crafts - Reaktion wird das Gleichgewicht durch Ab-
spalten von Wasser und Reaktion zum Olefin auf die Produktseite verschoben. Als
Katalysator wird konzentrierte Schwefelsdure eingesetzt, um die Abspaltung von
Wasser zu begiinstigen.

Die Verwendung von Epoxiden bzw. Alkoholen als Friedel - Crafts - Agenzien er-
weist sich als vorteilhaft, da zur Reaktion Protonséduren als Katalysatoren eingesetzt
werden konnen. Im Gegensatz dazu bilden die iiblicherweise eingesetzten Friedel -
Crafts-Katalysatoren mit den Agenzien volumingse Komplexe. Die sich hieraus
ergebende sterische Hinderung wiirde sich beim Einsatz von modifiziertem Glas
nachteilig auswirken.

2.3 Sensorarray

Das Funktionsprinzip der Sensoren beruht, betrachtet man die Herstellung, auf
Nachweisreaktionen in Losung. Wie in Kapitel 2.2.1 bereits ausgefiihrt, wird die
Selektivitdt bzw. die Spezifitdt eines Sensors im wesentlichen von der Wahl der
Nachweisreaktion bestimmt. Deshalb ist eine selektive oder gar spezifische Nach-
weisreaktion fiir den Analyten anzustreben. Dies ist, insbesondere bei der fluorime-
trischen Detektion, die eine hohe BeeinfluBbarkeit durch eine Vielzahl von Ionen
aufweist, nicht moglich, so daB sich je nach Zusammensetzung der Analysenlésung
unterschiedliche Storungseinfliisse bei der Bestimmung des gewiinschten Analyten
ergeben.

Beispielsweise konnen diamagnetische Ionen fluoreszierende Komplexe mit dem
Reagenz des Sensors bilden. Die resultierende Erhohung des MeBsignals tduscht
eine hohere Konzentration des Analyten vor. Dagegen verringern paramagnetische
Ionen das MeBsignal durch Ausbildung von nichtfluoreszierenden Komplexen
(statisches Quenching) oder durch strahlungslose Relaxation des angeregten elek-
tronischen Zustandes (dynamisches Quenching).
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Die dritte Stormoglichkeit ist der sogenannte Matrixeffekt. So kann z.B. durch die
Anwesenheit von anderen Komplexbildnern, wie Phosphaten, das MefBsignal beein-
trdchtigt werden.

Probleme dieser Art treten bei allen analytischen Verfahren auf. Deshalb werden
die Analysenverfahren speziell fiir bestimmte Anwendungsbereiche entwickelt. Sind
die Interferenzen bekannt, wird ihr EinfluB eliminiert durch Ausfillen einer
schwerldslichen Verbindung der interferierenden Substanz (z.B. ClI- als AgCl),
durch Maskieren (z.B. Fe3+  als [Fe(CN)4]3- ), oder durch Extraktion des
Komplexes der zu messenden Substanz in ein organisches Losungsmittel (z.B. NO53-
als Cu2+-Kuproin-NOj- - Komplex in Chloroform /25/).

All diese Methoden sind zeit - und kostenintensiv und bergen zusiitzliche Fehler-
quellen. Zudem sind solche Analysenverfahren nicht fiir in-line- oder on-line- Mes-
sungen, wie sie fiir die direkte ProzeBiiberwachung vorteilhaft sind, einsetzbar.

Dagegen erlaubt die Anwendung chemometrischer Methoden die "mathematische
Entfernung" von Interferenzen, wodurch die physikalisch-chemische Beseitigung
derselben umgangen werden kann.

Bei univariater Kalibration wird die Eichkurve erstellt, indem nur die Konzentra-
tion der interessierenden Komponente variiert wird. Bei unberiicksichtigter Anwe-
senheit von Interferenzen wird das Mefsignal und somit auch die Konzentrationsbe-
stimmung verfdlscht (Abb. 4).

Abb. 4a zeigt eine ohne Stdorungen ermittelte Eichkurve. In Abb. 4b ist die Wirkung
von interferierenden Substanzen auf diese Eichkurve dargestellt. Die mit Stérungen
ermittelte Eichkurve (Abb. 4b) wird entlang der Ordinate verschoben, was zu grofie
Konzentrationen des Analyten vortduscht. Matrixeffekte wie z.B. pH Wert
Schwankungen verursachen eine Anderung der Steigung der Eichkurve. Abb. 4c
zeigt den EinfluB von gleichzeitig vorhandenen Interferenzen und Matrixeffekten

auf die Eichkurve.

Bei multivariater Kalibration werden diese Effekte dagegen beriicksichtigt. Geeicht
wird durch Variation der Konzentrationen aller vorhandenen Komponenten und In-
terferenzen in der Analysenlosung. Zur Auswertung sind verschiedene chemometri-
sche Methoden bekannt, die in Kapitel 2.4 ndher ausgefiihrt werden.
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Intenaltét Intanalthit Intenaitit

Konzentration Konzentration Konzentration
a)Eichkurve ohne b)EinfluB einer c)Einfluf} einer Interferenz
Storung Interferenz und eines Matrixeffektes
Abb. 4: EinfluB3 von Interferenzen und Matrixeffekten auf eine Eichkurve /26/

Eine multivariate Kalibration gelingt nur dann, wenn die einzelnen Komponenten
zusétzlich zur Interferenz ein in der Hauptsache von ihnen abhidngiges Mefsignal
liefern.

Bei Anwendung von Sensoren mit fluorimetrischer Detektion wird das durch Kom-
bination mehrerer Sensoren zu einem sogenannten Sensorarray erreicht, wobei die
einzelnen Sensoren in der Hauptsache fiir nur jeweils eine Komponente
ansprechbar sind. Fiir jede Komponente ergibt sich somit ein charakteristisches
Muster (Pattern).

Hieraus folgt unmittelbar, da die Auswahl der Sensoren bestimmend fiir die erfolg-
reiche quantitative Analyse ist, und die qualitative Zusammensetzung der Analy-
senlésung bekannt sein muB, um eine Vorauswahl an geeigneten Sensoren treffen zu

kOonnen.

Zunidchst wurden Komplexbildner, die den in Kapitel 2.2.2 beschriebenen Anforde-
rungen an die Selektivitdt, Gleichgewichtskonstante, Geschwindigkeitskonstante
und optischen Eigenschaften geniigen, ausgewihlt. Vor der Herstellung der Sen-
soren wurde ihre Eignung zuerst durch Messungen in Losung iiberpriift. Die
endgiiltige Auswahl der Komplexbildner wurde iiber ein Optimierungsverfahren
getroffen. Die Optimierung wurde durch relative Maximierung der Empfindlichkeit
bzw. durch Minimierung des Analysenfehlers vorgenommen. Die resultierenden
optimierten Sensorarrays dieser beiden Verfahren miissen nicht notwendigerweise
gleich sein, da nach verschiedenen Kriterien optimiert wird. Die Auswahl zwischen
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gleich sein, da nach verschiedenen Kriterien optimiert wird. Die Auswahl zwischen
den gefundenen Optima erfolgte dann durch Vergleich der Analysenergebnisse der
optimierten Arrays. Die Ergebnisse der Arraysimulationen wurden auf ein
Sensorarray iibertragen.

2.4 Grundlagen der multivariaten Kalibration

Die multivariate Kalibration stellt die Erweiterung der univariaten Kalibration dar.
Die Bestimmungsgleichung fiir die Konzentration einer Substanz bei der univaria-
ten Kalibration (Gl. 2b) wird durch ein System von Bestimmungsgleichungen fiir alle
Komponenten mit allen Sensoren (Gl. 3) ersetzt.

(2a) S=b-C + by S: Signal
C: Konzentration der Substanz
b,by: Eichkonstanten

b’ = 1/b; by’ = -by/b

~~~
)
=
N’
0
i
[ 7]
<
-+
o
O\t

3) Y=XB+Dbg+E Y: Konzentrationsmatrix fiir I Eich-
proben und J Komponenten

)

X: MeBdatenmatrix fiir I Eichproben
und K Sensoren

B: Eichmatrix

b’y:  Zeilenvektor, der die Blindwerte

der Sensoren enthilt

Differenz zwischen berechneten
und vorgegebenen Konzentrationen
der Eichproben (residuals)

2

Abb. 5 veranschaulicht den Unterschied zwischen univariater (Abb. 5a) und multi-
variater Kalibration (Abb. 5b) fiir zwei Komponenten und zwei Sensoren.

Bei univariater Kalibration kann ein MeBwert I direkt in Relation zur Konzentra-
tion der Substanz gesetzt werden, wobei die Eichkurve durch Gleichung (Gl. 2b) ge-
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geben ist. Bei multivariater Kalibration wird statt einer Eichkurve eine Eichkurven-
schar erhalten. Jeder Punkt auf diesen Eichkurven reprisentiert eine bestimmte Zu-
sammensetzung (Cq, C;) der Losung. Werden die MeBwerte von Sensor 1 (Ig;) und
Sensor 2 (Ig,) in dieses Diagramm eingetragen, so werden Punkte erhalten, welche
die Zusammensetzung der Losung beschreiben. Mathematisch erhilt man die Kali-
brationsgleichungen durch Lésen der Bestimmungsgleichungen (3). Hierzu werden -
in Analogie zu den Eichkonstanten b, by bei univariater Kalibration - die Eichmatrix
B und der Eichvektor b’g mit Hilfe der MeBdaten von bekannten Proben berechnet.

/ iz
S1 (C,
4 o

C |
S2

a) univariate Kalibration b) multivariate Kalibration

Abb.5:  Vergleich von univariater und multivariater Kalibration /26/

Aufgrund des MeBfehlers der Sensoren, sowie vorhandener Interferenzen und Ma-
trixeffekte, muB die Zahl K der chemischen Sensoren groBer gewihlt werden als die
Zahl J der Komponenten. Dies hat zur Folge, daB das lineare Gleichungssystem
nicht mehr eindeutig lésbar ist. Die optimale Losung fiir die Eichmatrizen wird,
ebenso wie bei der univariaten Kalibration, durch eine Ausgleichsrechnung be-
stimmt. Bewihrt hat sich die multiple lineare Regression (MLR) /27/, bei der die
Summe der Quadrate von Differenzen zwischen berechneten und experimentellen
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Konzentrationen minimiert wird. Die Bestimmungsgleichung des sogenannten least
square-Estimators (LS-Estimator) lautet:

4) B=X"X)1"X-Y X Transponierte von X

Nachdem durch Messen mehrerer Eichproben mit bekannter Zusammensetzung die
Eichmatrix bestimmt worden ist, konnen die Konzentrationen von Proben mit
unbekannter Zusammensetzung nach Gleichung (3) berechnet werden.

Probleme bei der praktischen Anwendung der multiplen linearen Regression erge-
ben sich durch moéglicherweise in der MeBdatenmatrix vorhandene Kollinearititen.
Diese Kollinearitdten werden durch Komponenten mit dhnlichen Pattern, sich dhn-
lich verhaltenden Interferenzen oder Sensoren verursacht. Ahnliche Pattern oder
dhnliche Interferenzen konnen nicht mehr "aufgeldst” werden. Die mathematische
Konsequenz ist die anndhernde lineare Abhidngigkeit von mindestens einer Zeile
der Mefldatenmatrix von den anderen. Bei der Matrixinversion treten grofe Fehler
auf, der LS-Estimator (Gl. 4) kann nur mit groBem Fehler bestimmt werden und die
Konzentrationsberechnung wird zu ungenau.

Ahnliche Sensoren tragen keine neue Information iiber die Probenlésungen bei. Die
mathematische Konsequenz ist ebenfalls die anndhernde lineare Abhingigkeit,
diesmal jedoch von mindestens einer Spalte der Mefldatenmatrix. Auch in diesem
Fall kann der LS-Estimator (Gl. 4) nur mit grofem Fehler berechnet werden.

Kollinearititen in der MeBdatenmatrix sind schwer zu vermeiden. Komponenten mit
dhnlichen Pattern konnen zwar durch Vergleich ihrer Pattern erkannt werden, nicht
jedoch Interferenzen physikalischer oder chemischer Natur, fiir die kein Pattern
gemessen werden kann. Auch ist es schwierig, allein aufgrund der MeBwerte zu er-
kennen, bei welchen chemischen Sensoren die Ahnlichkeit zu gro8 ist.

Weniger storanfillig fiir Kollinearitidten in der MeBdatenmatrix sind indirekte Kali-
brationsmethoden wie z.B. partial least squares (PLS), principal component regres-
sion (PLR) oder target factor analysis (TFA). Bei diesen Methoden werden die Kon-
zentrationen nicht direkt aus den Mefiwerten der Sensoren berechnet, sondern aus
Linearkombinationen der Sensoren, den sogenannten Faktoren. Ahnliche Sensoren
gehen mit entsprechendem Gewicht in die Faktoren ein, wodurch ihr EinfluB} ver-
mindert wird. Ein weiterer Vorteil der indirekten Kalibration liegt in der Verringe-
rung des Rechenaufwandes, da zur vollstindigen Beschreibung der Mefdaten in der
Regel weniger Faktoren als Sensoren notwendig sind.

Alle indirekten Kalibrationsmethoden haben die Berechnung von abstrakten Fakto-
ren gemeinsam. Diese Faktoren bilden das neue, vorteilhaftere Koordinatensystem
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des MeBwertraumes. Die notwendige Zahl A der Faktoren ist bei vollstindiger und
richtiger Kalibration gleich der Zahl der Komponenten, Interferenzen und Matrix-
effekte. Es werden diejenigen Koordinatenachsen gesucht, entlang derer die Vari-
anz der MeBdaten maximal ist. Dadurch wird die optimale und vollstindige Be-
schreibung der MefB3daten, die Informationen iiber die Zusammensetzung der Pro-
ben enthalten, mit weniger Koordinatenachsen moglich. Es kann gezeigt werden,
daB diese mathematische Vorgehensweise zur Auffindung der Faktoren auf ein Ei-
genwertproblem zuriickgefiihrt werden kann /26/. Die Faktoren sind die Eigenvek-
toren der MeBdatenmatrix. Das mathematische Verfahren der Faktorbestimmung
wird principal component analysis (PCA) genannt. Die PCA ist grundlegend fiir alle
oben genannten indirekten Kalibrationsmethoden.

Abb. 6 zeigt vereinfacht die Bedeutung der Faktoren (F) fiir die multivariate Kali-
bration am Beispiel der Messung einer Komponente in Lésungen mit variabler Ma-
trix mit zwei chemischen Sensoren.

Die mit zwei Sensoren ermittelten MeBdaten der Eichproben haben ihre maximale
Varianz entlang des Faktors F1 und eine weit geringere Varianz entlang eines weite-
ren Faktors F2. Die Faktoren F1 und F2 bilden das neue Koordinatensystem. Die
neuen Koordinatenachsen sind als Linearkombination der Sensoren darstellbar
(Abb. 6). Die Koeffizienten a, b, ¢, d (loadings) sind ein MaB fiir die Wichtigkeit des
jeweiligen Sensors beziiglich der Faktoren F1 und F2.

F1= a*~S1+b" 82
F2=-c*S1+d* 82

Is2

Abb. 6: Darstellung der MeBdaten (Is;,I5,) eines aus zwei Sensoren bestehenden
Sensorarrays mit Faktoren (F1, F2) /26/
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Im Beispiel von Abb. 6 konnen die MeBdaten - abgesehen von einem Fehler - aus-
schlieBlich durch den Faktor F1 beschrieben werden. Der hierbei gemachte Fehler
wird u.a. vom MeBfehler verursacht und durch den Faktor F2 beschrieben. Die Ko-
ordinatentransformation bewirkt also die Trennung der MeBdaten in einen Teil, der
die Information iiber die Zusammensetzung der Proben enthilt, und einen Teil, der
den MeBfehler beschreibt. Die Verbesserung der MeBdatendarstellung durch Fakto-
ren gegeniiber der Darstellung durch Sensoren beruht somit auf der Eliminierung
des MeBfehlers aus den MeBdaten, indem fiir die Konzentrationsberechnung nur
diejenigen Faktoren herangezogen werden, die die chemische Varianz in den MeB-
daten beschreiben. Die Genauigkeit der Konzentrationsberechnung wird dadurch
erhoht. Damit einher geht die Reduktion des Rechenaufwandes (vgl. MLR), da die
Mefldaten mit einem Faktor statt mit zwei Sensoren dargestellt werden (Beispiel in
Abb. 6).

Die neuen Koordinatenachsen, die Faktoren, sind rein abstrakter Natur. Sie enthal-
ten zwar die chemische Information iiber die Proben, entziehen sich jedoch meistens
einer chemischen Interpretation. Um nun zu der gewiinschten chemischen Informa-
tion iiber die Zusammensetzung der Proben zu gelangen, muf} das Kalibrationsmo-
dell vervollstdndigt werden. Die genannten indirekten Kalibrationsmethoden unter-
scheiden sich nur in der Art und Weise der Informationsgewinnung.

Bei der target factor analysis (TFA) /28/ ist zusdtzlich zu den Eichdaten bekann-
ter Proben die Angabe von Pattern der reinen Komponenten notwendig. Ziel ist, im
nachfolgenden Schritt den verbliebenen Anteil der MeBdaten durch die Pattern dar-
zustellen, indem erneut eine Koordinatentransformation vorgenommen wird. Jetzt
sollen die neuen Koordinatenachsen die Pattern der reinen Komponenten sein. Ge-
lingt die Darstellung des MeBdatenraumes mit den Pattern der reinen Komponenten
als Koordinatenachsen, so wird jede Probe durch einen Punkt in diesem Raum re-
prdsentiert. Die Konzentrationen der Einzelkomponenten in der Probe sind durch
die Koordinaten dieses Punktes beziiglich des "Pattern" - Koordinatensystems gege-
ben.

Bei der TFA werden zwei Koordinatentransformationen ausgefiihrt. Die erste dient
der Eliminierung des MeBfehlers und giinstigeren Darstellung der MeBdaten durch
die maximal notwendige Zahl A von Faktoren. Die zweite Koordinatentransforma-
tion bewirkt die "Verwandlung" der abstrakten Faktoren in Faktoren mit chemischer
Aussagekraft, um die Zusammensetzung der Probe aus den MeBdaten zu berechnen.
Das Pattern einer Probe wird schlieBlich als Summe der Pattern der reinen Kompo-
nenten dargestellt. Die "Anteile" der Einzelpattern am Gesamtpattern der Probe
entsprechen den Konzentrationen der Komponenten.



23

Diese "Verwandlung" ist nur dann moglich, wenn die Pattern aller in den Proben
moglicherweise vorhandener Komponenten, Interferenzen und Matrixeffekten ge-
messen werden konnen. Demzufolge ist die TFA nicht anwendbar bei Interferenzen
und Matrixeffekten, welche keine direkt meBbare Wirkung auf das Sensorarray zei-
gen.

Die principal component regression (PCR) stellt insofern eine Verbesserung dar,
als die Kenntnis der reinen Pattern nicht erforderlich ist. Die multivariate Kalibra-
tion kann dann auch in Anwesenheit von Interferenzen und Matrixeffekten ohne
meBbares Pattern durchgefithrt werden. Der Berechnung der Faktoren durch die
PCA schlieBt sich eine multiple lineare Regression an, wobei statt der MeBdatenma-
trix die Faktormatrix in die Berechnung des LS-Estimators (Gl. 4) eingeht. Der Vor-
teil gegeniiber der reinen MLR besteht in der Moglichkeit, MeBdatenmatrizen mit
Kollinearitdten verarbeiten zu kdnnen.

Da die Faktorisierung bisher nur fiir die Me8datenmatrix vorgenommen wird, wer-
den nur Fehler bei den MeBldaten beriicksichtigt. Die Konzentrationen werden von
allen bisher vorgestellten Algorithmen als fehlerfrei angenommen. Dies wirkt sich
z.B. nachteilig auf die Berechnung des LS-Estimators (Gl. 4) aus, da dieser durch
Minimierung der quadratischen Differenz von berechneter und vorgegebener Kon-
zentration ermittelt wird. Der partial least squares (PLS) - Algorithmus /29/ be-
riicksichtigt auch Fehler in den Konzentrationsdaten, da sowohl die MeBdaten - als
auch die Konzentrationsmatrix faktorisiert werden. Die Faktoren der beiden Matri-
zen werden gleichzeitig unter Annahme einer linearen Relation zwischen ihnen be-
rechnet (Kap. 2.5.1). Auch beim PLS - Algorithmus wird eine lineare Beziehung zwi-
schen den Konzentrationen und den MeBwerten vorausgesetzt. Diese Annahme ist
strenggenommen nur im dynamischen Bereich der Sensoren giiltig. Fiir praktische
Anwendungen ist es jedoch vorteilhaft iiber den dynamischen Bereich der che-
mischen Sensoren hinaus zu messen. Im Gegensatz zu den multivariaten Kalibra-
tionsmethoden MLR, TFA und PCR ist der PLS - Algorithmus auch fiir nichtlineare
Relationen ausbaufidhig. Erste Arbeiten zur geeigneten Modifizierung dieses Algo-
rithmus sind bereits in der Literatur bekannt /30/.

In Tab. 2 sind die verschiedenen multivariaten Kalibrationsmethoden einander ge-
geniiber gestellt. Ein Sensorarray fiir praktische Anwendungen muB in der Regel
mehrere Komponenten in Gegenwart nicht direkt mebarer chemischer Interferen-
zen und Matrixeffekten messen konnen. Die TFA erscheint hierfiir ungeeignet.

Kollinearitdten in der MeBdatenmatrix kénnen nicht immer ausgeschlossen werden,
weshalb die MLR als Kalibrationsmethode fiir ein Sensorarray ausscheidet. Im Hin-
blick auf die immer vorhandenen Fehler in den Konzentrationsdaten erscheint der
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PLS - Algorithmus dem PCR - Algorithmus fiir die Anwendung auf ein Sensorarray
iiberlegen. Ein weiterer Vorteil des PLS - Algorithmus ist die Fahigkeit zur Model-
lierung von geringen Nichtlinearitéten, d.h. wie sie bei Messung am Ende des dyna-
mischen Bereiches der Sensoren hinaus vorliegen. Bei entsprechender Modi-
fizierung des Algorithmus sind auch Messungen im nichtlinearen Bereich der Senso-
ren moglich.

Aufgrund der vorangegangenen Ausfiihrungen wurde zur multivariaten Kalibration
eines Sensorarrays der PLS - Algorithmus gewéhlt.

Tab. 2: Vergleich der Methoden zur multivariaten Kalibration
Methode Prinzip Vorteil Nachteil
MLR "kleinste Fehler- einfacher Probleme bei
quadrate” Algorithmus Kollinearititen
lineare Relation
TFA 1. Faktorisierung (PCA) Reduktion des zusitzliche che-
2. chemisch inter- Rechenaufwandes mische Informa-
pretierbare Faktoren Eliminierung tion notig
des MeBfehlers lineare Relation
PCR 1. Faktorisierung (PCA) keine zusétzli- keine Beriick-
2.MLR che chemische sichtigung des
Information Fehlers in den
Konzentrations-
daten
lineare Relation
PLS PCA und MLR gleich- Eliminierung der lineare Relation
zeitig; Faktorisie- Fehler in MeB - *)
rung von MeBdaten- und Konzentra-
und Konzentrations- tionsdaten
daten geringe Nicht -
linearititen mog-
lich

*)Modifizierung fiir nichtlineare Daten durch Ersatz der linearen Relation (GL. 7) zwischen T (Gl. 6)
und U (Gl. 5) durch eine nichtlineare Relation, z.B. ein Polynom, mdglich

MLR: multiple lineare Regression
TFA: Target factor analysis

PCR: principal component regression
PLS: partial least squares
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2.5 Der PLS - Algorithmus

2.5.1 Kalibration

Von den verschiedenen existierenden Algorithmen soll an dieser Stelle nur auf
denjenigen eingegangen werden, der orthogonale Faktoren berechnet. Der Vorteil
besteht in der einfacheren Berechnung von statistischen Hilfsgroen zur Auffindung
von falschen Proben (Kap. 2.6).

Nachfolgend bedeuten einfach unterstrichene Kleinbuchstaben Vektoren, doppelt
unterstrichene GrofBbuchstaben Matrizen.

Es liegen folgende Modellgleichungen zugrunde:

5) XY=V 'y, +U-O+F Y: Konzentrationsmatrix
¥m: Vektor, der die Mittelwerte der
Konzentrationen, ermittelt iiber die
Proben, enthilt
U: FaktorenvonY
Q: Loadings der Faktorenvon U
E: Residualsvon Y ( Fehler)
6) X=I'xpaz+I-P+E X: MeBdatenmatrix
Xn: Vektor, der die Mittelwerte der
MeBdaten, ermittelt iiber die Proben,
enthilt
T: Faktorenvon X
P: Loadings der Faktorenvon X
E: Residualsvon X (Fehler)
(7 U=D"T+Dg D,Dg: Regressionskoeffizienten der li-

nearen Relation zwischen T und U
I’:  Einheitsvektor (Zeilenvektor)

Gleichung (5) und (6) beschreiben die duBeren Relationen, d.h. die Gleichungen
beziehen sich jeweils ausschlieBlich auf eine Matrix. Gleichung (7) beschreibt die
innere Relation. Sie stellt den linearen Zusammenhang zwischen den Faktoren T
der MeBdatenmatrix und U der Konzentrationsmatrix, und damit zwischen den Me§-
werten der Sensoren und den Konzentrationen der Komponenten her. Diese drei
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Gleichungen werden fiir jeden Faktor gleichzeitig geldst, wobei die Residuals mini-
miert werden.

|
I Eingabe von X, Y l

1 I
Xm (k) "i .l):1 Xy

Medsy,
ym ] =':" o yu
l

EosX-Xp !
EosY-Ynl
|
1 Ua.s (l) = 53_1 (i, 1)
l_]a,1 " ':.la,s
l;
2a V_Va' ® Ua'.1 . '__E_a.1 /Uy - U,
2b ta =By W /W, W, U, =
1= ; Upy=U,
2c 4, ’la" Ea-‘l/ta ’ ta e
2d Upp°Fa1°8s /% " Ga

Wo =W, /Wy W,
4a Pa =8B/t 1
4b ;;ta & ta . (pa' . pa)

4c W' =w, - (py  py)
4d ba 'Qa"!a/Ia"ta
p o= Qa' / pa' ‘P

4e Ea =Eai-ta Be

4f '_Ea = 53-1 - b, Ia ) ga’

Speichern von
W.E O,

Abb.7: FluBdiagramm der Kalibration mit dem PLS - Algorithmus
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Zunichst werden die MeBdaten und die Konzentrationsdaten mittelwertzentriert
(8),(9), um die Blindwerte der Sensoren zu eliminieren.

(8) Ey=X-1-xq4

9 E=X-T-yy

Abb. 7 zeigt die Vorgehensweise bei der Berechnung der Faktoren, ihrer loadings
sowie der Regressionskoeffizienten (innere Relation) in Form eines FluBdiagram-
mes. Die Spalten der Faktormatrix U sind die Faktoren u, der Konzentrationsmatrix
Y, die Faktoren t, der Medatenmatrix bilden die Spalten der Faktormatrix T. Ziel
ist es, Faktoren t, zu finden, die die Varianz in beiden Matrizen beschreiben. Dies
geschieht, indem zunichst einmal die Faktoren u, und t, gleichzeitig iterativ be-
rechnet werden. Als Startwert fiir u, wahlt man die erste Spalte der Residualsmatrix
E,. 1, da u, den nach der Berechnung von a-1 Faktoren u verbliebenen Anteil der
Konzentrationsdaten beschreiben soll (Abb. 7, 1). Der "Konzentrationsfaktor" u,
wird auf die MefBdatenmatrix projeziert (Abb. 7, 2a). Der resultierende Gewich-
tungsvektor w, beschreibt den Anteil der in u, enthaltenen Konzentrationsvarianz
an den Mefdaten. Der dazugehorige "MeBdatenfaktor" 1, wird durch Projektion des

Gewichtungsvektors w, auf die MeBdatenmatrix (Abb. 7, 2b) erhalten.

Die zusammengehorenden Faktoren t, und u, werden also iiber den Gewichtungs-
vektor w, aus den MeBdaten ermittelt. Um nun zu einem verbesserten
"Konzentrationsfaktor” u, zu gelangen, wird analog der oben beschriebenen Vorge-
hensweise verfahren.

Ausgehend vom soeben ermittelten Faktor §, wird iiber die Berechnung des soge-
nannten "loading" - Vektors g, (Abb. 7, 2¢) der neue Konzentrationsfaktor u, ermit-
telt (Abb. 7, 2d).

Die Iterationsschleife u, - w, - 1, - g, - U, wird solange wiederholt, bis sich der Fak-
tor u, innerhalb einer vorgegebenen Genauigkeit € nicht mehr dndert (Abb. 7, 3). In
der Regel sind hierzu weniger als zehn Iterationsschritte notwendig. Nach
Auffinden des Faktors u,, der den maximalen Anteil an der Restvarianz in der
Konzentrationsmatrix beschreibt, wird der Anteil des dazugehorigen Faktors t, an
der Restvarianz der MeBdatenmatrix, der sogenannte "loading” - Vektor p,,
ermittelt (Abb. 7, 4a). Der Faktor i, und sein Wichtungsvektor w, werden
entsprechend dem "loading" - Vektor p, modifiziert (Abb. 7, 4b,c). GemidB der
inneren Relation (7) wird der Regressionskoeffizient b, (Skalar !), d.h. der Propor-
tionalitidtsfaktor zwischen dem "MeBdatenfaktor” t, und dem "Konzentrationsfaktor”
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u, errechnet (Abb. 7, 4d). Mit diesem Regressionskoeffizienten b, kénnen nun die
Varianzen in beiden Matrizen durch den gleichen Faktor t, beschrieben werden.

Nun werden die durch die Faktoren t, und u, beschriebenen Anteile an der Restva-
rianz der Daten von der entsprechenden Residualmatrix subtrahiert (Abb. 7, 4e und
f). Auf diese Weise wird sichergestellt, daB die nacheinander berechneten Faktoren
der MeBdaten - und Konzentrationsmatrix voneinander unabhéngig und somit or-
thogonal sind. Alle berechneten Vektoren werden auf die Ldnge Eins normiert.

Es werden zunichst ebensoviele Faktoren t,, w,, p,, 4, und Regressionskoeffizien-
ten b, berechnet wie Spalten in der Mef3datenmatrix, d.h. Sensoren, vorhanden sind.
Die optimale Anzahl A von Faktoren mufl durch Validierung des Kalibrationsmo-
dells ermittelt werden.

2.5.2 _Overfitting und Underfitting /31/

Die Zerlegung der Mefldaten - und Konzentrationsmatrizen in einen Teil fiir die
chemische Information und einen Teil fiir den Fehler geschieht durch die Wahl der
optimalen Zahl A von Faktoren. In diesen A Faktoren muB die vollstdndige chemi-
sche Information enthalten sein. Die restlichen Faktoren beschreiben den Fehler in
den MeBdaten und Konzentrationsdaten. Die optimale Zahl A von Faktoren wird
durch Minimierung des bei der Konzentrationsberechnung mit a Faktoren verur-
sachten Fehlers ermittelt.

Ein Ma8 fiir den Fehler ist die Restvarianz V, ,(a) der Konzentrationsdaten nach
Berechnung mit a Faktoren (Gl. 10).

I J: Zahl der Komponenten
(10) Vyg(a) =2 2 {3 I: Zahl der Proben
j=1i=1 f;;;  Residual der Konzentration von Kom-

ponente j in Probe i

In Abb. 8 ist Vy ,(a) in Abhingigkeit von der Zahl a der Faktoren fiir ein Beispiel
aufgetragen. Sie wird durch zwei GroBen beeinfluBt:

1. Mit zunehmender Zahl von beriicksichtigten Faktoren wird das Kalibrationsmo-
dell vervollstindigt. Die Konzentrationsmatrix wird besser reproduziert, d.h., derje-
nige Teil von Vy ,(a), der von der Unvollstindigkeit des Modells verursacht wird,
strebt gegen Null (Kurve 1 in Abb. 8).
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2. Die Fehler in den MeB - und Konzentrationsdaten werden mit steigender Zahl von
Faktoren zunehmend mit eingerechnet. Entsprechend steigt dieser Teil von Vy g(a)
mit zunehmender Zahl von Faktoren an (Kurve 2 in Abb. 8).

Kurve 3 in Abb. 8 ist die Summenkurve von 1 und 2, d.h. die Summe von beiden
Fehlerursachen. Ihr Minimum zeigt die optimale Zahl A von Faktoren.

Underfitting bedeutet die Verwendung von zu wenig Faktoren. Das Kalibrations-
modell ist unvollstindig, die Konzentrationen werden fehlerhaft berechnet. Overfit-
ting resultiert bei Verwendung von mehr als A Faktoren. Der dadurch im Kalibra-
tionsmodell enthaltene MeBfehler verfidlscht die Bestimmung von Proben mit unbe-
kannter Zusammensetzung. Das Finden der optimalen Zahl von Faktoren hat somit
eine zentrale Bedeutung fiir das Kalibrationsmodell. Da die graphische Auswertung
(Abb. 8) zur Ermittlung der optimalen Zahl von Faktoren zu ungenau ist, wird sie
durch Validierung bestimmt.

8 9 10
Faktoren

Abb. 8: Abhingigkeit der Datenvarianz von der Zahl der Faktoren /30/
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2.5.3 Validierung

Das Kalibrationsmodell kann durch duBlere oder innere Validierung iiberpriift wer-
den.

Zur duBeren Validierung wird ein unabhingiges Testset von Proben mit bekannter
Zusammensetzung mit dem Kalibrationsmodell berechnet. Aus den Residuals der
Konzentrationen, d.h. den Differenzen zwischen bekannter Konzentration und er-
rechneter Konzentration, wird nach Gleichung (11) und (12) die Restvarianz Vy g(a)
der Konzentrationsbestimmung in Abhidngigkeit von der Zahl a der verwendeten
Faktoren mit diesem Kalibrationsmodell ermittelt /32/. Diejenige Zahl A von Fak-
toren, die das kleinste Vy ,(a) zur Folge hat, ist optimal.

1 Ip I,: Zahl der Testproben
(11) Vy,j(a) = et 2 fzij a: Zahlderverwendeten Faktoren
I i=1 fij: residual der Konzentration von Kompo-

nente j in Probe i

1 J
(12) Vyg(a)=—- X Vyi(a)
J j=1

Gy

Zahl der Komponenten

Der Nachteil dieser Validierungsmethode ist der zusédtzliche MeBaufwand fiir das
Testset.

Die inneren Validierungsmethoden "cross validation" und "leverage correction”
greifen auf die Proben zuriick, die bereits widhrend der Berechnung des Kalibra-
tionsmodells verwendet wurden. Auch hier wird die Restvarianz nach der Konzen-
trationsberechnung mit Gleichung (11) und (12) ermittelt /32/.

Zur Validierung mittels "cross validation" wird das Kalibrationsset in N Teile un-
terteilt. Jeder Teil wird einmal als Testset verwendet. Hierzu wird ein Kalibrations-
modell ohne diese Testproben errechnet, und die Testproben als unbekannte Pro-
ben behandelt. Fiir jedes der N Testsets wird die optimale Anzahl von Faktoren er-
mittelt. Die tatsidchliche optimale Zahl A ist dann gleich dem gerundeten Mittelwert
der einzelnen Optima. Auf diese Weise wird mit unabhéngigen Proben ohne zusitz-
lichen MeBaufwand validiert.

Zur Validierung mittels "leverage correction” werden alle Kalibrationsproben mit
dem Kalibrationsmodell berechnet. Die Restvarianz Vy,g(a) wird nach Gleichung
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(11) und (12) ermittelt. Um das "overfitting" zu vermeiden, werden statt der Resi-
duals f;; "leverage” korrigierte residuals f¢;; (13) eingesetzt. Das "leverage" einer
Probe wird nach Gleichung (14) fiir a Faktoren berechnet. Es beschreibt den Anteil
dieser Probe am Kalibrationsmodell.

fi,j h;(a): leverage der Probe i fiir a Faktoren
(13) %, = t;a:  i.tes Element des Faktors a
(1-h;(a))
A t2ia
(13) hj(a) = =
a=1 U .1
a a
2.5.4 Bestimmung der Konzentrationen (Prediction)

Wihrend der Kalibration (Kap. 2.5.1, Abb. 7) werden die Faktoren t,, die loadings
Pa» 9a> die Wichtungsvektoren w, und die Regressionskoeffizienten b, des
Kalibrationsmodells ermittelt. Diese werden nun zur Konzentrationsberechnung
von unbekannten Proben herangezogen.

Abb. 9 zeigt das FluBdiagramm des "Prediction" Algorithmus. Nach dem Einlesen
des Kalibrationsmodells, der Medaten der Proben mit unbekannter Zusammenset-
zung sowie der Mittelwertzentrierung der MeBdaten, werden zunichst A Faktoren t,
der Mef3datenmatrix der unbekannten Proben nacheinander durch Projektion des
Wichtungsvektors w, auf die MeBdaten berechnet (Abb. 9, 4). Dies gleicht der Be-
rechnung des Faktors t, wihrend der Kalibration (Abb. 7, 2b). Der Unterschied be-
steht in der Verwendung der Gewichtungsvektoren aus der Kalibration.

Der durch die Faktoren t, beschriebene Anteil an der Restvarianz der MeBdaten
wird von den MeBdaten subtrahiert (Abb. 9, 5), so daB der nichste Faktor unabhin-
gig (orthogonal) von den zuvor berechneten ist.

Nachdem alle A Faktoren ermittelt worden sind, konnen die Konzentrationen y; ;
der Komponenten jin den Proben i berechnet werden (Abb. 9, 6).
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1. Einlesen von
g! g! gf .Da
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2. Einlesen von X
der Proben
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1ip
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Abb.9  FluBdiagramm zur Berechnung von Konzentrationen unbekannter Proben
mit PLS



33

2.6 Detektion von AusreiBern

Unter AusreiBlern sind falsche oder extreme Proben zu verstehen. Falsche Proben
resultieren durch Messung mit falschen MeBparametern oder, im Fall der
Kalibrationsproben, durch Herstellen von Proben mit falscher Zusammensetzung
(Pipettier - bzw. Wigefehler). Das Versagen bzw. die Drift eines Sensors verfdlscht
ebenfalls die MeBdaten. Falsche Proben miissen erkannt werden, um Fehler im
Kalibrationsmodell bzw. falsche Aussagen iiber spitere unbekannte Proben zu ver-
meiden.

Extreme Proben sind fehlerfrei beziiglich MeBparameter und MeBdaten, liegen je-
doch auBlerhalb des dynamischen Bereiches eines oder mehrerer Sensoren. Sie miis-
sen von den falschen Proben unterschieden werden kénnen, da sie fiir das Kalibra-
tionsmodell wichtig sind, will man in diesem Konzentrationsbereich messen. Die
Kalibrationsproben miissen schlieflich den gesamten Konzentrationsbereich aller
Komponenten abdecken, in welchem das Sensorarray angewandt wird.

Ziel ist es, die falschen Proben von den richtigen oder extremen Proben zu unter-
scheiden und sie aus dem Kalibrationsset auszusondern.

Der F - Test und das "leverage" der Probe sind Kriterien zur Beurteilung von Aus-
reiern bzw. zur Unterscheidung zwischen falschen und extremen Proben.

2.6.1Der F - Test

Der F - Test /33/ dient u.a. dem Vergleich von zwei Analysenverfahren. Er erlaubt
Aussagen dariiber, ob die Fehler der beiden verschiedenen Verfahren signifikant
voneinander abweichen. Hierzu werden die Standardabweichungen der beiden Ver-
fahren miteinander verglichen, indem der Quotient F, ;, der Quadrate der Stan-
dardabweichungen gebildet wird (GL. 15).

s s;: Standardabweichung Verfahren 1
(15) Fym = so: Standardabweichung Verfahren 2
§2, n: Freiheitsgrad Verfahren 1

Freiheitsgrad Verfahren 2
mit $q > Sy
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Die Freiheitsgrade der Verfahren errechnen sich aus der jeweiligen Probenzahl ver-
mindert um eins. Sind die beiden Standardabweichungen statistisch gleich, so ist der
Quotient F, , f-verteilt und iiberschreitet einen von den Freiheitsgraden abhingi-
gen Grenzwert nicht. Die Tabelle A1 dieser Grenzwerte (F-Verteilung) befindet
sich im Anhang 6.1.

Voraussetzung fiir die Anwendung des F- Testes ist die Normalverteilung der ge-
messenen Proben.

Ubertragen auf ein Sensorarray bedeutet ein AusreiBer eine Probe mit signifikant
verschiedener Standardabweichung im Vergleich zur mittleren Standardabweichung
der Kalibrationsproben. Es muf} jedoch beachtet werden, dafl zur Berechnung der
Freiheitsgrade nicht nur die Zahl I, der Proben herangezogen werden darf, sondern
auch die Zahl K der Sensoren, die Zahl J der Komponenten sowie die optimale Zahl
A von Faktoren beriicksichtigt werden muB. Es existiert kein theoretisch ableitbarer
Zusammenhang zwischen diesen Groflen und der Zahl der Freiheitsgrade. Martens
gibt empirische Beziehungen an /34/. Sie werden in dieser Arbeit verwendet.

Um AusreiBBer im Kalibrationsdatensatz mit Hilfe des F - Tests zu erkennen, wird
der Quotient von der Standardabweichung einer Probe (Gl. 16 bzw. 20) und der
mittleren Standardabweichung des gesamten Kalibrationssets (Gl. 17 bzw. 21) ge-
bildet. Dies wird jeweils fiir die MeB - und Konzentrationsdaten getrennt durchge-
fiihrt. Die Zahl der Freiheitsgrade fiir eine Probe und die mittlere Standardabwei-
chung des Kalibrationssets wird nach den Gleichungen 18 und 19 (MeBdaten) bzw.
22 und 23 (Konzentrationsdaten) berechnet.

1 K
(16) s%; = Ze%y
df . k=1
X,1
1 1
(17) sk g = 2 5%
df i=1
g.X

(18) df, ,=(I-1)K-I'A

(19) df, ;=df, /1.
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1 J
(20) s%,; = Z
dfy,i ji=1
1
(21) s3, = 3 82 ;
dfy . i=1 7

(22) dfy g =(1-1)-J-A-2

(23) dfy;=dfy /1,

Es bedeuten:
K: Zahl der MeBBwerte
I.: Zahl der Proben
J: Zahl der Komponenten
eix: Residual der Probe ivon MeBwert k
Sxi: Standardabweichung der MeBwerte der Probe i
Sx,g: mittlere Standardabweichung der MeBwerte der Kalibrationsproben
df,;: Freiheitsgrad der Probe i (MeBdaten)
dfy,: Freiheitsgrad der mittleren Standardabweichung (MeBdaten)
f;;;  Residual der Probe i von Komponente j
it Standardabweichung der Konzentrationen der Probe i
Syg: mittlere Standardabweichung der Konzentrationsdaten der Kalibrationspro-
ben
df, ;: Freiheitsgrad der Probe i (Konzentrationsdaten)
dfy ,: Freiheitsgrad der mittleren Standardabweichung (Konzentrationsdaten)

Fiir Proben mit unbekannter Zusammensetzung sind Berechnungen nach (Gl. 20,
21) nicht moglich. Es kann nur ein F - Test fiir die MeBdaten durchgefiihrt werden
(Gl 16, 17), wobei I die Zahl der unbekannten Proben ist. Die Zahl der Freiheits-
grade fiir eine Probe wird nach Gleichung 24 berechnet.

(24)

df, ;=K-A A: optimale Zahl von Faktoren
K: Zahl der MeBwerte der Sensoren
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2.6.2 "leverage" der Probe

GemiB Gleichung 14 beschreibt das "leverage" einer Probe h;(a) den Anteil der
Probe i am Kalibrationsmodell mit a Faktoren. Der Mittelwert iiber alle h;(a) des
Kalibrationssets kann nach /32/ durch den Quotienten aus der Zahl A der Faktoren
und der Zahl I der Proben approximiert werden (Gl. 25).

- A
(25) hy~___
K

Extreme und falsche Proben weisen ein groBes "leverage" auf. Die Ausreifler - War-
nung erfolgt bei deutlicher Uberschreitung des zu erwarteten Wertes fiir h;(a) (GL.
25).

h;(a) = 1 bedeutet, dafl die Probe i einen Faktor allein "belegt". Bei fehlerhaften
Proben wird hierdurch das Kalibrationsmodell stark verfilscht. Bei extremen Pro-
ben ergeben sich Probleme, wenn sie mit grofem MeBfehler gemessen wurden, da
dieser Meffehler in einem relevanten Faktor enthalten ist,

2.6.3 Beurteilung von falschen und extremen Proben

Es werden der F- Test und das "leverage" der Probe herangezogen. Voraussetzung
fiir den F - Test ist die Normalverteilung der Proben. Fiir die Kalibrationsproben ist
keine Aussage iiber die statistische Verteilung moéglich. Im allgemeinen strebt die
Verteilung fiir eine groe Probenzahl gegen die Normalverteilung, so daB der F -
Test desto sicherer angewandt werden kann, je groBer das Kalibrationsset ist.
Zudem miissen die zu vergleichenden Standardabweichungen voneinander
unabhiingig sein. Dies ist im Fall des F - Tests fiir Kalibrationsproben nicht erfiillt,
da zur Berechnung der mittleren Standardabweichung jede Kalibrationsprobe
verwendet wird. Aus diesen Griinden kann der F - Test nicht als alleiniges Kriterium
zur Erkennung von Ausreiflern dienen. Er gibt lediglich wertvolle Hinweise und wird
durch das Hilfskriterium "leverage" erginzt. Proben werden als falsch verworfen,
wenn sie mindestens zwei Kriterien erfiillen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein
Programm zur Durchfithrung der AusreiBBeranalyse erstellt.
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2.7 Optimierung durch relative Maximierung der Empfindlichkeit

Dieses Optimierungsverfahren geht auf H. Junker, G. Bergmann /35/ und H. Kaiser
/36/ zuriick. Kaiser /36/ behandelte die theoretischen Grundlagen fiir eine opti-
male Wellenldngenauswahl eines IR-Spektrums zur multivariaten Kalibration. Bei
Anwendung dieses Optimierungsverfahrens auf ein Sensorarray ersetzen die MeB-
werte der Sensoren die Wellenldngen des Spektrums.

Der MeBwert des Sensors ist eine Funktion der Konzentration aller Komponenten
der Losung, die sogenannte Eichfunktion des Sensors, wobei die verschiedenen
Komponenten unterschiedlich grof3e Beitrige zum MeBwert leisten.

Fiir die mathematische Herleitung dieses Optimierungsverfahrens wurden im we-
sentlichen zwei Annahmen gemacht:

1. Die Beitrige der Komponenten j zu dem MeBwert k sind additiv (Gl. 26)

J Xg: k.ter MeBwert
(26) x, = X fjk(yj) fjk(yj): Beitrag der Komponente j zum k.ten
j=1 MeBwert

2. Die Eichfunktionen der Mefstellen sind stetig differenzierbar.

Die 2. Annahme ist physikalisch sinnvoll, da dicht beieinander liegende Konzentra-
tionen einer Komponente dicht aufeinander folgende MeBwerte haben.

Jeder Meflwert k hat eine Eichfunktion (26), so daB sich ein System von Eichfunk-
tionen ergibt. Diese Eichfunktionen miissen zur Berechnung der Konzentrationen
der Komponenten gelost werden. Allgemein gilt fiir die Losbarkeit eines Glei-
chungssystems, daBl die Zahl K der MeBstellen gro8er oder gleich der Zahl J der
Komponenten sein muB. Die Herleitung des Optimierungsverfahrens wird von Kai-
ser /36/ fiir den Fall K=J durchgefiihrt, ist jedoch prinzipiell auf den giinstigeren
Fall K>1J iibertragbar /35/.

Zur Vereinfachung des Systems der Eichfunktionen werden die stetig differenzier-
baren Eichfunktionen durch die linearen Glieder der Taylorreihe approximiert (Gl.
27).
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J
J=

MH

(27) X =

Gt
Il

Fiir alle MeBwerte der Sensoren ergibt sich so ein lineares Gleichungssystem (28),
welches in Matrixform lautet:

X £11(0)  £12(0) .. £y(0) v | R0 ]

% 1000 £2,(0) 1 £23(0) v F;(0)
(28) | =x3 £31(0)  £35(0) .. £35(0) Y2 F»(0)

. = . . . S + .

XK fx1(0)  Fxa(0) .. fx5(0) YK Fi(0)

M L - S L. -
mit Fg(0) = _%Il £3.(0) als Blindwert des k.ten MeBwertes.

J:

In Matrizenschreibweise lautet obiges Gleichungssystem
(29) x=B-y+by’

Der Vektor x besteht aus den K MeBwerten aller Sensoren fiir eine Analysenlésung.
Der Vektor y beschreibt die Zusammensetzung der Analysenldosung. B wird die
Eichmatrix genannt. Sie enthilt gemidB Gleichung (28) die partiellen Ableitungen
f’; der Eichfunktionen nach den Konzentrationen der Komponenten. Die physikali-
sche Bedeutung der partiellen Ableitungen {’;, ist mit der Empfindlichkeit des k.ten
MeBwertes fiir die Komponente j identisch, da die Empfindlichkeit eines Ana-
lysenverfahrens fiir eine Komponente j - wie bereits in Kapitel 2.1 aufgefiihrt -
gleich der Steigung der Eichkurve fiir die Komponente j ist. Unter Beriicksichtigung
der eingangs gemachten Annahme der Additivitdt der Eichkurven ist die Steigung
der Summeneichkurve gleich der Summe der Steigungen der Eichkurven jeder
Komponente. Die Empfindlichkeit des k.ten Mefwertes ist demzufolge die Summe
der einzelnen (partiellen) Empfindlichkeiten dieses MeBwertes fiir alle
Komponenten j der Analysenlosung.

Ein Sensorarray ist nur dann sinnvoll, wenn jeder Sensor iiberwiegend auf eine
Komponente anspricht, und die Querempfindlichkeit dieses Sensors fiir die anderen
Komponenten einen geringeren Beitrag zum MeBsignal erbringt. Ubertragen auf die
Eichmatrix bedeutet dies, daB die partielle Empfindlichkeit jedes Sensors fiir eine
Komponente grof8, fiir die anderen Komponenten klein sein soll.



39

Die Eichmatrix setzt sich aus den partiellen Empfindlichkeiten der Sensoren fiir die
Komponenten zusammen. Sie beschreibt somit auch die gesamte Empfindlichkeit
des Sensorarrays. Kaiser /36/ definiert die Empfindlichkeit H des multivariaten
Verfahrens iiber die Determinante der Eichmatrix (Gl. 30).

(30) H=Det(B)

Nun ist auch eine mathematische Definition der Begriffe Selektivitit und Spezifitit
moglich:

-volle Selektivitdt:Nur die Diagonalelemente der Eichmatrix B sind ungleich Null.
-volle Spezifitdt: Nur ein Diagonalelement der Eichmatrix B ist ungleich Null.

Die Matrixelemente auBlerhalb der Diagonalen sind ein MaB fiir die Querempfind-
lichkeit des jeweiligen Sensors fiir andere Komponenten.

Auch die mathematische Bedingung fiir die Losbarkeit eines linearen Gleichungs-
systems, Det(B) =0, kann nun physikalisch verstanden werden. Die Empfindlichkeit
eines Analysenverfahrens muB ungleich Null sein, damit Anderungen in der Zusam-
mensetzung der Losung verédnderte MeBwerte zur Folge haben und so iiberhaupt erst
mefBbar werden.

Basierend auf der von Kaiser /36/ eingefiihrten Eichmatrix B entwickelten Junker
und Bergmann /35/ ein Verfahren zur Optimierung der Wellenldngenauswahl (hier:
MeBwertauswahl der Sensoren), die relative Maximierung der Empfindlichkeit. Sie
fiigten den von Kaiser gemachten Annahmen eine weitere, ndmlich die Linearitét
der Eichkurven, hinzu. Die von Kaiser eingefiihrte Eichmatrix B enthélt die parti-
ellen Ableitungen der Eichkurven der Mefwerte, weshalb sie streng nur lokal giiltig
ist. Bei linearen Eichkurven sind die partiellen Ableitungen jedoch konstant und die
Eichmatrix ist fiir den gesamten linearen Bereich giiltig.

Es 148t sich zeigen, daB die Konzentrationsberechnung mit multivariater Kalibra-
tion genauer wird, wenn bei der Kalibration sowohl die Zahl K der Sensoren als
auch die Zahl N der Eichlosungen groBer als die Zahl J der zu bestimmenden
Komponenten ist ( zweidimensionale Uberbestimmung ) /35/. Die Eichmatrix B ist
in diesem Fall unsymmetrisch. Die von Kaiser eingefiithrte Definition der
Empfindlichkeit H wird erweitert zu:

(31) H = (Det(B-B))0-5 | B’ Transponierte von B

Diese Definition enthilt den von Kaiser betrachteten Spezialfall K=N.
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Zur Optimierung durch relative Maximierung der Empfindlichkeit wird folgender-
mafenvorgegangen:

Es wird eine Vorauswahl der Sensoren getroffen. Dies geschieht unter chemischen
Gesichtspunkten, wie sie sich aus den an die Sensuren gestellten Anforderungen
(Kap. 2.1.5) ergeben. Mit jedem Sensor werden die Eichkurven fiir alle Komponen-
ten gemessen. Bei Erfiillung der von Kaiser bzw. Junker und Bergmann gemachten
Annahmen der Additivitdt und Linearitdt der Eichkurven sind die partiellen
Empfindlichkeiten der Sensoren fiir die Komponente identisch mit den Steigungen
der Eichkurven. Die Eichmatrix setzt sich somit aus den Steigungen aller Eichkur-
ven zusammen.

Aus der so erhaltenen Eichmatrix B werden nacheinander jeweils eine Spalte, d.h.
ein MeBwert entfernt und die Empfindlichkeit gemédB Gleichung (31) berechnet.
Derjenige chemische Sensor, dessen Streichung die gréB8te Empfindlichkeit zur
Folge hat, ist entbehrlich, denn sein Betrag zur Empfindlichkeit des Sensorarrays ist
am geringsten. Er wird entfernt. Diese Vorgehensweise wird solange wiederholt, bis
die Mindestzahl von MeBwerten erreicht ist. Bei diesem Optimierungsverfahren
konnen nur jeweils die Empfindlichkeiten eines Schrittes verglichen werden, da sich
mit zunehmender Verkleinerung der Eichmatrix B der absolute Wert ihrer Deter-
minante verringert. Die optimale MeBwertauswahl wird durch Vergleich der Be-
stimmungsfehler der nach jedem Schritt gefundenen Optima ermittelt. Aus diesem
Grund heiflit dieses Optimierungsverfahren auch "Optimierung durch relative Maxi-
mierung der Empfindlichkeit.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Programm erstellt, das dieses Optimierungsver-
fahren fiir MeBwerte von Sensoren bzw. Komplexbildnern durchfiihrt.
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3. Experimente
3.1 Fluorimetrische Messungen in Losung

Alle Messungen wurden bei 20° C mit einem Spektralfluorophotometer (Shimadzu,
Duisburg, Typ RF5000) durchgefiihrt. Die Kiivetten und Glasgerédte wurden vor der
Benutzung mit warmer halbkonzentrierter Salpetersdure und bidestilliertem Wasser
gespiilt. Zur Vermeidung von temperaturbedingten Volumenfehlern wurden die
Stammldsungen und Puffer vor dem Verdiinnen auf 20° C temperiert.

3.1.1 Stammldsungen

Fiir die Stammldsungen wurde bidestilliertes Wasser bzw. Ethanol p.a. verwendet.
Es wurden folgende Stammldsungen hergestellt:

Calcein: 0.197 g/1 H,O

Phenylfluoron: 11.8 mg/1 H,O

Morin: 3.19 g/1 Ethanol

8-Hydroxy-5-Sulfonsdure-Chinolin: 4.72 g/1 H,O
Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon: 0.968 g/1 Ethanol
Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon: 1.5 g/1 Ethanol
4-Amino-5’-Sulfonsdure-2,2’-Dihydroxy-Azobenzol: 1.6 g/1 H,O

Aluminium, Zink und Kupfer: 1 g/1 (Standardlésungen, Merck, Darmstadt)

Chrom: 0.513 g CrCl;-6H,0/1 H,O; stab. mit 1 Tropfen konz. HNO,

Acetatpuffer: Die Acetatpuffer pH 4.4, pH 4.7 und pH 5.4 wurden geméB der Puffer-
tabelle in /37/ hergestellt. '

3.1.2 Durchfiihrung der Messungen

Die Standardlésungen wurden durch Pipettieren entsprechender Aliquote der Me-
tallionstammldsungen in 100 ml MeBkolben und Auffiillen mit Acetatpuffer pH 4.7
hergestellt. Zur Messung der Fluoreszenzspektren wurden mit Ausnahme von Sali-
cylaldehyd-Thiocarbohydrazon je 3 ml Eichlosung in einer Kiivette mit 0.1 ml Kom-
plexbildnerlésung vermischt. Die MeBbedingungen sind in Tab. 3 aufgefiihrt. Die
MeBlésungen mit Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon setzten sich aus 2 ml Eichi6-
sung und 1 ml Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Stammlésung zusammen.
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Tab. 3: MeBbedingungen der Komplexbildner
Komplexbildner Anregung Emission Zeit Spaltbreite
Ex./Em.

nm nm min. nm/nm

Calcein 472 500 1 1.5/1.5
472 500 5 1.5/1.5
488 508 1 1.5/1.5
488 508 5 1.5/1.5
498 516 1 1.5/1.5
498 516 5 1.5/1.5

Phenylfluoron 500 535 1 3.0/3.0

Morin 440 506 1 3.0/3.0

Salicylaldehyd-Thio-

carbohydrazon 380 450 1 3.0/5.0
380 470 1 3.0/5.0

Thiophenaldehyd-Thio-

carbohydrazon 400 495 1 3.0/5.0

8-Hydroxy-5-Sulfon-

sdure-Chinolin 365 526 1 3.0/5.0

4-Amino-2,2’Dihydroxy-

-5’-Sulfonsdure-Azo- 515 565 10 3.0/3.0

benzol
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3.2 Arraysimulation

Es wurden Mischungen durch Pipettieren entsprechender Aliquote der Aluminium-,
Zink-, Kupfer- und Chrom-Stammlésungen in einen 100 ml MeBkolben und Auf-
fiillen mit 0.1 n NaClO,4 (Tab. 4a) bzw. Acetatpuffer (Tab. 4b) hergestellt.

Tab. 4a: Zusammensetzung der Mischungen fiir das simulierte Array zur Bestim-
mung von Aluminium, Zink und Kupfer

Nr. Al Zn Cu pH
mg/1 mg/1 mg/1
1 0.000 0.000 0.000 4.7
2 0.032 0.065 0.000 4.7
3 0.016 0.032 0.003 4.7
4 0.016 0.065 0.003 4.7
5 0.016 0.323 0.003 4.7
6 0.016 0.645 0.003 4.7
7 0.032 0.000 0.003 4.7
8 0.032 0.032 0.003 4.7
9 0.032 0.065 0.003 4.7
10 0.032 0.323 0.003 4.7
11 0.032 0.645 0.003 4.7
12 0.000 0.065 0.016 4.7
13 0.000 0.323 0.016 4.7
14 0.161 0.032 0.016 4.7
15 0.161 0.065 0.016 4.7
16 0.016 0.006 0.032 4.7
17 0.016 0.065 0.032 4.7
18 0.016 0.323 0.032 4.7
19 0.016 0.645 0.032 4.7
20 0.032 0.032 0.032 4.7
21 0.032 0.065 0.032 4,7
22 0.032 0.323 0.032 4.7
23 0.032 0.645 0.032 4.7
24 0.000 0.065 0.032 4.7
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Tab. 4b: Zusammensetzung der Mischungen fiir das simulierte Array zur Bestim-
mung von Aluminium, Zink und Kupfer mit chemischer Interferenz
(Nr. 25 - 56) und zusidtzlich mit Matrixeffekt (Nr. 25 - 67)

Nr. Al Zn Cu Cr pH
mg/1 mg/1 mg/] mg /1
25 0.01 0.01 0.00 0.00 4.7
26 0.01 0.05 0.01 0.00 4.7
27 0.05 0.01 0.00 0.00 4.7
28 0.05 0.05 0.01 0.00 4.7
29 0.10 0.01 0.05 0.00 4.7
30 0.10 0.05 0.01 0.00 4.7
31 0.10 0.01 0.00 0.00 47
32 0.01 0.10 0.01 0.00 4.7
33 0.05 0.10 0.05 0.00 4.7
34 0.10 0.10 0.05 0.00 4.7
35 0.05 0.01 0.01 0.00 4.7
36 0.05 0.00 0.05 0.00 4.7
37 0.05 0.05 0.00 0.00 4.7
38 0.00 0.01 0.01 0.00 4.7
39 0.10 0.00 0.00 0.00 4.7
40 0.10 0.10 0.01 0.50 4.7
41 0.20 0.10 0.01 0.00 4.7
42 0.20 0.00 0.01 0.10 4.7
43 1.00 0.50 0.05 0.10 4.7
44 1.00 1.00 0.00 1.00 4.7
45 1.00 0.10 0.01 0.00 47
46 0.20 0.50 0.01 1.00 4.7
47 1.00 0.00 0.05 0.00 4.7
48 1.00 0.10 0.01 0.10 4.7
49 0.00 0.10 0.00 0.00 4.7
50 0.00 0.41 0.01 0.00 4.7
51 0.00 1.00 0.01 0.10 4.7
52 0.80 0.10 0.10 0.00 4.7
53 0.00 0.40 0.10 0.00 4.7
54 0.80 0.20 0.20 0.00 4.7
55 0.80 0.40 0.10 0.10 4.7
56 0.00 0.00 0.20 0.00 4.7
57 0.05 0.01 0.00 3.00 4.7
58 0.10 0.00 0.00 0.00 54
59 0.00 0.10 0.00 0.00 54
60 0.50 0.00 0.05 0.10 5.4
61 0.50 0.50 0.01 0.00 5.4
62 0.00 0.50 0.01 0.00 5.4
63 0.10 0.00 0.00 0.00 44
64 0.00 0.10 0.00 0.00 4.4
65 0.50 0.00 0.05 0.10 44
66 0.50 0.50 0.01 0.00 4.4
67 0.00 0.50 0.01 0.00 44

Jede Mischung wurde mit jedem Komplexbildner gemessen. Die Mebedingungen
sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Zur Auswertung mit dem PLS - Algorithmus wurde das
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Programm Unscrambler (CAMO, Trondheim, Norwegen) verwendet. Zur Ausreis-
seranalyse (F - Test, leverage) wurde ein Programm erstellt. Die "leverage” der Pro-
ben wurden den Datenfiles entnommen, die das Programm Unscrambler ablegt.

Die Arrayoptimierung durch relative Maximierung der Empfindlichkeit wurde mit
einem selbstersteliten Programm durchgefiihrt. Zur Optimierung nach minimalem
Fehler wurde ebenfalls das Programm Unscrambler verwendet und die Optimie-
rungsgrofle aus den Residuals berechnet (Kap. 4.4.2).

3.3 Thermogravimetrie

Die Thermogramme wurden mit der Thermowaage (Netsch, Typ STA 409) aufge-
nommen. Zunichst wurde bis 130°C mit einer Rate von 10 K/min. geheizt und die
Probentemperatur 1 Stunde konstant gehalten. Danach wurde mit 5K/min. bis
730°C geheizt und die Temperatur 3 Stunden konstant gehalten.

3.4 Verbrennungsanalyse

Die Bestimmung des Kohlenstoffgehaltes der silanisierten Glaspulver wurde mit
dem Coulomat (Strohlein, Typ 701) durchgefiihrt.

3.5 Synthesen

Die IR - Spektren der Synthesenprodukte befinden sich im Anhang 6.3. Sie wurden
mit einem FT-IR - Spektrometer (Nicolet, Typ 20 DXB) gemessen.

3.5.1 Amino - Calcein

Amino-Calcein wurde nach einer Vorschrift zur Synthese von Calcein /38/ darge-
stellt, wobei das Edukt Fluorescein durch Amino-Fluorescein ersetzt wurde (0.01
molarer Ansatz). GeméiB Literaturvorschrift sollite das Rohprodukt durch Ansduern
mit 0.1 n HCI bei pH 3.5 ausgefédllt werden. Amino-Calcein fiel jedoch erst bei pH
2.5 aus. Der Niederschlag war schlecht filtrierbar. Zur Reinigung wurde das Roh-
produkt in heiBem 70%igem Ethanol geldst und der unldsliche Riickstand sofort ab-
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filtriert. Nach dem Abkiihlen wurde ein hellbrauner, amorpher Niederschlag er-
halten, der zweimal aus 60%igem Ethanol umkristallisiert wurde.

3.5.2 Amino-Phenylfluoron

Zur Darstellung von Amino-Phenylfluoron wurde zunichst 3’-Nitro-2,3,7-Trihy-
droxy-9-Phenylfluoron (Nitro-Phenylfluoron) nach /39/ synthetisiert (0.12 molarer
Ansatz). Die Reduktion der Nitrogruppe zur Aminogruppe wurde in Anlehnung an
/40/ mit Na,S durchgefiihrt. 2.8 g Nitrophenylfluoron wurde in siedendem 95%igem
Ethanol geldst, mit 5.5 g wissriger ca. 50%iger Na,S - Losung versetzt und 60 Minu-
ten riickflussiert. Nach eintégigem Stehen wurde das Rohprodukt mit konz. HCI ge-
fadllt, filtriert und in 1 n NaOH gelost. Zur Abtrennung von nicht umgesetztem Nitro
- Phenylfluoron wurde die alkalische Lésung des Rohproduktes mit konz. HCI bis
zur Bildung eines Niederschlags versetzt. Das Filtrat wurde mit Ammoniumacetat
gepuffert, worauf sich ein rotbrauner, volumindser Niederschlag bildete. Dieser
wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen und iiber Phosphorpentoxid getrocknet.

3.5.34-Amino-5’-Sulfonsdure-2,2’-Dihydroxy-Azobenzol

4-Amino-5’-Sulfonsdure-2,2’-Dihydroxy-Azobenzol wurde nach /41/ durch Azo-
kupplung von 3-Amino-Phenol mit diazotiertem 2-Amino-4-Sulfonsdure-Phenol in
acetatsaurem Medium synthetisiert und ohne weitere Reinigung verwendet.

3.5.4 5-Amino-8-Hydroxy-Chinolin

5-Amino-8-Hydroxy-Chinolin wurde durch Reduktion von 8-Hydroxy-5-Nitro-Chi-
nolin nach /40/ dargestellt. Das Rohprodukt wurde zweimal aus 1 n HCl umkri-
stallisiert, wobei feine orangefarbene Nadeln erhalten wurden.

3.5.5 Bis-(N-Methyl)-3,3’-Aminomethyl-Salicyl hyd-Thiocar

Zunichst wurde Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon nach /42/ dargestellt. Anschlie-
Bend wurde diese Vorstufe nach einer modifizierten Vorschrift /43/ durch
Aminomethylierung zu einem zur Immobilisierung geeigneten Derivat umgesetzt.
1.1 g Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon wurden in 50 ml Tetrahydrofuran geldst
und unter Riihren und Kiihlen mit einer Mischung, bestehend aus 0.11g 37%iger
Formaldehydliésung und 0.2 ml Methylamin, versetzt. Die Reaktionsmischung wurde
65 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen, mit 0.1 n NaOH alkalisiert und der
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orangefarbene Niederschlag abfiltriert. Er wurde iiber KOH getrocknet und ohne
weitere Reinigung verwendet.

3.5.6 Bis-(N-Methyl)-Aminomethyl-Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon

Zunichst wurde Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon nach /42/ synthetisiert. Die
Aminoalkylierung wurde in Anlehnung an /44/ durchgefiihrt. 1.8 g Thiophenalde-
hyd-Thiocarbohydrazon wurden in 200 ml methanolhaltigem Tetrahydrofuran ge-
16st. Unter Riihren und Kiihlen wurde eine Mischung aus 0.4 ml Methylamin, 0.8 ml
37%iger wissriger Formaldehydldsung und 1.3 ml Eisessig zugegeben. Die Reak-
tionsmischung wurde nach 60 Stunden mit 1 n NaOH bis zur Entstehung eines
Niederschlages alkalisiert. Das Produkt wurde abfiltriert, iiber KOH getrocknet und
ohne weitere Reinigung verwendet.

3.6 Immobilisieren der Komplexbildner

3.6.1 Silanisierung von Glaspulver

3.6.1.1 Pridparation von (N-Ethylisothiocyanat)-3-Propylamin-CPG

Die Silanisierung wurde nach einer modifizierten Vorschrift /21/ durchgefiihrt.
3.5 g Controlled porous glass (CPG) wurden in 150 ml Toluol p.a. unter Rithren auf
80°C erhitzt. Die Suspension wurde mit trockenem Stickstoff gespiilt bis die Reak-
tionstemperatur erreicht war. Nach Zugabe von 1.632 g (N-Ethylamin)-3-Pro-
pylamin-Triethoxysilan wurde bei 80°C 4 Stunden geriihrt. Das CPG wurde ab-
genutscht, mit 50 ml Toluol und 100 ml Aceton gewaschen und bei 90°C 4 Stunden
getrocknet. Das physisorbierte Silan wurde durch 4 tigige HeiBextraktion mit Me-
thanol entfernt.

Die Umsetzung der primdren Aminogruppe des organischen Restes des Silans zur
Isothiocyanatgruppe erfolgte nach /45/ mit Thiophosgen.

3.6.1.2 Prdparation von 1,2-Dihydroxy-Ethyl-Propylether--Triethoxysilan-CPG

Die Silanisierung mit 3-Epoxy-Propyloxy-Triethoxysilan wurde wie in Kapitel 3.6.1.1
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Epoxid durch eintégiges Riihren des silani-



sierten CPG in 2 n HCI zum Diol hydrolisiert. Das Produkt wurde abgenutscht, mit
100 ml bidestilliertem Wasser sowie 100 ml Methanol gewaschen und bei 70°C ge-
trocknet.

3.6.2 Immobilisier von Amino-

37.6 mg Amino-Calcein wurden in 5 ml Phosphatpuffer pH 8.0 gelést. Der Phosphat-
puffer wurde nach /37/ hergestellt. Es wurden 68.8 mg (N-Ethylisothiocyanat)-3-
Propylamin-CPG zugegeben und 30 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Pro-
dukt wurde abgenutscht, mit 500 ml bidestilliertem Wasser gewaschen und 3 Tage
mit Aceton heiflextrahiert.

3.6.3 Immobilisierung von Calcein

467 mg Calcein wurden in 50 ml Eisessig bei 100°C geldst. Es wurden 353 mg 1,2-Di-
hydroxy-Ethyl-Propylether-Triethoxysilan-CPG und 10 ml konz. H,SO, zugesetzt
uad 12 Stunden bei 100°C gerithrt. Die Reaktionsmischung wurde auf 200 ml
Eiswasser gegossen. AnschlieBend wurde das Produkt abgenutscht, mit 200 ml
bidestilliertem Wasser gewaschen und 3 Tage mit Aceton heiBextrahiert.

3.6.4 Immobilisierung von Morin

Analog zu Kapitel 3.6.3 wurden 446 mg Morin in 100 ml Eisessig bei 100°C gelost,
531 mg 1,2-Dihydroxy-Ethyl-Propylether-Triethoxysilan-CPG, 10 ml konz. H,SOq4
zugegeben und 16 Stunden bei 100° C geriihrt. Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie
in Kapitel 3.6.3. Das Produkt wurde 3 Tage mit Ethanol heiBlextrahiert.

3.6.5 Immobilisierung von Amino-Phenylfluoron

662 mg Amino-Phenylfluoron wurden in 10 ml 0.1 n NaOH gelost. Nach Zugabe von
10 ml Boratpuffer pH 8.0 /37/ wurde filtriert. Zum Filtrat wurden 934 mg (N-Ethyl-
isothiocyanat)-3-Propylamin-CPG zugesetzt und 16 Stunden bei Raumtemperatur
gerithrt. Das Produkt wurde abgenutscht, mit 0.01 n NaOH gewaschen und 2 Tage
mit Aceton heiflextrahiert.
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3.6.6 Immobilisierung von 5-Amino-8-Hydroxy-Chinolin

Zu einer gesittigten Losung von 5-Amino-8-Hydroxy-Chinolin in H,O (pH 7.5) wur-
den 204 mg (N-Ethylisothiocyanat)-3-Propylamin-CPG gegeben und 16 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde 2 Stunden auf 70°C erhitzt und hei8
filtriert. Das Produkt wurde mit Wasser und Aceton gewaschen und 3 Tage mit Ace-
ton heiBBextrahiert.

3.6.7 Immobilisi

Zu einer gesidttigten Losung von 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsidure-Azobenzol
in Wasser wurde 1 g (N-Ethylisothiocyanat)-3-Propylamin-CPG gegeben und 16
Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach dem Abnutschen des Produktes wurde
mit Wasser gewaschen und 2 Tage mit Methanol heiBextrahiert.

Jeweils 10 mg der Komplexbildner wurden in siedendem Wasser (pH 7.5) gelost, je
200 mg (N-Ethylisothiocyanat)-3-Propylamin-CPG zugegeben und 16 Stunden
riickflussiert. Das Produkt wurde heifl abgenutscht und mit 500 ml heiBem Ethanol
gewaschen.

3.6.9 Immobilisierung von Fluoresceinisothiocyanat /46/

Zu einer gesiéttigten Losung von Fluoresceinisothiocyanat (Fluka) in Phosphatpuf-
fer pH 6.88 (Merck) wurden 500 mg (N-Ethylamino)-3-Propylamin-CPG gegeben
und 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Produkt wurde abfiltriert, mit 200
ml H,O gewaschen und 2 Tage heiflextrahiert (Methanol).
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3.7 Fluorimetrische Messungen mit Sensoren

Das CPG mit dem jeweiligen Komplexbildner wurde mit Silikonkautschuk E41
(Wacker, Miinchen) auf Glasplatten (13x25 mm) fixiert. Nach dem Aushirten des
Silikonkautschuks wurden die Glasplatten mit Epoxidharz in Acrylkiivetten
(Sarstedt) befestigt. Zur Aufnahme der Eichkurven wurde in die den Sensor enthal-
tende Kiivette die Eichlosung gefiillt und die Fluoreszenz gemidB Abb. 10 gemessen.
Die Eichldsungen wurden durch Verdiinnen entsprechender Aliquote der Metallion
- Stammlosungen mit Acetatpuffer pH 4.7 hergestellt. Fiir den bis-(N-Methyl)-3,3’-
Aminomethyl-Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Sensor wurden Eichlésungen in
50%igem Ethanol hergestellt. Nach jeder Messung einer Eichldsung wurde der
Blindwert in Acetatpuffer pH 4.7 gemessen.

Lumineszenz

Anregung

Abb. 10: MeBanordnung zur Messung der Sensoren

3.8 Sensorarray

Die Mischungen wurden wie in Kapitel 3.2 beschrieben hergestellt. Die
Zusammensetzungen der Mischungen sind in Tab. 6, die Me8bedingungen in Tab. 7
aufgefiihrt. Jede Mischung wurde wie in Kapitel 3.5 beschrieben mit einem Morin -,
einem bis-(N-Methyl)-3,3’-Aminomethyl -Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - und
einem Fluorescein - Sensor gemessen.
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Tab. 6: Zusammensetzung der Proben fiir das Sensorarray

Nr. Aluminium Zink Chrom pH
mg/1 mg/1 mg/1
1 0.00 0.00 0.0 4.7
2 0.00 10.00 0.0 4.7
3 0.00 30.00 1.0 4.7
4 1.00 0.00 0.0 4.7
5 1.00 10.00 1.0 4.7
6 1.00 30.00 0.0 4.7
7 3.00 0.00 1.0 4.7
8 3.00 10.00 0.0 4.7
9 3.00 27.00 5.0 4.7
10 1.00 30.00 0.0 5.4
11 1.00 30.00 0.0 4.4
Tab. 7: MeBbedingungen fiir das Sensorarray
Sensor Anregung Emission Spaltbreite Zeit
Ex. / Em.
nm nm nm min.
Morin-Sensor 440 506 3/3 1
440 506 3/3 5
SATCH 390 450 3/5 1
390 470 3/5 1
FITC 488 520 3/3 1

SATCH:bis-(N-Methyl)-3,3’- Aminomethyl-Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Sensor

FITC: Fluorescein - Sensor
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4. Ergebnisse und Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Selektivitdt der einzelnen Sensoren auf das MeBion zu
erhohen. Dies kann erreicht werden durch Kombination von mehreren Sensoren zu
einem Sensorarray mit nachfolgender multivariater Kalibration. Voraussetzung
hierfiir ist, daB fiir jede in der Analysenldosung moglicherweise vorhandene Kompo-
nente ein hauptsdchlich auf diese Komponente ansprechender Sensor im Sensorar-
ray vorhanden ist. Auf diese Weise kann der Nachteil der fehlenden Selektivitit der
einzelnen chemischen Sensoren kompensiert werden. Zusétzlich ist die Moglichkeit
der Eliminierung von Matrixeffekten gegeben.

Da die Herstellung von Sensoren prédparativen Aufwand erfordert, und gleichzeitig
die Eigenschaften der Sensoren in grofem MaBle von der Art des immobilisierten
Nachweisreagenz abhingen, sollte die erste Auswahl der Komplexbildner anhand
von Messungen in Losung vorgenommen werden. Dabei blieb zunichst die eventu-
elle Verdnderung der Eigenschaften des Nachweisreagenz nach dessen Immobilisie-
rung unberiicksichtigt. '

Die bekannten Verfahren der multivariaten Kalibration wurden bisher nur fiir kom-
plette Spektren angewendet. Ubertrdgt man diese auf ein Sensorarray mit einzelnen
MeRBwerten, so geht damit ein Verlust an Information einher. Es war zu iiberpriifen,
ob mit wenigen, aber gezielt ausgewédhlten Informationen (MeBwerten) die multiva-
riate Kalibration dennoch realisierbar ist. Dabei sind im Hinblick auf spétere prak-
tische Applikationen folgende Fragen von Bedeutung:

- Reicht nur jeweils ein "Hauptsensor" pro Komponente aus oder ist eine Uberbe-
stimmung, d.h. mehr chemische Sensoren als Komponenten notwendig ?

- Kann der Einflu von Matrixeffekten eliminiert werden ?

- Kann der EinfluB3 von nicht direkt mef3baren, aber interferierenden Komponen-
ten eliminiert werden ?

- Werden falsche Proben im Kalibrationsdatensatz bzw. bei Anwendung des Sen-
sorarrays auf Proben mit unbekannter Zusammensetzung erkannt ?

- Kann die Vorauswahl der chemischen Sensoren fiir ein Sensorarray allein auf-
grund des Verhaltens der Nachweisreagenzien in Losung getroffen werden ?

Diese grundlegenden Fragen wurden zunichst anhand verschiedener Arraysimula-
tionen mit Komplexbildnern als Nachweisreagenzien in Losung gekldrt. Im Hinblick
auf eine mogliche praktische Anwendungen (Spiil - bzw. Abwisser eines Galvanik-
betriebes) wurden die Arraysimulationen zur Bestimmung von Aluminium, Zink und
Kupfer in Gegenwart von Chrom und bei verschiedenen pH Werten durchgefiihrt.
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4.1 Erste Auswahl geeigneter Komplexbildner

4.1.1 Calcein

0

CH,N(CH,C - OH),
OH

0

(HO - C CH,),NCH,-&
HO

Die hohe Fluoreszenzquantenausbeute des Calceins 148t fiir einen Sensor, der auf
diesem Komplexbildner basiert, eine groBe Empfindlichkeit erwarten. Calcein
besitzt ein Anregungsmaximum bei 498 nm und ein Emissionsmaximum bei 516 nm.
Zink und Aluminium bilden fluoreszierende Komplexe mit Calcein. Die Anregungs-
und Emissionsspektren sind gegeniiber des freien Calceins zu kiirzeren
Wellenldngen verschoben.

Fiir den Aluminium - Komplex liegt das Anregungsmaximum bei 472 nm, das Emis-
sionsmaximum bei 500 nm (Abb. 11b). Der Zink - Komplex hat sein Anregungsmaxi-
mum bei 488 nm und das Emissionsmaximum bei 508 nm (Abb. 11¢). Kupfer bildet
einen nichtfluoreszierenden Komplex mit Calcein (Abb. 11d), und setzt somit die
Eigenfluoreszenz von Calcein herab (statisches Quenchen). Chrom zeigt keinen
EinfluB auf die Eigenfluoreszenz von Calcein.

Die Emissionsmaxima der einzelnen Metallionkomplexe sind zwar verschieden, lie-
gen jedoch so dicht beieinander, daB sich die Fluoreszenzspektren der Calcein -
Komplexe fiir eine Mischung dieser Metallionen iiberlappen.
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Abb. 11 Fluoreszenzspektren der verschiedenen Calcein - Komplexe

1: Anregung bei 472 nm, 2: Anregung bei 488 nm, 3: Anregung bei 498 nm
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Abb. 12a-c zeigt die Eichkurven der Aluminium -, Zink - und Kupfer - Komplexe in
Losung. Fiir jedes Metallion wurde eine Eichkurve bei den fiir den Metallionkom-
plex optimalen MeBbedingungen erstellt. Zusitzlich wurde der Einfluf} dieses Me-
tallions auf die spektralen Bereiche der anderen Metallionkomplexe ermittelt, in-
dem auch fiir diese MeBbedingungen Eichkurven aufgenommen wurden. Der Alumi-
nium - Komplex (Abb. 12a) zeigt bei Anregung mit Licht der Wellenlinge 472 nm
die groBte Fluoreszenzintensitit bei 500 nm. Die Eichkurve, gemessen unter diesen
Bedingungen, hat die groBte Steigung im dynamischen Bereich. Bei Anregung des
freien Calceins mit Licht der Wellenlinge 498 nm nimmt die Fluoreszenzintensitit
bei 516 nm mit steigender Aluminium - Konzentration entsprechend der Abnahme
des freien Calceins ab. Zwischen diesen beiden Extrema liegt die Eichkurve, die mit
den fiir den Zink - Komplex repréisentativen MeBparametern ermittelt wurde. Sie
zeigt zundchst einen schwach ausgepridgten Anstieg bis zu 1 mg/1 Aluminium. Bei
hoheren Aluminium - Konzentrationen nimmt die Intensitdt des Fluoreszenzlichtes
jedoch ab. Insgesamt spiegeln diese Eichkurven die Kinetik der Bildung des Alumi-
nium - Komplexes wider. Das Maximum des Fluoreszenzspektrums verschiebt sich
von 516 nm (Eigenfluoreszenz von Calcein) zu 500 nm (Aluminium - Komplex). Die
Intensitét bei 508 nm setzt sich aus der Fluoreszenz des Komplexes und derjenigen
des Calceins zusammen. Ab 1 mg/l Aluminium dominiert die Fluoreszenz des Alu-
minium - Komplexes.

Die Eichkurve mit den optimalen MeBbedingungen fiir den Zink - Calcein - Kom-
plex (488 nm Anregung/508 nm Emission) zeigt erwartungsgemif die gréBte
Steigung (Abb. 12b). Aufgrund der breiten Bande des Zink - Komplexes nimmt die
Intensitit, die bei den MeBparametern der anderen Komplexe gemessen wurde, in
Abhingigkeit von der Zink - Konzentration ebenfalls zu, jedoch in geringerem
MaSfe.

D.h. das Emissionsspektrum des Zink - Komplexes iiberlappt die spektralen Berei-
che der Aluminium - und Kupfer - Komplexe.

Die Eichkurven fiir Kupfer zeigen unter allen Mef3bedingungen negative Steigungen
bei zunehmender Kupfer - Konzentration (Abb. 12¢). Dies beruht auf der Bildung
des nicht nichtfluoreszierenden Kupfer - Komplexes. Da die Eichkurve bei 498 nm
Anregung und 516 nm Emission die groSte Steigung aufweist, wurden die
MeBparameter fiir die Eigenfluoreszenz von Calcein als optimale Parameter fiir
Kupfer gewihlt.

Die Messung der Aluminium -, Zink - und Kupfer - Komplexe ist somit bei verschie-
denen Parametern moglich.
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Zusidtzlich ergeben sich fiir die Komplexe kinetisch bedingte Unterschiede. Die
Komplexbildungszeit betrégt fiir den Aluminium - Komplex ca. fiinf Minuten, fiir die
Zink - und Kupfer - Komplexe weniger als eine Minute. Bei Messung der fiir die
Aluminium -, Zink - und Kupfer - Komplexe reprisentativen Fluoreszenzspektren
nach jeweils einer und fiinf Minuten ergeben sich demzufolge sechs Informationen
(MeBwerte) iiber die Probenlosung mit dem Komplexbildner Calcein.

4.1.2 Phenylfluoron

HO 0 0

HO e OH
®

Phenylfluoron weist eine Eigenfluoreszenz auf, die, mit Licht der Wellenldnge 500
nm angeregt, ihr Emissionsmaximum bei 535 nm hat. Der Einflufl von Aluminium,
Zink, Kupfer und Chrom auf die Fluoreszenz von Phenylfluoron ist in Abb. 13
dargestellt. Es wird keine Verschiebung der Anregungs - oder Emissionsspektren
beobachtet, so daB grundsitzlich bei 500 nm angeregt und die Fluoreszenzintensitét
bei 535 nm gemessen wurde.

In Abb. 14 ist die Intensitit des Fluoreszenzlichtes bei 535 nm fiir alle Metall-
ionkomplexe in Abhéngigkeit von der jeweiligen Konzentration aufgetragen.

Aluminium zeigt bis 1 mg/I nur eine geringe EinfluBnahme auf die Fluoreszenz von
Phenylfluoron. Bei Konzentrationen oberhalb von 1 mg/l Aluminium bildet sich ein
fluoreszierender Komplex aus, die Intensitdt nimmt zu. Zink schwicht die Fluores-
zenz von Phenylfluoron nur in geringem MaB. Dagegen quencht Kupfer die Phenyl-
fluoron - Fluoreszenz. Chrom bildet mit Phenylfluoron einen fluoreszierenden

Komplex.
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4.1.3 Morin
OH Q
A 0K
HO ™~ 0 I
HO™ ™ OH

Der Morin - Aluminium - Komplex besitzt bei Anregung bei 440 nm ein Emissions-
maximum bei 506 nm (Abb. 15). Morin selbst weist kaum Eigenfluoreszenz auf. Zink
bildet mit Morin ebenfalls einen fluoreszierenden Komplex, jedoch bevorzugt bei
ca. pH 8. Kupfer und Chrom verursachen keine Fluoreszenz mit Morin.
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Abb. 15 Fluoreszenzspektrum des Aluminium - Morin - Komplex
a: Blindspektrum
b: 100 mg/1 Zink
¢: 0.5 mg/1 Aluminium
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Abb. 16 zeigt die Eichkurve fiir den Aluminium - Komplex und die Interferenzen von
Zink, Kupfer und Chrom auf den Aluminium - Komplex. Der Zink - Morin - Kom-
plex fluoresziert ebenfalls, jedoch ist bei pH 4.7 die Komplexbildungskonstante so
klein, daB die Fluoreszenz bis 10 mg/1 Zink nicht meBbar ist. Deshalb wurde der
EinfluB von Zink auf den Aluminium - Morin - Komplex bestimmt, indem die Zink -
Konzentration in Gegenwart von 1 mg/l Aluminium variiert wurde. Wie Abb. 16
zeigt, kann die Storung durch Zink bei Messung der Aluminium - Morin - Fluores-
zenz vernachléssigt werden.

Zur Ermittlung der Storeinfliisse von Kupfer und Chrom auf die Fluoreszenz des
Aluminium - Morin - Komplexes wurden die Kupfer - und Chrom - Konzentrationen
jeweils in Gegenwart von 1 mg/1 Aluminium variiert. In Abb. 16 ist die Emission bei
506 nm gegen die Konzentration von Kupfer bzw. Chrom aufgetragen. Chrom stort
die Bestimmung von Aluminium bis zu einem zehnfachen UberschuB nicht. Dagegen
verringert Kupfer ab 1 mg/l in Gegenwart von 1 mg/l Aluminium die
Fluoreszenzintensitdt des Aluminium - Morin - Komplexes deutlich.
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Abb. 16 Eichkurve fiir Aluminium ()
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- Morin - Komplex in Gegenwart von 1mg/1 Aluminium)
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4.1.4 4-Amino-2.2-Dihydroxy-5’-Sulfonsiure-Azobenzol

OH HO
H,N @_N'N

SO3H

Aluminium bildet mit 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol einen
stark fluoreszierenden Komplex, dessen Anregungsmaximum bei 515 nm und Emis-
sionsmaximum bei 565 nm liegt (Abb. 17). Die groBe Empfindlichkeit dieses Nach-
weisreagenz auf Aluminium zeigt die Eichkurve in Abb. 18.
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4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol selbst fluoresziert nicht. Da
Zink, Chrom und Kupfer keine fluoreszierenden Komplexe mit 4-Amino-2,2’-Dihy-
droxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol bilden, weshalb ein moglicher EinfluB auf den
Aluminium - Komplex nicht direkt beobachtet werden kann, wurde auch hier den
Losungen jeweils 1 mg/l Aluminium zugesetzt. Aus Abb. 18 ist ersichtlich, daB
weder Zink noch Chrom die Aluminium - 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsédure-
Azobenzol - Komplexbildung interferieren. Kupfer bildet einen
nichtfluoreszierenden Komplex mit 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsédure-
Azobenzol mit grofler Komplexbildungskonstante. Entsprechend stark wird die
Fluoreszenz des Aluminium - 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsidure-Azobenzol -
Komplexes durch konkurrierende Komplexbildung mit Kupfer vermindert.

4,1.5 8- roxv-5-Sulfonsiure-Chinolin

Die Aluminium - und Zink - Komplexe fluoreszieren am intensivsten bei 526 nm, an-
geregt durch Licht der Wellenldnge 365 nm. 8 - Hydroxy-5-Sulfonsdure-Chinolin
selbst weist keine Eigenfluoreszenz auf (Abb. 19). Chrom und Kupfer bilden keine
fluoreszierende Komplexe.

Abb. 20 zeigt die Abhédngigkeit der Emission von der jeweiligen Konzentration des
Metallions. Aus den Steigungen der Eichkurven ist ersichtlich, dafl 8-Hydroxy-5-Sul-
fonsdure-Chinolin empfindlicher auf Aluminium anspricht als auf Zink. Die Be-
obachtung der Interferenz von Chrom und Kupfer wurde in Losungen mit 1 mg/1
Zink untersucht. Die erhaltenen Kurven (Abb. 20) zeigen den geringen Einflul von
Kupfer bis 5 mg/! Kupfer in Gegenwart von 1 mg/l Aluminium. Chrom zeigt iiber
den gesamten gemessenen Konzentrationsbereich nur geringe Interferenz.
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4.1.6 Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon

S
Q-CH=N-NH-C-NH-N=CH@

Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon bildet einen stark fluoreszierenden Komplex
mit Zink, nicht jedoch mit Aluminium, Kupfer oder Chrom und weist selbst keine
Eigenfluoreszenz auf (Abb. 21). Die Messung der Interferenzen der anderen Me-
tallionen auf das Mef@signal des Zink - Komplexes wurden an Lésungen mit 1 mg/1
Zink vorgenommen. Abb. 22 zeigt, dal weder Aluminium noch Chrom die Zink -
Komplexbildung storen. Dagegen bildet Kupfer nichtfluoreszierende Komplexe, die
eine deutlich sichtbare Verringerung der Emission des Zink - Komplex bewirken.
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Zink - Thiophenaldehyd- Interferenzen von Alumi-
Thiocarbohydrazon-Komplexes nium (<©), Kupfer (A) und

Chrom (o)
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4.1.7 Salicyl hyd-Thi r

~ OH S HO
@—CHnN—NH-C-NH-MCH—O

Sowohl Aluminium als auch Zink bilden mit Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon
fluoreszierende Komplexe, nicht jedoch Kupfer und Chrom. Die Maxima der Anre-
gungsspektren sind fiir beide Elemente gleich. Die Maxima der Emissionsspektren
unterscheiden sich jedoch, wodurch eine Auswertung der Fluoreszenzspektren von
Mischungen der Metallionen bei zwei Emissionswellenldngen moglich ist (Abb. 23).
Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon selbst zeigt nur schwache Fluoreszenz.
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c: 1 mg/l Zink
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Abb. 24a-c zeigt die Eichkurven fiir Aluminium und Zink sowie die Interferenz von
Kupfer. Die gro8te Empfindlichkeit zeigt der Zink - Komplex. Fiir Kupfer wurde die
Interferenz auf das Signal des Zink - Komplexes gemessen, indem den Kupfer ent-
haltenden Losungen je 1 mg/1 Aluminium zugesetzt wurde.
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In Tab. 8 sind zusammenfassend die Empfindlichkeiten (Steigungen der Eichkur-
ven) jedes Komplexbildners fiir Aluminium, Zink, Kupfer und Chrom, bezogen auf

die molare Konzentration der Metallionen, gegeniibergestellit.

Tab. 8: Empfindlichkeiten der Komplexbildner fiir Aluminium, Zink, Kupfer und

Chrom

Komplexbildner/
MeBbedingungen

Aluminium

Zink

Kupfer

Chrom

Calcein

472/500; 1 min.
472/500; 5 min.
488/508; 1 min.
488/508; 5 min.
498/516; 1 min.
498/516; 5 min.

Phenylfluoron
500/535

Morin
440/506

Salicylaldehvd-

hiocarbohydrazon
380/450

380/470

Thiophenaldehyd-

Thiocarbohvdrazon
400/465

8-Hydroxy-5-Sulfon-

sdure-Chinolin
365/526

4-Amino-2.2’-Dihvdroxy-
.Sulfonsiure-Azobenzol
515/565

Tab. 8 veranschaulicht das unterschiedliche Verhalten der gewédhlten Komplexbild-

2787.75
5998.86
1053.27
651.24
-3352.92
-5124.06

-149.29

2020.95

1394.28
521.10

0.0

1217.70

4548.42

7910.13
7910.13
22218.34
22218.34
12326.59
12326.59

0.0

137.43

6337.26
7272.48

30136.32

796.57

-113.80

-15608.30
-15608.30
-41611.55
-41611.55
-57931.05
-57931.05

-391.80

-635.00

-1409.70
-3378.20

-15284.45

-626.11

-8922.39

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

2922.40

0.0

0.0
0.0

0.0

-432.64

0.0

ner beziiglich Aluminium, Zink, Kupfer und Chrom. Ein Sensorarray, das aus den
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entsprechenden Sensoren zusammengestellt ist, sollte aufgrund der un-
terschiedlichen Empfindlichkeiten bei einem Komplexbildner und Nachweisbarkeit
mit mehreren Komplexbildnern, mit multivariater Kalibration auszuwerten sein.

4.2 Simulation von Sensorarrays in Losung

Zur Beantwortung der in Kapitel 4.1 formulierten Fragen wurden verschiedene
Arrays simuliert, wobei die Komplexbildner in Losung die Funktion der Sensoren
iibernahmen. Es wurde zunichst ein Sensorarray mit vier Komplexbildnern fiir
Aluminium, Zink und Kupfer ohne Matrixeffekte (pH Schwankungen) oder chemi-
sche Interferenzen (Chrom) simuliert (Kap. 4.2.1). Danach wurde dieses Array
durch drei Komplexbildner erginzt, um die Anwesenheit eines storenden, nicht
direkt meBbaren Metallions , wie beispielsweise Chrom, (Kap. 4.2.2) sowie pH
Schwankungen als Matrixeffekt (Kap. 4.2.3) zuzulassen.

4.2.1 Array fiir Aluminium, Zink und Kupfer

Das Array besteht aus Morin, Calcein, Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon und 4-
Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol. Calcein dient als "Hauptkom-
plexbildner” fiir Kupfer. Dieser Nachweis wird jedoch durch Zink und Aluminium
gestort. Es werden Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon fiir Zink und 4-Amino-2,2’-
Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol fiir Aluminium zugefiigt. Aluminium
interferiert mit der Zink - Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Komplexbildung. 4-
Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol wird durch Kupfer gestort, so da8
sich fiir jeden Komplexbildner unterschiedliche Querempfindlichkeiten ergeben.
Um die Notwendigkeit einer Uberbestimmung, d.h, mehr Komplexbildner als
Komponenten abzukldren, wird das Array noch durch Morin als einen zweiten Kom-
plexbildner fiir Aluminium ergédnzt. Morin wird ebenso wie 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-
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5’-Sulfonsdure-Azobenzol durch Kupfer beeinfluft, allerdings in geringerem Aus-
malf.
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Salicylaldahyd-Thiocarbohydrazon
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10: 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5°-Sulf onsidure-Azobenzol

Abb. 25 Pattern des Arrays zur Bestimmung von Aluminium, Zink und Kupfer
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Bei dieser Kombination von Komplexbildnern ist Aluminium iiberbestimmt, Zink
und Kupfer sind je einfach bestimmt.

Die MefBbedingungen wurden entsprechend den Ausfithrungen in Kapitel 4.1
gewidhlt. Fiir drei Komponenten liefern die vier Komplexbildner zehn MeBwerte.
Abb. 25 veranschaulicht die Unterschiede der Arraysignale fiir die einzelnen
Komponenten. Die Pattern fiir Aluminium, Zink, und Kupfer stellen die MeBwerte
der Komplexbildner fiir jeweils eine Losung mit nur einer Komponente dar. Die
Pattern miissen fiir jede Komponente charakteristisch verschieden sein, damit die
multivariate Kalibration realisierbar ist (Kap. 2.3).

Die Pattern fiir Aluminium und Zink in Abb.15 zeigen die tatsdchliche Auswirkung
auf die Komplexbildner. Kupfer bildet ausschlieBlich nichtfluoreszierende Kom-
plexe, so daBl der Nachweis von Kupfer durch Komplexbildung nur bei Komplexbild-
nern mit Eigenfluoreszenz (hier: Calcein) im Pattern sichtbar wird. Die Einflu8-
nahme von Kupfer auf die anderen Komplexbildner (4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-
Sulfonsdure-Azobenzol, Morin) ist nicht darstellbar. Das Pattern von Kupfer (Abb.
25d) enthdlt somit nur direkt mef3bare Interferenzen.

Mit 24 Kalibrationsproben wurde ein erstes Modell (Kap. 2.5.1) berechnet. Die
MeBwerte der Kalibrationsproben sind in Tabelle A2 in Anhang 6.1 aufgefiihrt.

Durch "cross validation" wurde eine optimale Zahl von vier Faktoren bestimmt. Mit
diesem Modell wurden nun zunéchst fiir vier Faktoren die Zusammensetzung der
Proben nach Kapitel 2.5.4 berechnet. Die Ergebnisse sind in Tab. A3 im Anhang 6.1
aufgefiihrt. Abb. 26 zeigt die graphische Darstellung der Ergebnisse fiir Aluminium
(Abb. 26a), Zink (Abb. 26b) und Kupfer (Abb. 26¢). Auf der Abszisse sind die expe-
rimentell vorgegebenen Konzentrationen, auf der Ordinate die berechneten Kon-
zentrationen aufgetragen. Jeder Punkt in diesen Diagrammen reprisentiert eine
Probe mit verschiedener Zusammensetzung. Bei vollstindiger Ubereinstimmung
zwischen vorgegebener und berechneter Konzentration liegen die Punkte auf einer
Geraden der Steigung Eins.

Fiir Aluminium stimmen die berechneten Konzentrationen gut mit den experimen-
tell vorgegebenen iiberein (Abb. 26a). Zink wird mit einem groBeren Fehler als
Aluminium bestimmt (Abb. 26b), erklidrbar durch die Uberbestimmung von Alumi-
nium mit dem gewidhlten Array. Zink und Kupfer werden mit diesem Array jeweils
einfach bestimmt. Die Qualitit der Konzentrationsberechnung sollte deshalb fiir
beide gleich sein. Nach Abb. 26¢ ist jedoch die Berechnung der Kupfer-Konzentra-
tionen in den Mischungen mit groBerem Fehler behaftet als fiir Zink.
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Der Kupfer - Nachweis (Calcein) wird durch Aluminium und Zink gestért, wihrend
Zink (Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon) nur durch ein weiteres Metallion,
ndmlich Aluminium, gestdrt wird. Daraus erklidren sich die resultierenden Fehler
bei der Bestimmung der Kupfer - und Zink - Konzentrationen.

Die optimale Zahl von Faktoren soll gleich der Zahl der Komponenten,
Interferenzen und Matrixeffekte sein (hier: 3 Komponenten), sofern keine
Nichtlinearitdten im Kalibrationsdatensatz vorhanden sind. Nichtlinearititen
kénnen durch falsche Proben im Kalibrationsdatensatz oder durch Messen von
Proben mit Konzentrationen auBerhalb der dynamischen Bereiche der
Komplexbildner (extreme Proben) verursacht werden.

Die innere Relation des Modells (Gl. 8 in 2.5.1) setzt die lineare Beziehung zwi-
schen den MeBBwerten und der Zusammensetzung der Proben voraus. Trdgt man die
Faktoren t, der Meflwertmatrix gegen die Faktoren u, der Konzentrationsmatrix auf
(t-u-Diagramm), sollte sich fiir jeden relevanten Faktor eine Gerade ergeben, wobei
der Korrelationskoeffizient r ein Ma8 fiir die Linearitdt der Daten darstellt. Die t-u-
Diagramme fiir dieses Modell sind im Anhang 6.2 (Abb. A1) abgebildet. Die Kor-
relationskoeffizienten fiir die vier optimalen Faktoren sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tab. 9: Korrelationskoeffizienten der linearen Relation zwischen den t- und u- Fak-

toren
Faktor r
1 0.88
2 0.84
3 0.60
4 0.65

Fiir den 3. und 4. Faktor ist die Linearitidtsbedingung nicht erfiillt. Eine Ausreifler-
analyse sollte nun Aufschluf iiber die Qualitéit des Kalibrationsdatensatzes geben.
In Tabelle 10 sind die zur AusreiBeranalyse nach Kapitel 2.6 notwendigen statisti-
schen GroB8en aufgefiihrt.

Der F-Test fiir die MeBdaten ermittelt die Proben 10, 15, 24 als Ausreifer. Fiir die
Konzentrationsdaten wird eine AusreiBerwarnung fiir die Proben 14, 15 gegeben.
Die "leverages" der Proben weichen bis auf Probe Nr. 14 nur wenig vom theoreti-
schen Wert (0.400) ab.
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Fiir die Proben 14 und 15 waren jeweils zwei der drei Kriterien der Ausreifleranalyse
erfiillt. Sie wurden aus dem Kalibrationsdatensatz entfernt und die Berechnung des
Modells erneut durchgefiihrt.

Tab. 10: F-Test fiir die MeB- und Konzentrationsdaten und "leverage" der Proben

Probe 8¢ ;2102 Fg 134 h 5y,;>'103 Fi 61
1 0.07 - 0.125 3.98 -
2 0.01 - 0.122 - 0.07 -
3 1.74 1.799 0.213 3.16 -
4 0.98 1.013 0.258 4.69 -
5 1.44 1.489 0.097 4.53 -
6 1.34 1.385 0.073 2.37 -
7 1.74 1.799 0.084 3.13 -
8 0.74 - 0.126 17.20 -
9 0.55 - 0.206 2.19 -
10 2.43 2.513 0.127 7.30 -
11 0.63 - 0.150 6.31 -
12 0.13 - 0.455 7.08 -
13 0.12 - 0.417 4.53 -
14 0.71 - 0.736 181.00 9.42
15 2.71 2.802 0.288 149.00 7.75
16 0.42 - 0.103 1.54 -
17 0.36 - 0.257 17.20 -
18 0.61 - 0.188 0.18 -
19 0.35 - 0.140 1.64 -
20 0.40 - 0.093 1.75 -
21 0.50 - 0.227 21.50 1.12
22 1.16 1.199 0.146 4.06 -
23 1.73 1.789 0.112 0.52 -
24 2.34 2.419 0.258 15.84 -

I=24; A=4; K=10;

dfy j=6; dfy ;=3;
dfy 5 =134; dfy ,=61;
5x,g?=0.97102; sy,g*=1922°10°3;

F,=2.17; Fy=2.76;



75

ber
0,2 ber
06r
o186
o4
o1}
0,05F oz2r
o ol
1 FE L fl bl I 1 ) L 1 L L L L
000 004 008 012 018 020 6 01 02 03 04 05 08
exp exp
a) Aluminium b) Zink
ber
0,04 =
o
0031 )
TN
0,02}
a
001 Iy
Iy
o B
Y A T R S S S—
° 0.00 001 002 003  0.04
exp
¢) Kupfer

Abb. 27 Ergebnisse der Kalibration ohne Ausreifier
ber: berechnete Konzentration in mg/1
exp: experimentell vorgegebene Konzentration in mg/1



76

Die Ergebnisse der Konzentrationsberechnung mit dem neuen Modell (ohne Aus-
reifler) sind in Abb. 27 graphisch dargestellt. Fiir Zink (Abb. 27b) verbesserte sich
die Bestimmung gegeniiber dem ersten Modell. Die Konzentrationsberechnung fiir
Kupfer (Abb. 27¢) konnte mit diesem Array nicht verbessert werden. Das Array mu8
also durch Komplexbildner fiir Kupfer ergénzt werden.

Die optimale Zahl von Faktoren ist nach Entfernen der Ausreier gleich der Zahl
der Komponenten, wie es auch theoretisch zu erwarten ist. Anhand der t-u-Dia-
gramme (Abb. A2, Anhang 6.2) bzw. der Korrelationskoeffizienten r (Tab. 11) ist er-
sichtlich, daf die Linearitidt zwischen den Daten erheblich verbessert wurde.

Tab. 11:Korrelationskoeffizienten der linearen Relation zwischen den t- und u-

Faktoren
Faktor T
1 0.89
2 0.80
3 0.94

Mit dem Array, bestehend aus Calcein, Morin, Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon
und 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol, konnten Aluminium - Zink
- Kupfer - Mischungen analysiert werden. Bedingt durch die Uberbestimmung von
Aluminium mit zwei Komplexbildnern konnte eine gute Ubereinstimmung von expe-
rimentellen und berechneten Konzentrationen erzielt werden. Die Bestimmung von
Zink konnte durch Entfernen der Ausreifler verbessert werden. Zur genaueren Kup-
fer - Bestimmung muf} das Array durch weitere Komplexbildner erweitert werden. Es
wurde die richtige Zahl von Faktoren gefunden, d.h. das Kalibrationsmodell war

vollstindig.
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Das in 4.2.1 beschriebene Array wurde durch einen Komplexbildner fiir Kupfer
(Phenylfluoron) und zwei Komplexbildner fiir Zink (Thiophenaldehyd-Thiocarbo-
hydrazon, 8-Hydroxy-5-Sulfonsidure-Chinolin) zur Uberbestimmung fiir Zink erwei-
tert. Insgesamt ergaben sich daraus dreizehn MeBBwerte von insgesamt sieben Kom-
plexbildnern. Zusétzlich wurde eine chemische Interferenz durch Anwesenheit von
Chrom zugelassen.

Die Eigenfluoreszenz von Phenylfluoron wird durch Kupfer vermindert. Zink inter-
feriert nicht, Aluminium innerhalb des gemessenen Konzentrationsbereiches (0 - 1
mg/1) nur in geringem MaB. Phenylfluoron wird deshalb als zusidtzlicher Kupfer -
Komplexbildner eingesetzt. Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon bildet mit Zink
einen fluoreszierenden Komplex, dessen Bildung nur durch Kupfer gestdrt wird. 8-
Hydroxy-5-Sulfonsdure-Chinolin spricht auf Aluminium und Zink an. Kupfer inter-
feriert mit den Komplexen von 8-Hydroxy-5-Sulfonsdure-Chinolin durch konkurrie-
rende Komplexbildung.

Chrom beeinfluBit nur die MeBwerte von Phenylfluoron und 8-Hydroxy-Chinolin.
Diese chemische Interferenz soll durch die anderen Komplexbildner modelliert
werden. Insgesamt ist zu erwarten, daB die 13 MeBwerte mehr Information iiber die
Zusammensetzung der Mischungen enthalten als notwendig ist.

Abb. 28 zeigt die ermittelten Pattern dieses Arrays.
Es wurde eine erste Kalibration mit 32 Proben vorgenommen. Die Meflwerte sind in

Tab. A4 im Anhang 6.1 aufgefiihrt. Nach der AusreiBeranalyse (Tab. 12) wurden vier
Proben (Nr1. 43, 44, 54, 56) entfernt.
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Tab. 12: F-Test fiir die MeB- und Konzentrationsdaten und "leverage" der Proben

Probe 5y 121072 Fg 203 h, s,#103|  Fyg
25 2.24 1.31 0.080 12.60 -
26 0.74 - 0.098 2.29 -
27 0.71 - 0.073 1.52 -
28 0.20 - 0.070 0.84 -
29 1.51 - 0.079 3.08 -
30 0.46 - 0.079 0.47 -
31 0.60 - 0.099 0.80 -
32 0.89 - 0.099 1.97 -
33 0.39 - 0.080 7.11 -
34 0.81 - 0.110 4.43 -
35 0.38 - 0.073 1.01 -
36 1.93 1.13 0.104 0.28 -
37 0.57 - 0.065 1.03 -
38 0.02 - 0.216 2.31 -
39 0.74 - 0.089 1.88 -
40 1.05 - 0.366 13.17 -
41 1.09 - 0.074 14.61 -
42 2.61 1.52 0.060 4.70 -
43 1.11 - | 0204 107.31|  7.26
44 3.75 2.19 0.564 39.89 2.70
45 1.58 - 0.246 , 13.74 -
46 1.47 - 0.390 12.60 -
47 1.24 - 0.195 12.96 -
48 3.80 2.22 0.279 4.43 -
49 ' 1.10 - 0.204 17.74 1.20
50 0.90 - 0.229 16.85 1.14
51 2.03 1.19 0.518 | 38.52 2.61
52 2.67 1.56 0.164 5.65 -
53 2.66 1.56 0.187 38.10 2.58
54 8.82 5.16 0.300 43.82 2.96
55 0.81 - 0.190 3.55 -
56 5.94 3.47 0.417 42.94 2.91
1 32; A=5K= 13 |
g 83; dfg - dfx§—243 df,izl
sy.g°=0.01478; Fy = ,2 72 sx,g°=0.0171; Fx =198
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Abb. 29 stellt die Ergebnisse der Bestimmung von Aluminium, Zink und Kupfer mit
dem erweiterten Array nach Entfernen der Ausreiler dar. Sie sind auch in Tab. AS
im Anhang 1 aufgefiihrt.

Aluminium wurde ab 0.05 mg/l mit einem Fehler von maximal 5% bestimmt. Die
Punkte liegen auf der Geraden mit der Steigung eins. Chrom beeintrichtigt die
Aluminium - Komplexbildner nur in geringem Mafle.

Die Zink - Bestimmung konnte durch Hinzunahme der zusédtzlichen Komplexbildner
merklich verbessert werden. Ab 0.1 mg/1 betrug der Fehler maximal 10 %.

Fiir Kupfer ergab sich keine wesentliche Verbesserung, da Chrom die Kupfer - Phe-
nylfluoron - Komplexbildung interferierte. Die Bestimmung von Kupfer gelingt mit
diesem Array ab 0.8 mg/1 mit einem Fehler von 8%.

Die Validierung mit "cross validation" ergab sechs relevante Faktoren fiir die drei
Komponenten und eine Interferenz. Die t-u-Diagramme (Anhang 6.2, Abb. A3) bzw.
die Regressionskoeffizienten (Tab. 13) zeigen die noch vorhandenen Nichtlineariti-
ten in den Daten.

Tab. 13:Korrelationskoeffizienten der linearen Relation zwischen den t- und u- Fak-

toren

Faktor I

1 0.97
2 0.85
3 0.82
4 0.65
5 0.76
6 0.71

Diese Nichtlinearititen ergeben sich durch Messung in Konzentrationsbereichen
iiber die dynamischen Bereiche der Komplexbildner hinaus (extreme Proben). Sie
sind deshalb nicht weiter zu verbessern, da die extremen Proben im Datensatz ver-
bleiben sollen.
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4.2.3Simuliertes Array fiir Aluminium, Zink und Kupfer mit chemischer Interferenz
und Matrixeffekt

Abb. 30 zeigt den EinfluB3 des pH Wertes auf das Array am Beispiel einer 0.1 mg/1
Zink enthaltenden Lésung. Die Pattern bei pH 4.4 und pH 4.7 unterscheiden sich
nur wenig. Dagegen zeigt das Pattern bei pH 5.4 (Abb. 30c¢) deutlich héhere Inten-
sitdten fiir die gleiche Zink - Konzentration. Die Eigenfluoreszenz von Calcein (Nr.
1-6) und Phenylfluoron (Nr. 7) nimmt mit zunehmendem pH Wert zu. Die erhohten
Intensititen beruhen nicht allein auf groBeren Komplexbildungskonstanten. Abb.
30c zeigt fiir die Calcein - Intensitdten bei 498/516 nm (Nr. 5 und 6) ein Maximum.
Dies stimmt nicht mit dem Fluoreszenzspektrum des Zink - Komplexes iiberein, des-
sen maximale Intensitdten bei 488/508 nm liegen, d.h. die pH bedingte Erh6hung
der Fluoreszenzintensitidt des freien Calceins iiberdeckt die Fluoreszenz des Zink -
Komplexes. Die erheblich erhdhte Intensitdt von Phenylfluoron tduscht die Anwe-
senheit von Chrom vor. Sie kann gemdf den Ausfithrungen in Kapitel 4.1 nicht mit
der Zink - Konzentration in Einklang gebracht werden.

Die Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - und Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon
- Intensitdten tduschen eine zu hohe Zink - Konzentration vor.

Die Zunahme der Fluoreszenzintensitdt von 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfon-
sdure-Azobenzol beruht vermutlich auf der Deprotonierung der Hydroxygruppen, so
daB scheinbar die Anwesenheit von Aluminium detektiert wird.

Aus diesen Ausfiithrungen folgt, da Probeldsungen mit verschiedenem pH Wert
nicht ohne zusétzliche Information mit dem in Kapitel 4.2.2 beschriebenen Array
analysiert werden konnen. Das Array wurde daher durch einen pH Indikator, Fluo-
rescein, erginzt.

Es wurde eine Kalibration mit 42 Proben durchgefiihrt. Die MeBwerte sind ebenfalls
in Tabelle A4 im Anhang 6.1 aufgefiihrt.
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Eine AusreiBleranalyse ergibt die Proben 44, 48, 53, 55, 58, 59, 60, 61, 62 und 66 als
Ausreifler (Tab. 14). Dies sind u.a. alle Proben mit pH 5.4,

Tab. 14:F-Test fiir die MeB- und Konzentrationsdaten und "leverage" der Proben

Probe 52102 F; 50 h, sy,i2'10-2 |
25 1.47 - 0.056 1.52 2.00
26 0.33 - 0.068 0.61 .
27 0.45 - 0.081 0.40 -
28 0.27 - 0.065 0.06 -
29 0.86 - 0.055 0.54 -
30 0.50 - 0.065 0.50 -
31 0.84 - 0.072 1.51 1.98
32 0.35 - - 0.063 0.03 -
33 0.20 - 0.081 1.21 1.59
34 1.29 - 0.080 1.02 1.34
35 0.26 - 0.072 0.03 ;
36 0.33 - 0.095 0.41 -
37 0.29 - 0.063 0.08 -
38 1.01 - 0.154 2.71 3.56
39 0.63 - 0.098 0.34 -
40 1.61 1.08 0.098 3.53 4.64
41 0.99 - 0.044 2.08 2.73
42 0.80 - 0.051 0.34 -
43 0.27 - 0.179 2.88 3.78
44 3.23 2.17 0.299 9.89 13.00
45 0.66 - 0.152 8.60 11.30
46 3.98 2.67 0.079 1.37 1.80
47 0.61 - 0.158 6.94 9.12
48 3.19 2.14 0.137 9.02 11.85
49 0.30 - 0.134 2.33 3.06
50 0.29 - 0.193 1.60 2.10
51 1.99 1.34 0.323 17.40 22.88
52 0.56 - 0.168 1.23 1.62
53 7.17 4.82 0.175 5.16 6.78
54 1.61 1.08 0.307 3.10 4.07
55 0.05 - 0.160 2.24 2.94
56 3.00 2.02 0.352 7.90 10.38
58 5.25 3.53 0.338 9.75 12.81
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Fortsetzung Tab. 14

59 3.58 2.41 0.605 2.01 2.64
60 1.66 1.12 0.499 21.40 28.12
61 3.10 2.08 0.646 34.89 45.85
62 2.90 1.95 0.508 22.88 30.07
63 0.91 - 0.225 2.65 3.48
64 0.53 - 0.144 10.38 13.64
65 1.05 - 0.365 1.70 2.23
66 3.26 2.19 0.377 5.37 7.06
67 0.86 - 0.119 5.88 7.73

1=42; A=7,K=13;

dfy’g= 150; dfx,g =280;
dfy, ;=4; dfy ;=7

M2 S 1X,1
Sy,g2=0-0761§ sx,g2=0.014881
Fy =2.43 Fyx=2.05

Eine erneute Kalibration ohne die Ausreifler fithrt zu Ergebnissen, die mit denen
von Kapitel 4.2.2 vergleichbar sind. pH Schwankungen iiber eine pH Einheit sind mit
diesem Array nicht modellierbar, wie Abb. 31 zeigt, in der die Ergebnisse der quan-
titativen Analyse mit dem 1. Kalibrationsmodell, d.h. bei pH Schwankungen iiber
eine pH Einheit dargestellt sind.

Aluminium wurde mit groBerem Fehler (18%) bestimmt als bei konstantem pH
Wert. Auch bei Zink ist der Fehler (41%) der Konzentrationsberechnung grofer
geworden (Abb. 31b). Die quantitative Bestimmung von Kupfer gelingt nicht mehr,
da die Punkte in Abb.21c nicht um die Gerade mit der Steigung eins liegen. Die
Regressionsgerade in Abb. 31c weist eine kleinere Steigung auf, was auf einen
systematischen Fehler hinweist. Es ergeben sich lediglich Hinweise auf Kupfer - Ge-
halte von mehr als 0.1 mg/1.

Die Bestimmung des pH Wertes war innerhalb eines Flehlers von 2% maoglich (Abb.
314d).

Mit den Arraysimulationen konnte die Ubertragbarkeit der multivariaten Kalibra-
tion auf ein Array unter Beweis gestellt werden, sofern die pH Schwankungen weni-
ger als eine Einheit betrugen. Die gleichzeitige Bestimmung von Aluminium, Zink
und Kupfer in Gegenwart von Chrom war mit 13 MeBwerten von sieben Kom-
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4.3 AusreiBer in Proben mit unbekannter Zusammensetzung

Die Entwicklung eines Arrays wird fiir ein vorgegebenes Analysenproblem
durchgefiihrt, da die Vorauswahl der Komplexbildner bzw. der chemischen Sensoren
fiir die zu quantifizierenden Komponenten und die zu erwartenden Interferenzen
getroffen werden muB. Fiir praktische Applikationen ist die Erkennung von
Abweichungen in der Zusammensetzung der Probe durch unvorhergesehene
interferierende Elemente notwendig, da eine nicht im Kalibrationsdatensatz
beriicksichtigte Interferenz die Berechnung von falschen Konzentrationen der zu
quantifizierenden Elemente zur Folge haben kann.

Weiterhin resultieren falsche Informationen iiber die Zusammensetzung der Analy-
senprobe, wenn z.B. versehentlich mit falschen MeBparametern oder einem fehler-
haft messenden Sensor gemessen wird.

Diese Fehlerquellen miissen erkannt werden, um falsche Analysenergebnisse zu ver-
meiden. Falsche oder extreme Proben sollen durch die Ausreifieranalyse erkannt
werden. Zur Ausreileranalyse wurde ein F - Test der MeBdaten nach den Gleichun-
gen (16-18, 24) durchgefiihrt sowie das "leverage" der Proben betrachtet.

Die Moglichkeit der Auffindung von falschen Proben wurde anhand eines Testsets,
bestehend aus 15 richtigen Proben, 4 falschen Proben und einer Probe mit einem
groBeren Chrom - Gehalt als im Kalibrationsdatensatz enthalten war, untersucht
(Tab. A6, Anhang 6.1). Die falschen Proben wurden mit kleineren Spaltbreiten fiir
die Anregung und Emission der Calcein - Fluoreszenz gemessen.

Mit Hilfe des F - Tests und des "leverage" der Proben wurden die vier falschen Pro-
ben eindeutig als AusreiBer identifiziert (Tab. 15). Die Konzentrationen von
Aluminium, Zink und Kupfer wurden falsch berechnet. Die Probe mit dem zu hohen
Chrom - Gehalt wurde als extreme Probe (hohes "leverage", keine signifikante Ab-
weichung des Fehlers in den MeBdaten) erkannt. Die fiir diese Probe ermittelten
Konzentrationen lagen innerhalb der Streuung der richtigen Proben,

Der F - Test und das "leverage" einer Probe kdnnen somit zur Identifikation von
falschen Proben mit unbekannter Zusammensetzung herangezogen werden.

Abb. 32 zeigt die Ergebnisse der Konzentrationsberechnung fiir dieses Testset im
Vergleich zu den experimentell vorgegebenen Konzentrationen. Die Konzentra-
tionen der falschen Proben weichen besonders fiir Zink und Kupfer deutlich von den
tatséchlichen Konzentrationen ab.
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Tab. 15:F-Test fiir die Mef3daten des Testsets und "leverage"” der Testproben

Probe 8y ;2103 F; 183 h,
F1 39.142 5.33 1.04
F2 11.544 1.57 1.19
F3 22.905 3.12 1.27
F4 14.374 1.96 0.88
F5 8.312 1.13 0.92

1 3.154 - 0.06
2 2.415 - 0.08
3 3.609 - 0.09
4 6.254 - 0.05
5 4.895 - 0.10
6 0.678 - 0.06
7 1.263 - 0.26
8 9.604 1.31 0.07
9 4.045 - 0.31
10 2.877 - 0.52
11 10.380 1.41 0.42
12 4.077 - 0.22
13 4.001 - 0.53
14 7.429 1.01 0.49

sg x*=0.00734; Fy =2.05;

Dies kann folgendermafien erkldrt werden:

Calcein spricht hauptsédchlich auf Kupfer an. Entsprechend den zu niedrigen Calcein
- Intensitdten (kleinere Spaltbreiten) werden die Kupfer - Konzentrationen zu hoch
berechnet. Da im Kalibrationsmodell die Interferenz von Kupfer auf die anderen
MeBwerte enthalten ist, wirkt sich die falsche Berechnung der Kupfer-Konzentra-
tion auf die Berechnung der anderen Komponenten, insbesondere Zink, aus. Kupfer
beeinfluft hauptsichlich die MeBwerte von Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon,
8-Hydroxy-5-Sulfonsdure-Chinolin und 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsédure-
Azobenzol. Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon und 8-Hydroxy-5-Sulfonsdure-
Chinolin fungieren als Zink - Komplexbildner. Bedingt durch die zu hoch berechne-
ten Kupfer - Konzentrationen werden die MeBwerte von Thiophenaldehyd-Thiocar-
bohydrazon und 8-Hydroxy-5-Sulfonsdure-Chinolin falsch interpretiert, so daf3 zu
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hohe Zink - Konzentrationen resultieren. Der Einfluf der falsch berechneten Kup-
fer - Konzentrationen auf die Konzentrationen von Aluminium ist dagegen gering,
da Aluminium in diesem simuliertem Array iiberbestimmt ist.

Tab. 16 F-Test fiir die Mef3werte des Testsets

MeBwert Kalibrationsset Testset Fys.27
s(e,)*10-3 s(e)*10-3

Calcein

472/500 (1 min) 7.765 10.341 1.33

472/500 (5 min) 4.607 4.483 0.97

488/508 (1 min) 2.199 2.045 0.93

488/508 (5 min) 6.494 13.830 2.13

498/516 (1 min) 1.150 1.555 1.35

498/516 (5 min) 1.508 2.370 1.57

Phenylfluoron 0.113 0.229 2.02

Morin 1.001 0.821 0.82

Salicylaldehyd-

Thiocarbohydrazon

380/450 2.449 2.658 1.09

380/470 14.462 18.102 1.25

Thiophenaldehyd-

Thiocarbohydrazon 3.301 12.587 3.81

8-Hydroxy-5-Sulfonsédure-

Chinolin 2.875 22.791 7.93

2,2’-Dihydroxy- 1.957 4.071 2.08

4-Sulfonsdure-Azo-

benzol

F=1.95
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Mit dem simulierten Array wurden fiir alle Proben des Testsets Konzentrationen
berechnet. Die falschen Proben konnten jedoch identifiziert werden, so daB
Fehlanalysen vermieden werden konnten.

Zur Bestimmung der Fehlerursache "falsch gemessene Proben" wurden die Stan-
dardabweichungen der MeBwerte des Testsets mit denjenigen des Kalibrationssets
verglichen (F - Test). Tab. 16 zeigt signifikante Abweichungen fiir einen MeBwert
von Calcein, Phenylfluoron, Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon, 8-Hydroxy-5-
Sulfonsdure-Chinolin und 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol. Dies
steht im Einklang mit den Uberlegungen zur Interferenz von Kupfer auf die Me8-
werte des Arrays. Es konnte jedoch keine Aussage iiber die Art der AusreiBer, d.h.
falsche Mef3parameter (kleinere Spaltbreiten bei der Messung der Calcein-Fluores-
zenz), getroffen werden, da sich nur wenige Standardabweichungen der MeBwerte
von Calcein signifikant von den zu erwartenden Standardabweichungen unterschie-
den.

Abgesehen von unbekannten Interferenzen oder fehlerhaften Messungen von eini-
gen Proben kdnnen die Ergebnisse eines Arrays durch einen beschéddigten oder drif-
tenden Sensor verfdlscht werden. Fiir praktische Anwendungen ist es notwendig,
diese Fehlerquelle ausfindig zu machen, um sie zweifelsfrei vom Fall "falsch gemes-
sene Proben" unterscheiden zu konnen. Diese Anforderung an die chemometrische
Auswertung eines Sensorarray wurde ebenfalls anhand einer Simulation in Losung

iiberpriift.

Es wurde fiir jeden Komplexbildner eine Drift simuliert, indem fiir ein Testset, be-
stehend aus 23 richtig gemessenen Proben, nacheinander die MeBwerte der Kom-
plexbildner um 57% verringert wurden. Dies entspricht einem Drift bedingten ver-
minderten Signal. Um eine kiinstliche Angleichung der Proben fiir den jeweiligen
MeBwert zu vermeiden, wurde diesen verfidlschten MeBwerten ein zusdtzliches Rau-
schen (3%) iiberlagert.

Die Standardabweichung fiir jeden MeBwert wurde aus den Residuals des MeBwerts
iiber alle Proben des Testset errechnet. Sie wurde mit der auf analoge Weise ermit-
telten Standardabweichung des jeweiligen MeBwerts des Kalibrationsset verglichen
(F - Test). Eine Drift sollte die signifikante Abweichung der Standardabweichung
des Komplexbildners mit simulierter Drift zur Folge haben. Tab. 17 zeigt die ermit-
telten F - Werte fiir die Komplexbildner mit simulierter Drift.

Die Simulation einer Drift der Komplexbildner Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon,
Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon, 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-
- Azobenzo! und 8-Hydroxy-5-Sulfonsdure-Chinolin wurde eindeutig durch die signi-
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fikante Abweichung der Standardabweichung im Vergleich zum Kalibrationsset er-
kannt.

Tab. 17 Ergebnisse des F - Tests fiir eine simulierte Drift (F,, 57)

Komplexbildner mit simulierter Drift
MefBwert Calc. PTF | Morin | SATCH |TITCH HQS Azo
Calcein
472/500/1 1.58 - 4.70 5.13 1.62 1.17 0.94
472/500/5 6.52 2.02 1.53 10.66 7.92 1.05 1.06
488/508/1 6.03 1.94 2.00 1.56 8.48 1.80 2.12
488/508/5 7.38 1.53 3.51 4.93 4.71 1.16 4.57
498/516/1 3.21 2.03 4.72 5.83 1.87 7.44 8.35
498/516/5 1.23 3.28 1.92 6.99 1.58 3.29 5.97
PTF 4.65 2.84 1.03 16.17 9.55 8.48 2.51
Morin 1.60 - 6.56 31.64 1.13 4.71 0.72
SATCH
380/450 2.96 1.22 1.37 77.62 1.10 13.16 25.78
380/470 2.62 1.26 3.68 71.07 - 1.91 2.10
TITCH 8.09 2.10 1.34 1.68 19.15 22.91 2.42
HQS 5.94 2.08 3.26 47.28 27.83 122.65 8.60
Azo 2.83 1.51 1.23 103.75 2.34 13.13 122.40
F=1.95
PTF: Phenylfluoron

SATCH: Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon

TITCH: Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon

Azo: 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulf onsdure-Azobenzol
HQS: 8-Hydroxy-5-Sulf onsdure-Chinolin

Calc.: Calcein
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Die grofte statistisch signifikante Abweichung war jeweils beim Komplexbildner mit
simulierter Drift zu verzeichnen. Die Komplexbildner ohne Drift wurden jedoch
aufgrund der im Modell enthaltenen Interferenzen ebenfalls gestort.

Eine Drift von Calcein konnte nicht eindeutig erkannt werden. Alle Komplexbildner
auBler Morin wiesen eine signifikante Abweichung der Standardabweichung auf. Die
F - Werte lagen fiir alle Komplexbildner in der gleichen GroBenordnung, so daB le-
diglich die Aussage einer Drift im Array getroffen werden kann. Die Zuordnung der
Drift als Calcein - Drift konnte nur indirekt erfolgen, da eine Drift der anderen
Komplexbildner deutlich hohere F - Werte zur Folge hatte.

Morin konnte zwar ebenfalls eindeutig als Komplexbildner mit simulierter Drift er-
kannt werden, aber die F-Werte waren wesentlich geringer als bei Salicylaldehyd-
Thiocarbohydrazon, Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon, 8-Hydroxy-5-Sulfon-
sdure-Chinolin und 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol.

Die Phenylfluoron - Drift hatte nur kleine F - Werte zur Folge. Der Vergleich der
berechneten Zusammensetzung der Testproben mit den vorgegebenen Konzentra-
tionen ergab trotz der Phenylfluoron - MeBwerte mit simulierter Drift nur geringe
Differenzen fiir Zink und Kupfer bzw. keine Unterschiede fiir Aluminium. Fiir das
Testset mit falschen Morin - MeBwerten ergab sich der gleiche Sachverhalt. Aus die-
sem Grund lag die Vermutung nahe, Phenylfluoron und Morin seien unwichtig fiir
das Array.

Die Optimierung der MeBwertauswahl (Kap. 4.4) sollte AufschluB iiber nicht rele-
vante Komplexbildner geben.

4.4 Optimierung der MeBwertauswahl

Zunichst wurde die Auswahl der Komplexbildner aufgrund der Eichkurven getrof-
fen. Da die Eichkurven nur fiir einzelne Komponenten erstellt wurden, waren keine
Aussagen iiber das Verhalten der Komplexbildner im Array fiir Mischungen mog-
lich. Die Auswertungen der drei simulierten Arrays, insbesondere des Arrays in Ka-
pitel 4.2.2, zeigten, daB die Analyse von Aluminium - Zink - Kupfer - Chrom - Mi-
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schungen mit den vorab gewihiten Komplexbildnern durchfiihrbar ist. Die Unter-
schiede in den Eichkurven bzw. den Pattern waren ausreichend.

Das Array in Kapitel 4.2.2 bestand aus drei Komplexbildnern fiir Aluminium, zwei
Komplexbildnern fiir Zink und zwei Komplexbildnern fiir Kupfer, wobei die Interfe-
renzen der anderen Metallionen auf die Komplexbildner - Signale verschieden grof3
waren. Die Optimierung sollte nun AufschluB3 dariiber geben, ob alle Komplexbild-
ner zur Analyse von drei Komponenten in Gegenwart einer chemischen Interferenz
notwendig waren.

Wollte man alle Kombinationen dieser Komplexbildner auf ihre Eignung als Array
untersuchen, so wiren mehrere tausend Kalibrationen erforderlich. Dies ist wegen
des hohen Rechenaufwands nicht praktikabel.

Unter der Annahme, dafl das "mathematische" Verhalten eines Komplexbildners im
Array unabhidngig von den anderen Komplexbildnern ist, kann die Zahl der Kalibra-
tionen um ca. den Faktor 1.000 (Kap. 4.4.1) bzw. 100 (Kap. 4.4.2) vermindert
werden. Diese Annahme stellt insofern eine Néherung dar, als die zur
Konzentrationsberechnung erforderlichen Faktoren t, in Abhéngigkeit von der
Komplexbildner - Kombination errechnet werden.

Es wurden zwei verschiedene Optimierungsverfahren durchgefiihrt und die Ergeb-
nisse miteinander verglichen.

4.4.1 timierun rch relative Maximier r Empfindlichkei

Die theoretische Begriindung dieses Optimierungsverfahrens basiert auf den An-
nahmen der Linearitdt und Additivitdt der Eichkurven fiir alle Komponenten. So-
fern diese Voraussetzungen erfiillt sind, stellen die Steigungen der Eichkurven ein
MaB fiir die partiellen Empfindlichkeiten dar, aus denen sich die Eichmatrix zu-
sammensetzt (Tab. 8).

Entsprechend wurde zur Berechnung der Empfindlichkeit eines Arrays nach Gl. 31
die Eichmatrix B aus den Steigungen der Eichkurven in Kapitel 4.1 zusammenge-
setzt, wobei die MeBwerte der Komplexbildner die Spalten und die Komponenten
die Zeilen bildeten. Wie in Kapitel 2.7 beschrieben wurden sukzessive die MeBwerte
mit dem geringsten Beitrag zur Empfindlichkeit eliminiert. Da die erforderliche
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Zahl an MeBwerten unbekannt war, wurde die Optimierung zunéchst bis zur mindest
erforderlichen Anzahl an MeBwerten (vier) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind im
Anhang 6.3 aufgefiihrt.

Nacheinander wurden die MeBwerte bzw. Komplexbildner Calcein 498/516 (5 Minn-
ten), Calcein 498/516 (1 Minute), Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon, Phenyl-
fluoron, Calcein 472/500 (5 Minuten), Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/450,
Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/470, 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-
Sulfonsdure-Azobenzol und Calcein 472/500 (1 Minute) entfernt. Die Ergebnisse
sind tabellarisch im Anhang 6.4 aufgefiihrt.

Wihrend jedes Optimierungsschrittes resultierte ein fiir diesen Schritt optimales
Array. Das tatsidchlich optimale Array sollte durch Vergleich der Bestimmungsfeh-
ler des Arrays fiir Aluminium, Zink und Kupfer bestimmt werden. In Abb. 33 sind
die Fehler, bezogen auf die mittlere Konzentration des jeweiligen Elementes im
Kalibrationsdatensatz, gegen die Optimierungsschritte aufgetragen.

rel. Fehler Fakioren 8
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0 e ——— 0
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Optimierungsschritte

— Al -+ zn =¥~ Cu
-8 t.ges ~©- Fakioren

Nr. 0: vollstindiges Array

Nr. 1: Nr. 0 ohne Calcein 498/516 (5 min.)

Nr. 2: Nr. 1 ohne Calcein 498/516 (1 min.)

Nr. 3: Nr. 2 ohne Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon

Nr. 4: Nr. 3 ohne Calcein 472/500 (5 min.)

Nr. 5: Nr. 4 ohne Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/450

Nr. 6: Nr. 5 ohne Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/470

Nr. 7: Nr. 6 ohne 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulf onsidure-Azobenzol
Nr. 8: Nr. 7 ohne Calcein 472/500 (1 min.)

Abb. 33 Optimierung durch relative Maximierung der Empfindlichkeit
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Der Fehler bei der Ermittlung der Aluminium - Konzentrationen nimmt beim 2. Op-
timierungsschritt zu und bleibt bis zum 8. Optimierungsschritt konstant. Dagegen
verringert sich der Fehler fiir Kupfer ab dem 1. Optimierungsschritt. Bei der Opti-
mierung durch relative Maximierung der Empfindlichkeit nimmt der Fehler der
Zink - Bestimmung zu. Nach Entfernen von Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon
(2. Schritt) stieg der Fehler an. Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon wurde als
Zink - Komplexbildner zugefiigt. Die Zunahme des Fehlers nach Entfernen von
Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon belegt seine Wichtigkeit fiir die Ermittlung
der Zink - Konzentration, obwohl dessen Beitrag zur Empfindlichkeit des Arrays
klein ist. Insgesamt nahm der mittlere Fehler trotz der Steigerung der Empfindlich-
keit des Arrays zu.

Die Zahl der fiir das jeweilige Array relevanten Faktoren ist in Abb. 33 ebenfalls fiir
die einzelnen Optimierungsschritte aufgetragen. Es werden zwar fiir zwei Arrays (6.
und 8.) die zu erwartenden vier Faktoren gefunden, jedoch ist der Fehler bei der
Konzentrationsberechnung immer grofer als fiir das urspriingliche Array.

Die Ergebnisse der Optimierung durch relative Maximierung der Empfindlichkeit
zeigen, dafl das univariate Verhalten der Komplexbildner nicht auf die Analyse von
Mischungen iibertragbar ist. Die Konzentrationsbereiche der Elemente in den Kali-
brationsmischungen entsprechen zwar den dynamischen Bereichen der Kom-
plexbildner, jedoch ist aufgrund der konkurrierenden Komplexbildung der Kompo-
nenten in den Mischungen der dynamische Bereich der Komplexbildner friiher
iiberschritten (extreme Proben). Die extremen Proben beeinflussen das Modell
stark und diirfen deshalb nicht vernachlissigt werden.

Ab dem 5. Optimierungsschritt ergaben sich auch Probleme durch Kollinearitdten in
der Eichmatrix. Die partiellen Empfindlichkeiten von Calcein nach einer und fiinf
Minuten sowie von Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/450 und 380/470 waren
sich dhnlich. Diese Kollinearitdten betrafen somit die kinetische Information von
Calcein iiber Aluminium und die Unterschiede der Emissionsmaxima des Zink - und
Aluminium - Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Komplexe. Mit zunehmender Ent-
fernung von Mefwerten bzw. Komplexbildnern wirkten sich diese Kollinearitidten
stirker aus, so dafl manche Determinanten zu Null berechnet wurden. Diese Fille
muften ausgeschlossen werden.

Kollineare Mef3werte wurden immer nacheinander entfernt. Die Zunahme des Feh-
lers zeigt jedoch, daB diese Informationen wichtig fiir das Kalibrationsmodell sind.
Diese Kollinearititen beruhen ausschlieBlich auf univariaten Informationen, die
demzufolge nicht zur Optimierung der Mef3wertauswahl herangezogen werden diir-
fen.



97

Die unterschiedlichen MeBfehler der Komplexbildner werden bei diesem Optimie-
rungsverfahren nicht beriicksichtigt. Es ist jedoch denkbar, daB ein Komplexbildner
zwar groBe partielle Empfindlichkeiten aufweist, gleichzeitig aber auch einen
groen MeBfehler. In diesem Fall kann sich der Komplexbildner nachteilig auf die
Berechnung der Faktoren t, und damit auf die Bestimmung der Zusammensetzung
der Mischung auswirken. Solche Komplexbildner miissen aus dem Array entfernt
werden. Aus diesem Grund wurde eine Optimierung nach minimalem Fehler durch-
gefiihrt.

4.4.2 Optimierung nach minimalem Fehler

In Anlehnung an die Optimierung durch relative Maximierung der Empfindlichkeit
wurden auch hier sukzessive die MeBwerte entfernt und die Optimierung fiir jeweils
einen Schritt vorgenommen.

Fiir jede sich auf diese Weise ergebende Kombination von MeBwerten wurde eine
vollstdandige Kalibration durchgefiihrt und die Fehler fiir Aluminium, Zink und Kup-
fer relativ zu den mittleren Konzentrationen des Kalibrationsdatensatzes berech-
net. Derjenige MeBwert, dessen Streichung die kleinsten Fehler bewirkte, wurde aus
dem Array entfernt. Dies wurde solange wiederholt, bis die resultierenden Fehler
iiber den Fehlern des urspriinglichen Arrays lagen. Die Ergebnisse sind in Anhang
6.3 aufgefiihrt.

Nacheinander wurden Morin, Calcein 488/508 (1 Minute), Salicylaldehyd-Thiocar-
bohydrazon 380/470, Phenylfluoron und Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/450
entfernt. Abb. 34 zeigt die Entwicklung der Fehler mit zunehmender Optimierung.

Bis zum 4. Optimierungsschritt verringerten sich die Fehler bei der Konzentrations-
berechnung. Weitere Optimierungsschritte erbrachten groflere Fehler, so dal das
optimale Array nach dem 4. Optimierungsschritt erreicht war. Der Vorteil dieses
Optimierungsverfahrens liegt in der Moglichkeit des direkten Vergleichs von Arrays
nach verschiedenen Optimierungsschritten sowie der Verwendung multivariater Da-
ten. Die Ergebnisse sind tabellarisch im Anhang 6.4 aufgefiihrt.
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Nr. 1: Nr. 0 ohne Morin
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Nr. 3: Nr. 2 ohne Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/470
Nr. 4: Nr. 3 ohne Phenylfluoron

Nr. 5: Nr. 4 ohne Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/470

Abb. 34 Optimierung nach minimalem Fehler

Die Zahl der relevanten Faktoren sollte mit der Zahl der Komponenten und Interfe-
renzen iibereinstimmen. Dies wurde fiir das optimierte Array gefunden. In Abb. 34
ist die mittels "cross validation" ermittelte optimale Zahl an Faktoren fiir die simu-
lierten Arrays von allen Optimierungsschritten aufgetragen. Sie betrug fiir das ur-
spriingliche Array sechs. Nach Entfernen von Morin (1. Schritt) und Phenylfluoron
(4. Schritt) verringerte sich die Zahl der Faktoren um jeweils einen Faktor,d.h. diese
beiden Komplexbildner belegten je einen ganzen Faktor. Die Verbesserung der
Analysenergebnisse nach Entfernen dieser Komplexbildner unterstrich somit die in
Kapitel 4.3 festgestellte Unwichtigkeit von Morin und Phenylfluoron innerhalb der
vorgegebenen ersten Auswahl von Komplexbildnern.
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4.5 Sensoren

Mit der Arraysimulation in Lésung konnte die Eignung des Konzepts "Sensorarray
mit chemometrischer Auswertung" unter Beweis gestellt werden. In unbekannten
Proben konnten Aluminium mit einem Fehler von 5%, Zink mit maximal 10% und
Kupfer mit maximal 8% Fehler bestimmt werden. Die Anwesenheit einer nicht di-
rekt mefbaren, jedoch storenden Komponente konnte zugelassen werden. Eine
Uberbestimmung durch mehr Komplexbildner als Komponenten verbesserte die Be-
stimmung von Zink und Aluminium. Das fiir praktische Anwendungen notwendige
Erkennen von falschen Proben bzw. driftenden Sensoren war ebenfalls moglich.

Die Ergebnisse der Arraysimulation sollten auf ein Sensorarray iibertragen werden.
Hierzu wurden zunichst alle Komplexbildner, die fiir die Arraysimulation verwen-
det wurden, immobilisiert und auf ihre Eignung zur Herstellung von Sensoren iiber-
priift. Mit diesen Sensoren sollte ein Sensorarray, vergleichbar mit dem Array in
Kapitel 4.2.2, zusammengestellt werden und die Ergebnisse der Arraysimulation fiir
das Sensorarray nachvollzogen werden.

4.5.1 Silanisierung von Glas

GemiB den ausgewidhlten Reaktionsschemata (Kap. 2.2.2) wurde Glaspulver mit 3-
Epoxy-Propyloxy-Triethoxysilan (Abb. 3) sowie mit N-(Aminoethyl)-3-Propylamin-
Triethoxysilan (Abb. 2) silanisiert. Die Oberflichenkonzentration an Silan ist be-
stimmend fiir die Menge an immobilisierten Komplexbildner und damit fiir den dy-
namischen Bereich des chemischen Sensors. Deshalb wurde zunéchst - ausgehend
von einer Literaturvorschrift /21/ - fiir die Silanisierung von Glaspulver mit N-
(Aminoethyl)-3-Propylamin-Triethoxysilan versucht, iiber die Reaktionsbedingun-
gen EinfluB auf die Oberflichenbelegung des Glaspulvers zu nehmen. Es wurden die
Silankonzentration, die Temperatur, die Reaktionsdauer und das Lésungsmittel va-
riiert. Die Oberflichenkonzentration des Silans wurde mit der Thermogravimetrie
und Verbrennungsanalyse ermittelt.

In Tab. 18 sind die Ergebnisse aufgefiihrt.



100

Tab. 18:Einflufl der Reaktionsbedingungen auf die Oberflichenkonzentration an Si-

lan
Einwaage | Tempe- Dauer | Losungs- | Verbrennungs- Thermogravi-
Silan ratur mittel analyse metrie
ing e inh * 104 mol/g - 10-*mol/g
0.208 65 4 Ethanol 2.99 2.93
1.575 65 4 Ethanol 4.40 4.33
2.792 65 4 Ethanol 5.72 5.61
15.200 65 4 Ethanol 5.73 5.79
1.575 65 2 Ethanol 4.16 3.90
1.575 65 8 Ethanol 4.72 4.70
1.575 65 4 Toluol | 4.02
1.575 100 4 Toluol 4.79

Zur Auswertung der Thermogravimetrie wurde angenommen, daB3 nur der organi-
sche Rest des Silans desorbiert, d.h daB ein Bruch der Si - C - Bindung erfolgt. Da
den Proben geringe Mengen Wasser anhafteten, wurde die Einwaage um diesen
zuvor bestimmten Gewichtsverlust vermindert. Die ermittelten Gewichtsverluste
wurden um den temperaturbedingten Auftrieb korrigiert. Zur Berechnung der
Oberflichenbelegung in molarer Einheit wurde die Molmasse des organischen
Restes des Silans (101 g/mol) verwendet.

Die Verbrennungsanalyse ergibt den Gesamtkohlenstoffgehalt der untersuchten
Probe. Unter Beriicksichtigung der Stdchiometrie des organischen Restes wurde
iiber den Kohlenstoffgehalt die molare Oberflichenbelegung des Silans berechnet,
Die Ergebnisse beider Analysemethoden stimmen gut iiberein.

Die Ergebnisse zeigten, dafl eine EinfluBnahme der Oberflidchenbelegung des Glas-
pulvers nicht iiber eine Zehnerpotenz hinaus realisierbar war. Damit kann eine Be-
einflussung des dynamischen Bereichs eines Sensors iiber die Immobili-
sierungsreaktion nicht erreicht werden.
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4.5.2 Morin-Sensor

Morin wurde gemiB dem Reaktionsschema in Abb. 3 iiber eine Friedel - Crafts-Al-
kylierung immobilisiert. Mittels Thermogravimetrie wurden 2.3-10*4 mol Morin /g
Glaspulver ermittelt. Hieraus kann die von einem Morin - Molekiil beanspruchte
Fliche zu 1.25 nm? abgeschitzt werden. Der Platzbedarf von Morin wurde zu 0.35
nm? berechnet!). Dies legt eine monomolekulare Bedeckung der Sensoroberfliche
nahe und kann als Hinweis auf eine ausschlieBliche Chemisorption des Morins ver-
standen werden.

Abb. 35 zeigt die spektrale Anderung bei Eintauchen des Sensors in eine Aluminium
enthaltende Lésung (Spektrum b). Das Maximum der Emission ist gegeniiber der
Fluoreszenz des Aluminium - Komplexes in Losung nicht verschoben. Der Sensor ist
voll reversibel. Die Ansprechzeit, d.h. die Zeit bis zum Erreichen eines konstanten
MeBwertes betrug 5 Minuten. Der Blindwert wurde nach maximal 25 Minuten wieder
erreicht (Abklingzeit). Die Meflwerte konnten wihrend eines Zeitraumes von 8 bis
10 Stunden mit einem Fehler von 3% reproduziert werden. Danach mufite erneut
kalibriert werden, um grof8ere Fehler zu vermeiden.

Abb. 36 zeigt die Eichkurve eines Morin-Sensors fiir Aluminium. Sie verlduft bis zu
3 mg/l Aluminium linear (dynamischer Bereich). Die Bestimmungsgrenze (Kap.
2.1.4) liegt bei 0.7 mg/l Aluminium. Im Vergleich dazu betrigt die
Bestimmungsgrenze fiir den Aluminium - Nachweis mit Morin in Lésung 0.05 mg/1.
Die Verschlechterung der Bestimmungsgrenze um den Faktor 10 kann durch eine
verinderte Komplexbildungskonstante nach der Immobilisierung von Morin sowie
den durch Streuung und Reflexion des Lichtes an der Sensoroberfliche bedingten
erhohten Untergrund verursacht sein.

Komplexbildungskonstanten werden mit der Absorptionsspektroskopie gemessen
/47/, da das Verhalten des Komplexbildners im Grundzustand fiir die Komplexbil-
dung entscheidend ist. Dies war jedoch wegen der zu geringen Empfindlichkeit der
Absorptionsspektroskopie nicht durchfiihrbar fiir die immobilisierten Komplexbild-
ner, so dafl die Hypothese der verinderten Komplexbildungskonstanten nicht iiber-
priift werden konnte.

1)Die Berechnung erfolgte nach der SCF-Methode. Sie wurde von Dr. H. Horn, Institut fiir Physikali-
sche Chemie der Universitdt Karlsruhe durchgefiihrt.
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Abb. 35 Fluoreszenzspektrum des Abb. 36 Eichkurve des Morin-
Morin-Sensors Sensors fiir Aluminium

a:Blindspektrum
b: 5 mg/l Aluminium

Abb. 35 zeigt auch, daBl der Sensor im Gegensatz zu Morin in Losung ein Blindspek-
trum aufwies (Spektrum a). Es sind zwei Ursachen denkbar.

1. Controlled porous glass kann bis zu 2.7% AL, O, enthalten /48/. Die Immobilisie-
rung von Morin erfolgte bei 100°C in Eisessig. Die Glasoberfliche wird selbst in
Siuren bei Temperaturen oberhalb 30°C angegriffen, so daB Aluminium freigesetzt
werden kann. Das freigesetzte Aluminium bildet mit Morin einen Komplex, so da
wihrend der Immobilisierungsreaktion neben viel freiem Morin wenig Morin-Alu-
minium-Komplex vorliegt. Es wird teilweise der Aluminium - Morin - Komplex im-
mobilisiert. Bestdrkt wird dieser Erkldarungsansatz durch die folgende Beobachtung:
Beim erstmaligen Eintauchen des Sensors in eine Blindlésung nimmt das Blindspek-
trum ab. Nach einigen Stunden wird ein konstantes Blindspektrum erreicht. Es
zeigte sich, daB der Sensor erst danach eine optimale Empfindlichkeit erreicht hat.
Gegen diese Erkldrung des Blindspektrums spricht, dall der Sensor innerhalb von 25
Minuten voll reversibel ist. Das komplexierte Aluminium mii8te demnach vollstidn-
dig abgegeben werden.
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2. Wie Messungen zeigten (Tab. A7, Anhang 6.1), weist Morin in Eisessig eine Ei-
genfluoreszenz mit einem Emissionsmaximum bei 500 nm auf. Der Silikon-
kautschuk, mit dem das Glaspulver mit immobilisiertem Morin auf einem transpa-
renten Triger fixiert wurde, gibt beim Aushédrten Essigsdure ab. Bedingt durch den
hohen Siedepunkt von Essigsdure (117.9 oC) verbleibt Essigsdure auf der Sensor-
oberfldche und bewirkt die Eigenfluoreszenz von Morin. Bei Kontakt mit den Pro-
beldosungen wird die Essigsdure nach und nach entfernt, das Blindspektrum sollte
kleiner werden. Die Verminderung des Blindspektrums wurde wihrend mehrtigigen
Mefzyklen tatséchlich festgestellt.

Die Bestimmung von Aluminium mit dem Morin - Sensor wurde durch Kupfer und
Chrom ab einem Konzentrationsverhiltnis von 3 bzw. 10 interferiert (Tab. 19).

Tab. 19:Interferenz von Kupfer, Zink und Chrom auf den Aluminium-Nachweis mit
dem Morin-Sensor

Aluminium Kupfer Intensitéat
mg/1 mg/1

1.0 0.0 20.41
1.0 5.0 16.70
3.0 0.0 25.02
3.0 10.0 20.54
Aluminium Zink Intensitét
mg/1 mg/1

1.0 0.0 29.24
1.0 5.0 30.40
1.0 10.0 30.52
1.0 50.0 28.09
Aluminium Chrom Intensitit
mg/1 mg/1

5.0 0.0 135.36
5.0 5.0 133.31
5.0 50.0 112.32



104

4.5.3 Calcein-Sensor

Calcein wurde sowohl durch die Friedel-Crafts-Alkylierung als auch als Thioharn-
stoffderivat immobilisiert. Abb.27 zeigt die Fluoreszenzspektren nach Eintauchen
in eine Zink haltige Losung (b) bzw. in eine Blindlésung (a). Das Blindspektrum
gleicht dem Spektrum von freiem Calcein in Losung. Es ist nicht verschoben. Dage-
gen ist die in Losung beobachtete Verschiebung des Spektrums des Zink - Komple-
xes nicht feststellbar. Es zeigte sich lediglich eine starke Erhohung der Fluoreszenz-
intensitdt bei Zugabe von Zink. Die Ansprechzeit betrug 2 Minuten. Sie ist nur un-
wesentlich ldnger als die Komplexbildungszeit in Losung. Der Blindwert war nach
Austausch der Losung gegen eine Blindlosung nach maximal 25 Minuten wieder er-
reicht. Die Bestimmungsgrenze lag bei 0.5 mg/l Zink im Vergleich zu 0.05 mg/!
Zink in Losung.
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Abb. 37 Fluoreszenzspektrum des Abb. 38 Eichkurve des Calcein-
Calcein-Sensors Sensors fiir Zink

a:Blindspektrum
b: 20 mg/1 Zink

Abb.28 zeigt die Eichkurve eines Calcein-Sensors. Die Eichkurve konnte wihrend
drei Tagen reproduziert werden. Danach war eine Nachkalibrierung erforderlich.
Der dynamische Bereich des Sensors reicht von 0.5 mg/1 bis 1 mg/1 Zink und ist da-
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mit gegeniiber Calcein in Losung stark verkiirzt (0.05 - 0.5 mg/1 Zink). Die friithe
Sédttigung des Sensors kann durch die begrenzte Menge an immobilisierbarem Cal-
cein erkldrt werden. Eine EinfluBnahme der Oberflichenbelegung des Sensors mit
Calcein wire von Vorteil, hatte sich jedoch als undurchfiihrbar erwiesen (4.5.1). Der
dynamische Bereich kann somit nur durch eine Verminderung der Bestimmungs-
grenze erweitert werden, was durch eine verbesserte optische Detektion realisierbar
scheint.

Die Empfindlichkeit des Calcein-Sensors im dynamischen Bereich lag bei 25 Fluo-
reszenzeinheiten pro mg/l1 Zink. Sie ist damit um Faktor 14 geringer gegeniiber dem
Zink - Nachweis in Losung.

Es wurde das N-Methyl-Amino-Methyl-Derivat von Bis-(N-Methy!)-3,3’-Methyl-
amin-Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon synthetisiert und iiber die Thioharnstoff-
reaktion (Abb. 2) auf CPG immobilisiert. Abb. 39 zeigt die spektrale Anderung
(Spektrum b) bei Zugabe von Zink im Vergleich zum Blindspektrum (a). Das Fluo-
reszenzspektrum ist gegeniiber dem Spektrum in Losung nicht verschoben, d.h. die
optischen Eigenschaften von Bis-(N-Methyl)-3,3’-Methylamin-Salicylaldehyd-Thio-
carbohydrazon wurden durch die Immobilisierung nicht verdndert. Der Bis-(N-Me-
thyl)-3,3’-Methylamin-Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Sensor =zeigt ein
Blindspektrum.

Die Ansprech - und Abklingzeit betragen jeweils 10 Minuten. Die Bestimmungs-
grenze liegt bei 5 mg/1 Zink In Abb.30 ist die Eichkurve eines Bis-(N-Methyl)-3,3’-
Methylamin-Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon-Sensors dargestellt. Mit diesem
Sensor waren Messungen iiber sechs Stunden ohne Drift moglich. Die Eichkurve ist
von 5 mg/1 Zink bis 50 mg/1 Zink linear. Die Empfindlichkeit ist um Faktor 30 ge-
ringer als in Losung. Sie betrug 0.4 Fluoreszenzeinheiten pro mg/l Zink. Eine ver-
minderte Empfindlichkeit kann durch eine kleinere Komplexbildungskonstante im
Vergleich zum gelosten Komplexbildner begriindet sein. Die Lumineszenzintensitét
ist in erster Ndherung proportional zur Konzentration des gebildeten fluoreszieren-
den Komplexes. Anhand des Massenwirkungsgesetzes ist ersichtlich, daB die
Komplexbildungskonstante in den Proportionalitdtsfaktor eingeht.
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Abb. 39 Fluoreszenzspektrum des Abb. 40 Eichkurve des bis-(N-Me-
Bis-(N-Methyl)-3,3’-Me- thyl)-3,3’-Methylamin-Sali-
thylamin-Salicylaldehyd- cylaldehyd-Thiocarbohydra-
Thiocarbohydrazon - zon - Sensors fiir Zink
Sensors

a: Blindspektrum
b: 30 mg/l Zink

Aluminium interferiert, wie Tab. 20 zeigt, bereits ab 1 mg/1. Jedoch ist die in Lésung
beobachtete Verschiebung des Fluoreszenzspektrums bei der Bildung des Alumi-
nium - Komplexes nicht feststellbar.

Tab. 20: Interferenz von Aluminium auf die Zink-Bestimmung mit dem bis-(N-Me-
thyl)-3,3’-Methylamin-Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon-Sensor

Konzentration Intensitét
Al3*in mg/1

0.0 27.45

1.0 31.68

10.0 29.94

100.0 31.04
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4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol wurde nach der Synthese als
Aminoderivat iiber die Thioharnstoffreaktion (Abb. 2) immobilisiert. Mittels Ther-
mogravimetrie wurde ein Oberflichenbelegung von 3.2:10-5 mol 4-Amino-2,2’-Di-
hydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol/g Glaspulver ermittelt.

Abb. 41 zeigt den Untergrund des chemischen Sensors mit 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-
5’-Sulfonsdure-Azobenzol (Spektrum a), das Spektrum nach Zugabe von Aluminium
(Spektrum b) sowie das Differenzspektrum (Spektrum c). Das Maximum der Emis-
sion ist im Vergleich zum geldsten Komplexbildner um 10 nm zu groBeren Wellen-
ldngen verschoben. Vermutlich handelt es sich einen Substituenteneffekt, da durch
die Immobilisierung die Aminogruppe zu einer Thioharnstoffgruppe umgesetzt
wurde.

50

40

intenslitdt
60

§0r

307

40

aorp

20
_ ol — 5 mg/l Aluminium
10} ... Blindwert
° ' MeBzyklen
530 700
Abb. 41 Fluoreszenzspektrum des Abb. 42 Messung von Aluminium-
4-Amino-2,2’-Dihydroxy- Losungen mit einem 4-Ami-
5’-Sulfonsidure-Azobenzol no-2,2’-Dihydroxy-5’-Sul-
a: Untergrund in Pufferlésung fonsdure-Azobenzol

b: 5mg/1 Aluminium
c: Differenzspektrum
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Nach Austausch der Aluminium enthaltenden Losung gegen eine Blindlésung ver-
ringerte sich die Fluoreszenzintensitdt. Der Blindwert wurde jedoch nicht mehr er-
reicht, ein Teil des zuvor komplexierten Aluminiums blieb auf der Sensoroberfliche
zuriick. Bei Wiederholungsmessungen zeigte der Sensor fiir die gleiche Aluminium-
Konzentration das gleiche Signal, der Blindwert nach Eintauchen in eine Pufferls-
sung stieg jedoch an (Abb. 42). Mit diesem Sensor konnte zwar reproduzierbar, je-
doch nicht reversibel gemessen werden. Vermutlich ist die Irreversibiltitit dieses
ansonsten funktionierenden Sensors auf die zu groBe Komplexbildungskonstante
des Aluminium-Komplexes zuriickzufiihren. Wie in Kapitel 2.1 ausgefiihrt, ist die
Reversibilitdt fiir groBe Komplexbildungskonstanten nicht mehr gegeben, denn es
erfolgt eine "Extraktion" des Metallions aus der Lésung auf die Sensoroberfliche.

Bestirkt wird diese Annahme durch die Tatsache, da der Aluminium-Komplex auf
der Sensoroberfliche selbst durch Eintauchen in 0.1 n NaOH nicht zerstort werden
konnte, d.h. der Komplex ist stabiler als der AI(OH)-, - Komplex.

4.5.6 Immobilisier von Phenylfl
Thiocarbohydrazon -Amino-§- -Chinoli

Amino-Phenylfluoron, 5-Amino-8-Hydroxy-Chinolin und bis-(N-Methyl)-Aminome-
thyl-Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon wurden nach Synthese bzw. Modifizie-
rung als Aminoderivate gemif dem Reaktionsschema in Abb. 2 immobilisiert. Mit-
tels Thermogravimetrie wurde eine Belegung von 2.8-10-5 mol Amino-Phenylfluo-
ron/g Glaspulver bzw. 1.05-10-* mol 5-Amino-8-Hydroxy-Chinolin/g Glaspulver er-
mittelt. Diese Ergebnisse konnen als Hinweis auf eine monomolekulare Bedeckung
der Glasoberfliche mit Komplexbildner verstanden werden, da die Oberfliachen-
konzentration des Komplexbildners kleiner als diejenige des Silans (4.79-10-4
mol/g) ist.

Im Gegensatz zu Messungen in Losung konnté bei diesen drei chemischen Sensoren
keine spektrale Anderung in Abhingigkeit der Konzentration von Aluminium, Zink
oder Kupfer festgestellt werden. Jedoch konnte die Eigenfluoreszenz von Phenyl-
fluoron auf der Sensoroberfliche gemessen werden.
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Die Tatsache, daB diese drei Komplexbildner im Gegensatz zu den anderen gew#hl-
ten Komplexbildner nach Immobilisierung keine Reaktion mehr auf Metallionen
zeigten, kann vermutlich auf ihre Hydrophobie zuriickgefiihrt werden. Die daraus
folgende schlechte Benetzbarkeit der Sensoroberfldche gestattet keinen ausrei-
chenden Austausch der Metallionen zwischen wissriger Phase und Sensoroberfliche
(Komplexbildner). Bestirkt wird diese Annahme durch Zhujun und Seitz /49/, die
8-Hydroxy-5-Sulfonsdure-Chinolin (hydrophil) auf Cellulose immobilisierten und
eine spektrale Anderung in Zink enthaltenden Losungen beobachten konnten.Diese
Sensoren stehen damit fiir ein Array nicht zur Verfiigung.
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4.6 Sensorarray

Zur Verifizierung der Arraysimulation wurde ein Sensorarray zur Messung von
Aluminium und Zink in Gegenwart von Chrom und bei verschiedenen pH Werten
zusammengestellt. Da der Calcein - Sensor durch Aluminium blockiert wird, besteht
das Sensorarray nur aus einem Morin - Sensor, einem bis-(N-Methyl)-3,3’-Methyl-
amin-Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Sensor und einem Fluorescein - Sensor

/46/.

Der bis-(N-Methyl)-3,3’-Methylamin-Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Sensor
spricht auf Zink und Aluminium an. Die Interferenz durch Aluminium sollte mit
dem Morin - Sensor kompensiert werden. Der Fluorescein - Sensor diente der Eli-
minierung des Matrixeffektes "pH Wert Schwankungen". Chrom stdrte den Morin -
Sensor ab einem Konzentrationsverhiltnis von 1 mg/1 Chrom zu 1mg/1 Aluminium,
nicht jedoch den Bis-(N-Methyl)-3,3’-Methylamin-Salicylaldehyd-Thiocarbohydra-
zon - Sensor. Aus diesem Grund sollte es moglich sein, Chrom als chemische Inter-
ferenz zuzulassen. Abb. 33 zeigt die Pattern fiir Aluminium und Zink. Sie wiesen die
notwendigen charakteristischen Unterschiede auf.

14 14

12+ 12
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® 1
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a) Aluminium b) Zink

1: Morin 440/506 (1 min.)
2: Morin 440/506 (5 min.)
3: Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/450
4: Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/470

Abb. 43 Pattern des Sensorarrays
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Es wurden 11 Mischungen mit jedem Sensor gemessen und ein erstes Kalibrations-
modell berechnet. Die Meiwerte sind in Tab. A8 in Anhang 6.1 aufgefiihrt. Die op-
timale Zahl von Faktoren betrug 3, d.h. eine Interferenz wurde nicht erkannt. An-
hand der t-u-Diagramme in Abb. 44 bzw. der Regressionskoeffizienten in Tab. 21 (2.
Spalte) sind starke Nichtlinearititen in den Kalibrationsdaten zu erkennen.

Eine zweifache Ausreileranalyse (Tab. 22) ermittelte die Proben Nr. 9 und 11 als
Ausreifler. Da der Kalibrationsdatensatz nur wenige Proben enthielt, war die Vor-
aussetzung fiir den F - Test, die Normalverteilung der Proben, nicht gesichert. Aus
diesem Grund wurden F, und F, nicht der Tabelle der F-Verteilung (Anhang 6.1,
Tab. A1) entnommen. Es wurden diejenigen Proben, deren Standardabweichung den
doppelten Betrag der mittleren Standardabweichung iiberschritten, als Ausreifler
gemiB dem F - Test erkannt.

Probe Nr. 9 enthielt als einzige Probe Chrom im Uberschu8, d.h. die Chrom - Kon-
zentration war grof} genug, um mit dem Morin - Sensor zu interferieren.

Wie die Ergebnisse der AusreiBBeranalyse sowie die t-u-Diagramme zeigten, konnte
der EinfluBl von Chrom nicht allein durch das unterschiedliche Verhalten des Morin
- und des bis-(N-Methyl)-3,3’-Methylamin-Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Sen-
sors beziiglich Chrom eliminiert werden.

Tab. 21: Korrelationskoeffizienten der linearen Relation zwischen den t- und g-
Faktoren

Faktonnl mit Ausreifler ohne Ausreifler

1 0.87 0.93
0.85 0.95
3 0.56 0.96
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Tab. 22 a: 1. Ausreifleranalyse
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Probe s(e;)?-10-3 F h; s(f;)? F
1 6.488 - 0.487 0.450 -
2 5.820 - 0.271 0.340 -
3 12.510 - 0.421 0.282 -
4 6.494 - 0.189 0.906 -
5 4.959 - 0.100 1.005 -
6 46.025 3.11 0.426 0.650 -
7 7.269 - 0.491 0.228 -
8 19.343 1.31 0.332 0.104 -
9 13.279 - 0.197 4.005 2.33
10 0.917 - 0.960 0.122 -
11 39.893 2.69 0.127 10.841 6.30
Sg,x=0.0148; Fy=2.0;

sgy=1719;  Fy=2.0;

Tab. 22 b: 2. Ausreifleranalyse

Probe s(e;)*10-3 F h; s(f;)? F
1 13.634 1.70 0.202 0.839 -
2 11.435 1.42 0.970 0.157 -
3 9.989 1.24 2.233 1.34
4 3.124 - 0.522 0.075 -
5 1.600 - 0.291 3.246 1.95
6 3.488 - 0.496 0.115 -
7 22.568 2.81 0.317 0.353 -
8 12.904 1.61 0.130 1.008 -
9 1.473 - 0.881 8.540 5.14
10 0.180 - 0.569 0.059 -

Sg

Sgy= 1.661

x= 0.0081; Fy=2.0;
;Fy = 2.0:
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Probe Nr. 11 hatte den pH Wert 4.4. In Abb. 45 ist die pH Abhingigkeit des Arrays
anhand einer Kalibrationsprobe dargestellt. Der bis-(N-Methyl)-3,3’-Methylamin-
Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Sensor wurde im pH Bereich 4.4 bis 4.7 stirker
durch den pH Wert der Losung beeinfluflt als oberhalb pH 4.7. Diese nichtlineare
pH Abhéngigkeit verursachte Stérungen im Kalibrationsmodell. Abb. 46 zeigt die
Eichkurve des Fluorescein - Sensors. Im Bereich pH 4 bis pH 5 verlduft die Eich-
kurve flacher als oberhalb von pH 5, d.h. der Fluorescein - Sensor wies eine entge-
gengesetzte pH Abhingigkeit als der bis-(N-Methyl)-3,3’-Methylamin-Salicylalde-
hyd-Thiocarbohydrazon - Sensor auf. Deshalb war der Einflu3 des pH Wertes im Be-
reich von pH 4.4 bis pH 4.7 nicht modellierbar. Die Proben Nr. 9 und 11 wurden ent-
fernt und ein zweites Modell berechnet.

1(488/522)
1{437/516,8)

==

pH

Abb. 46: Eichkurve des Fluorescein - Sensors

1(488/522): Anregung bei 488 nm, Emission bei 522 nm
1(437/516.8): Anregung bei 437 nm, Emission bei 516.8 nm
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Abb.35: EinfluB des pH Wertes auf das Pattern des Sensorarray
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i

Auch fiir das 2. Kalibrationsmodell wurden drei relevante Faktoren mittels "cross
validation" gefunden. Dies stimmte jetzt mit der Zahl der Komponenten und
Interferenzen iiberein, da in den Kalibrationsproben Chrom nur noch in
Konzentrationen unterhalb dem sich storend auswirkenden
Konzentrationsverhiltnis enthalten war. Chrom war deshalb als Interferenz nicht
mehr  vorhanden. Die  t-u-Diagramme in Abb. 44b sowie die
Regressionskoeffizienten in Tab. 21 (3. Spalte) zeigen die verbesserte Linearitit der
MeBdaten.

In Abb. 47 sind die vorgegebenen Konzentrationen fiir Aluminium (Abb. 47a) und
Zink (Abb. 47b) gegen die berechneten Konzentrationen aufgetragen. Die Berech-
nung erfolgte mit dem verbesserten Kalibrationsmodell.

ber
ber 35

:
30+ A

20 /

exp

a) Aluminium b) Zink

Abb. 47 Ergebnisse der Aluminium - und Zink - Bestimmung mit dem Sensorarray
(2. Kalibration)
ber: berechnete Konzentration in mg/1
exp: experimentell vorgegebene Konzentration in mg/1

Sowohl Aluminium als auch Zink wurden gut bestimmt. Im Vergleich zur Arraysi-
mulation in Losung wurden die Aluminium - Konzentrationen mit geringerer Ge-
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nauigkeit berechnet. Dies ist auf die Uberbestimmung von Aluminium im simulier-
ten Array durch zusitzliche Komplexbildner zuriickzufiihren.

Zusammenfassend 148t sich sagen, daB die gleichzeitige Erfassung von Aluminium
und Zink in Gegenwart geringer Chrom - Konzentrationen im pH Bereich 4.7 bis 5.4
mit einem Sensorarray moglich war. Die Ergebnisse der Arraysimulation liefen sich
sinngem&B auf das Sensorarray iibertragen.
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5. SchiuBlbetrachtung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung optisch-chemischer Sensoren, die
auf bereits bekannten optischen Nachweisverfahren in Ldsung basieren. Die Vor-
auswahl der Komplexbildner zur Herstellung der Sensoren geschah aufgrund univa-
riater Informationen, den Eichkurven der Komplexbildner fiir die zu bestimmenden
Metallionen Aluminium, Zink und Kupfer. Da die Selektivitit der Sensoren auf-
grund der nichtselektiven Komplexbildner nicht erwartet werden konnte, sollte sie
durch Anwendung chemometrischer Methoden auf ein Sensorarray erzielt werden.
Zur Uberpriifung der Anwendbarkeit bereits existierender chemometrischer Ver-
fahren wurden Arrays in Losung simuliert und das geeigneteste Verfahren ausge-
wihlt. Im AnschluB3 wurden die giinstigsten Komplexbildner in einer zur Immobili-
sierung geeigneten Form synthetisiert und immobilisiert. Aus den geeigneten Senso-
ren wurde dann ein Sensorarray zusammengestellt und Aluminium - Zink - Chrom -
Mischungen im pH Bereich von 4.4 bis 5.4 analysiert.

Durch die Arraysimulationen konnte bestétigt werden, dal ein aus den ausgewdhl-
ten Komplexbildnern bestehendes Array zur gleichzeitigen Bestimmung von Alumi-
nium, Zink und Kupfer geeignet ist. Die Anwendung der multivariaten Kalibra-
tionsmethode partial least squares (PLS) auf simulierte Arrays war erfolgreich. Ne-
ben den zu bestimmenden Metallionen Aluminium, Kupfer und Zink konnte eine
nicht direkt bestimmbare, storende Interferenz (Chrom) zugelassen werden, ohne
daf die Qualitdt der Bestimmung sich verschlechterte.

Falsche Proben im Kalibrationsdatensatz wurden durch Anwendung des F - Tests
gefunden. Nach Entfernen der erkannten falschen Proben war jedes
Kalibrationsmodell deutlich verbessert. Die "leverages" der Proben erwiesen sich als
wichtiges Zusatzkriterium.

Zur Beurteilung der Qualitidt eines Kalibrationsdatensatzes wurden die t-u-Dia-
gramme hinzugezogen, anhand derer die Erfiillung einer wichtigen Voraussetzung
des PLS-Algorithmus, die lineare Relation zwischen MeBdaten und Konzentrations-
daten, iiberpriift werden konnte. Auch an diesen Diagrammen wurde eine merkliche
Verbesserung des Kalibrationsdatensatzes nach Entfernen der falschen Proben
festgestellt.

Die erfolgreiche Kalibration eines Arrays kann somit mit Hilfe eines F - Tests der
MeBdaten, eines F - Tests der mit dem zu iiberpriifenden Modell berechneten Kon-
zentrationen, der "leverages" der Kalibrationsproben und den t-u-Diagrammen fiir
das Kalibrationsmodell sichergestellt werden.
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Die Konzentrationsbereiche der einzelnen Metallionen in den Kalibrationsproben
lagen innerhalb des dynamischen Bereichs der Komplexbildner-Eichkurven. In Mi-
schungen wurden durch konkurrierende Komplexbildung interferierender lonen die
dynamischen Bereiche eher iiberschritten, woraus sich geringe Nichtlinearititen er-
gaben. Diese Proben sind extreme Proben, die im Kalibrationsdatensatz verbleiben
miissen, damit der MeBbereich von iiblicherweise einer Zehnerpotenz erhalten
bleibt. Die extremen Proben wurden eindeutig von falschen Proben unterschieden.
Die daraus resultierenden geringen Nichtlinearititen konnten mit dem PLS-Algo-
rithmus modelliert werden.

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, die Komponenten der Mischungen iiberzube-
stimmen, d.h. fiir jedes Metallion sollten mehrere hauptsidchlich auf dieses Ion an-
sprechende Komplexbildner im Array vorhanden sein. So konnte Aluminium immer
mit kleinerem Fehler (< 5%) bestimmt werden als Zink (< 10%) und Kupfer
(<8%).

Der EinfluB von Matrixeffekten wurde am Beispiel von pH Wert Schwankungen
untersucht. Da die meisten Komplexbildner iiber Hydroxygruppen am komplexie-
renden Zentrum verfiigten, waren die Mef3signale stark pH abhingig. Die mit stei-
gendem pH Wert zunehmende Deprotonierung der Hydroxygruppen bewirkte ho-
here Blindpektren (Phenylfluoron, Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon, Thiophenal-
dehyd-Thiocarbohydrazon) bzw. das Entstehen eines Blindspektrums (4-Amino-
2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol), da die Deprotonierung einen dhnlichen
Effekt auf die Elektronenniveaus der Komplexbildner hat wie die Komplexierung
von Metallionen. Das um einen pH Indikator (Fluorescein) erweiterte Array konnte
den EinfluB des pH Wertes nicht vollstindig kompensieren. Aluminium und Zink
wurden mit groBerem Fehler bestimmt (18% bzw. 41%), Kupfer konnte nicht mehr
quantifiziert werden. Unter der Voraussetzung, dafl die pH Abhingigkeit der Kom-
plexbildner nach ihrer Immobilisierung auf Glas erhalten bleibt, kdnnte ein Array
fiir Losungen mit nicht konstantem pH Wert nur fiir on-line - Messungen angewandt
werden. On-line - Messungen sind im Zusammenhang mit der FlieBinjektionsanalyse
denkbar, wobei das Array die Detektionseinheit darstellen wiirde.

Das Erkennen driftender Sensoren wurde mit einer Simulation mit Kom-
plexbildnern in Losung iiberpriift. Abgesehen von Morin und Phenylfluoron wurde
eine Drift bei allen Komplexbildnern eindeutig mittels F - Test festgestellt. Einige
falsch gemessene Proben unter richtigen Proben wurden durch Anwendung des F -
Tests und des Hilfskriteriums "leverage" erkannt. Die Unterscheidung zwischen der
Fehlerquelle "driftender Sensor" (Komplexbildner) und dem Fall "falsch gemessene
Proben" gelang, indem ein F - Test fiir die MeBdaten der Komplexbildner und ein F -
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Test fiir die MeBdaten der Proben durchgefiihrt wurde. Ergaben sich fiir keinen
Komplexbildner signifikante Abweichungen der Standardabweichung vom zu
erwartenden Wert, so konnte eine Drift ausgeschlossen werden. Die gefundenen
AusreiBler wurden als falsche Proben bei einem ansonsten funktionierenden Array
erkannt.

Um das Array auf die maximal notwendige Zahl an Komplexbildnern zu beschrin-
ken bzw., um sich nachteilig auswirkende Komplexbildner zu entfernen, sollte die
optimale Kombination von Komplexbildnern gefunden werden. Es wurden zwei Op-
timierungverfahren angewandt.

Die Optimierung durch relative Maximierung der Empfindlichkeit beruht aus-
schlieBlich auf univariaten Informationen. Sie zeigte, da univariate Informationen
nicht zur endgiiltigen Auswahl der Komplexbildner bzw. Sensoren fiir ein Array
herangezogen werden diirfen. Dagegen erbrachte die Optimierung nach minimalem
Fehler, die multivariate Informationen verwendete, ein Optimium nach Entfernen
von Morin, Phenylfluoron und je einem MeBwert von Salicylaldehyd-Thiocarbohy-
drazon und Calcein. Diese Komplexbildner bzw. Mefwerte erwiesen sich innerhalb
der vorgegebenen Kombination von sieben Komplexbildnern (13 MeBwerte) als un-
wichtig.

Zur Demonstration der Ubertragbarkeit des Analysenkonzepts auf echte Sensorar-
rays wurden die zur Simulation verwendeten Komplexbildner Phenylfluoron, Cal-
cein, Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon, Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon, 4-
Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol und 8-Hydroxy-5-Sulfonsidure-
Chinolin als Aminoderivate synthetisiert und iiber die Thioharnstoffreaktion auf
Glas immobilisiert. Zusétzlich wurde kommerziell erhéltliches Calcein iiber die
Friedels-Craft-Alkylierung auf Glas immobilisiert, ebenso wie Morin.

Die mit den hydrophoben Komplexbildnern Amino-Phenylfluoron, bis-(N-Methyl)-
Aminomethyl-Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon und 5-Amino-8-Hydroxy-Chi-
nolin hergestellten Sensoren zeigten keine spektrale Anderung in Gegenwart der
entsprechenden Metallionen. Die eingangs formulierten Anforderungen an Kom-
plexbildner zur Herstellung von Sensoren miissen deshalb durch die Eigenschaft Hy-
drophilie ergidnzt werden.

Mit dem 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol - Sensor war die Be-
stimmung von Aluminium reproduzierbar, aber nicht vollstindig reversibel. Dies
konnte durch eine zu groBe Komplexbildungskonstante begriindet sein, derzufolge
Aluminium aus der wéssrigen Losung auf die Sensoroberfliche "extrahiert" wird.
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Der Morin-Sensor (Aluminium), der Calcein-Sensor (Zink) und der bis-(N-Methyl)-
3,3-Aminomethyl-Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Sensor (Zink) waren rever-
sibel. Die Bestimmungen von Aluminium und Zink waren reproduzierbar. Der MeB-
fehler der Sensoren betrug ca. 3%. Die Bestimmungsgrenzen lagen fiir den Morin-
Sensor (Aluminium) und den Calcein-Sensor (Zink) unterhalb der derzeitigen
Grenzwerte (lt. Trinkwasserverordnung) von Aluminium (10 mg/1) und Zink (5
mg/1). Fiir den bis-(N-Methyl)-3,3’-Aminomethyl-Salicylaldehyd-Thiocarbohydra-
zon-Sensor (Zink) lag sie beim Grenzwert. Die Bestimmungsgrenzen waren durch-
weg hoher als fiir die entsprechenden Aluminium - und Zink - Nachweise in Lésung.
Dies ist auf den durch Streuung und Reflexion bedingten erhéhten Untergrund so-
wie moglicherweise verdnderte Komplexbildungskonstanten nach Immobilisieren
der Komplexbildner zuriickzufiithren.

Die Ansprechzeiten (5 - 10 Minuten) reichen fiir die meisten Anwendungen, wie z.B.
Uberwachung von Abwissern, aus.

Das Verhalten der Sensoren gegen interferierende Substanzen war teilweise geén-
dert im Vergleich zu den Komplexbildnern in Lésung. Der Morin-Sensor sprach im
Gegensatz zu geléstem Morin nicht auf Kupfer oder Zink an. Er reagierte auf
Chrom bereits bei kleinerem Uberschu8 als in Losung.

Der Calcein - Sensor zeigte bei Anwesenheit von Aluminium zwar keine Verinde-
rung des Fluoreszenzspektrums, war aber nach der Messung von Aluminium ent-
haltenden Losungen "blockiert", d.h. er zeigte keine Reaktion mehr auf Zink. Kup-
fer interferierte die Zink-Bestimmung mit dem Calcein-Sensor stark. Nach Austau-
schen der Kupfer enthaltenden Losung gegen eine Pufferlésung stieg die Fluores-
zenz wieder an, der Blindwert wurde jedoch selbst nach einer Stunde nicht wieder
erreicht. Das Verhalten kann in einer zu groBen Komplexbildungskonstanten
begriindet sein.

Der bis-(N-Methyl)-3,3’-Aminomethyl-Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon - Sensor
zeigte die gleichen Interferenzen wie Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon in Losung.

Die Zeit bis zur ersten mefbaren Drift der Sensoren betrug maximal drei Tage
(Calcein), 6 Stunden (bis-(N-Methyl)-3,3’-Aminomethyl-Salicylaldehyd-Thiocarbo-
hydrazon) bzw. 10 Stunden (Morin). Die Calcein- und Morin- Sensoren konnten
nach einer erneuten Kalibration wieder eingesetzt werden. Die geringe Standzeit
kann zum Teil mit der chemischen Bestidndigkeit dieser Komplexbildner korreliert
werden. Fiir praktische Anwendungen, insbesondere fiir ein Sensorarray, reichen die
beobachteten Stabilitdten nicht aus, da der Aufwand einer Neukalibrierung eines
Sensorarrays zu grofl wire. Als wichtiges zusidtzliches Auswahlkriterium fiir Kom-
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plexbildner zur Herstellung von Sensoren ergibt sich somit die chemische Bestin-
digkeit der Komplexbildner.

Es wurde ein Sensorarray aus einem Morin-Sensor (Aluminium), einem bis-(N-Me-
thyl)-3,3’-Aminomethyl-Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon-Sensor (Zink) und ei-
nem Fluorescein-Sensor (pH) zusammengestellt. Mit diesem Array konnten Alumi-
nium und Zink in Gegenwart von Chrom bei verschiedenen pH Werten quantifiziert
werden. Die Ausreifleranalyse erkannte die nicht modellierbare Chrominterferenz
und die nichtlineare pH Abhéngigkeit des Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon-Sen-
sors. Nach Entfernen dieser Proben wurden Aluminium mit 8% Fehler und Zink mit
10% Fehler bestimmt.
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Tab. A2 Fluoreszenzintensitdten des simulierten Arrays zur Bestimmung von
Aluminium, Zink und Kupfer
l Calcein (Anregung/Emission)

Nr. [472/500 472/500 488/508 488/508 498/516 498/516

1 min 5 min 1min S min 1 min S min
1 56.00 71.36 133.82 129.27 149.18 117.44
2 64.19 67.26 197.31 196.28 217.79 213.69
3 58.04 67.26 161.47 156.35 177.85 156.35
4 68.28 76.48 187.07 179.90 191.16 170.68
5 104.12 110.27 263.87 253.63 231.69 198.33
6 124.60 128.70 283.32 276.16 207.55 197.31
7 58.04 69.31 126.65 121.53 133.83 108.22
8 64.19 78.52 156.35 147.13 157.37 125.63
9 71.36 86.72 181.95 168.64 174.78 140.99
10 102.08 112.32 251.58 238.27 199.36 182.97
11 122.56 127.68 273.08 264.89 198.33 186.04
12 56.00 56.00 166.59 163.52 179.90 176.83
13 89.79 90.81 236.22 233.15 194.24 192.19
14 78.52 96.96 116.41 82.62 74.43 38.59
15 84.67 103.10 134.84 93.88 87.74 45.76
16 38.59 43.71 100.03 93.88 115.39 95.93
17 52.92 54.97 139.96 129.72 138.94 118.46
18 79.55 80.57 196.28 184.00 156.35 144.06
19 92.86 93.88 208.57 200.38 149.18 142.01
20 46.78 58.04 114.36 105.15 113.34 86.72
21 53.95 62.14 133.82 119.48 124.60 99.00
22 80.57 83.64 190.14 175.80 149.18 131.77
23 93.88 96.96 207.55 196.28 149.18 135.87
24 48.83 48.83 139.96 136.89 148.16 142.02
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Tab. A2, Fortsetzung

Nr. Morin SATCH SATCH Azo
380/450 | 380/470
1 7.10 10.30 7.26 5.98
2 0.00 0.00 3.39 3.84
3 4.09 5.50 5.21 4.83
4 4.16 5.77 6.04 5.95
5 4.22 5.95 12.86 | 14.59
6 4.09 6.72 19.90 | 23.23
7 7.48 10.68 7.23 6.08
8 7.55 10.75 7.87 7.10
9 7.68 10.36 8.96 8.25
10 6.52 10.24 14.20 | 15.36
11 6.78 11.07 2220 | 25.02
12 0.68 0.70 3.20 3.64
13 0.80 1.02 10.11 | 12.28
14 27.84 50.88 2.36 2.68
15 27.84 51.39 3.52 4.03
16 32.00 5.56 4.48 3.87
17 3.45 5.63 6.04 5.95
18 3.39 5.88 12.99 | 14.52
19 3.58 6.46 19.64 | 23.36
20 5.76 10.75 7.61 6.33
21 5.88 10.62 8.89 8.12
22 6.08 11.62 15.29 | 16.44
23 6.46 11.71 22.72 | 25.53
24 0.60 0.76 3.26 3.64

SATCH: Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon
Azo: 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulfonsdure-Azobenzol
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Tab. A3 Ergebnisse des simulierten Arrays zur Bestimmung von Aluminium, Zink
und Kupfer

Nr. Kupfer 1. Kalibration 2.Kalibration
mg/1 mg/1 mg/1
1 0.000 0.0069 0.010
2 0.000 0.0044 0.005
3 0.003 0.0067 0.008
4 0.003 0.0030 0.003
5 0.003 -.0099 -0.004
6 0.003 0.0076 0.011
7 0.003 0.0152 0.014
8 0.003 0.0050 0.005
9 0.003 -.0020 -0.001
10 0.003 0.0009 -0.003
11 0.003 0.0094 0.007
12 0.016 0.0195 0.018
13 0.016 0.0163 0.018
14 0.016 0.0186 -0.068
15 0.016 0.0133 -0.071
16 0.032 0.0328 0.036
17 0.032 0.0271 0.027
18 0.032 0.0272 0.028
19 0.032 0.0358 0.039
20 0.032 0.0264 0.028
21 0.032 0.0258 0.025
22 0.032 0.0270 0.021
23 0.032 0.0324 0.031
24 0.032 0.0297 0.031
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V=T N B S R "SI o

Nr. Aluminium 1. Kalibration 2. Kalibration
mg/1 mg/1 mg/1
0.032 0.032 0.032
0.000 -.007 -0.005
0.016 0.014 0.016
0.016 0.016 0.016
0.016 0.016 0.016
0.016 0.022 0.018
0.032 0.036 0.034
0.032 0.034 0.034
0.032 0.033 0.033
10 0.032 0.031 0.029
11 0.032 0.031 0.031
12 0.000 -.001 -0.001
13 0.000 0.005 0.000
14 0.161 0.161 0.149
15 0.161 0.160 0.150
16 0.016 0.017 0.015
17 0.016 0.017 0.016
18 0.016 0.017 0.015
19 0.016 0.017 0.017
20 0.032 0.031 0.031
21 0.032 0.030 0.030
22 0.032 0.029 0.031
23 0.032 0.026 0.032
24 0.000 0.003 0.000
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Nr. Zink 1. Kalibration | 2, Kalibration
mg/1 mg/1 mg/1
1 0.000 -.022 -0.012
2 0.065 0.043 0.049
3 0.032 -.000 0.003
4 0.065 0.059 0.049
5 0.323 0.308 0.342
6 0.645 0.629 0.655
7 0.000 0.023 -0.002
8 0.032 0.034 0.021
9 0.065 0.064 0.059
10 0.323 0.372 0.337
11 0.645 0.649 0.635
12 0.065 0.055 0.040
13 0.323 0.355 0.364
14 0.032 0.027 -0.608
15 0.065 0.053 -0.568
16 0.006 -.011 0.004
17 0.065 0.079 0.072
18 0.323 0.358 0.362
19 0.645 0.589 0.621
20 0.032 0.038 0.044
21 0.065 0.103 0.093
22 0.323 0.382 0.348
23 0.645 0.607 0.611
24 0.065 0.054 0.057




Tab. A4 Fluoreszenzintensititen des erweiterten Arrays

Nr. Calcein Calcein Calcein Calcein Calcein Calcein
472/500 472/500 488/508 488/508 498/516 498/516

1 min. 5 min. 1 min. S min. 1 min. 5 min.

25 89,60 95,74 198,14 198,14 232,96 224,76
26 95,74 99,84 212,48 210,43 232,96 220,67
27 99,84 114,17 200,19 206,33 222,72 202,24
28 99,84 118,27 210,43 214,52 220,67 204,28
29 85,50 114,17 157,18 165,37 155,13 134,65
30 107,0 134,64 211,45 215,55 207,36 181,76
31 102,91 133,63 196,06 204,28 201,21 172,54
32 104,96 105,98 231,93 228,86 243,20 239,10
33 94,72 109,05 198,14 198,14 197,12 181,76
34 97,79 122,36 192,00 198,14 182,78 160,25
35 94,72 110,08 190,97 195,07 208,38 190,97
36 77,31 88,57 141,82 143,87 148,99 131,58
37 104,96 119,29 219,64 222,72 235,00 217,60
38 87,55 87,55 188,92 187,90 227,84 222,72
39 96,96 129,72 197,31 207,55 205,50 176,83
40 80,57 101,05 160,44 163,52 153,28 134,84
41 85,69 120,51 158,40 166,79 140,99 116,41
42 96,88 137,92 164,54 180,92 150,20 124,60
43 158,40 221,88 227,00 182,97 144,06 85,69
44 225,98 279,23 410,30 329,40 283,32 187,07
45 178,88 250,56 234,17 182,97 139,96 82,62
46 127,68 166,59 277,18 273,08 248,51 211,64
47 142,01 215,74 182,97 158,40 107,20 72,38
48 185,02 259,77 245,44 195,26 149,18 88,76
49 103,71 102,08 236,22 233,15 259,77 256,70
50 150,20 152,25 359,10 355,00 326,33 322,24
51 199,36 197,31 461,50 459,45 381,63 375,48
52 99,52 143,55 135,36 115,90 84,16 54,46
53 86,20 82,11 196,80 192,70 169,15 165,05
54 64,70 93,87 93,37 82,11 60,60 40,12
55 118,97 159,93 189,63 152,76 124,09 78,01
56 32,44 32,44 59,07 58,04 59,58 58,56
57 95,74 110,08 218,60 220,67 257,53 243,20
58 189,12 207,55 342,72 336,57 324,28 303,80
59 137,92 139,96 430,78 430,78 531,13 529,08
60 233,15 256,70 201,40 121,53 93,88 54,97
61 312,00 334,52 414,40 271,04 240,32 133,82
62 234,17 236,22 596,67 590,52 520,89 508,60
63 115,39 148,67 147,64 163,52 97,47 92,68
64 98,49 101,56 173,24 175,29 171,20 172,22
65 157,88 255,47 155,84 137,40 72,89 57,53
66 237,76 304,32 294,08 235,71 161,98 101,56
67 144,57 150,72 306,36 308,41 261,31 261,31
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Tab. A4, Fortsetzung

Nr. PTF Morin | SATCH | SATCH TITCH HQS Azo
380/450 | 380/470

25 17,72 2,24 6,43 10,46 12,57 1,92 3,52
26 16,32 1,98 7,45 11,68 6,49 2,94 3,96
27 15,55 4,12 11,.16 14,04 7,52 3,68 13,18
28 16,06 4,03 11,61 14,56 7,84 4,51 13,18
29 13,88 4,16 16,16 17,44 6,04 5,76 22,27
30 15,80 4,51 16,67 18,14 8,16 6,72 23,16
31 14,27 4,67 16,03 17,56 6,81 5,82 23,55
32 19,00 2,20 7,84 11,87 10,59 4,09 3,84
33 16,57 4,51 11,87 14,56 6,88 5,85 13,05
34 12,73 4,35 17,63 18,52 7,39 7,61 22,65
35 15,29 4,12 10,75 14,27 5,24 3,48 11,00
36 15,16 4,38 10,17 11,20 5,12 3,84 10,49
37 16,70 3,74 12,92 14,27 9,15 4,38 11,52
38 16,57 0,70 5,24 9,72 6,78 1,24 0,89
39 16,19 4,92 17,72 14,78 8,38 3,59 28,35
40 28,48 4,44 16,96 14,78 9,02 6,80 20,54
41 14,52 4,54 29,76 20,54 9,02 11,00 41,15
42 16,32 4,70 26,56 17,72 7,10 8,96 45,50
43 14,01 5,95 84,54 40,51 14,40 37,73 157,37
44 30,01 7,20 81,98 47,16 72,96 53,31 143,04
45 12,35 6,65 85,05 39,48 14,08 38,34 170,68
46 31,04 5,47 23,87 19,52 20,99 13,63 35,26
47 12,73 6,97 86,08 39,48 7,80 35,89 163,26
48 15,16 6,46 80,83 36,80 13,37 37,52 172,73
49 17,85 0,44 5,05 9,15 17,34 4,60 1,12
50 16,96 1,34 9,79 13,50 32,57 15,42 2,20
51 21,05 1,34 13,76 17,08 59,58 26,62 1,21
52 12,03 7,07 64,80 31,52 10,91 30,49 134,17
53 17,66 0,57 7,45 11,29 18,84 11,42 0,80
54 12,03 6,17 61,98 29,98 10,52 33,95 102,43
55 21,69 6,27 64,80 32,28 29,08 34,46 118,81
56 14,72 0,28 4,64 8,99 8,48 0,89 0,96
57 32,96 3,45 7,04 10,81 6,78 2,52 6,11
58 37,31 1,60 34,88 30,52 18,88 6,27 126,14
59 75,20 0,92 9,66 21,31 65,98 6,59 11,20
60 23,23 2,24 82,36 44,99 13,63 23,04 352,96
61 24,25 2,40 76,22 42,43 90,30 41,98 346,81
62 73,15 2,80 13,50 21,69 104,12 24,57 20,92
63 23,74 4,92 25,34 13,82 15,36 4,35 18,43
64 24,25 1,47 6,91 7,42 22,52 3,58 3,96
65 22,72 6,46 76,80 32,25 8,32 14,65 74,24
66 21,95 6,36 81,92 37,37 40,19 24,57 76,28
67 24,00 1,98 12,80 12,80 41,21 12,54 2,52
PTF: Phenylffuoron

SATCH: Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon

TITCH: Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon

HQS: 8-Hydroxy-5-Sulf onsdure-Chinolin

Azo: 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5-Sulf onsdure-Azobenzol
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Tab. AS Ergebnisse des erweiterten Arrays

Nr. | Aluminium | 1. Kalibration| 2. Kalibration
mg/1 mg/1 mg/1
25 0.01 -.034 0.016
26 0.01 . -.016 0.006
27 0.01 0.024 0.051
28 0.01 0.031 0.046
29 0.10 0.139 0.098
30 0.10 0.116 0.100
31 0.10 0.112 0.097
32 0.01 -.018 0.009
33 0.01 0.045 0.048
34 0.10 0.131 0.102
35 0.01 0.029 0.044
36 0.01 0.047 0.023
37 0.01 0.026 0.054
38 0.00 -.026 0.007
39 0.10 0.095 0.105
40 0.10 0.133 0.117
41 0.20 0.267 0.235
42 0.20 0.245 0.198
43 1.00 1.001 0.993
44 1.00 0.993 1.023
45 1.00 1.053 1.016
46 0.20 0.184 0.194
47 1.00 1.002 1.007
48 1.00 1.030 0.978
49 0.00 -.039 -.003
50 0.00 -.016 -.006
51 0.00 0.035 0.008
52 0.80 0.761 0.799
53 0.00 0.061 -.006
54 0.80 0.686 0.751
55 0.80 0.761 0.787
56 0.00 0.072 -.025
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Nr. Zink 1. Kalibration | 2. Kalibration
mg/1 mg/1 mg/!1
25 0.01 0.077 0.059
26 0.05 0.027 0.005
27 0.01 0.021 -.000
28 0.05 0.040 0.024
29 0.01 0.022 0.050
30 0.05 0.054 0.052
31 0.01 0.022 0.021
32 0.10 0.086 0.068
33 0.10 0.044 0.044
34 0.10 0.065 0.072
35 0.01 -.001 -.016
36 0.00 -.003 0.034
37 0.05 0.053 0.028
38 0.01 0.006 -.015
39 0.00 0.030 0.023
40 0.10 0.053 0.100
41 0.10 0.086 0.105
42 0.00 0.024 0.557
43 0.40 0.189 0.126
44 1.00 1.061 1.060
45 0.10 0.147 0.103
46 0.24 0.238 0.247
47 0.00 0.074 0.005
48 0.10 0.121 0.093
49 0.10 0.173 0.160
50 0.41 0.488 0.476
51 1.00 0.934 0.970
52 0.10 0.132 0.087
53 0.40 0.287 0.361
54 0.20 0.201 0.151
55 0.40 0.397 0.396
56 0.00 0.061 0.182
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Tab. AS, Fortsetzung

Nr. Kupfer 1. Kalibration 2. Kalibration

mg/1 mg/1 mg/1
25 0.00 0.023 0.016
26 0.01 0.012 0.003
27 0.00 0.007 0.007
28 0.01 0.006 0.007
29 0.05 0.054 0.044
30 0.01 0.008 0.011
31 0.00 0.013 0.014
32 0.01 0.001 -.001
33 0.05 0.021 0.020
34 0.05 0.039 0.032
35 0.01 0.014 0.011
36 0.05 0.061 0.051
37 0.00 -.001 0.000
38 0.01 0.025 0.009
39 0.00 0.010 0.013
40 0.01 0.029 0.035
41 0.01 0.070 0.058
42 0.05 0.038 0.036
43 0.05 0.039 0.037
44 0.00 0.035 0.076
45 0.01 0.020 0.025
46 0.01 -.043 -.010
47 0.05 0.043 0.039
48 0.01 -.003 0.010
49 0.00 0.021 0.012
50 0.01 -.007 0.002
51 0.01 -.007 0.021
52 0.10 - 0.107 0.088
53 0.10 0.101 0.079
54 0.20 0.167 0.129
55 0.10 0.101 0.098
56 0.20 0.174 0.129
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Tab. A6 a: Zusammensetzung der Testproben

Nr. Aluminium Zink Kupfer Chrom

mg/1 mg/1 mg/1 mg/!
F1 0.01 0.01 0.00 0.00
F2 0.01 0.05 0.01 0.00
F3 0.10 0.01 0.05 0.00
F4 0.05 0.01 0.01 0.00
| 3 0.05 0.01 0.00 3.00
1 0.10 0.05 0.01 0.00
2 0.10 0.01 0.00 0.00
3 0.01 0.10 0.01 0.00
4 0.05 0.10 0.05 0.00
5 0.10 0.10 0.05 0.00
6 0.05 0.00 0.05 0.00
7 0.05 0.05 0.00 0.00
8 0.00 0.01 0.01 0.00
9 0.10 0.00 0.00 0.00
10 1.00 0.10 - 0.01 0.00
11 0.20 0.24 0.01 1.00
12 1.00 0.10 0.01 0.10
13 0.00 0.10 0.00 0.00
14 0.00 0.40 0.10 0.00
15 0.80 0.40 0.10 0.10
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Tab. A6 b: Fluoreszenzintensitdten der Testproben

‘Nr. Calcein
472/500 | 472/500 488/508 488/508 498/516 498/516
1 min. 5 min. 1 min. S min. 1 min. 5 min.
F1 33.21 32.44 58.56 54.46 52.92 47.55
F2 22.46 21.18 38.33 - 35.00 32.44 29.37
F3 2.40 2.43 3.00 3.00 2.33 2.24
F4 24.57 27.13 37.12 37.37 31.23 27.90
F5 87.55 87.55 188.92 187.90 227.94 222.72
1 107.00 134.65 211.45 215.55 207.36 181.76
2 102.91 133.63 196.09 204.28 201.21 172.54
3 104.96 105.98 231.93 228.86 243.20 239.10
4 94.72 109.05 198.14 198.14 197.12 181.76
5 97.79 122.36 192.00 198.14 182.78 160.25
6 77.31 88.57 141.82 143.87 148.99 131.58
7 104.96 119.29 219.64 222.72 235.00 217.60
8 95.74 110.08 218.60 220.67 257.53 243.20
9 96.96 129.72 197.31 207.55 205.50 176.83
10 178.88 250.56 234.17 182.97 139.96 82.62
11 127.68 166.59 277.18 273.08 248.51 211.64
12 185.02 259.77 245.44 195.26 149.18 88.76
13 103.10 102.08 236.22 233.15 259.77 256.70
14 118.97 159.93 189.63 - 152.76 124.09 78.01
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Tab. A6 b, Fortsetzung

Nr. PTF Morin SATCH | SATCH TITCH | HQS Azo
380/450 | 380/470
F1 17.72 2.24 6.43 10.46 12.57 1.92 3.52
F2 16.32 1.98 7.45 11.68 6.49 2.94 3.96
F3 13.88 4.16 16.16 17.44 6.04 5.76 | 22.27
F4 15.29 4.12 10.75 12.27 5.24 3.84 11.00
F5 16.57 0.70 5.24 9.72 6.78 1.24 0.89
1 15.80 4.51 16.67 18.14 8.16 6.72 | 23.16
2 14.27 4.67 16.03 17.56 6.81 5.82 23.55
3 19.00 2.20 7.84 11.87 10.59 4.09 3.84
4 16.57 4.51 11.87 14.56 6.88 5.85 13.05
5 12.73 4.35 17.63 18.52 7.39 7.61 22.65
6 15.16 4.38 10.17 11.20 5.12 3.84 10.49
7 16.70 3.74 12.92 14.27 9.15 4.38 11.52
8 32.96 3.45 7.04 10.81 6.78 2.52 6.11
9 16.19 4.92 17.72 14.78 8.38 5.59 | 28.35
10 12.35 6.65 85.05 39.48 14.08 | 38.34 | 170.68
11 31.04 5.47 23.87 19.52 20.99 | 13.63 35.26
12 15.16 6.46 80.83 36.80 13.37 | 37.52 | 172.73
13 17.85 0.44 5.05 9.15 17.34 4.60 1.12
14 21.69 6.27 6.48 32.28 29.08 | 34.46 | 118.81
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Tab. A7 Fluoreszenzintensitidten des Sensorarrays

O© 00~ N W B W N e

Nr. Morin Morin SATCH SATCH FITC
1 min 5 min 380/450 380/470

0.00 -1.03 0.00 0.00 248.51

0.00 -0.23 12.92 9.25 254.65

2.05 1,02 22.78 19.89 244.41

8.19 13.31 2.83 2.14 249.65

8.19 11.26 12.92 10.67 250.10

6.15 13.31 27.03 25.61 248.60

19.45 29.69 2.25 -0.69 251.08

18.53 25.70 8.50 8.53 249.00

11.29 15.39 19.31 17.78 250.30

10 3.10 10.27 39.94 33.41 288.59

11 6.17 13.34 10.08 7.11 254.65

SATCH: bis-(N-Methyl)-3,3’-Aminomethyl-Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon -
Sensor

Morin: Morin - Sensor

FITC: Fluorescein - Sensor
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6.2 Diagramme
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Abb. Al: t-u-Diagramme der vier relevanten Faktoren
1. Kalibration mit dem simulierten Array zur Bestimmung von Aluminium, Zink und

Kupfer
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o .
1. Faktor 3 2. Faktor

-2+
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T 3. Fektor

Abb. A2 t-u-Diagramme der drei relevanten Faktoren
2. Kalibration mit dem simulierten Array zur Bestimmung von Aluminium, Zlnk und

Kupfer
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Abb. A3: t-u-Diagramme der sechs relevanten Faktoren

2. Kalibration mit dem simulierten Array zur Bestimmung von Aluminium, Zink und

Kupfer in Gegenwart von Chrom
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6.3 Spektren von synthetisierten Verbindungen
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Chemikalienliste
Ethanol (Roth)
Toluol (Merck)
(N-Ethylamin)-3-Propylamin-Triethoxysilan (Wacker)
Thiophosgen (Fluka)

CPG: Controlled porous glass 77 A (Fluka)
3-Epoxy-Propyloxy-Triethoxysilan (Wacker)

Calcein (Fluka)

Morin (Fluka)

Methanol (Fluka)

Aceton (Fluka)

Fluoresceinisothiocyanat (Fluka)

1. Synthese von Amino-Calcein

Aminofluorescein (Fluka)

Iminodiacetylsdure (Fluka)

37%iges Formaldehyd (Merck)
2.4-Amino-2.2’-Dihydroxy-5’- nsiure-
3-Amino-Phenol (Fluka) |
2-Amino-4-Sulfonsidure-Phenol (Fluka)

3. Amino-Phenylfluoron

1,4-Benzochinon (Fluka)

Acetanhydrid (Fluka)

konz. Schwefelsdure (Merck)

4-Nitro-Benzaldehyd (Fluka)
4.5-Amino-8-Hydroxy-Chinolin
8-Hydrixy-5-Nitro-Chinolin (Fluka)

Natrlumsulfld (Fluka)

h"‘

Sahcylaldehyd (Merck)
Thiocarbohydrazid (Merck)
Tetrahydrofuran (Merck)
Methylamm (Merck)

Thlophenaldehyd (Merck)
Eisessig (Merck)
Thiocarbohydrazid (Merck)
Tetrahydrofuran (Merck)
Methylamin (Merck)
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6.4 Optimierung der MeBwertauswahl

6.4.1 imieru rch relative Maximierun

Array mittlerer Fehler

Nr. Aluminium Zink Kupfer
0 0.0016 0.0174 0.0182
1 0.0014 0.0170 0.0185
2 0.0059 0.0320 0.0149
3 0.0046 0.0355 0.0102
4 0.0046 0.0462 0.0082
5 0.0055 0.0457 0.0082
6 0.0065 0.0676 0.0093
7 0.0052 0.0578 0.0086
8 0.0129 0.0761 0.0112

Nr. 0: vollstindiges simuliertes Array

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

A O T

: Nr. 0 ohne Calcein 498/516 (5 min)
: Nr. 1 ohne Calcein 498/516 (1 min)

Nr. 2 ohne Thiophenaldehyd-Thiocarbohydrazon

Nr. 3 ohne Calcein 472/500 (5 min)

Nr. 4 ohne Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/450

Nr. 5 ohne Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/470

Nr. 6 ohne 4-Amino-2,2’-Dihydroxy-5’-Sulf onsdure-Azobenzol
Nr. 7 ohne Calcein 472/500 (1 min)

6.4.2 Optimierung nach minimalem Fehler

Array mittlerer Fehler

Nr. Aluminium Zink Kupfer
0 0.0016 0.0174 0.0124
1 0.0016 0.0158 0.0151
2 0.0015 0.0161 0.0149
3 0.0013 0.0157 0.0150
4 0.0013 0.0123 0.0092
5 0.0012 0.0152 0.0183

Nr. 0: vollstindiges Array

Nr. 1: Nr. 0 ohne Morin

Nr. 2: Nr. 1 ohne Calcein 488/508 (1 min)

Nr. 3: Nr. 2 ohne Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/470
Nr. 4: Nr. 3 ohne Phenylfluoron

Nr. 5: Nr. 4 ohne Salicylaldehyd-Thiocarbohydrazon 380/450
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6.5 Abkiirzun rzeichni

B: Eichmatrix

I Zahl der Eichproben

J: Zahl der Komponenten

K: Zahl der MeBwerte

A: optimale Zahl der Faktoren

X: Konzentrationsmatrix fiir I Eichproben und J Komponenten

E: Residualmatrix der Konzentrationsdaten

fi; residual der Probe i und Komponente j

uU: Faktormatrix der Konzentrationsmatrix; u,: Konzentrationsfaktor (Spalte)

O: Loadingmatrix der Faktoren u,

Ym: Vektor, der die Mittelwerte der Konzentrationen, ermittelt iiber die
Proben, enthilt '

X: MeBdatenmatrix fiir I Eichproben und K MeBwerte

T: Faktormatrix der MeBdatenmatrix; t,: MeBdatenfaktor (Spalte von T)

P: Loadingmatrix der Faktorent,

Xm: Vektor, der die Mittelwerte der Mefdaten, ermittelt iiber die Proben, ent-
halt

E: Residualmatrix der MeB3daten

eik: Residual des MeBwertes k von Probe i

D, D,: Regressionskoeffizienten der linearen Relation

I Einheitsvektor (Zeilenvektor)

Vy ¢(a): Restvarianz der Konzentrationsdaten nach Berechnung mit a Faktoren

I Zahl der Testproben

Vy’j(a): Restvarianz der Konzentrationsdaten fiir die Komponente j

h;(a): leverage der Probe ifiir das Kalibrationsmodell mit a Faktoren

fe; i leverage korrigiertes Residual der Konzentration von Komponente j der
Probe i

dfy ; Freiheitsgrad der Standardabweichung der MeBdaten von Probe i

dfy,:  Freiheitsgrad der mittleren Standardabweichung der MeBdaten

dfy;:  Freiheitsgrad der Standardabweichung der Konzentrationsdaten

dfy ,:  Freiheitsgrad der mittleren Standardabweichung der Konzentrationsdaten

Sx.it Standardabweichung der MeBdaten von Probe i

Sx,g° mittlere Standardabweichung der MeBdaten

it Standardabweichung der Konzentrationsdaten von Probe i

Sy.gt mittlere Standardabweichung der Konzentrationsdaten

F: Quotient zweier zu vergleichender Standardabweichungen (quadriert)

H: Empfindlichkeit eines multivariaten Verfahrens

s(eg):

Korrelationskoeffizient
Standardabweichung des MeBwertes k, gemittelt iiber alle Proben
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