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Abstract: Die Bestimmung von biologisch relevanten Anionen
wie Fluorid ist eine wichtige Aufgabe in der analytischen
Chemie, insbesondere im Hinblick auf Zahnpflege und
Osteoporose. Es gibt zwar eine große Zahl an Fluoridsonden,
ihre Anwendbarkeit unter umweltrelevanten Bedingungen ist
aber auf wenige Beispiele beschr�nkt. Um dieses Ziel zu er-
reichen, wurden BODIPY-Amidothioharnstoff-Farbstoffe mit
unterschiedlicher Wasserstoffbr�ckendonorst�rke entwickelt,
wovon die H-azideste Verbindung (1c) anorganisches F� (aus
NaF) in DMSO/H2O (1:1, v/v) mit 0.01 ppm Empfindlichkeit
durch Fluoreszenzlçschung �ber einen photoinduzierten
Elektronentransfer nachweisen kann. Einbettung der Sonde
und eines Referenzfarbstoffs in einen Teststreifen-Assay mit
einem tragbaren „Lateral-Flow“-Fluoreszenzleseger�t ermçg-
lichte die Bestimmung von F� in w�ssrigen Lçsungen wie
versetzten Wasserproben und Zahncremeextrakten mit inter-
ner Referenzierung bis zu einer Nachweisgrenze von 0.2 ppm.

Aufgrund der maßgeblichen Rolle, die Anionen in biologi-
schen Systemen und der Umwelt spielen, ist die Anionen-
Analytik in der letzten Dekade exponentiell gewachsen.[1]

Bedingt durch seine zweischneidige Natur nimmt F� dabei
unter den kleinen anorganischen Anionen eine besondere
Stellung ein.[2] Die Fluoridierung von Trinkwasser oder der
Zusatz von Fluorid zu Zahncreme sind heute in vielen L�n-
dern eine weitverbreitete Praxis und dienen vor allem der
Zahngesundheitsvorsorge und der Vorbeugung von Osteo-
porose.[3] Hohe Dosen an F� dagegen sind gef�hrlich und
kçnnen zu dentaler oder skeletaler Fluorose f�hren;[4] sie
werden auch mit Nierenversagen[5] und Nierensteinleiden in
Verbindung gebracht.[6] Erst im Jahr 2011 folgte die US En-
vironmental Protection Agency (EPA) verschiedenen ande-
ren L�ndern[7] und reduzierte den Richtwert f�r F� in Trink-
wasser von 1 auf 0.7 ppm.[8] Obwohl der Entwicklung von
molekularen Sonden f�r F� , die potenziell f�r eine schnelle
Vor-Ort-Analytik geeignet sind, betr�chtliche Aufmerksam-

keit geschenkt wurde, ist die Einsatzf�higkeit dieser Sonden
unter relevanten Umweltbedingungen bis auf wenige Aus-
nahmen sehr limitiert.[9] Dieser Umstand wurde vor allem der
starken Solvatation von Anion und Bindungsstelle des Wirtes
in stark konkurrierenden Lçsungsmitteln zugeschrieben.[10]

Um das Anion trotzdem in w�ssriger Lçsung nachzuweisen,
wurden unterschiedliche Strategien vorgeschlagen: Lewis-
S�ure-[11] oder Metall-Anion-Koordination,[12] kationische
Rezeptoren,[13] Anion-p-Wechselwirkungen,[14] die Bildung
von Si-F-Bindungen,[15] der Aufbau einer hydrophoben Mi-
kroumgebung um die Bindungsstellen herum[16] und der
Einsatz von sehr stark aziden Donoreinheiten.[17] Mit vielen
dieser Sonden[11–14, 16, 17] gelingt aber nur der Nachweis von
Fluorid aus organischer Quelle, d.h., beispielsweise mit Te-
trabutylammoniumfluorid (TBAF) als Quelle, und in ge-
mischt organisch-w�ssrigen Lçsungen (typischerweise mit
einem Anteil von 5–30% an organischem Lçsungsmittel wie
DMSO, CH3CN oder EtOH).[18] Des Weiteren stellen nicht
nur die vorherrschenden elektrostatischen Kr�fte, die mit
gerichteten Bindungsprozessen konkurrieren, sondern auch
der Eintrag von weiteren Gegenionen f�r den Einsatz von
geladenen Rezeptoren oft Probleme dar. Auf der anderen
Seite l�sst sich die Desilylierung, auf der viele F�-Dosimeter
beruhen, in w�ssriger Lçsung einsetzen.[15] Ein Nachteil
dieser irreversiblen Reaktion sind jedoch die vergleichsweise
langsamen Ansprechzeiten von einigen zehn Minuten bis zu
mehreren Stunden, die Echtzeit- und Vor-Ort-Anwendungen
einschr�nken. Vorzuziehen sind daher neutrale Rezeptoren
mit gerichteten Wasserstoffbr�ckenmotiven, wobei f�r diese
Klasse das Problem durch die Konkurrenz von Wasser immer
noch gelçst werden muss.

Die unterschiedlichen analytischen Techniken, die bislang
f�r den quantitativen Fluorid-Nachweis eingesetzt wurden,[19]

bençtigen in der Regel teure Ger�te, erfahrene Anwender
und langwierige Prozeduren. Der Bedarf f�r eine einfache
und kosteng�nstige Methode f�r den F�-Nachweis ist daher
immer noch sehr hoch. Hier berichten wir, wie die gezielt
entwickelten Bordipyrromethen(BODIPY)-Amidothioharn-
stoff-Sonden 1a–c f�r den Nachweis von F� in w�ssrigen
Medien mit einem Teststreifen-Assay in Verbindung mit
einem tragbaren und schnell messenden „Lateral-Flow“-
Fluoreszenzleseger�t eingesetzt werden kçnnen. In der letz-
ten Zeit haben einige Berichte �ber solch einfache St�b-
chentests f�r Metallionen[20] und kleine Molek�le[21] das
enorme Potenzial dieser Assays aufgezeigt. �ber die An-
wendung eines solchen Systems f�r den quantitativen Nach-
weis von Anionen wurde bislang allerdings noch nicht be-
richtet.
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Die BODIPY-Amidothioharnstoff-Farbstoffe 1a–c
wurden wie in Schema 1 dargestellt synthetisiert, und alle
Verbindungen wurden mit analytischen Standardmethoden
charakterisiert. Die St�rke der Thioharnstoff-Einheit als
Wasserstoffbr�ckendonor wurde durch den Einbau von
elektronenschiebenden (OCH3) und -ziehenden Gruppen
(NO2) in die Thioharnstoff-Phenylgruppe variiert. Wie er-
wartet erhçht dabei die Substitution mit einer NO2-Gruppe
die Azidit�t der Thioharnstoff-Protonen, was an der Tief-
feldverschiebung (d = 0.1 und 0.3 ppm) der 1H-NMR-Signale
der NH-Protonen abgelesen werden kann.

F�r die Rçntgenstrukturanalyse geeignete Einzelkristalle
wurden durch langsames Verdunsten aus Lçsungen von 1b
und 1c in CH2Cl2 erhalten. Die kristallographischen Daten
und Verfeinerungsparameter sind in Tabelle S1 zusammen-
gefasst. 1b und 1 c kristallisieren mit vier bzw. zwei Molek�len
in der Elementarzelle (Abbildungen S1–S4). Der BODIPY-
Kern ist nahezu planar mit einer rms-Abweichung von
0.0192 � (C1.C9, N1, N2) in 1b und 0.0532 � in 1c, d.h., die
Verformung ist in 1c grçßer als in 1b. In beiden Verbindun-
gen sind die Thioharnstoff-NH-Gruppen in syn-Konformati-
on; die Amid-NH-Gruppen sind dazu anti gestellt.

1a–c zeigen die f�r BODIPY-Farbstoffe charakteristi-
schen Absorptions- und Emissionsbanden mit Maxima bei
500 und 510 nm.[22] Die photophysikalischen Eigenschaften
von 1 a–c in MeCN, DMSO und DMSO-Wasser-Gemischen
sind in Tabelle S2 zusammengefasst. Alle drei Farbstoffe
zeigen in DMSO-Wasser-Gemischen eine hçhere Fluores-
zenzquantenausbeute und -lebensdauer als in organischen
Lçsungsmitteln, was einen Vorteil f�r empfindliche Sensor-
systeme, die auf einer Lçschung der Fluoreszenz beruhen,
bedeutet.

Anf�ngliche Untersuchungen zum Anionenbindungsver-
halten wurden in polaren aprotischen Lçsungsmitteln wie
MeCN und DMSO durchgef�hrt. Die Zugabe von F� zu 1a in
MeCN resultiert dabei in einer Blauverschiebung des Ab-
sorptionsmaximums von 2 nm (Abbildung S5), was auf eine
Erhçhung der Elektronendichte an der meso-Phenylgruppe
durch Anion-Rezeptor-Wechselwirkung schließen l�sst. Die
entsprechende Emission wird 7.1-fach gelçscht, ohne dass
spektrale Verschiebungen auftreten (Abbildung S6). Die
Fluoreszenzlçschung geht bei zwei �quivalenten F� in die
S�ttigung, was auf eine starke Wechselwirkung zwischen
Rezeptor und F� hindeutet. Eine Analyse der Daten ergab,
dass die Fluoreszenzlçschung nicht mit einem 1:1-Bindungs-
modell angepasst werden kann, sodass die Reaktionspartner

auf mehr als eine Art wechselwirken. Aufgrund von fr�heren
Beobachtungen f�r �hnliche Rezeptoren[23] schreiben wir den
zweiten, neben der Komplexierung �ber Wasserstoffbr�cken
auftretenden Konkurrenzprozess einer Deprotonierung zu. In
Bezug auf die anderen getesteten Anionen f�hrte nur die
Zugabe von 10 �quivalenten an AcO� und H2PO4

� zu einer
4.8- und 1.4-fachen Reduktion der Fluoreszenz (Abbildun-
gen S6, S7), was die Basizit�tsreihe der Anionen widerspie-
gelt. Zudem folgen die Wechselwirkungen zwischen 1a und
AcO� sowie H2PO4

� einem stçchiometrischen Modell. Eine
Anpassung an die Fluoreszenztitrationsdaten ergab dabei
Bindungskonstanten von (1.05� 0.41) � 106

m
�1 und (5.83�

0.34) � 105
m
�1.

F�r eine Anwendung in realit�tsn�heren Szenarien wurde
das sensorische Verhalten von 1a–c in verschiedenen orga-
nisch-w�ssrigen Gemischen untersucht; DMSO/Wasser[24]

lieferte dabei die besten Ergebnisse und wurde f�r die wei-
teren Versuche eingesetzt. Daraufhin wurden Fluoreszenzti-
trationen in w�ssrigem DMSO mit unterschiedlichen Antei-
len an Wasser und Natriumfluorid (NaF) als F�-Quelle
durchgef�hrt. Von den drei Farbstoffen zeigte 1c das beste
Ansprechverhalten gegen�ber F� . Sogar bei einem Wasser-
gehalt von 50 % (DMSO/Wasser 1:1, v/v) wurde die Fluo-
reszenz von 1 c noch signifikant mit einer Bindungskonstante
(1:1-Modell) von (5.34� 0.55) � 104

m
�1 gelçscht (Abbil-

dung 1). Demgegen�ber zeigten 1a und 1 b nur eine schwache

Antwort auf F� bei Gehalten von bis zu 30% Wasser (de-
taillierte Daten in Tabelle S3); bei grçßeren Wasseranteilen
ist eine Antwort kaum mehr messbar. Diese Ergebnisse
zeigen deutlich, dass die Anwesenheit der elektronenzie-
henden NO2-Gruppe essenziell f�r die erhçhte Azidit�t der
Thioharnstoff-NH-Gruppen ist, sodass diese erfolgreich mit
Wassermolek�len um die Bindung von F� in organisch-
w�ssrigen Medien mit einem vergleichsweise hohen Wasser-
gehalt konkurrieren kann. Eine theoretische Analyse der
Ladungsverteilung im Grundzustand von 1a–c und verschie-
denen, �hnlich gearteten Rezeptoren aus der Literatur
machte zudem deutlich, dass H-Br�cken-Komplexierung in
kompetitiven Medien nur mit extrem elektronenarmen Bin-
dungsstellen erreicht werden kann (Tabelle S4). Die Nach-
weisgrenze f�r F� aus einer anorganischen Quelle in einer

Schema 1. Synthese der Sonden 1a–c.

Abbildung 1. Fluoreszenzlçschung von 1c (2.0 mm) bei Zugabe von F�

(0–0.8 ppm) in DMSO/Wasser (1:1, v/v; 9 mm MES-Puffer, pH 6.8),
lexc = 482 nm. Der Einschub zeigt die Fluoreszenz�nderung bei 513 nm
und die berechnete 1:1-Bindungsisotherme.
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Mischung DMSO/Wasser 1:1 wurde f�r 1 c zu 0.01 ppm be-
stimmt, was deutlich niedriger als f�r die meisten bisher pu-
blizierten F�-Indikatoren ist.[11–17] Um die Selektivit�t der
Sonde zu untersuchen, wurden Titrationen mit allen anderen
in Abbildung S9 gezeigten Anionen durchgef�hrt. Die
Zugabe von AcO� und H2PO4

� f�hrte dabei auch zu einer
Lçschung (allerdings nur bei sehr hohen Konzentrationen,
die zudem deutlich geringer als bei F� ausfiel, ca. 50% und
20%). In Gegenwart von anderen Anionen wurden keine
Fluoreszenz�nderungen beobachtet. Es ist bekannt, dass
Anionenrezeptoren mit einseitig gerichteten Wasserstoff-
br�cken nicht vollst�ndig zwischen F� und AcO� unter-
scheiden kçnnen, jedoch enthalten die meisten mit F� kon-
taminierten Wasserproben und Zahnpflegeprodukte kein
AcO� . Die Sonde kann daher effektiv f�r den Nachweis von
F� in organisch-w�ssrigen Gemischen mit einer Empfind-
lichkeit bis 0.01 ppm eingesetzt werden.

Um den Mechanismus der Fluoreszenzlçschung besser
verstehen zu kçnnen, wurden Fluoreszenzlebensdauermes-
sungen durchgef�hrt. Sonde 1c zeigt einen biexponentiellen
Zerfall mit Lebensdauern von 0.04 (19 %) und 2.62 ns (81%)
in DMSO/Wasser (1:1, v/v). Nach Zusatz von F� verk�rzt sich
die schneller abklingende Komponente auf 0.02 ns bei einer
gleichzeitigen Zunahme ihrer Amplitude auf 64 % (die zeit-
liche Auflçsung der Apparatur betr�gt � 3 ps); die Lebens-
dauer der anderen Komponente blieb hingegen unver�ndert,
und nur die Amplitude reduzierte sich auf 36%. Die Bildung
einer neuen, schneller abklingenden Komponente mit einer
hçheren Amplitude deutet daraufhin, dass eine definierte
neue Spezies gebildet wurde, die einem photoinduzierten
Elektronentransfer (PET)[25] vom F�-gebundenen Rezeptor
zum BODIPY-Fluorophor im gebildeten Wasserstoffbr�-
ckenkomplex zugeschrieben wird.

Um die Natur der Wechselwirkung zwischen F� und dem
Rezeptor besser zu verstehen, wurden 1H-NMR-Titrations-
untersuchungen in [D6]DMSO/H2O (95:5, v/v)[26] durchge-
f�hrt (Abbildung 2). Die Zugabe eines �quivalents F� re-
sultiert dabei in einer Verbreiterung und Tieffeldverschie-
bung der Protonensignale „a“ (Dd = 0.24 ppm) und „b“ (Dd =

0.21 ppm) des Thioharnstoffs, was das Vorliegen von Was-
serstoffbr�cken zwischen den NH-Gruppen von 1c und F�

widerspiegelt. Bei hçheren Konzentrationen an F� ver-
schwindet Signal „b“ aufgrund von Deprotonierung. Dieser

zweistufige Prozess entspricht fr�heren Berichten aus der
Literatur.[27] Werden hingegen gepufferte Lçsungen mit 50%
Wasser, wie f�r die spektroskopischen Studien eingesetzt,
verwendet, bewirkt F� keine Deprotonierung, und es kçnnen
allein die Wasserstoffbr�cken zwischen Anion und Rezeptor
beobachtet werden. Kontrollmessungen mit OH� st�tzen
diese Befunde (Abbildung S10). In reinem [D6]DMSO f�hrt
hingegen schon 1 �quivalent F� zum Verschwinden von
Signal „b“ (Abbildung S11). Bei hçheren Konzentrationen
tritt dann das f�r eine Deprotonierung von solchen Rezep-
toren erwartete, neue Triplett bei d = 16.1 ppm auf.[27c]

Fluoreszenzsonden f�r den F�-Nachweis werden her-
kçmmlicherweise in K�vetten-Tests mit konventionellen
Fluorometern eingesetzt. Dieser Ansatz ist aber in Bezug auf
den In-situ-/Vor-Ort-Nachweis ungeeignet. Daher haben wir
einen Teststreifen-Assay entwickelt, der den Nachweis von F�

in rein w�ssrigen Lçsungen �ber das Messen von Fluores-
zenzintensit�ts�nderungen mit einem tragbaren Handger�t,
einem „Lateral-Flow“-Leseger�t, ermçglicht. Bisher wurden
St�bchentests nur f�r den qualitativen F�-Nachweis in ver-
gleichsweise hohen Konzentrationen eingesetzt.[15a, 28] Unser
Ziel war es daher, eine einfache „Eintauchen-und-Ablesen“-
Methode f�r die quantitative Bestimmung von F� im Bereich
niedriger ppm-Konzentrationen zu entwickeln. Die erfolg-
reiche Methode sieht folgendermaßen aus: Ein Tropfen einer
Ethanollçsung von 1c wird auf dem Teststreifen abgelegt (mit
Pipette oder Dispenser) und getrocknet; dann wird die
Fluoreszenzintensit�t mit dem „Lateral-Flow“-Leseger�t ge-
messen. Wir haben in diesem Fall Nitrocellulose-Streifen
verwendet, weil diese Matrix garantiert, dass, obwohl nur
physisorbiert, die vergleichsweise hydrophoben Sondenmo-
lek�le auch in w�ssriger Lçsung nicht herausgewaschen
werden und sich die molekulare PET-Antwort trotzdem voll
entwickeln kann. Der Teststreifen wurde f�r 10 Sekunden in
w�ssrige NaF-Lçsungen unterschiedlicher Konzentration ge-
taucht, getrocknet (40 s mit und 5 min ohne Fçn im Kalt-
blasmodus bei Raumtemperatur), und anschließend wurde
die Fluoreszenz mit dem Leseger�t erfasst. Abbildung 3 zeigt
die Fluoreszenzintensit�ts�nderungen und eine typische Ka-
librierkurve des Teststreifenassays mit zunehmender Kon-
zentration an F� .

Mit dem Teststreifen ist eine Nachweisgrenze von 0.2 ppm
realisierbar, die deutlich unter den empfohlenen F�-Gehalten
liegt.[7] Zudem ist die Intensit�ts�nderung proportional zum
Logarithmus der F�-Konzentration, was die quantitative Be-
stimmung in w�ssrigen Medien vereinfacht. Um die An-
wendbarkeit zu validieren, wurden die F�-Gehalte von zwei

Abbildung 2. 1H-NMR-Titrationsspektren von 1c (2 mm) mit 0, 1, 2
und 4 �quivalenten F� in [D6]DMSO/H2O (95:5, v/v). Die Protonen
sind wie in Schema 1 gekennzeichnet.

Abbildung 3. Auftragung des Fluoreszenzintensit�tsverh�ltnisses von
1c (10.0 mm) gegen a) die Konzentration an F� und b) den Logarith-
mus der F�-Konzentration.
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kommerziell erh�ltlichen Zahncremes bestimmt. Dazu wurde
ein w�ssriger Extrakt in der relevanten Verd�nnung herge-
stellt und mit dem Assay analysiert. Aus der gemessenen
Fluoreszenzlçschung der Probenlçsungen ließen sich unter
Zuhilfenahme einer Kalibrierkurve f�r NaF-Standardlçsun-
gen die Werte f�r den F�-Gehalt der Zahncremes A und B zu
(1679� 72) und (1167� 56) ppm bestimmen, die in guter
�bereinstimmung mit den Herstellerangaben liegen (A:
1450 ppm; B: 1000 ppm). Die beobachtete positive Abwei-
chung von ca. 16 % r�hrt wahrscheinlich von einem �ber-
schuss an H2PO4

� in der Zahncreme her, der falsch positive
Signale bei solch hohen Phosphat-Konzentrationen erzeugt.
Die entwickelte Teststreifenmethode wurde dann zur Ana-
lyse von mehreren Wasserproben eingesetzt, die zuvor mit
bekannten Gehalten an Fluorid in einem Bereich, der f�r die
Trinkwasserfluoridierung relevant ist, versetzt wurden. Drei
Wasserproben wurden analysiert: destilliertes Wasser, Lei-
tungswasser (Berlin, Deutschland) und simuliertes Meer-
wasser.[29] Die F�-Konzentration wurde aus der Kalibrier-
kurve berechnet, und die Ergebnisse der Teststreifen-Me-
thode wurden mit denen einer unabh�ngigen Methode unter
Verwendung einer ionenselektiven Elektrode (ISE, Tabel-
le 1) verglichen. Beide Methoden zeigen eine gute �berein-

stimmung und die Performanz des Teststreifens wird durch
andere Ionen, die im Leitungs- oder Salzwasser enthalten
sind, nicht gestçrt. Um die Prozedur weiter zu vereinfachen,
wurde ein Zwei-Punkt-Referenzierungssystem auf dem
Streifen durch Auftragen von zwei definierten Konzentra-
tionen von 1,3,5,7-Tetramethyl-8-phenyl-BODIPY (4),[22]

einem Farbstoff, der nahezu identische spektroskopische Ei-
genschaften wie 1c aufweist, aber unter den Assay-Bedin-
gungen nicht auf F� anspricht, implementiert. Die Konzen-
trationen von 4 wurden so gew�hlt, dass sie 100% (4100) und
30% (430) der Signalintensit�t des aufgetragenen Punkte von
1c entsprachen. Da sich die Fluoreszenz der Referenzpunkte
in Gegenwart von F� nicht �ndert, ermçglicht ein einfacher
Vergleich der ver�nderten Intensit�t des Punkts von 1c mit
denen der Punkte von 4100 und 430 und den bekannten F�-
Lçschdaten die Bestimmung des F�-Gehaltes mit einer ein-
fachen Eintauchmessung (Abbildungen 4, S13). Dieser ein-
fache und benutzerfreundliche Teststreifen-Assay kann daher
f�r die Bestimmung von F� in Wasserproben im relevanten,
unteren ppm-Konzentrationsbereich dienen. Wie f�r ein su-
pramolekulares Erkennungsszenario zu erwarten, ist die
Bindung von F� reversibel und die Streifen sind wiederver-
wendbar.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, wie die Komple-
xierung von F� aus anorganischer Quelle mit einem Amido-
thioharnstoff-Rezeptor in DMSO mit bis zu 50% Wasser, was
bislang f�r neutrale Wasserstoffbr�ckensonden unerreicht ist,
bewerkstelligt werden kann, wobei den elektronischen Ei-
genschaften solcher Bindungsstellen eine besondere Bedeu-
tung zukommt. Die quantitative Bestimmung von anorgani-
schem F� in 100 % w�ssriger Lçsung gelang dann durch die
einfache Implementierung der Sonde mit einem intern refe-
renzierten Teststreifen-Assay und einem „Lateral-Flow“-Le-
seger�t, wobei eine bemerkenswerte Nachweisgrenze von
0.2 ppm erzielt werden konnte. Diese einfache und kosten-
g�nstige Methode kann f�r die Bestimmung von F� in
Trinkwasser angewendet werden. Zuk�nftige Arbeiten
werden sich mit der Anpassung, Miniaturisierung und wei-
teren Vereinfachung des Nachweisger�tes befassen, damit
solch ein Test langfristig ein wertvolles Hilfsmittel f�r die F�-
Analyse durch interessierte Haushalte sein kann.
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