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Oppfinnelsen vedrgrer et intergrert analytisk element for
kolorimetrisk eller fluorimetrisk bestemmelse av konsentra-

sjonen av litium, natrium eller kalium i en flytende preve.

Tallrike artikler har vart publisert som omtaler forholdet
av ioner og ionoforer savel som dereé elektrokjemiske
karakteristikker og som fglge derav bestemmelse av ionisk
aktivitet ved elektrodeinnretninger.

Nar to opplgsninger som har forskjellig ionekonsentrasjoner,

plasseres 1 kontakt med hverandre, utvikles et potensial

eller elektromotorisk kraft (EMF) som er proporsjonal til:
(ioneaktivitet) 1

log
(ioneaktivitet)2

De to opplesningene kan adsklilles ved hjelp av en barriere
som forhindrer blanding, men tillater elektrisk kontakt, dvs.
et fritte. Alternativi kan anvendes som membran sonm
inneholder en ionofor, slik som valinomycin. Egenskapen til
membranet er slik at 1 fravar av ionoforen er motstanden sa
hgy at det virker som en apen stregmkrets (ikke stor nok
strgmmengde for & drive et voltmeter) og ingen EMF kan males.
I nerver av kalium (Kt), danner valinomycin (V) en transmi-
sjonsvel pa tvers av membranet ved binding av Kt slik at det
strgmmer en svakstrgm. Et slikt system kan illustreres som

felgende:
c1- K+ '~ Membran,
fase 2 K+
Cl™
Kt c1- v C1-
K+
Testopplesning c1l- A Kt Referanse-
fase 1 Kt opplesning
Cl™ \' Cl1- fase 3
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En referansekonsentrasjon av K' (fase 3) forefinnes pa en
side av membranet og utviklet EMF males og anvendes for a
beregne den gkjente konsentrasjJon fra Nernst’s-ligning. Pa
grunn av ati K* er det eneste kation som er bundet til
valinomycin, dannes den ledende forbindelse bare for Kt-ion
og‘den EMF som utvikles, er bare avhengig av K' konsentra-
sjons-gradienten pa tvers av membranet. Den strgm som
strgmmer er sa grliten at ingen vesentlig mengde av Kt eller
mot-ion transporteres gjennom membranet. En hovedvanskelig-
het ved anvendelse av slike 1ione-selektive elektroder har
vert deres tendens til forringelse av deres negyaktighet og
minskning av fglsomhet over tid. Videre foretas avledninger
av disse ved hjelp av en logaritmisk funksjonn, slik at sma
forandringer 1 ionekonsentrasjonen krever en avansert

volmeterinnretning.

Det har vart kjJent at makrocykliske antibiotika, slik som

‘beskrevet ovenfor, har en effekt pa de elektriske verdier av

fosfolipide to-sjikts membraner, blologiske membraner, slik
at disse antibiotika oppleser kationer inne 1 membranet, 1
form av mobile ladede komplekser, hvorved fremskaffes en
"barrierew mekanisme ved hvilken kationer kan beveges over
det 1indre isolerende hydrokarbon 1 membranet. Slike
komplekser har det eneste formal & bzre ladningen av komplek-
set gjennom membranet slik at en spenningsdifferensial kan

bestemmes mellom opplgsninger pad hver side av membranet.

I et annet studieomrade omtaler Eisenman et al., J. Membrane
Biol. 1:294-345 (1969) selektiv ekstaksjJon av kationer fra
vandige opplgsninger til organiske opplesninger makrotetra-
lide aktin antibiotika. Eksperimentene omfatter lett rysning
av en organisk opplgsningsmiddelfase inneholdende antibiotika
med vandige opplesninger inneholdende forskjellige kationiske
salter av et lipid-lgselig farget antion. Intensiteten av
fargen av dén organiske fase males deretter spektrofotomet-
risk for &  vise hvor mye salt som har blitt ekstrahert.
Eisenman forsgker ikke & male 1ionekonsentrasjonen 1 den
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vandige fase. Faseoverfering har ogsad vart studert av Dix. et
al., Angew. Chem. Int. ed. Engl. 17:857 (1978) og i oversik-
ter omfattende Burgermeister et al., Top. Curr. Chem. 69:91
(1977): Yu et al., Membrane Active Complexones, Elsevier,
Amsterdam'(1974); og Duncan, Calcium in B}ological Systems,
Cambridge University Press (1976).

Fordeling av en forbindelse mellom vasker er hurtig og
effektiv som vist av Eisenman, pa grunn av deres bevegellge
egenskaper som tillater den transporterte forbindelse a
diffundere hurtig vekk fra grenseflaten. En slik mekanisme
er normalt wumulig 1 fast fase som er kJjennetegnet ved
stivhet, ubevegelighet og i det vesentlige null diffusjon.

Derfor mangler enhver ait av Instrumenter eller innretninger
som er 1 fast form ved hvilke konsentrasjoner av ioner 1 en
opplegsning kan bestemmes fotometrisk. Endog ved dyre og
besvzrlige innretninger er ingen visuell maling av 1onekon-
sentrasjon tilgjengelig ved anvendelse av analytiske
teknikker i1 fast form. Saledes er innretninger fast form for
bestemmelser av ionekonsentrasjoner, egnet for klinisk-
kjemisk anvendelse, har hittil ikke vart tilgjengelige.

Fig. 1 er en grafisk fremstilling av data ved anvendelse av
tris-2-etylheksylfosfat som mykningsmiddel, som angitt |
tabell 4.

Fig. 2 er en grafisk fremstilling av data ved anvendelse av
di-2-etylheksylsebakat som mykningsmiddel, som angitt 1
tabell 4.

Fig. 3 er en grafisk fremstilling av data ved anvendelse av
"Phloxine B" som mot-ion, som angitt i tabell 5.

Fig. 4 er en grafisk fremstilling av data ved anvendelse av
orange IV som motion, som angitt 1 tabell 5.

Fig. 5 er en grafisk fremstilling av data ved anvendelse av
"Eosin Y" som mot-ion, som angitt i1 tabell 5.

Fig. 6 er en grafisk fremstilling av data ved anvendelse av
DCPIP som mot-ion, som angitt i tabell 6.
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I henhold til foreliggende oppfinnelse er det fremskaffet et
integrert analytisk element til bruk 1 en metode for
bestemmelse ayv et 1ion 1 en vaskeprgve og et komplett
analytisk element for anvendelse ved slike bestemmelser.
Mere spesielt omfatter metoden som skal omtales, a bringe i
kontakt et komplett analytisk element med prgve 1 narvaer av
et paviselig emne i forbindelse med nevnte analytt, nevnte
analytiske element omfatter et sjikt av et 1 det vesentlige
ikke-polart materiale 1 blanding med en analytisk-spesifik
ionofor, og fotometrisk maling av mengden av det paviselige
emne som har migrert til i det minste en overflatedel av det
analytiske element, mengden av nevnte paviselige emne som har
migrert, samsvarer med konsentrasjonen av den spesifike
ioniske analyt 1 preoven. Det reagerte element er stabilt og
avlesningene er likeartede palitelige over 1 det. minste en
periode av dager, slik at, f.eks. et antall reagerte
elementer kan oppsamles for avlesning pa en gang.

Oppfinnelsen vedrerer altsid et intergrert analytisk element
for kolorimetrisk eller fluorimetrisk Dbestemmelse av
konsentrasjonen av litium, natrium eller kalium i en flytende
preve, ldet elementet er karakterisert ved at det omfatter:
a) et fgrste lag sammensatt av et vesentlig ikke-polart
materiale festet til en bazrer og inkorporert med en ionespe-
sifik ionofor, istand til selektivt A& danne et kompleks med
ionet som skal bestemmes, og 1 et laminart forhold til det
ferste lag,

b) et andre lag inneholdende et negativt ladet motionsfarge-

stoff tio ionet som skal bestemmes.

Refererende til det lamellaktige forhold mellom et ionofort
sjikt og ytterligere et eller flere sjikt, Iinnebzrer dette at
et fluidium, enten gass- eller vaskeformet, kan passere
mellom overliggende overflater av slike sjikt. Slike sjikt
kan vare kontinuerlige eller adskilte av mellomliggende
s]1ikt. Hvilke som helst mellomliggende sjikt vil vare av en
slilk egenskap at det 1ikke forhindrer passasje mellom alle
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sjikt. Det analytiske sJikt kan vzre selvunderstgttende
eller vazre baret av en understgttelse, slik som en under-
stgttelse som kan transmittere elektromagnetisk straling av
en eller flere bglgelengder innen omradet mellom 200 nm til
900 nm. ;

Som nevnt ovenfor er hensikten med oppfinnelsen en metode for
bestemmelse av konsentrasjonen av en spesifik analytt 1 en
vaskeformet preve, hvilken metode omfatter a bringe i kontakt
et Lkomplett analytisk elemeﬁt med preve 1 narver av et
paviselig emne 1 forbindelse med nevnte analyt. Nevnte
analytiske element omfatter et sjikt av 1 det vesentlige et
1kke;polart materiale blandet med en analytisk spesifik
ionofor; og fotometrisk maling av mengen av nevnte paviselige
emne som har migrert til 1 det minste en overflatedel av
nevnte analytiske element. Mengden av det péviseligé emnet
som har migrert er betegnende for konsentrasjonen. av den
spesifike ioniske analyt i prgven. Etter nevnte kontéktbrin—
ging og maling kan den nevnfe metode evt. omfatte ytter-
ligere trinn for fjerning av hvilken som helst overfledig
pregve fra nevnte analytiske element. Fotometrisk maling

betraktes 4 omfatte kolorimetrisk og fluorimetrisk maling.

I en utfgrelse omfatter .trinnet med Lkontaktbringelsen
tilsetning til nevnte vaékeprave en paviselig bestanddel som
er tilknyttet nevnte ioniske analyt, og deretter & bringe 1
kontakt nevnte analytiske element med en pregve som inneholder
en paviselig bestanddel. I en annen utferelse omfatter nevnte
kontaktbringelse & bringe 1 kontakt et analytisk element med
preven, nevnte analytiske eiement omfatter et sjikt av 1 det
vesentlige 1kke-polart materiale blandet med en analyt-
spesifik-ionofor; og, i laminataktig forhold hertil, et andre
sjikt blandet med et paviselig emne forbundet med nevnte

ioniske analyt.

I et eksempel av multilagselement som beskrevet ovenfor, har
det ionofore sjikt et par motstiaende overflater, nevnte sjikt
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for pavisning av et emne er 1 laminert forbindelse til en av
nevnte overflater og nevnte kontaktbringelse omfatter a
kontakte den andre av nevnte overflater. I et annet eksempel
har sjiktet :for pavisning av et emne et par motstaende
overflater, nevnte ionofore sjikt er 1 laminert forbindelse
med en av nevnte to overflater og kontakibringelsen omfatter

a4 kontakte den andre overflaten.

Det 1ikke-polare materiale av nevnte filmsjikt kan vare en
sammensetning omfattende et mykningsmiddel og en ikke-polar
polymer, egnet til 23 obpné dimensjonsstabilitet. Egnede
mykningsmidler kan omfatte ftaiater, slik som di-pentylfta-
lat, sebacaténe, slik som di—z—etylheksyisebakat og fosfater,
slike som tris-2-etyl-heksylfosfat. = "Egnede 1ikke-polare
polymerer, slik som polyvinylklorid og polyuretan, Kkan
omfatte slike som er egnet for 4 danne et polymert sjikt med

matt overtrekk.

Paf av 1ionoforer/ioner 'er' f.eks. egnet for foreliggende
oppfinnelse. Eksempler pa slike par omfatter
4, 7, 18, 16,~21—pentaoksa-1.10—diazabicyklo—

(8,8,5)trioksan ["Kryoptofix R221"]/Na*t;

. 4, 7, 13, 16, 21, 24-heksaoksa-1,10-diazabi-
cyklo-(8,8,8)heksacosane ["Kryptofix 222"]K* og
' 4, 7, 13, 18-tetraoksa-1,10-diazabicyklo
(8,5,5)-eicosane ["Kryptofix 211"]Li.

Den paviselige bestanddel er fortrinnsvis et motion som er
f.eks. et kromofor eller fluorofor. Et egnet kromofor er
diklorfenolidofenol. Egnede fluoroforer omfatter fluoroscein
og dets derivater, 8-anilino-1-naftalensulfonsyre, Eryth-
rosin B og 7-amino-4-trifluormetylkoumarin.

Et slikt motion kunne 1likeledes vare tilknyttet en annen
komponent som er interreaktiv med et reagens som har vart

~blandet 1 det 1ionofore sjikt. P4 grunn av narvaeret av et

interreaktivt (dvs. kjJemisk reaktivt) materiale,” og en
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likeartet synlig konsentrasjon av substans tilvelebragt pa
det lonofore sjikt, kan frembringes en likeartet, kvantitativ
paviselig forandring i elementet. En slik forandring som
kan vare dannelse av eller tllintetgjerelse av farge eller
fluorescens, kan ©pavises kvantitativt ved radiometrisk
teknikk, og dersom onsket, ved automatisk radiometrisk
feleinnretninger, slik som fotometriske innretninger.

Ved fremstilling av komplette analytiske elementer i henhold
til oppfinnelsen, kan sJiktene fremstilles separat og
lamineres for & danne det fullstendige element. Sjikt
fremstilt pa denne mate blir vanligvis belagt med opplgsning
eller dispersj]Jon pa en overflate fra hvilken det terrede
sjikt kan fysikalsk frastrippes. Imidlertid, en vanlig
metode som kan unngia problemer ved flere strippings- og
lamineringstrinn, er a4 belegge et forste sjikt pa en strippet
overflate eller en understgttelse, som ognsket, og deretter
belegge etterfglgende sjikt direkte pa de som tidligere er
belagte. Slik belegning kan utfgres for hand ved anvendelse
av en bladbelegningsinnretning, eller ved hjelp av en maskin
ved anvendelse av slike tekniker som dypp- eller valsebelegn-
ing.  Dersom det anvendes maskinbeleggingsteknikker, er det
ofte mulig & belegge tilstetende sjikt samtidig ved traktbe-
leggingsteknikker, som er meget kJjent ved fremstilling av
lys-sensitive fotografiske filmer og papir.

Mattede polymere sjikt, som omtalt ovenfor, kan dannes pa et
substrat ved opplegsning av en polymer i en blanding av to
vesker, en av disse har et lavere kokepunkt og er et godt
opplgsningsmiddel for polymeren og det andre har et hgyere
kokepunkt og er et ikke-opplesningsmiddel, eller 1 det
minste et darlig opplgsningsmiddel for polymeren. En slik
polymeropplesning belegges deretter pa substrat, og felges
under kontrollerte betingelser. Opplgsningsmidlet med lavere
kokepunkt fordamper lettere og bhelegget kan bll anriket 1
vesken som er et darlig opplesningsmiddel eller et ikke-
opplgsningsmiddel. Ettersom fordampningen forlgper, under
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korrekte betingelser, danner polymeren et porgst sjikt.
Flere forskjellige polymerer kan anvendes, alene eller 1
blanding, for fremstilling av porgse matte polymersjikt for

anvendelse ved oppfinnelsen. Typiske eksempler omfatter
pollykarbonat, polyamider, polyuretaner og celluloseestere,
slik som celluloseacetat. For sjikt slik som de som

inneholder et 1onofor eller paviselig emne, kan fremstilles
en belegningsopplagsning eller dispersjon omfattende matriksen
og iblandet aktive materialer, belgges som angitt ovenfor og
tgrket for a danne et dimensjonsstabilt sjikt.

Tykkelsen av disse sjilkt og deres grad av permeabilitet kan
varieres 1 et stort omrade og avhenger av aktuell bruk.
Terrtykkelser av fra 5-100 mikron har vart vanlig, skjent
mere varierte stgrrelser kan vare foretrukket under mere
spesielle betingelser. F.eks. dersom forholdsvis storre
mengder av interaktivt materiale, dvs. polymere materialer
som enzymer, er krevet, kan det vazre gnskelig a4 anvende noe
tykkere sjikt:

Det kan ogsa vare gnskelig a forsyne elementet med ett eller
flere refleksjonssjikt, evt. absorbsjonssjikt for pavisning
av straling, slik som & muliggjere resultatpavisning ved
refleksjonsradiometri, dvs. refleksjJonsfotometri eller en
lignende teknikk. Slike refleksjonssjikt kan frembringes ved
et av de ovenfor beskrevne sjikt eller frembringelse ved et
tilleggssjikt som ikke har noen ytterligere funksjon inne i
elementet. Pigmenter, slik som titandioksyd og bariumsulfat,
som er reflektive, kan anvendes for & gke refleksjonsevnen 1
sjiktet. Matte polymerer kan ogsad 1inneholdet et egnet
refleksjonsmateriale. I en foretrukket utfgrelse kan den
matte polymer inneholde ogsa et.pigment for a ¢gke reflek-
sjonsevnen eller andre funksjoner. Mengden av plgment som kan
inneholdes 1 et sjikt sammen med en matt polymer kan varieres
1 et stort oﬁréde, og mengder fra 1-10 vekt-deler av pigment
pr. vektdel ‘av matt polymer er foretrukket, med fra 3-16
deler pigment pr. del av matt polymer er mest foretrukket.
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I sjiktene til elementet kan det vare fordelaktig & innar-
beide ett eller flere overflateakative materialer, slik som
anioniske eller ikke-ioniske overflatematefialer. De kan
f.eks. @ke Dbelegningsevnen av sjiktformuleringer og gke
storrelsen og graden for fuktning i sjikt éom ikke lett lar
seg fukte av vaskeprgver i fravaer av et hjelpemiddel. slik
som et overflateaktivt materiale. Ved valg av analyser kan
det 1 sJikt av elementet ogsa vare gnskelig a tilsette
materialer som Lkan uskadeliggjere 1kke-aktive ved Kkjemisk
reaksjon eller pa annen mate, materialer som spesielt kan

skade slike analyser.

Som nevnt tidligere kan de komplette analytiske elementer
vare selvunderstgttende eller vare belagt pa en under-
stettelse. Egnede understettelsesmaterialer omfatter papir
og med polyolefin belagt papir, savel som et flertall
polymere materialer, slike som celluloseacetat, poly(etylen-
tereftalat), polykarbonater og polyvinylforbindelser, slike
som polystyren, etc. Understgttelsen kan vare ugjenomsiktig
eller den kan transmittere lys eller annen energi. Valg av
understgttelse for et spesielt element vil ‘vzre foremnlig med
den ¢gnskede art av resultatpavisning. Foretrukne under-
stottelser omfatter transparaente understgttelsesmaterialer
egnet for transmittering av elektromagnetisk straling med en
bglgelengde 1innen omradet mellom 200 nm og 900 nm. Under-
stettelsen trenger ikke, naturligvis, a transmittere over
hele 200 - 900 nm omradet, skjent for fluorometrisk pavisning
av analytisk resultat gjennom understottelsen er det gnskelig
at understottelsen transmitterer over et stgrre bandomrade,
alternativt at det transmitterer ved absorbsjons- og
emisjonsspektra ved fluorescerende materialer som anvendes
for pavisningen. Det Lkan ogsa vzre gnskelig a ha en
understettelse som transmltterer en eller flere smale bglge-
lengdeband og er ugjennomsiktig for nzrliggende bglegelengde-
band. Dette kan gjennomferes f.eks. ved impregnering eller
belegning av understeottelsen med en eller flere farger som
har egnede absorbsjonskarakteristikker.
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Som det kan forstas kan det fremstilles et flertall av
forskjellige elementer i henhold til oppfinnelsen, avhengig
av valg av Eanaiyseformél. Elementer kan tilpasses et
flertall formér, omfattende forlengede strenger av hvilke som
helst bredde, ark eller mindre strimler. Spesielle elementer
kan tilpasses for en eller flere tester av ett enkelt emne
eller for et flertall av tester av forskjJjellige emner. Ved
de sistnevnte tilfeller kan det vzre onskelig & belegge en
felles understgttelse med en eller flere strimler eller hver
eventuelt av forskjelllg sammensetning for & danne et
komposite element egnet for utfgrelse av et flertall av

gnskede tester.

Komplette analytiske element 1 henhold til foreliggende
oppfinnelse kan tilpasses for anvendelse ved utfegrelse av et
bredt felt av kjemiske analyser, 1kke bare i k]inisk kjemi,
men ogsa 1 kJemisk forskning og 1 kjemiske prosesskontroll-
laboratorier.l De er godt egnet for anvendelse ved klinisk
testing av  kroppsvaske slik som blod, blodserum og urin, da
dette arbeidef ofte utfgres 1 et stgrre antall av likeartede
tester og testresultatene behgves ofte etter meget kort tid
etter at preven er tatt. Ved blodanalyse, f.eks. av multi-
sjiktelementet tilpasses for utferelse av kvantitative
analyser formange blodkomponenter som madles rutinemessig.

Foreliggende element anvendes ved tilfgring til elementet en
vaskeformet prgve som skal analyseres.

Ved en typisk prosedyre ved anvendelse av foreliggende
element, som kan utfgres manuelt eller automatisk, tas
element fra en forsyningsrull, strimmel, pakke eller annen
kilde, og plasseres for mottagelse av en fri drape, kon-
taktsted eller annen form for vazskeprgve, som slik fra en
hensiktsmessig dispenser. Etter prgveapplikasjon, og
gnskelig ettér at den vaskeformede prgve er blitt opptatt av
sjiktet til ﬁvilket de har blitt bragt 1 kontakt, utsettes
elementet for hvilken som helst kondisjonering, slik som
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oppvarmning, fukting e.l. som kan vare eonskelig for 2
paskynde eller pa annen mate lette erholdelsen av gnsket
restresultat. Dersom det anvendes en automatisk prosedyre,
kan det ogsad vazre egnskelig 4 la elementet kunne utfgre dets
funksjon 1innen noen sekunder.. Dette (kan gJennomfgres
konvensjonelt ved egnet utvalg av forskjellige parametere,

slik som sjikttykkelse, porevolum 1 porest sjikt etc.

Etter at det analytiske resultat er oppnadd som en paviselig
forandring, mdles denne vanligvis ved & la elementet passere
gjennom en sone hvor en egnet innretning for refleksjon,
transmisjon eller flourescens fotometri er anbragt. En slik
apparatur kan tjene til & lede en energistrale, slik som
lys, gjennom, 1 en utferelse, understagttelsen. Lyset
reflekteres deretter fra elementets bakside til en dek-
teringsinnretning eller passere gjennom elementet til en
detektor 1 tilfelle av transmisjonsdetektering. I en
foretrukket utforelse pavises det analytiske resultat 1 et
omrade av elementet fullstendig innen omradet hvor et slikt
resultat er fremkalt. Anvendelse av spektrofotometri kan
vere fordelaktig 1 noen tilfelle da derved effektivt
forhindres optiske forstyrrelser fra noen redisier, slik som
blodceller, som er blitt gjenvarende pa eller 1 sjiktene til
elementet. Konvensjonell teknikk med fluorescensspektrofoto-
metri kan ogsa anvendes dersom gnsket. Videre, nar blodserum
festes etter at forholdsregler er tatt for eliminering av
ugnsket helblodresidier, kan anvendes transmisjonsteknikker
for 4 pavise og kvantifisere det paviste reaksjonsprodukt ved
A rette en strale av stralingsenergi, f.eks. ultrafiolett,
synlig eller infrared straling, pa en overflate av elementet
og maling av mengden energl fra den motsatte overflate av
elementet. Generelt er elektromagnetisk straling 1 omrader
fra 200 til 900 nm funnet egnet for slik maling, skjent
hvilken som helst straling som er gjennomtrengelig for
elementet og egnet for & kvantifisere det dannede produkt i
elementet, kan anvendes. Forskjellige kalibreringsteknikker

kan anvendes for & sikkerstille en kontroll av analysene.
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Som et eksempel kan en preve av en analytisk standardopplgs-
ning paferes et narlliggende areal hvor prgvedrapen plasseres
for & tillate anvendelse av differensielle malinger ved

analysene.

Eksempel 1.
Ved eksperimentet som beskrevet 1 dette eksempel ble et

fullstendig analytisk element fremstilt og testet for dets

evne til 4 kvantitativt bestemme, som avlest ved refleksjons-

koeffesient, nzrvaret av kalium i1 en vaskeformet preve.

Elementfremstilling. .

Opplesningen som ble anvendt ved fremstilling av kalium

sensitivelement inneholdt feglgende komponenter:

Komponent Mengde Sluttkonsentrasjon
(g/100 ml opplesning)

polyvinylklorid

(PVC) , 38,4 nmg 3,84
dipentylftalaf 4

(DPP) 129,6 mg 12,96
valinomycin 4,0 mg 0,4
tetrahydrofuran

(THF) 0,87 ml 89,0

total mengde 1,0 ml 100 ml

1 ml av denne opplesning ble anbragt pa en transparent
polyesterfilm, "Gel Bond TM“, ubelagt side og spredd til en
dybde av 0,254 mm ved anvendelse av en konvensjonell spatel.
"Schotchpar 70" CAB 25 kan anvendes 1istedet for GEL Bond.
Omtrent 30 cm2 av 25 mkion tykkelse ble fremstilt. Filmen

ble luftterret ved omtrent 30 minutter.

For refleksjonskoeffesient malinger ble polyesterfilmen
deretter kuttet 1 1 cm segmenter og den ubelagte side vendt
ut pa en ;lysspredende polystyrenunderstettelse ("white
Trycite") meh "3M" merket dobbeltsidig klebetape. Segmentene
ble deretter kuttet for a fremstille et 1 x 0,75 cm reaktivt
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element sammensatt av et transparent kaliumsensitivt
lonoforsjikt pd en polyesterstgttelse med en 1lysspredende
bakgrunn. '

Testopplegsning.
Kaliumklorid ble tilsatt til aliquote deler av en opplesning

innehodlende 35,6 mM tris-Cl og 8,89 mM "Erythrosin B" (pH
7,2) for a4 fremstille klaiumkonsentrasjoner pa henholdsvis
6,133, o0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,75, 0,9 og 1,1. En
opplesning ble ogsa fremstilt som ikke inneholder kalium.

Analytisk prosedyre.

Analyser av hver aliquot del ble utfert ved & plassere
tilstrekkelig testopplesning for & fremkalle en forhgyning av
veske pa elementet. Etter fire (4) minutter ble vasken
fjernet ved en svak vannstrem og elementet ble forsiktig
terket teort med silkepapir. Den bevarte farge ble kvan-
tifisert fra prosent refleksjonskoeffesient (%R) ved 530
nanometer (nm) ved maling ved hjelp av et refleksjonsspektro-
fotometer. Avlesninger tatt pa testopplesninger med 0,2 og
0,5 mM kaliumkonsentrasjoner ble anvendt for & kalibrere
spektrofotometret.

Resultafer.

Avlesningene som ble oppnadd ved denne analytiske prosedyre
var 1 form av %R enheter som ble matematisk omdannet ved
hjelp av Kubelka-Monk-ligningen og kallbreringsverdiene til
kalilumkonsentrasjons (Kt )enheter, disse avlesninger og
respektive iakttatte konsentrasjoner har vart som angitt i
tabell 1.




160397

20

25

30

35

14
Tebell 1
Virkelig Iakttatt
Kt (mM) ’ (#R) K+t (mM)
0 62,0 0,03
0,133 - 40,5 0,19
0,2 36,7 0,24
0,3 30,7 0,35
0,4 27,1 0,44
0,5 24,9 0,51
0,6 23,0 0,58
0,75 19,4 0,76
0,9 18,4 0,83
1,1 15,9 1,02

Konklusjon.

De resulterende data viser at det komplette analytiske
element fremskaffer en kvantitativ paviselig reaksjon for
kaliumkonsentrasjonen for hver av de testede aliquote deler.

Eksempel I11I.
Dette eksempel illustrerer at elementet inneholdende det

ionofore valinomycin er selektiv for kalium og ikke pavirke-
lig av natrium, sdledes fremskaffes en differensiell test, i
dette eksperiment avlest ved absorbsjon, av disse vanlig
forekommende ioner i biologiske vasker.

Elementfremstilliing.

Kaliumspesifikelementet inneholdt de samme komponenter og ble
fremstilt som beskrevet 1 eksempel I, med unntagelse av at
det ikke var festet t11 en refleksibel understettelse.

Testopplgsninger.

Kaliumklorid og natriumklorid ble tilsatt til aliquote deler
av en opplegsning 1nneholdende 5 mM "Erythrosin B" og 50 mM
tris-acetat (pH 7,2) for fremskaffelse av kalium og natrium-

konsentrasjoner som angitt i1 tabell 2.
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Tabell 2.
Opplgsning KX (mM) Nat (mM)
1 0 4
2 0 10
3 0 20
4 0 50
5 0 100
6 2,2 0

Analytisk prosedyre.

Analysene av de ovenfor fremstilte testopplegsninger ble
utfert ved samme prosedyre som anvendt 1 eksempel I, med
unntagelser av at bibeholdt farge ble kvantifisert fra
ekstinksjon, heller enn ved refleksjon, og at avlesningen ble
tatt ved 553 nm. Tre malinger ble gjort ved hvert niva og
gljennomsnittet ble bestemt som angitt nedenfor.

Resultater.

Avlesningene som ble fremskaffet ved denne analytiske
prosedyre var i form av ekstinksjonsenheter som ble matema-
tisk omdannet til kaliumkonsentrasjons (K*t) enheter, ved an-
vendelse av fgrste og siste inngang som kalibreringsverdier.
Disse avlesninger og respektive iakttatte konsentrasjoner var
som angitt i tabell 3.

Tabell 3
Virkelig Aktuell Ekstinksjon Takttatt
K* (mM) Nat (M) ‘ (553 nm) Kt (mM)
0 4 0,063 0
0 10 0,062 0
0 20 0,063 0
0 50 0,060 - 0,01
0 100 0,057 - 0,03
2,2 0 0,547 2,2
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Konklusjon. >

De resulterende data viser at det komplette analytiske
element fremskaffer en kvantitativ paviselig reaksjon
spesifik for kaliumkonsentrasjon pad hver av de aliquote deler
som ble testet, uavhengig av natriumionekonsentrasjonen.

Eksempel III.
Ved dette eksperiment som beskrevet 1 dette eksempel ble

gjort en tilsetning av mykningsmidler ved fremstilling av det
ionofore sjikt.

Elementfremstilling.
Opplesningen som ble anvendt ved fremstilling av det
kaliumspesifike element inneholdt fglgende komponenter:

Komponent Mengde Sluttkonsentrasjon
(g/100ml opplgsning)

PVC 40 mg 4 ;

Plastifiserer 100 mg 10

Valinomycin 1,5 mg 0,15

THF 0,9 ml 90 '

Total verdi 1 ml 100 ml

'
i

Anvendt mykingsmidler var tris-2-etylheksylfosfat (TEP) og
di-2-etylheksylsebacat (DHS). Elementet ble fremstilt ved:
prosedyren som beskrevet 1 eksempel I.

Testopplgsninger.

Kaliumklorid ble tilsatt til aliquote deler av en opplaesning.
inneholdende 40 mM tris-Cl1 og 10 mM Erythrosin B (pH 7,2) for;
a gi kaliumkonsentrasjoner pa 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 og 1,1 mM.
En aliquot del ble fremstilt inneholdende intet kalium. !

Analytisk prosedyre. |
Prosedyren var den samme som i1 eksempel I, med unntak av at'

belgelengden ved maling var 540 nm og kalibreringsnivéer vaﬂ
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0,4 og 0,8 mM-kalium. Prgver ble utfegrt 1 triplo og
giennomsnittet ble bestemt som angitt nedenfor.

Resultater.
De gjennomsnittlige ekstinksjonsavlesninger og 1akttatte
konsentrasjoner avledet derfraer angitt i tabell 4.

Tabell 3.
Virkelig TEP DHS
Iakttatt Jakttatt
K*_(mM) %R K*_(mM) %R K*_(mM)
0 39,8 -0,23 62,8 0
0,2 33,0 0,18 41,7 0,21
0,4 29,4 0,47 34,1 0,37
0,6 27,5 0,67 28,4 0,55
0,8 25,9 0,86 24,4 0,74
1,1 24,3 1,07 20,3 1,02

Grafiske fremstillinger av data angitt i tabell 4 for TEP og
DHP fremgar som henholdsvis fig. 1 og 2.

Konklusjon.

De resulterende data viser at elementene fremstilt for a
inneholde det ene eller det andre av de ovenfor angitte
mykningsmidler var effektive for kvantitativt & pavise
konsentrasjonen av kalium i1 en pregve med neyaktighet.

Eksempel IV. )
I dette eksempel ble anvendt et utvalg av alternative

fargestoffer for & vise et vidt spektrum av paviselige emner
som er egnet for anvendelse ved oppfinnelsen.

Elementfremstilling.

Det kaliumspesifike element inneholdt de samme komponenter og
ble fremstilt som beskrevet 1 eksempel III, med unntagelse av
at mykningsmidlet difenylftalat ble anvendt.
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Testopplgsning.

Fire testopplesninger ble fremstilt som beskrevet 1 eksempel
III, unntatt at istedet for "Erythromycin B", hver opplgs-
ning 1inneholdt en av de alternative fargestoffer 2,6-
diklorfe.aol-indofenol (DCPIP), "Orange IV", "Phlocine B" og
"Eosin Y".

Analytisk prosedyre.

Den analytiske prosedyre var den samme som 1 eksempel III med
unntagelse av at sammensetninger inneholdende de forskjellige
fargestoffer ble avlestmed felgende bglgelengder:

"Phlocine B" (550 nm) "Orange IV" (430nm)
DCPIP (680 nm) ’ "Eosin Y" (550 nm).
Resultater

Ekstinksjonsavliesningene sammen med kaliumkonsentrasjoner
beregnet fra disse vises i tabell 5. Grafiske fremstillinger
av sammenheng mellom aktuell og ilakttatte konsentrasjoner for
testopplesninger 1inneholdende "Phloxine B", "Orange 1IV",
"Eosin Y" og DCPIP vises som henholdsvis fig. 3, 4, og 5 og

6.
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Konklusjon.

De resulterende data viser at elementer fremstilt for &
innehalde hvilke som helst av de ovenfor angitte paviselige
emner er effektiv for kvantitativt & pavise konsentrasjoneﬁ
av kal’um med ngyaktighet.

Eksempel V.
Dette eksempel viser at det analytiske element har en

kvantitativ og spesifik reaksjon for kalium nar en forskjel-
lig lonofor ("Kryptofix K 222") ble anvendt.

Elementfremstilling.
Opplesningen anvndt ved fremstilling av det kallumspesifike

element inneholder de felgende komponenter:

Komponent Mengde Sluttkonsentrasjon
£/100 ml opplgsning

PVC 38,40 mg 3,84

DPP 64,80 mg 6,48

"Kryptofix K222" 2,40 mg 0,24

THF 0,935 ml 93,50

Totalverdi 1 ml 100 ml ‘

Elementet ble fremstilt ved prosedyren beskrevet 1 eksempél
I. :

'

Testopplgsning. f
Kaliumklorid ble tilsatt til aliquote deler av en opplasnihg

av 5 mM "Erythrosin B" og 20 mM tris-Cl1 (pH 7,3) for{ a
frembringe opplegsninger inneholdende henholdsvis 0, 0,1,
0,3, 1,0, 38,0 og 30 mM kalium. Et sett av opplesninger ble
fremstilt pa samme mate ved anvendelse av natriumklogid
istedet for kaliumklorid. ‘

t
Analytisk prosedyre. :
Prosedyren var den samme som 1 eksempel I, innbefattet

anvendt bolgelengde, med unntegelse av at kalibrerings-
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opplegsningene inneholdt 0,1 og 1,0 mM kalium. Testene ble
utfert in triplo og gjennomsnittene ble beregnet som angitt
nedenfor.

Resultater.

De gJennomsnittlige refleksjonsavlesninger og 1akttatte
konsentrasjoner fra disse, av disse elementer til kalium og
natriumtestopplgsningene er angitt 1 tabell 6.

Tabell 6.
Virkelig %R Iakttatt Virkelig %R Iakttatt
_K* (mM) - K* (mM) Na*_(mM - Na*t
0 56,1 0,04 0 54,6 0,03
0,1 50,6 0,1 0,1 53,4 0,05
0,3 46,1 0,25 0,3 53,3 0,05
1,0 28,1 1,0 1,0 54,3 0,06
3,0 9,97 5,2 3,0 bl,5b 0,08

Konklusjon.

Elementer inneholdende en hensiktsmessig 1ionofor, slik som
"Kryptofix K222" ionofor, viser en spesifik og kvantitativ
reaksjon pa kaliumion.

Eksempel VI.
Dette eksempel viser at det analytiske element har en

spesifik og kvantitativ reaksjon for natirumion nar ionoforen
"Kryptofix K221" anvendes.

Fremstilling og testprosedyre.

Elementet fremstilt som 1 eksempel V unntatt for anvendelse
av "Kryptofix K211" istedet for "Kryptofix 222".

Analytisk prosedyre.

Prosedyren var den samme som 1 eksempel I, 1innbefattet
anvendte beglgelengde, unntatt av Kkalibreringsopplegsninger
inneholdt 0,1 og 10,0 nM natrium. Tester ble utfert 1in
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triplo og gjennomsnittlige verdier Dbestemt som angitt
nedenfor.

Resultater.
De gj-onnomsnittlige refleksjonsavlesninger og 1iakttatte
konsentras]oner avledet fra disse, av disse elementer for

natrium og kalium testopplegsninger er angitt i tabell 7.

- Tabell 7
Virkelig Jakttatt Virkelig ITakttatt
Na*_(mM) %R Na*_(mM K*_(nM) %R K*_(mM)
0 56,4 0,14 0 54,7 0,10
0,1 56,7 0,10 0,1 56,3 0
0,3 52,5 0,47 0,3 54,2 0,18
1,0 47,8 1,4 1,0 54,7 0,10
3,0 30,2 8,4 3,0 57,9 0
10,0 28,0 10 10 54,4 0,14
30,0 18,6 21,5 30 53,4 0,31

Konklusjon.

Analytiske elementer inneholdende en egnet ionofor, slik som
"Kryptofix K211" viser en kvantitativ og spesifik reaksjon
for natriumion.
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Patentkrayv

1.

Integrert analytisk element for kolorimetrisk eller fluorime-
trisk bestemmelse av konsentrasjonen av litium, natrium eller
kalium 1 en flytende prove,

kara kterisert ved at det integrerte
analytiske element omfatter: )

a) et forste lag sammensatt av et vesentlig ikke-polart
materiale festet til en bzrer og inkorporert med en ionespe-
sifikk ionofor, istand til selektivt & danne et kompleks med
ionet som skal bestemmes, og 1 et laminazrt forhold til det
ferste lag,

b) et andre 1lag inneholdende et negativt ladet motionsfarge-
stoff til ionet som skal bestemmes.

2.

Integrert analytisk element ifglge krav 1,

kara kterisert ved at dét 1ikke-polare
materialet er sammensatt av en plastifiserer og en ilkke-polar
polymer,

3.

Integrert analytisk element ifglge et av kravene 1-2,
karakterilsert v ed at motionfargestoffet er
den negativt ladede form av 8’,6'-dihydroksy-2’',4’,5°,7’'-
tetraiodospiro[isobenzofuran-1 (8H)], 9’'-[9H]xanten]-3-on,
2',4’,5',7'-tetrabromo-3',6°'-dihydroksyspiro [isobenzofuran-
1(3H)], 4-[[4-(fenylamino)fenyl]azo]-bensensul fonsyre
mononatriumsalt, en diklor indofenol, fluoresin, et derivat
av fluoresin, 8-anilino-l1l-naftalensulfonsyre eller 7-amino-
4-trifluormetylkumarin.

4,

Integrert analytisk element ifglge et av kravene 1-8,

kara kterisert ved at 1onet som skal
bestemmes er kalium og ionoforen er valgt blant valinomysin
eller 4,7,13,16,21-heksaoksa-1,10-diazabicyklo[8,8,8)hek-
saoksan, fortrinnsvis valinomysin.
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5.

Anvendelse av det Integrerte analytiske element ifglge et av
kravene 1-4 ved bestemmelse av 1litium, natrium eller kalium i
en kroppsvaske.

6.

Anvendelse 1ifglge krav 5, hvor kroppsvasken er serum eller

plasma.
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