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teen vdliin, jolloin membraani k&sittdi yhtd tal useampia entsyymejd
sisdltivin kerroksen sek¥ ainekerroksen, joka on sijoitettu entsyymi¥
sisXltdvin kerroksen ja n¥ytteen viliin. Mainittu ainekerros sisdltid
alueen, jonka l¥pi analyytti kykenee kulkemaan ja jonka muodostaa huo-
koinen materiaali, jonka l¥piisevyys on rajoitettu ja jonka huokoisuus
el ole suurempi kuin 5 $. Keksint8 koskee myls menetelmii niytteen
méidrittimiseksi kdyttden edelld kuvattua koetinta. )
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Uppfinningen avser en sensor av enzym-elektrodtyp f8r bestimning
av en analyt, varvid analyten 1 niirvaro av ett enzym kan omvand-
las i en form som kan detekteras medelst sensorn. Sensorn omfat~-
tar en elektrod (4,5) och ett f&r vitskor och 1Beningar gencmtrinligt
membran {1,2,3), vilket placerats mellan elektroden och ett prov som
innehdller analyten, varvid membranet omfattar ett skikt, vilket
inneh&ller ett eller flera enzymer, och ett materialskikt, vilket
placerats mellan det enzymhaltiga skiktet och provet. Nimnda
materialskikt innehiller en area, genom vilken analyten kan g&
och vilken utformats av ett porbst material med begrinsad permea-
bilitet och en porositet som ej Sverstiger 5%. Uppfinningen avser
dven ett f8rfarande f&r bestémning av ett prov under anvindande

av den ovan beskrivna sensorn.
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Sensori

Ta8md keksintd koskee entsyymielektrodityyppisti
sensoria (anturia), joka kdsittdd parannetun kalvon, sekéa
analyyttist8 menetelmdd sensorin kdyttdmiseksi.

Entsyymielektrodeja kdytetddn kasvavassa maidridsséa
ld8ketieteellisissd ja muissa laboratorioissa erityisesti
sellaisten materiaalien, kuten glukoosin ja urean mddrit-
tédmiseen verindytteissd ja muissa fysiologisissa nesteis-
s8. T&llaisia elektrodeja selostetaan monissa julkaisuis-
sa, varsinkin Clark'in ja Lyons'in artikkelissa (Annals of
the New York Academy of Science, 102, 29 - 45, 1962) sekid
vastaavasti Clark'in ja Newman'in nimiin my®nnetyissa US-
patenteissa nro 3 539 455 ja 3 979 274. Entsyymielektrode-
ja kdytetddn yleensd materiaalien médritykseen, jotka itse
eivit ole sdhktkemiallisesti aktiivisia, mutta jotka sopi-
vien entsyymien ldsndollessa osallistuvat reaktioihin,
Jjotka tuottavat lajeja, jotka voidaan helposti todeta
elektrodien avulla. Entsyymielektrodeissa entsyymit si-
jaitsevat usein polymeerisen materiaalin sis#ssd hyvin 1l&-
helld alla olevaa elektrodia.

Huomattava m8&rd tutkimuksia on suoritettu tarkoi-
tuksella parantaa entsyymielektrodeissa kdytettdvidksi tar-
koitettujen kalvojen ominaisuuksia ja monia kalvoja on
esitetty tdhdn tarkoitukseen. Erds esimerkki kalvotyypis-
td, jota usein kaytetddn, on Newman'in US-patentissa
3 979 274 esitté8md laminoitu kalvo. T&m3d kalvo késittids
ensimmdisen eli sisemm&n kerroksen oleellisesti homogee-
nista ainetta, esimerkiksi selluloosa-asetaattia, joka
kykenee estdmddn pienimolekyylipainoisten materiaalien
ldpikulun, jotka todenndkdisesti hdiritsevdt entsyymisig-
naalia, aivan vieressd olevan kerroksen itse entsyymid
(joko yhdessd muiden sellaisten aineiden kanssa, joita
voidaan sekoittaa sen kanssa, tai ilman nditd), sek3 toi-
sen kerroksen (tdssd tapauksessa ulomman kerroksen) huo-
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koista kantajakalvoa, joka kykenee estdmddn solumaisten ja
kolloidisten osasten l&pikulun.

Glukoosin m#dritys voidaan ottaa esimerkiksi ent-
syymielektrodin avulla suoritetusta materiaalin madrityk-
sesti. Glukoosioksidaasientsyymin ldsndollessa tapahtuu
seuraava reaktio:

glukoosi-
glukoosi +O2 > glukonihappo +H202.
oksidaasi

T4issd reaktiossa syntynyt vetyperoksidi Kulkee sellaisen
kalvon, kuten esim. US-patentissa 3 979 274 esitetyn kal-
von, ensimmiisen kerroksen l8pi ja voidaan mddrittda elek-
trodia kayttam#llid. Koska syntynyt vetyperoksidi on riip-
puvainen niytteessd ldsnd olevasta glukoosista, voidaan
glukoosin konsentraatio m&drittd8 kdyttémdlld sopivasti
kalibroitua sensoria.

T8h&n pdiviin mennessd8 ovat monet vaikeudet rajoit-
taneet entsyymielektrodien hyvdksikdyttdd ja supistaneet
niiden k#yttdasteikkoa, esim. vérindytteiden rutiiniana-
lyyseiss#. Merkittdvdd n#iden vaikeuksien joukossa on
elektrodien vasteen rajoitettu lineaarisuus analysoitavien
aineiden, kuten glukoosin tai laktaatin osalta, jotka ovat
substraatteja entsyymin katalysoimille reaktioille. Vaste
on lineaarinen vain analysoitavien aineiden alhaisten kon-
sentraatioiden rajoitetulla alueella ja sen vuoksi mdari-
tettidvien materiaalien konsentraatioiden tulee olla alhai-
set ja yleens#d tdytyy kéytt&d laimennettuja ndytteitd nady-
te-erissé, jotka on tarkoitettu analysoitaviksi kdyttamdl-
14 entsyymielektrodeja. Aina ei ole mahdollista valmistaa
laimeita naytteit& rutiinianalyysej4 varten laboratorion
ulkopuolella ja se saattaisi olla mahdotonta tehokkaan
tarkkailun kannalta.

Keksinndn kohteena on entsyymi-elektrodityyppinen

sensori analysoitavan aineen md#rittémiseksi, joka analy-
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soitava aine on muutettavissa entsyymin l&snidollessa sel-
laiseksi lajiksi, joka voidaan todeta sensorin avulla,
joka sensori kdsittds elektrodin ja nesteitd ja liuenneita
aineita l&pdisevén kalvon sovitettuna elektrodin ja analy-
soitavaa ainetta sisdltdvén ndytteen vdliin, mainitun kal-
von kdsittdessd yhtd tai useampia entsyymeji sis&ltédvin
kerroksen sek#d ainekerroksen, joka on sijoitettu entsyymia
sisdltdvdn kerroksen ja ndytteen valiin. Sensoreille on
tunnusomaista, ettd mainittu ainekerros sis#lt#8 alueen,
jonka l8pi analysoitava aine pystyy kulkemaan ja joka on
muodostettu huokoisesta materiaalista, jonka lapdisevyys
on rajoitettu ja jonka huokoisuus on alueella 0,001 -~ 0,5
% ja jonka keskim#irdinen huokoshalkaisija ei ole suurempi
kuin 0,025 um.

Keksinnén kohteena on lis&ksi menetelm# niytteessi
oOolevan analysoitavan aineen m##rittamiseksi saattamalla
ndyte kosketukseen kalvon ulomman kerroksen kanssa, joka

‘kalvo on nesteitd ja liuenneita aineita lapiisevi ja si-
'sdltdd yhtd tai useampia entsyymej4, joiden lisn#ollessa

analysoitava aine on muutettavissa sellaiseksi lajiksi,
joka on kalvon sisdltévidn sensorin avulla todettavissa,
sekd yksi tai useampia ainekerroksia, ja mittaamalla sen-
sorin vaste Kyseiseen lajiin. Menetelmille on tunnusomais-
ta, ettad kalvon entsyymin ja n8ytteen vilissi oleva kerros
sisdltdd alueen, jonka ldpi analysoitava aine pystyy kul-
kemaan, muodostettuna l&épdisykyvylt&d#n rajoitetusta huo-
koisesta aineesta, jonka huokoisuus on alueella 0,001 -
0,5 % ja jonka keskim#drdinen huokoshalkaisija ei ole suu-
rempi Kkuin 0,025 pm.

Huokoisesta materiaalista muodostettu alue aikaan-
saa sen, ettd sen sisdltdvilli kerroksella on rajoitettu
lapdisykyky. T&mdn kerroksen tehokas alue on edullisesti
kokonaan tai p##dosaltaan muodostettu materiaalista, jonka
huokoisuus on 0,001 - 0,5 %.

Keksinndn mukaisessa sensorissa oleva kalvo koostuu
vYksinkertaisimmassa muodossaan entsyymii sis#lt&vastd ker-
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roksesta ja kerroksesta, jonka lapdisykyky on rajoitettu.
Lapdisykyvyltddn rajoitettu kerros on ulompana kerroksena
t4dssid kalvon yksinkertaisimmassa muodossa ja se on suoraan
kosketuksessa ndytteen kanssa keksinndn mukaisessa mene-
telmiss8 analysoitavan aineen médrittémiseksi.

Oon kuitenkin edullista, ettd kalvo on sitd laminoi-
tua kalvotyyppi#, josta US-patentissa esitetty kalvo on
esimerkki. Tdllainen kalvo kdsittdi ensimmdisen eli sisem-
min ainekerroksen sovitettuna entsyymi# sis#éltdvén kerrok-
sen ja elektrodin v&liin, entsyymi& sisdltdvdn kerroksen
ja toisen ainekerroksen entsyymia sisdltidvan kerroksen
toisella puolella, joka toinen kerros on se kerros, jonka
lapsdisykyky on rajoitettu.

Jiljempdnd téssd selityksessa sisdltdsd keksinndn
mukainen sensori, jota selostetaan, sitd tyyppia olevan
laminoidun kalvon, josta US-patentissa 3 979 274 kuvattu
kalvo on esimerkkini, ja kalvossa on ensimmdinen ja toinen
kerros, jolloin se kerros, joka sis&dltaa huokoista mate-
riaalia, jonka l#pdisykyky on rajoitettu, on toisena ker-
roksena.

On ymmirrett#vs, ettd keksinndn mukaisessa senso-
rissa olevat kalvot voivat sis#lt#4 enemmdn kuin kaksi
ainekerrosta entsyymid sis#ltdvdn kerroksen lis&ksi. Esi-
merkiksi toinen kerros, so. l&pdisykyvylt8dn rajoitettu
kerros, ei valttimattd ole kalvon uloin kerros. Siind voi
olla lisiksi ainekerros tai ainekerroksia, so. kolmas,
neljis jne, kerros toisen kerroksen eli lipdisykyvyltddn
rajoitetun kerroksen ja ndytteen valisssd. Usein kuitenkin
toinen kerros on ulompi kerros ja sen ulompi pinta on kos-
ketuksessa nidytteen kanssa.

Yleensi toisessa kerroksessa kaytetty, lapdisyky-
vyltdsn rajoitettu huokoinen aine on polymeeristd mate-
riaalia, mutta muitakin sopivia aineita voidaan k&dyttda.
Niinp4 toinen kerros voidaan muodostaa lasista tai metal-
lista, joissa on laser-sdteilla leikattuja huokosia.
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Prosentuaalinen huokoisuus on huokospinta-alan x ja
huokostiheyden tulo kerrottuna sadalla. Esimerkkej& huo-
kosten nimelliskoosta ja huokosten nimellistiheydestd ai-
neille, joilla on sopivat alhaiset huokoisuudet, ovat seu-

raavat:
Huokosen nimellis- Huokosten nimellis- Laskettu huokoi-
koko (um) tiheys (huokosia/cm?) suus %:na

0,01 6 x 10° 0,047

0,01 1 x 10° 0,008

Muita materiaalin parametrejid, joita voidaan k&dsitelld
materiaalin saamiseksi, jolla on sopivasti rajoitettu l&-
pdisykyky, toista, huokoista materiaalia olevaa kerrosta
varten on huokosten mutkittelvuus. Toisen kerroksen pak-
suus vaikuttaa myds lapdisykykyyn.

Keksinndn mukaisessa sensorissa toimii kalvon toi-
nen kerros diffuusiovallina ja estd#d suurimolekyylipai-
noisten yhdisteiden 1l&pikulun tai estdi niiden l&pikulkua
ja antaa kalvolle riittdvésti lujuutta, niin ettd se kyke-
nee sdilytt&md&n muotonsa ja sdilyttéméidn sopivan koske-
tuksen elektrodin kanssa. Sopivia huokoisia materiaaleja
toista kerrosta varten ovat huokoiset polykarbonaatit,
polyuretaanit sekd8 modifioitu selluloosa, erityisesti sel-
luloosanitraatti, selluloosa-asetaatti ja regeneroitu sel-
luloosa.

Sopivat materiaalit k#sitt&vdt myts materiaaleja,
joiden "leikkeiden" molekyylipaino on 20 000 tai pienempi.
Nopean elektrodivasteen takaamiseksi on toisen kerroksen
paksuus edullisesti pienempi kuin 20 pm, erityisesti vi-
1il1l18 1 - 10 pm. Erityisen sopivilla materiaaleilla toista
kerrosta varten on keskimd&drdinen huokoshalkaisija vdlills
0,015 pym - 0,025 pm.

Keksinndn mukaisessa sensorissa voi olla irtokalvo
tai se voi olla kertakdytttsensori siihen liittyvine kal-
voineen. Sensoreihin sopivien elektrodien muodostuksessa
kaytettyj& materiaaleja ovat inertit metallit ja/tai hii-
1i.
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Jos anturiin sisdltyy US-patentissa 3 979 274 esi-
tettysd tyyppid oleva laminoitu kalvo, niin ensimm&inen
kerros, joka'on tarkoitettu sijoitettavaksi entsyymiker-
roksen ja elektrodin v#liin, muodostetaan sopivasti poly-
metyyli-metakrylaatista, polyuretaanista, selluloosa-ase-
taatista tai muusta huokoisesta materiaalista, joka ra-
joittaa s#hkdisesti aktiivisten, hdiritsevdsti vaikutta-
vien yhdisteiden, kuten askorbiinihapon ja tyrosiinin l&-
pikulkua tai estdd sen. Ensimmdisen kerroksen paksuus on
sopivasti v&1ills 0,2 pm - 1,0 pm.

Keksinndn mukaisessa sensorissa oleva entsyymi voi-
daan sijoittaa kalvoon milld sopivalla tavalla tahansa.
Laminoidussa kalvossa se on edullisesti huokoisen materi-
aalin ensimmi#isen ja toisen kerroksen vidlissd ja muodos-
taa niiden v&lisen sidoksen. Tdssd8 sijainnissa, ja myOs-
kin yleens3, entsyymi on tehty edullisesti liikkumattomak-
si sekoittamalla aineen kanssa, joka aikaansaa ristikyt-
keytymisen. Erds hyvin sopiva aine td&h#&n tarkoitukseen on
glutaarialdehydi; proteiineja, kuten albumiinia ja muita
materiaaleja voidaan myds sisdllytt8d. Sensorista saatu-
jen nopeiden stabiilien lukemien saamisen helpottamiseksi
on edullista, ettd entsyymis sis&ltdvad kerros on ochut, so.
ei paksumpi kuin 5 pm.

Keksinn®dn mukaisessa sensorissa kaytettavd entsyy-
mi riippuu analysoitavasta aineesta, jonka konsentraatio
on misritettdvd. Jos analysoitava aine on glukoosi, niin
t4116in entsyymi on esimerkiksi glukoosioksidaasi. Muita
entsyymej&, joita voi olla l#ésnd, ovat urikaasi ja lak-
taattioksidaasi vastaavasti virtsahapon ja maitohapon maa-
rittimiseksi. Entsyymijdrjestelmis, jotka kdsittdvdt kaksi
tai useampia entsyymejd, voi myds olla ldsnd.

Keksinndn mukaisessa sensorissa glukoosin mddritta-
mistd silmallidpitden kiytettdvdlaminoitu kalvo voidaan
valmistaa menetelm#lls, joka késittdid seuraavat vaiheet:
1. 1 mg glukoosioksidaasia liuotetaan 50 pl:aan (100

mg/ml) albumiinia,
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2. 3/pl1 12,5-% glutaarialdehydiliuosta sekoitetaan mikro-
skoopin objektilasilla 3 pl:n kanssa entsyymi/albumiini-
seosta,

3. 1 pl edellisessd vaiheessa valmistettua seosta pannaan
1 cm’:n suuruisen polykarbonaattikalvon toiselle puolelle,
jonka kalvon huokoisuus ei ole suurempi kuin 5 % ja jonka
huokosten keskimédrdinen halkaisija on alle 0,03 pm.

4. Entsyymikerroksen toinen pinta peitet&in vilitt®misti
ohuella selluloosa-asetaattikalvolla ja saatua laminoitua
kalvoa puristetaan 3 minuutin ajan objektilasien valissi.
Objektilasien poistamisen j#lkeen voidaan edelli esitetyn
vaihesarjan avulla valmistettu laminoitu kalvo asettaa
platinaelektrodille keksinn®én mukaisen sensorin muodosta-
miseksi, jolloin selluloosa-asetaattikalvo on l&hinni
elektrodia ja muodostaa ensimméisen kerroksen.

Keksinndn mukaisen menetelmén k#ytt&minen tuottaa
etuna sen konsentraatioalueen suurenemisen, jolla alueel-
la diagrammi, joka esitt## konsentraatiota sensorin vas-
tauksen funktiona, on lineaarinen. Tavanomaisia menetel-
mi& kdytettdessd lineaarisuus ulottui yleensd vain enin-
tdan suunnilleen glukoosin konsentraatioon 3 mmol litraa
kohti. Keksinntn mukaista menetelm#s kidyttden lineaarisuus
suurenee ja alue ulottuu glukoosin konsentraatioihin, jot-
ka ovat 50 mmol litraa kohti ja viel#kin korkeampia. Kor-
keammilla konsentraatioilla t3m# saavutetaan rajoittamalla
substraatin tunkeutumista entsyymikerrokseen ja menett&-
malla td@mdn vuoksi jonkin verran herkkyyttd. Tdlldin alue
peittdd ne glukoosin konsentraatiot, joita voidaan odottaa
olevan verindytteissd tehden sen vuoksi veren glukoosipi-
toisuuksien m&drittdmisen helpommaksi. T&m8 on huomattava
etu tilanteissa, joissa tdytyy tehdi vakituisesti suuri
joukko mddrityksid ja mahdollisimman vdh#iselld n#ytteiden
kdsittelylld. Lineaarisuus laajenee my®s lis#dttidessid kal-
von toiseen kerrokseen v#éliainetta, joka k#sitt#i8 organo-
silaania, jossa on reaktiivisia ryhmi#, kuten hakijan vi-
reilld olevassa Eurooppa-patehttihakemuksessa EPO nro
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8633907.9 on esitetty. Tédmid kasittely voidaan kohdistaa
esilli olevan keksinndén mukaisessa sensorissa olevan kal-
von toiseen kerrokseen yhdistelmdvaikutuksen ja edelleen
parantuneen lineaarisuuden aikaansaamiseksi.

Keksint®3 valaistaan oheisten piirustusten kuvion 1
avulla.

Kuviossa 1 viitenumero 1 tarkoittaa kalvon toista
kerrosta, joka on muodostettu polykarbonaattikalvosta,
jonka huokoisuus on 0,42 %, 2 tarkoittaa kerrosta, joka
sisidltid glukoosioksidaasientsyymid liuotettuna albumii-
niin ja sekoitettuna glutaarialdehydin kanssa, 3 tarkoit-
taa selluloosa-asetaatista muodostettua ensimmdistd ker-
rosta, 4 tarkoittaa platinasta valmistettua koe-elektrodia
ja 5 tarkoittaa hopeista vertailuelektrodia. 1, 2 ja 3
muodostavat yhdessi laminoidun kalvon. Platinainen koe-
elektrodi 4 toimii anodina, kun taas hopeinen vertailu-
elektrodi 5 toimii katodina. Kalvon pit#& paikoillaan
elektrodilla pleksilasirengas, joka puristaa alaspdin
ulompaa kerrosta 1 sen ulkoreunoja vastaan kohdissa 6.

Kuviossa 1 esitetyn sensorin kdytttsd valaistaan
seuraavien esimerkkien avulla:

Esimerkki 1

Vesiliuos, joka sis#lsi 30 mg/ml glukoosioksidaasi-
entsyymid (E.C.1.1.3.4) ja 200 mg/ml albumiinia, sekoitet-
tiin yht&suuren tilavuuden kanssa liuosta, joka sisdlsi 50
pg/ml glutaarialdehydia. 1 cm’:n suuruinen pala "NUCLEPO-

RE"-polykarbonaattikalvoa (keskimddrdinen huokoshalkaisi-
ja = 0,05 pm) altistettiin 5 pl:1lle liuosseosta tarkoituk-
sella kyllastdsd kalvo entsyymillé. Tdsséd tapauksessa kalvo
toimii entsyymin kantajana ja silld ei ole mitd&n vaiku-
tusta anturista saadun vasteen lineaarisuuteen.
Entsyymills kyll&stetty kalvo pantiin sensorin koe-
ja vertailuelektrodien p#&dlle (jotka oli etukdteen kostu-
tettu 0,067 M fosfaattipuskurilla, joka sisdlsi 50 mmol
litraa kohti natriumkloridia, pH-arvo 7,4, elektrolyytti-
sen yhteyden takaamiseksi koe- ja vertailuelektrodien vé-
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1ill8). Toisena Kerroksena oleva tutkittava kalvo pantiin
entsyymilld kylldstetyn kalvon pddlle. Elektrodirungon
ruuviasennusosa pantiin sen jalkeen paikoilleen ja kiris-
tettiin kohdistamalla heikkoa j&nnityst#d muodostettuun
laminoituun kalvoon. Sen jdlkeen kalvoa testattiin. Koska
ylempi kalvo (testattava kalvo toisena kerroksena) voi-
daan korvata muilla kalvoilla, oli mahdollista k&ytt&i
samaa tuettua entsyymikerrosta useille erilaisille toisil-
le kerroksille).

Tédss8 esimerkissd toisena kerroksena testatut kal-
vot olivat seuraavanlaiset:
(1) "NUCLEPORE"-polykarbonaattilis#kalvo, jonka keskimdi-
rdinen huokoshalkaisija on 0,05 um,
(2) "NUCLEPORE"-polykarbonaattikalvo, jonka keskimd&r&inen
huokoshalkaisija on 0,015 pm; ja
(3) Toiminimen Schleicher and Schull valmistaa regeneroi-
tua selluloosaa olevaa kalvoa (RC52), jonka keskim#&rii-
nen huokoshalkaisija on 0,01 pm.

Kdytettidessd kalvoa (1) oli sensorin lineaarisuus
7 mmol litraa kohti. Kalvoilla (2) ja (3) saadut tulokset
on esitetty vastaavasti oheisten piirustusten kuviossa 2
ja 3, joissa diagrammit esittdvit pA-suureina ilmoitettuja
virrantiheyksid (ordinaatat) mmol:eissa litraa kohti il-
moitetun glukoosikonsentraation (abskissat) funktiona.
Namd tulokset osoittavat, ettd kidyttdmdlla kalvoja (2) ja
(3) toisena kerroksena, sensori osoittaa paljon suurempaa
lineaarisuutta - suurempaa kuin 20 mmol litraa kohti ker-
rokselle (2) ja ainakin 50 mmol litraa kohti kerrokselle
(3). Vasteaika (98 %) kerrokselle (2) oli 30 - 60 sekuntia
ja kerrokselle (3) 20 minuuttia. Vasteaika (90 %) kerrok-
selle (3) oli 7 minuuttia.

Esimerkki 2

Esimerkki 1 toistettiin kdyttdm#lli laktaattioksi-
daasientsyymid (E.C.1.1.3.2). Toisena kerroksena testatut
kalvot olivat sellaiset kuin esimerkissi 1 kohdissa (1) ja
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(2) on esitetty, jolloin niiden keskimd&drdiset huokoshal-
kaisijat olivat vastaavasti 0,05 pm ja 0,015 um.

Kalvoa (1) k#ytettdessd sensorin lineaarisuus oli
0,2 mmol litraa kohti. Kalvolla (2) saatu tulos on esi-
tetty oheisten piirustusten kuviossa 4, joka esittda pA-
suureena ilmoitetun virrantiheyden (ordinaatta) diagrammia
mmol:eissa litraa kohti ilmoitetun glukoosin konsentraa-
tion (abskissa) funktiona. Jdlleen lineaarisuus, k&ytta-
m#ll3 pienempihuokoista kalvoa toisena kerroksena, on suu-
rempi kuin kdytettdessd suurempihuokoista kalvoa. Té&ssd
tapauksessa saavutetaan lineaarisuus v&hintddn arvolla
4 mmol litraa kohti kalvolla (2), jolloin vasteaika on 1 -
2 minuuttia.

Esimerkki 3

Esimerkin 1 menetelm#sd kdytettiin testattaessa toi-
sena kerroksena toiminimen Schleicher and Schull valmista-
maa, regeneroitua selluloosaa olevaa kalvoa (RC52), jonka
nimellinen huokoskoko oli v&1illi 0,005 - 0,010 pm. Tulos

‘on esitetty kuviossa 5, joka esittdd suureena pA ilmoite-

tun virrantiheyden (ordinaatta) diagrammia mmol:ssa litraa
kohti (abskissa) ilmoitetun glukoosikonsentraation funk-
tiona. Tami osoittaa, ettd sensorin vaste on lineaarinen
huomattavan konsentraatioalueen yli.

Esimerkki 4

Esimerkin 1 menetelmds kdytettiin testattaessa toi-
sena kerroksena toiminimen Schleicher and Schull valmista-

maa selluloosa-asetaattikalvoa (AC62), jonka nimellinen

huokoskoko on v&dlillsd 0,005 - 0,01 pm. Tulos on esitetty
kuviossa 6, joka esitt#8 pA-suureena ilmoitetun virranti-
heyden (ordinaatta) diagrammia mmol:ssa ilmoitetun glukoo-
sikonsentraation (abskissa) funktiona. Tédmd osoittaa, etta
vaste on lineaarinen huomattavan konsentraatioalueen yli.
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11
Patenttivaatimukset

1. Entsyymi-elektrodityyppinen sensori analysoi-
tavan aineen md&rittadmiseksi, joka analysoitava aine on
muutettavissa entsyymin ldsn#ollessa sellaiseksi lajiksi,
joka voidaan todeta sensorin avulla, joka sensori kasittia
elektrodin ja nesteitd ja liuenneita aineita ldpdisevin
kalvon sovitettuna elektrodin ja analysoitavaa ainetta
sisdltdvdn ndytteen vdliin, mainitun kalvon kidsittdessi
yhtd tai useampia entsyymejd sisdltdvdn kerroksen seki
ainekerroksen, joka on sijoitettu entsyymi& sisdltévin
kerroksen ja nédytteen vd8liin, tunnet tu siiti, ettd
mainittu ainekerros sisédltdd alueen, jonka l&pi analysoi-
tava aine pystyy kulkemaan ja joka on muodostettu huokoi-
sesta materiaalista, jonka ldpdisevyys on rajoitettu ja
Jjonka huokoisuus on alueella 0,001 - 0,5 % ja jonka keski-
mddrdinen huokoshalkaisija ei ole suurempi kuin 0,025 um.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen sensori, t u n-
nettu siiti, ettd se sisdltdd laminoidun kalvon, joka
kdsittdd entsyymid sisdltdvidn kerroksen sijoitettuna en-
simmdisen ainekerroksen ja toisen ainekerroksen vé&liin,
ensimmdisen kerroksen ollessa entsyymii sisdltévdn kerrok-
sen ja elektrodin vélissd sensorissa.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen sensori, t u n-
nettu siitd, ettd kalvon ensimmidinen kerros on muo-
dostettu polymetyylimetakrylaatista, selluloosa-asetaatis-
ta tai polyuretaanista.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen sen-
sori, tunnettu siitd, ettd ldpdisykyvyltdén rajoi-
tettu huockoinen aine on muodostettu polykarbonaatista tai
modifioidusta selluloosasta.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen sen-
sori, tunnettu siitd, ettd lapdisykyvyltdsdn ra-
joitettu huokoinen aine muodostaa sitd sisdltdvén kerrok-
sen koko tehokkaan alueen.

91023



10

15

20

12

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen sen-
sori, tunnettu siitd, ettd lapaisykyvyltdan ra-
joitetun huokoisen aineen huokosten keskimd&r&inen halkai-
sija on alueella 0,01 - 0,025 pm.

7. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 6 mukainen sen-
sori, tunnettu siit3, ettad lapaisykyvyltdsdn ra-
joitetun huokoisen aineen huokoisuus on alueella 0,005 -
0,025 %.

8. Menetelmd n#ytteessd olevan analysoitavan ai-
neen miirittimiseksi saattamalla ndyte kosketukseen kal-
von ulomman kerroksen kanssa, joka kalvo on nesteita ja
liuenneita aineita l&p#isevd ja sisdltds yhtd tai useampia
entsyymejd, joiden l#sndollessa analysoitava aine on muu-
tettavissa sellaiseksi lajiksi, joka on kalvon sisdltavan
sensorin avulla todettavissa, sek#d yksi tai useampia aine-
kerroksia, ja mittaamalla sensorin vaste Kkyseiseen lajiin,
tunnettu siiti, ettd kalvon entsyymin ja ndytteen
vdlissid oleva kerros sis#ltdi alueen, jonka l&pi analysoi-
tava aine pystyy kulkemaan, muodostettuna l&pdisykyvyltdén
rajoitetusta huokoisesta aineesta, jonka huokoisuus on
alueella 0,001 - 0,5 % ja jonka keskim&drdinen huokoshal-
kaisija ei ole suurempi kuin 0,025 pm.
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Patentkrav

1. Sensor av enzym-elektrodtyp f6r bestédmning av
ett dmne, som skall analyseras, varvid &mnet, som skall
analyseras, kan i ndrvaro av ett enzym omvandlas till en
sddan art, som kan pavisas med en sensor, vilken omfattar
en elektrod och en membran, som slépper igenom vadstkor och
ldsta d&mnen och &r anbringad mellan elektroden och provet,
vilket innehdller &mnet, som skall analyseras, varvid
ndmnda membran omfattar ett skikt, som innehdller ett el-
ler flera enzymer, samt ett materialskikt, som &r placerat
mellan det enzym-innehdllande skiktet och provet, k 4 n -
netecknad ddrav, att nadmnda materialskikt inne-
haller ett omrdde, genom vilket &mnet, som skall analyse-
ras, dr kapabelt att passera, och vilket &r format av po-
rdst material, som har begrédnsad genomsl&pplighet och po-
rositet inom omradet av 0,001 - 0,5 % och vars genomsnitt-
liga pordiameter icke &r st®rre &n 0,025 pm.

2. Sensor enligt patentkravet 1, Kk a nne tec k-
n a d dirav, att den innehdller en laminerad membran, som
omfattar ett enzym-innehdllande skikt placerat mellan ett
fbrsta materialskikt och ett andra materialskikt, wvarvid
fOorsta skiktet &r mellan det enzym-innehdllande skiktet
och elektroden i sensorn.

3. Sensor enligt patentkravet 2, k annetec k-
n a d dirav, att fbrsta skiktet i membranen 8r bildat av
polymetylmetakrylat, cellulosaacetat eller polyuretan.

4. Sensor enligt ndgot av patentkraven 1 - 3,
k&nnetecknad didrav, att det pordsa materialet
med begrdnsad genomslépplighet &r bildat av polykarbonat
eller modifierad cellulosa.

5. Sensor enligt nagot av patentkraven 1 - 4,
kdnnetecknad dirav, att det por¥sa materialet
med begrédnsad genomsldpplighet bildar det totala effektiva
omradet i skiktet, som innehadller det.
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6. Sensor enligt nagot av patentkraven 1 - 5,

Kk E&nnetecknad darav, att porerna i det porésa
materialet med begridnsad genomsldpplighet har en genom-
snittlig diameter inom omradet av 0,01 - 0,025 pm.

7. Sensor enligt nagot av patentkraven 1 - 6,

k Ennetecknad dirav, att det porsa materialet
med begrinsad genomslépplighet har en porositet inom omra-
det av 0,005 - 0,025 %.

8. Forfarande fo6r att i ett prov bestédmma ett &mne,
som skall analyseras, genom att bringa provet i kontakt
med yttre skiktet av en membran, som sldpper igenom vats-
kor och l8sta #mnen och innehdller ett eller flera enzy-
mer, i nirvaro av vilka #mnet, som skall analyseras, kan
omvandlas till en sadan art, som kan pavisas med en sen-
sor, som innehdller membranen, samt ett eller flera mate-
rialskikt, och genom att mita sensorens respons till ifra-
gavarande art, k a nne tecknat darav, att skiktet
mellan enzymet och provet i membranen innehdller ett omra-
de, genom vilket &mnet, som skall analyseras, &r kapabelt
att passera, vilket omrdde 4r bildat av pordst material,
som har begr&nsad genomsl#dpplighet och porositet inom om-
raddet av 0,001 - 0,5 % och vars genomsnittliga pordiameter
icke &8r stbrre &n 0,025 um.
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