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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf
einen Biosensor zum Ermoglichen einer einfachen
und hochgenauen Quantifizierung eines Substrats
sowie auf ein Verfahren zum quantitativen Messen ei-
nes Substrats unter Verwendung des Sensors.

[0002] Es bestand ein herkdmmliches einfaches
Verfahren zum Quantifizieren eines spezifischen Be-
standteils in einer Probenlésung ohne Verdinnen
oder Rihren bzw. Schitteln der Probenlésung. Die-
ses Verfahren bewirkt, dass der spezifische Bestand-
teil mit einer Oxidoreduktase reagiert, deren Substrat
dem spezifischen Bestandteil in Anwesenheit eines
Elektronenvermittlers oder Elektronenakzeptors ent-
spricht und oxidiert anschlief’end den Elektronenver-
mittler, der durch die Enzymreaktion elektrochemisch
reduziert ist. Die Konzentration des spezifischen Be-
standteils wird dann durch den wahrend dieser elek-
trochemischen Oxidation flieRenden Oxidationsstrom
bestimmt.

[0003] Dieses Verfahren verwendet normalerweise
einen Biosensor wie er in der Japanischen Offenle-
gungsschrift Nr. 2,517,153 offenbart ist.

[0004] Der Biosensor wird hergestellt, indem zuerst
ein Elektrodensystem mit einer Arbeitselektrode und
einer Gegenelektrode auf einer elektrisch isolieren-
den Grundplatte durch ein Raster- bzw. Siebdruck-
verfahren oder dergleichen gebildet wird, anschlie-
Rend auf dem Elektrodensystem eine eine Oxidore-
duktase und einen Elektronenvermittler enthaltende
Reaktionsschicht gebildet wird, und schlieBlich eine
Abdeckung und ein Abstandshalter auf der elektrisch
isolierenden Grundplatte verklebt werden.

[0005] Dieser Biosensor ermoglicht die Quantifizie-
rung von verschiedenen spezifischen Bestandteilen
durch Variieren der Oxidoreduktase.

[0006] Ein Glucosesensor wird als ein Beispiel fur
einen Biosensor beschrieben.

[0007] Ein herkdbmmlich bekanntes Verfahren zur
quantitativen Messung von Glucose ist ein System,
das eine Kombination einer Glucoseoxidase mit einer
Sauerstoffelektrode oder einer Wasserstoffperoxide-
lektrode umfasst (z.B. "Biosensor", herausgegeben
von Shuichi Suzuki, Kodansha, Japan).

[0008] Glucoseoxidase oxidiert selektiv  ein
B-D-Glucose Substrat in D-Gluconsaure-6-lacton
durch Verwendung von Sauerstoff, der in einer Pro-
benlésung als ein Elektronenvermittler geldst ist.
Wenn das Substrat durch die Glucoseoxidase oxi-
diert wird, wird der als der Elektronenvermittler ver-
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wendete Sauerstoff in Wasserstoffperoxid reduziert.
Die Glucosekonzentration kann entweder durch Mes-
sung des Volumens des wahrend dieser Reaktion
verbrauchten Sauerstoffs durch Verwendung einer
Sauerstoffelektrode oder durch Messung des Volu-
mens des erzeugten Wasserstoffperoxids unter Ver-
wendung einer Wasserstoffperoxidelektrode aus Pla-
tin oder dergleichen quantifiziert werden.

[0009] Dieses Verfahren weist jedoch den Nachteil
auf, dass die Messung stark durch die Konzentration
des in einer Probenldsung enthaltenen Sauerstoffs,
abhangig vom Messgegenstand, beeinflusst wird.
Dieses System weist noch einen anderen Nachteil
auf, namlich dass das System nicht in Abwesenheit
von Sauerstoff funktionieren kann.

[0010] Zum Uberwinden dieser Probleme wurde ein
Typ eines Glucosesensors entwickelt, der eine orga-
nische Zusammensetzung oder einen Metallkomplex
wie Kaliumferricyanid, Ferrocenderivate, Chinonderi-
vate, usw. als Elektronenvermittler anstelle von Sau-
erstoff enthalt.

[0011] Dieser Biosensor kann eine bekannte Menge
einer Glucoseoxidase auf einem Elektrodensystem
zusammen mit einem Elektronenvermittler in deren
stabilisiertem Zustand tragen. Diese Struktur ermog-
licht es, das Elektrodensystem mit der Reaktions-
schicht integral in nahezu trockenem Zustand zu
kombinieren.

[0012] Ein derartiger Biosensor ist normalerweise
ein Einwegartikel bzw. wegwerfbar und erméglicht
die Messung der Konzentration von Glucose durch
eine einfache Eintraufelung einer Messprobe an ei-
nem in einer Messvorrichtung montierten Sensor-
chip. Dadurch hat dieser Biosensor in jungster Zeit
viel Aufmerksamkeit auf sich gezogen.

[0013] EP 0 736 607 lehrt einen Biosensor mit einer
Mess- und einer Gegenelektrode, die beide eine Re-
agenzschicht mit einer Oxidoreduktase und einer Re-
doxverbindung tragen.

[0014] Wie oben beschrieben kann das Substrat in
einer Probe quantifiziert werden auf der Grundlage
des Stroms, der bendétigt wird zum Oxidieren der re-
duzierten Form des Elektronenvermittlers, der durch
eine Reihe von Enzymreaktionen auf der Elektrode
erzeugt worden ist,. Ein derartiges Verfahren und der
zugehorige Biosensor sind in US 5,288,636 offen-
bart, die eine Reagenzschicht mit einer Oxidoreduk-
tase und einer Redoxverbindung auf der Arbeitselek-
trode und eine Redoxverbindung in ihrer oxidierten
Form auf der Gegenelektrode lehrt.

[0015] Es wird jedoch angenommen, dass einige
Proben eine leicht zu oxidierende Substanz enthal-
ten, die durch Oxidation eines Elektronenvermittlers
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in seinem reduzierten Zustand auf der Elektrode oxi-
diert wird, und einen Oxidationsstrom erzeugt, und
dadurch einen positiven Fehler in dem gemessenen
Stromwert erzeugt. Dartber hinaus kann der Oxidati-
onsstrom variieren, wenn die Messprobe eine hohe
Konzentration des Substrats enthalt.

[0016] Zum Lésen dieser Probleme schlagen die
gegenwartigen Erfinder ein Verfahren zur quantitati-
ven Messung eines Substrats auf der Grundlage des
Werts des Reduktionsstroms, der wahrend der Re-
duktion des Elektronenvermittlers in seinem oxidier-
ten Zustand auf der Arbeitselektrode, die nicht durch
eine Reihe von Enzymreaktionen reduziert bleibt,
flieRt. Dieses Verfahren verhindert nachteilige Aus-
wirkungen jeglicher leicht zu oxidierender Substan-
zen auf die Messergebnisse.

[0017] Wenn jedoch der Reduktionsstromwert mit
einem Zweielektrodensystem, das eine Arbeitselekt-
rode und eine Gegenelekirode umfasst, gemessen
wird, dann wird die Anwesenheit einer gewissen
Menge eines Elektronenvermittlers in seinem redu-
zierten Zustand, der auf der Gegenelektrode oxidiert
werden muss, entsprechend der Reduktion des be-
reits oxidierten Elektronenvermittlers auf der Arbeits-
elektrode, zwingend erforderlich. Wenn jedoch zu er-
warten ist, dass die Konzentration des Substrats
niedrig ist, kann sich bei diesem System der Elektro-
nenvermittler in seinem reduzierten Zustand abrei-
chern, was dazu fuhrt, dass die Oxidation auf der Ge-
genelektrode sich zu einem ratenbestimmenden
Schritt entwickelt, der den gemessenen Reduktions-
stromwert nachteilig beeinflusst.

Kurze Zusammenfassung der Erfindung

[0018] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist
es daher, einen Biosensor bereitzustellen, der die
Quantifizierung einer Substratkonzentration in einer
Probe mit hoher Genauigkeit durch Beseitigung der
oben genannten Schwierigkeiten ermdéglicht.

[0019] Eine andere Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung ist es, ein Verfahren zur einfachen und quanti-
tativen Hochleistungsmessung eines Substrats mit
hoher Genauigkeit mit Hilfe dieses Biosensors bereit-
zustellen.

[0020] Die vorliegende Erfindung stellt einen Bio-
sensor bereit, der umfasst: eine elektrisch isolierende
Grundplatte, ein Elektrodensystem mit einer Arbeits-
elektrode und einer auf der Grundplatte gebildeten
Gegenelektrode, und eine Reaktionsschicht, die auf
oder in der Nahe des Elektrodensystems gebildet ist
und die wenigstens eine Oxidoreduktase und einen
Elektronenvermittler enthalt, wobei die Gegenelekt-
rode wenigstens eine Redoxverbindung in ihrem re-
duzierten Zustand, die eine elektrolytische Oxidation
erlaubt, enthalt.
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[0021] Die vorliegende Erfindung stellt auch ein Ver-
fahren bereit zur quantitativen Messung eines Subst-
rats unter Verwendung des oben genannten Biosen-
sors, wobei das Verfahren umfasst: einen ersten
Schritt des Hinzufiigens einer Probe zu der Reakti-
onsschicht, um zu bewirken, dass ein in der Probe
enthaltenes Substrat mit einem in der Reaktions-
schicht enthaltenem Enzym reagiert; einen zweiten
Schritt des Anlegens eines Potentials an die Arbeits-
elektrode zum Reduzieren des Elektronenvermittlers
im oxidierten Zustand, der im Verlauf des ersten
Schritts nicht reduziert bleibt; und einen dritten Schritt
des Messens eines durch die Arbeitselektrode und
die Gegenelektrode flielenden Reduktionsstroms.

[0022] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung enthalt die Gegenelektrode Ferrocen oder
ein Ferrocenderivat als Redoxverbindung.

[0023] Wahrend die neuen Merkmale der Erfindung
insbesondere in den angefiigten Patentanspriichen
dargelegt sind, wird die Erfindung in der folgenden
ausflhrlichen Beschreibung in Verbindung mit den
Zeichnungen sowohl hinsichtlich ihres Aufbaus bzw.
ihrer Einrichtung als auch ihres Inhalts, zusammen
mit ihren weiteren Aufgaben und Merkmalen, besser
verstanden und gewdrdigt.

Kurze Beschreibung der verschiedenen Ansichten
der Zeichnung

[0024] Fig. 1 ist eine perspektivische Explosionsan-
sicht eines Glucosesensors nach einem Beispiel der
vorliegenden Erfindung mit Auslassung der Reakti-
onsschicht.

[0025] Fig. 2 ist eine vertikale Querschnittsansicht,
die den wesentlichen Bestandteil des Glucosesen-
sors mit einer Auslassung des Abstandshalters und
der Abdeckung veranschaulicht.

Ausfuhrliche Beschreibung der Erfindung

[0026] Wie oben ausgefiihrt, fugt das Verfahren zur
quantitativen Messung eines Substrats nach der vor-
liegenden Erfindung eine Probe zu der Reaktions-
schicht hinzu, um zu bewirken, dass das Substrat mit
dem Enzym reagiert. Wenn die Enzymreaktion fort-
schreitet, wird der in der Reaktionsschicht enthaltene
Elektronenvermittler so weit reduziert, dass er die
Konzentration des Substrats in der Probe wieder-
spiegelt. Dann wird ein Potential an die Arbeitselekt-
rode angelegt, um den Elektronenvermittler in sei-
nem oxidierten Zustand, der wahrend der Enzymre-
aktion nicht reduziert bleibt, zu reduzieren, um dabei
den Reduktionsstrom zu erzeugen. Die Substratkon-
zentration wird dann durch Messung des durch die
beiden Elektroden flieRenden Reduktionsstroms be-
stimmt.
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[0027] Wenn der Anteil des Elektronenvermittlers in
der Reaktionsschicht auf einem konstanten Niveau
gehalten wird, spiegelt der Reduktionsstrom bei die-
sem Verfahren die Konzentration des Substrats in der
Probe scharf bzw. genau wieder. Wenn daher ein Re-
duktionsstromwert einer Standardlésung, die einen
bekannten Anteil eines Substrats enthalt, vorher kali-
briert wird, um eine Referenzkalibrationskurve zu er-
halten, kann die Substratkonzentration in einer Probe
auf der Grundlage dieser Referenz quantitativ be-
stimmt werden.

[0028] Die vorliegende Erfindung als solche quanti-
fiziert ein Substrat auf der Grundlage des Redukti-
onsstroms, was den Reduktionsstrom davor bewahrt,
durch die Anwesenheit, falls vorhanden, einer leicht
zu oxidierenden Substanz nachteilig beeinflusst zu
werden.

[0029] Weiterhin enthalt die Gegenelektrode wie
oben beschrieben wenigstens eine Redoxverbindung
in ihrem reduzierten Zustand. Diese Ausgestaltung
verhindert, dass die Oxidation auf der Gegenelektro-
de im Verlauf der Messung des Reduktionsstrom-
werts an der Arbeitselektrode in den ratenbestim-
menden Schritt Einzug halt, selbst wenn die Probe
eine niedrige Konzentration des Substrats enthalt
und dadurch der verfiigbare Elektronenvermittler in
seinem reduzierten Zustand, der durch die Enzymre-
aktion erzeugt worden ist, klein hinsichtlich seines
Anteils ist.

[0030] Der Biosensor nach der vorliegenden Erfin-
dung schlie3t eine verbesserte Gegenelektrode mit
ein, die ein Bedenken uber Einflisse der Gegenelek-
trode auf die Sensorerhaltung ausschliefdt. Einige
Redoxverbindungen kénnten nachteilige Auswirkun-
gen auf die Sensorerhaltung aufweisen; daher ist es
wichtig, dass wenn eine Redoxverbindung zu der En-
zymschicht hinzugefiigt werden soll, ihre Auswirkung
vorher uberprift wird. Die vorliegende Erfindung
schliefl3t eine Redoxverbindung in ihrem reduzierten
Zustand in der Gegenelektrode mit ein, wobei diese
Ausgestaltung einen Vorteil mit sich bringt, dass die-
se im Vergleich zu einem Biosensor, bei dem derarti-
ge Komponenten in der Reaktionsschicht hinzuge-
fugt werden, in einer grofleren Menge hinzugefligt
werden kdnnen wenn die Substratkonzentration hoch
ist.

[0031] Es ist vorteilhaft bzw. besser, dass der Anteil
der Redoxverbindung, die in der Gegenelektrode ent-
halten sein soll, groRer ist als die Menge des Elektro-
nenvermittlers, der in der Reaktionsschicht enthalten
sein soll.

[0032] Als bevorzugt verwendete Redoxverbindun-
gen kénnen Ferrocen, ein Ferrocenderivat sowie Vi-
nylferrocen, ein Metallkomplex, Hydrochinon, usw.
als Beispiel genannt werden.
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[0033] Es ist auch bevorzugt, die gesamte Oberfla-
che des auf der Grundplatte gebildeten Elektroden-
systems mit einer Schicht eines hydrophilen Poly-
mers zu beschichten, um den mdglichen Kontakt des
Enzyms und des Elektronenvermittlers in der Reakti-
onsschicht oder die mdgliche Adsorption bzw. Anla-
gerung von Protein in der Probe mit oder auf der
Oberflache des Elektrodensystems zu vermeiden.

[0034] Verfligbare hydrophile Polymere zum Bilden
der hydrophilen Polymerschicht umfassen: Polyvinyl-
pyrolidon, Polyvinylalkohol, Polyaminosauren wie
Polylysin, Polystyrolsulfonat, Gallerte und ihre Deri-
vate, ein Polymer einer Acrylsdure oder ein Acrylat,
ein Polymer von Methaacrylsdure oder ein Me-
thacrylat, Starke und ihre Derivate, ein Polymer von
Maleinsaureanhydrid oder ein Maleat, Cellulosederi-
vate wie Carboxymethylzellulose, Hydroxypropylzel-
lulose, Methylzellulose, Ethylzellulose, Hydroxyethyl-
zellulose, Ethylhydroxyethylzellulose, Carboxyme-
thylethylzellulose oder dergleichen. Unter diesen
sind Carboxymethylzellulose, Hydroxyethylzellulose,
Hydroxypropylzellulose, Methylzellulose, Ethylzellu-
lose, Ethylhydroxyethylzellulose und Carboxymethyl-
ethylzellulose bevorzugt.

[0035] Als Elektronenvermittler, der in der Reakti-
onsschicht enthalten sein soll, kbnnen Kaliumferricy-
anid, p-Benzochinon, Phenazinmethosulfat, Methy-
len blau, Ferrocenderivate oder dergleichen verwen-
det werden.

[0036] Einsetzbare Oxidoreduktasen beinhalten
Glucoseoxidase, Glucosedehydrogenase, Alkoholo-
xidase, Lactatoxidase, Lactatdehydrogenase, Fruc-
tosedehydrogenase, Urikase, Cholesteroloxidase,
Cholesterolesterase, Xanthinoxidase, Aminosaureo-
xidase und dergleichen.

[0037] Eine Kombination von mehreren Oxidore-
duktasen kann ebenfalls verwendet werden, bei-
spielsweise Glucoseoxidase plus Invertase, Gluco-
seoxidase plus Invertase plus Mutarotase, Fructose-
dehydrogenase plus Invertase oder dergleichen.

[0038] Die Enzyme und der Elektronenvermittler
kénnen in der Probenlésung geldost werden oder
durch Fixieren der Reaktionsschicht an der Grund-
platte an einer Lésung in der Probenlésung gehindert
werden. Wenn die letztere Ausgestaltung tbernom-
men wird, ist es bevorzugt, dass die Reaktionsschicht
ferner eines der hydrophilen Polymere, die oben als
Beispiel genannt worden sind, enthalt.

[0039] Die Reaktionsschicht kann ferner einen
pH-Puffer enthalten. Als Beispiel flir den pH-Puffer
kénnen genannt werden: Kaliumdihydrogenphos-
phat-Dikaliumphosphat, Kaliumdihydrogenphos-
phat-Dinatriumphosphat,  Natriumdihydrogenphos-
phat-Dikaliumphosphat, Natriumdihydrogenphos-
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phat-Dinatriumphosphat, Zitronensaure-Dinatrium-
phosphat, Zitronensaure-Dikaliumphosphat, Zitro-
nensaure-Trinatriumzitrat, Zitronensaure-Trikaliumzi-
trat, Kaliumdihydrogenzitrat-Natriumhydroxid, Natri-
umdihydrogenzitrat-Natriumhydroxid, Natriumhydro-
genmaleat-Natriumhydroxid, Kaliumhydrogenphta-
lat-Natriumhydroxid, Kaliumhydrogenphtalat-Natri-
umhydroxid, Bernsteinsdure-Natriumtetraborat, Ma-
leinsaure-Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Tris(hy-
droxymethyl)aminomethan-Tris(hydroximethyl)ami-
noethanhydrochlorid, [N-(2-hydroxyethyl)pipera-
zin-N'-2-Ethansulfonsaure]-Natriumhydroxid,
(N-Tris(hydroxymethyl)methyl-2-Aminoethansulfon-
saure]-Natriumhydroxid und [Piperazin-N,
N'-Bis(2-Ethansulfonsaure)]-Natriumhydroxid.

[0040] Aufder Reaktionsschicht kann auch eine Le-
zitinschicht zum gleichmaRigen Zufliigen einer Pro-
benlésung gebildet werden.

[0041] Im Folgenden wird die vorliegende Erfindung
anhand konkreter Beispiele spezifisch erlautert.

[0042] Auch wenn in den unten genannten Beispie-
len die Arbeitselektrode, die Gegenelektrode und die
Isolationsschicht durch spezifische Druckmuster ge-
bildet werden, ist die vorliegende Erfindung nicht auf
solche Muster beschrankt. In dhnlicher Weise ist die
an die Elektrode anzulegende Spannung nicht auf die
in den unten genannten Beispielen verwendete be-
schrankt.

[0043] Fig. 1 zeigt eine perspektivische Explosions-
ansicht eines Glucosesensors mit einem Zweielekt-
rodensystem bei Auslassung der Reaktionsschicht.
In dem Glucosesensor wird eine Silberpaste auf eine
elektrisch isolierende Grundplatte 1 aus Polyethylen-
terephtalat durch das Raster- bzw. Siebdruckverfah-
ren aufgedruckt, so dass Anschlisse 2 und 3 auf der
Grundplatte 1 gebildet werden. AnschlieRend wird
eine leitfahige Kohlenstoffpaste, die einen Harzbin-
der enthalt, auf die Grundplatte 1 aufgedruckt, so
dass eine Arbeitselektrode 4 gebildet wird. Die Ar-
beitselektrode 4 ist in Kontakt mit dem Anschluss 2,
Dann wird weiterhin eine elektrisch isolierende
Schicht 6 auf der Grundplatte 1 gebildet, indem eine
isolierende Paste darauf aufgedruckt wird. Die elek-
trisch isolierende Schicht 6 bedeckt den Umfang der
Arbeitselektrode 4, so dass die bloRliegende Teilfla-
che der Arbeitselektrode 4 konstant gehalten wird.
Danach wird eine leitfahige Kohlenstoffpaste, die ei-
nen Harzbinder und eine Redoxverbindung enthalt,
auf die Grundplatte 1 aufgedruckt, um zu bewirken,
dass die Paste den vorher gebildeten Anschluss 3
berGhrt, was eine ringahnliche Gegenelektrode 5
ausbildet.

[0044] Dann werden die elektrisch isolierende
Grundplatte 1, eine Abdeckung 9 mit einem Entlifter
11 und einem Abstandshalter 10 in einer Lagebezie-
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hung miteinander verbunden, wie durch die gestri-
chelte Linie in Fig. 1 dargestellt, was einen Biosensor
liefert, der in den unten genannten Beispielen als ein
Glucosesensor verwendet wird. Der Abstandshalter
10 weist einen Schlitz 13 zum Bilden eines Proben-
zufuhrwegs zwischen der Grundplatte und der Abde-
ckung auf. Referenzzeichen 12 entspricht einer Off-
nung des Probenzufuhrwegs.

[0045] Fig. 2 ist eine vertikale Querschnittsansicht,
die wesentliche Teile des Biosensors nach der vorlie-
genden Erfindung veranschaulicht, wobei der der Ab-
standshalter und die Abdeckung ausgelassen sind,.
Auf der elektrisch isolierenden Grundplatte 1, auf der
das Elektrodensystem bereits wie in Fig. 1 gezeigt
ausgebildet ist, wird eine Reaktionsschicht 7, die die
Reagenzien einschlieflich eines Enzyms und eines
Elektronenvermittlers enthalt ausgebildet und ober-
halb davon wird spater ferner eine Lezitinschicht 8
ausgebildet.

[0046] Die Reaktionsschicht 7 wird vorzugsweise
auf dem Elektrodensystem gebildet, sie kann jedoch
in der Nahe des Elektrodensystems ausgebildet wer-
den, beispielsweise auf der Seite der Abdeckung, so
dass sie zu dem Probenzufuhrweg hin exponiert ist.

Beispiel 1

[0047] Wie in Eig. 1 gezeigt wurde auf der Grund-
platte 1 zuerst ein Elektrodensystem mit wenigstens
einer Gegenelektrode aus einer leitfahigen Kohlen-
stoffpaste, die einen Harzbinder und Ferrocen als die
Redoxverbindung enthalt, ausgebildet.

[0048] Dann wurde die Reaktionsschicht 7 ausge-
bildet indem eine gemischte wassrige Lésung von
Glucoseoxidase (EC1.1.3.4; im folgenden als "GOD"
bezeichnet) mit Kaliumferricyanid auf das Elektro-
densystem aufgebracht und getrocknet wird.

[0049] AnschlieBend wurde die Lezitinschicht 8
durch Aufbringen einer Toluenlésung von Lezitin auf
die Reaktionsschicht 7 und Trocknen derselben aus-
gebildet.

[0050] Die Abdeckung 9 und der Abstandshalter 10
wurden dann mit der Grundplatte 1 in einer durch die
gestrichelte Linie in Fig. 1 gezeigten Lagebeziehung
miteinander verbunden, was einen in diesem Beispiel
verwendeten Glucosesensor lieferte.

[0051] Als eine Probenlésung wurde eine wassrige
Glucosestandardlosung (3 pl) dem Glucosesensor
durch die Offnung 12 des Probenzufiihrwegs zuge-
fuhrt. Die Probenlésung avancierte zu der Entliftung
11 und I6ste die oberhalb des Elektrodensystems
vorhandene Reaktionsschicht 7 auf. Beim Auflésen
der Reaktionsschicht 7 wird eine Enzymreaktion
stattfinden, bei der in der Probenldsung enthaltene
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Glucose durch das GOD zu Gluconséurelacton oxi-
diert wird. Diese Enzymreaktion begleitet gleichzeitig
die Reduktion der Ferricyanidionen in Ferrocyanidio-
nen.

[0052] Wenn eine bestimmte Zeit nach Zufuhr der
Probenlésung abgelaufen ist, wird an die Arbeitselek-
trode 4 eine Spannung von -1,0 V in Bezug auf die
Gegenelektrode 5 angelegt, was eine Reduktion des
Kaliumferricyanids, welches unempfanglich bzw. re-
fraktorisch fur die durch die Enzymreaktion auf der
Arbeitselektrode bewirkte Reduktion war, induzierte.
Andererseits wird auf der Gegenelektrode eine Oxi-
dation des in der Gegenelektrode enthaltenen Ferro-
cens stattfinden und Ferriciniumionen erzeugen. Der
Wert des durch die Elektroden flieRenden Redukti-
onsstroms wurde fuinf Sekunden nach dem Anlegen
der Spannung gemessen.

[0053] Die Stromwerte, die unter Verwendung ver-
schiedenartiger wassriger Standardldsungen bei ver-
schiedenen Glucosekonzentrationen gemessen wor-
den sind, zeigten Abfélle bei Anstiegen in der Gluco-
sekonzentration. Dies impliziert, dass die Anwesen-
heit von Ferrocen in der Gegenelektrode einen aus-
reichenden Anteil eines Reduktionsmittels in dem
Reaktionssystem sicherstellte, und dass die Strom-
werte von dem Anteil der Ferricyanid-lonen, die auf
der Arbeitselektrode zu Ferrocyanid-lonen reduziert
werden sollen, abhingen. Der mit dem Glucosesen-
sor gemessene Antwortstromwert zeigte eine hohe
Genauigkeit.

Beispiel 2

[0054] In diesem Beispiel wurde eine wassrige Lo-
sung von Carboxymethylzellulose (im folgenden ab-
gekurzt als "CMC") auf das Elektrodensystem iden-
tisch zu dem des Beispiels 1 aufgebracht und ge-
trocknet, um eine CMC-Schicht auszubilden. Die Re-
aktionsschicht und die Lezitinschicht wurden in die-
ser Reihenfolge auf der CMC-Schicht in der gleichen
Art und Weise wie in Beispiel 1 ausgebildet.

[0055] Ein Glucosesensor wurde in der gleichen Art
und Weise wie in Beispiel 1 hergestellt, um die Sen-
sorantworten auf verschiedenartige Glucosestan-
dardlésungen zu messen. Die Ergebnisse zeigten
ahnliche Antwortcharakteristiken bzw. Kennlinien fur
den Glucosesensor dieses Beispiels im Vergleich zu
dem des Beispiels 1, was auf weniger Variationen
hinweist.

Beispiel 3

[0056] In diesem Beispiel wurde der Antwortstrom-
wert des Glucosesensors in der gleichen Art und
Weise wie in Beispiel 2 gemessen, mit Ausnahme der
Verwendung verschiedenartiger wassriger Glucose-
standardlésungen, die bekannte Anteile von Ascor-
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binsaure als Standardlésung enthielten.

[0057] Die Ergebnisse zeigten, dass der Glucose-
sensor ahnliche Antwortcharakteristiken bzw. -kenn-
linien wie die des Beispiels 2, welches ausschlief3lich
wassrige Glucosestandardlésungen ohne Ascorbin-
saure verwendete, aufwiesen.

Vergleichendes Beispiel 1

[0058] Als ein vergleichendes Beispiel wurde ein
Glucosesensor und eine wassrige Glucosestandard-
I6sung, die Ascorbinsaure enthielt, identisch zu de-
nen des Beispiels 3 verwendet zum Messen der Wer-
te des Oxidationsstroms, der finf Sekunden nach
dem Anlegen einer Spannung von 0,5 V an die Ar-
beitselektrode bei Verwendung der Gegenelektrode
als Referenz floss.

[0059] Die Ergebnisse zeigten, dass die Antwort-
stromwerte sich erhéhten, wenn der Anteil der in der
wassrigen Glucosestandardlésung enthaltenen As-
corbinsdure anstieg.

Beispiel 4

[0060] Ein Glucosesensor wurde in der gleichen Art
und Weise wie in Beispiel 2 hergestellt, mit Ausnah-
me der Verwendung von Vinylferrocen als Redoxver-
bindung, und hinsichtlich ihrer Antworten auf die
wassrigen Glucosestandardlésungen vermessen.
Der Glucosesensor des Beispiels 4 zeigte ahnliche
Antwortcharakteristiken bzw. -kennlinien wie die des
Beispiels 2.

Patentanspriiche

1. Ein Biosensor umfassend eine elektrisch iso-
lierende Grundplatte, ein Elektrodensystem mit einer
Arbeitselektrode und einer auf der Grundplatte aus-
gebildeten Gegenelektrode, und eine Reaktions-
schicht, die auf dem Elektrodensystem gebildet ist
und wenigstens eine Oxidoreductase und einen Elek-
tronenvermittler im oxidierten Zustand enthalt, wobei
die Gegenelektrode wenigstens eine Redoxverbin-
dung im reduzierten Zustand enthalt, wobei die Oxi-
doreductase aus der Gruppe umfassend: Glucoseo-
xidase, Glucosedehydrogenase, Alkoholooxidase,
Lactatoxidase, Lactatdehydrogenase, Fructosedehy-
drogenase, Uricase, Cholesteroloxidase, Xanthinoxi-
dase und Aminosaureoxidase ausgewahilt ist.

2. Der Biosensor nach Anspruch 1, wobei die Re-
doxverbindung Ferrocen oder ein Ferrocenderivat ist.

3. Der Biosensor nach Anspruch 1, wobei die Re-
aktionsschicht weiterhin ein hydrophiles Polymer be-
inhaltet.

4. Verwendung eines Biosensors fur die quantita-
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tive Messung eines Substrats, wobei der Biosensor
umfasst: eine elektrisch isolierende Grundplatte, ein
Elektrodensystem mit einer Arbeitselektrode und ei-
ner auf der Grundplatte gebildeten Gegenelektrode,
und eine Reaktionsschicht, die auf dem Elektroden-
system gebildet ist und wenigstens eine Oxidoreduc-
tase und einen Elektronenvermittler enthalt, die Ver-
wendung umfassend:

— einen ersten Schritt des Hinzufligens einer Probe
zu der Reaktionsschicht, um zu bewirken, dass ein in
der Probe beinhaltetes Substrat mit der in der Reak-
tionsschicht beinhalteten Oxidoreductase reagiert,
und des Reduzierens eines Teils des in der Reakti-
onsschicht enthaltenen Elektronenvermittlers im oxi-
dierten Zustand,

— ein zweiter Schritt des Anlegens eines Potentials an
die Arbeitselektrode zum Reduzieren eines Teils des
in der Reaktionsschicht enthaltenen Elektronenver-
mittlers im oxidierten Zustand, und

— einen dritten Schritt des Messens eines durch die
Arbeitselektrode und die Gegenelektrode flieRenden
Reduktionsstroms,

wobei die Gegenelektrode wenigstens eine Redox-
verbindung im reduzierten Zustand beinhaltet und die
Redoxverbindung in dem zweiten Schritt oxidiert
wird.

5. Ein Verfahren zum quantitativen Messen eines
Substrats, umfassend:
— einen ersten Schritt des Bereitstellens eines Bio-
sensors, der umfasst: eine elektrisch isolierende
Grundplatte, ein Elektrodensystem mit einer Arbeits-
elektrode und einer auf der Grundplatte gebildeten
Gegenelektrode, und eine Reaktionsschicht, die auf
dem Elektrodensystem gebildet ist und wenigstens
eine Oxidoreductase und einen Elektronenvermittler
enthalt;
— einen zweiten Schritt des Hinzufligens einer Probe
zu der Reaktionsschicht, um zu bewirken, dass ein in
der Probe enthaltenes Substrat mit der in der Reakti-
onsschicht enthaltenen Oxidoreductase reagiert, und
des Reduzierens eines Teils des in der Reaktions-
schicht enthaltenen Elektronenvermittlers im oxidier-
ten Zustand,
— einen dritten Schritt des Anlegens eines Potentials
an die Arbeitselektrode zum Reduzieren eines Teils
des in der Reaktionsschicht enthaltenen Elektronen-
vermittlers im oxidierten Zustand; und
— einen vierten Schritt des Messens eines durch die
Arbeitselektrode und die Gegenelektrode flieRenden
Reduktionsstroms,
wobei die Gegenelektrode wenigstens eine Redox-
verbindung im reduzierten Zustand enthalt und die
Redoxverbindung in dem dritten Schritt oxidiert wird.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

FIG. 1
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