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Patentanspriiche:

1. Enzymelektrode zur spezifischen reagenzlosen Bestimmung von Stoffwechselprodukten, bei der
das Enzym an einer Kohleelektrode adsorbiert oder kovalent fixiert ist, dadurch gekennzeichnet,
daR entweder die Molekiiloberflache des Enzyms oder die Elektrodenoberfldche mit einem
Redoxmediator beladen ist.

2. Enzymelektrode nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf} als Redoxmediator Benzochinon
und dessen Derivate eingesetzt werden.

3. Enzymelektrode nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als Enzyme Glucoseoxidase,
Lactatoxidase, Cholinoxidase, Cholesteroloxidase verwendet we:den.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung bezieht sich auf eine Enzymelektrode zur spezifischen reagenilosen Bestimmung von Stoffwechselprodukten.
Anwendungsgebiet der E-findung sind die klinische Diagnostik und die mikrobiologische Industrie.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik-

Um eine hohe Spezifitat bei der Messung mit Enzymelektroden zu erreichen, ist es zweckméfig, daB die Indikatorelektrode
bei einem moglichst geringen Potential arbeitet. Nur so wird erraicht, dal elektrodenaktive Bestandteile der MeRprobe nicht
an der Indikatorelektrode kooxidiert werden (Palleschi et ai, Anal. Biochem. 159, 114, 1986).

Durch die Verwendung von kiinstlichen Elektronenibertrégern anstelle des natdrlichen Kosubstrats Sauerstoff wurde
erreicht, daR bei einem erheblich niedrigeren Elektradenpotential als bei der Anzeige der H,0,-Bildung (+500 bis +900mV)
gearbeitet werden kann, z.B. im Falle der Glucoseoxidase bei Ferrocenverbindungen bei +350mV, bei Benzochinon bei
+100mV (Schlapfer et al. Clin. Chim Acta 57, 283, 1974; Frew und Hill, Anal. Chem. 59,933 A, 1978; Cass et al. Anal. Chem. 56,
667, 1984; Geppert und Asperger, Bioelectrochem. 17, 399, 1978).

Dieses Verfahren hat jedoch den Nachteil, da’ dabei die elektrochemischen Interferenzen nur teilweise ausgeschaltet
werden. ’

Das fiihrt zu MeRBwertverfalschungen beim Einsatz der Enzymelektroden in der Praxis.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Ausschaltung von Interferenzen bei der reagenzlosen Messung von Stoffwechselprodukten mit
Enzymelektroden.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die erfindungsgemafe Enzymelektrode zur spezifischen reagenzlosen Bestimmung von Stoffwechselprodukten ist dadurch
gekennzeichnet, daR entweder die Molekiiloberflache des Enzyms oder die Elektrodenoberflache mit einem Redoxmediator
beladen ist. Als Redoxmediatoren werden bevorzugt Benzochinon oder dessen Derivate eingesetzt.

Die Bindung der Mediatoren an das Enzym, z.B. an Glucoseoxidase, Lactatoxidase, Cholinoxidase oder Cholesteroloxidase,
erfolgt gemaR der Erfindung kovalent. Die Bindung an die Elektrodenoberflache erfolgt bevorzugt absorptiv.

Durch diese Bindung wird Giberraschenderweise erreicht, daR ein schneller Elektronentransfer zwischen der redoxaktiven
{prosthetischen) Gruppe des Enzyms und der Elektrode stattfindet. Der gleiche Effekt wird auch erreicht, wenn das
unmodifizierte Enzym an die Oberflache einei Kohleelekt: ode, die mit Benzochinon beladen ist, absorbiert wird.

Die Enzymelektrode gemaR der Erfindung ermdglicht, dal der Grenzstrom bei 100-200mV oberhalb des Redoxpotentials
der prosthetischen Gruppe analytisch ausgenutzt werden kann, z.B. bei Zlucoseoxidase bei ~200mV.

Gegeniiber den bisher bekannten Methoden der chemischen Modifizierung von Elektroden oder Enzymen durch Mediatoren
besitzt die erfindungsgemaénRe Elektrode den Vorteil, daR sie bei dem niedrigsten prinzipiell mdglichen Elektrodenpotential
arbeitet, wodurch elektrochemische Interferenzen minimiert weraen.

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen, mit Mediatoren modifizierten Elektroden erfolgt der Elektroneniibergang nicht
durch direkte Mitwirkung der aufgebrachten Mediatorgruppen, sondarn durch vorteilhafte Orientierung des Enzymmolekiils
an der Elektrode.

Sieist besonders geeignet zur Messung von Glucose, Lactat oder Ethanol in physiologischen Lésungen sowie in Nahrmedien
von Fermentern.

Die Erfindung soll nachfolgend durch Ausfihrungsbeispisle ndher erldutert werden.
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Ausfithrungsheispiele

Beispiel 1

1mg mit Benzochinon modifizierte Glucoseoxidase (GGL) wird in 21n1 0,056 M Phosphatputfer pH6,5 aufgeldst. In diese
Enzymldsung wird die Stirnflache einer nichtpordsen Kohleelektrode fiir 20 Minuten eingetaucht. Die Elektrode wurde vor
der Beladung mit GOD auf Schleifpapier (K6rnung 800) gesaubert und entweder mit Chromat oder elektrochemisch in
bekannter Waise voroxidiert, Nach der Enzymbeladung wird die Elektrode mit enzymfreier Rufferldsung abgespiilt und
danach in eine MeRBzelle mit Magnetriihrer sowie Gegen- und Referenzelektrode eingesetzt. Als MeBIdsung dient 1,5mi
0,05M Phosphatpuffer pH6,5. Die Enzymelektrode wird auf ein Potential von —~200mV gegeniiber der Referenzelektroue
polarisiert. Nachdem der Grundstrom einen konstanten Wert erreicht hat, wird eine Bezugskurve durch Zugabe von jeweils
20ul einer 50-, 100-, 200-, 250- und 500-mM-Glucoseldsung aufgenommen. Danach wird die MeRzelle gespult und erneut mit
1ml Puffer gefiillt. Zur Glucosebestimmung in Priiflésungen erfolgt analog dazu die Zugabe von 20l Probe.

Die Elektrode ist fir 10 Tage mef3bereit.

Beispiel 2

Die gereinigte und voroxidierte Kohleelektrode wird in eine Losung getaucht, die 1 mM Benzochinon in 0,056M
Phosphatpuffer pH6,5 enthélt. Nach 20 Minuten wird diese Elektrode aus der Benzochinonlésung in eine 20U/ml
lactatoxidasehaltige Pufferlosung tberfiihrt. Nach 2h wird die Elektrode abgespiilt und analog wie in Beispiel 1 bei der
t.actatmessung eingesetat.
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