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(57) Abstract

The method proposed for immobilizing organic macromolecules or biopolymers, in particular enzymes, antibodies, anti-
genes, DNA/RNA and microorganisms, comprises mixing the macromolecules or biopolymers with an aqueous, solvent-free po-
lymer dispersion, applying this mixture in the form of a cohesive film to a substrate and carefully drying the film. In particular,
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(57) Zusammenfassung

Das Verfahren zur Immobilisierung von organischen Makromolekiilen oder Biopolymeren, insbesondere von Enzymen,
Antikorpern, Antigenen, DNA/RNA und Mikroorganismen besteht darin, dal die zu immobilisierenden Makromolekiile oder
Biopolymere mit einer wéBrigen, 16sungsmittelfreien Polymerdispersion vermischt werden und daB diese Mischung in Form eines
zusammenhingenden Filmes auf ein Substrat aufgetragen wird, der anschliefend schonend getrocknet wird. Insbesondere ist vor-
gesehen, daf der Polymerfilm auf die MeRelektrode eines Transducers fiir einen Biosensor aufgebracht wird.
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Immobilisierung von organischen Makromolekiilen oder Bio-

polymeren in einer Polymermembran

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Immobilisierung
von organischen Makromolekilen oder Biopolymeren in
einem Polymerfilm bzw. einer Polymermembran. Insbeson-
dere handelt es sich dabei um die Immobilisierung von
Enzymen, Antik6rpern, Antigenen, DNA/RNA und von Mikro-
organismen, z.B. Bakterienzellen. Derartige Membranen
sind ein wichtiger Bestandteil von Transducern fir Bio-
sensoren und besitzen chemisch-selektive Eigenschaften.
Ferner konnen solche Membranen optisch in Reflexion oder
Transmission analytisch untersucht werden. Hauptanwen-
dungsgebiete dieser analytischen MeBmethode mit Hilfe
von Membranen liegen auf dem Gebiet der medizinischen

Diagnostik, aber auch in der Umweltanalytik.,

Stand der Technik

Bei Biosensoren, insbesondere solchen auf der Basis
elektrochemischer Transducer, ist es ein technolegisch
bislang nur unzureichend geldstes Problem. auf den

eigentlichen Transducer die biologische(rn: Kompenentetn}
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aufzubringen, die als Indikator (Antikorper, Antigene,

DNA, RNA) oder Katalysator (Enzyme) benutzt werden. 1
Diese Molekiile sind im allgemeinen empfindlich gegeniiber
organischen Losungsmitteln. Bei Kontakt mit organischen :
Losungsmitteln muB mindestens mit einer partiellen
Denaturierung der Biopolymere gerechnet werden. Es ist
notwendig, daf die Immobilisierung unter AusschluB
nichtwifriger L&sungsmittel erfolgt. Die meist verwen-

dete Technik ist eine kovalente Immobilisierung uber
Seitengruppen des Biopolymers mittels einer radikali-

schen Reaktion. Dabei erfolgt Anbindung an ein bereits
vorliegendes Pclymer mit z.B. Aldehyd-Seitengruppen.

Eine andere Mdgiichkeit ist die Erzeugung eines Polymers

in situ (z.B. Polyacrylamidgele), was in einem physika-

lischen EinschluB der Makromolekiile resultiert. Radika-

lische Immobilisierungsreaktionen sind im allgemeinen

mit einem hohen Verlust an biologischer Aktivitit ver-

bunden, die durch einen h&heren kostenintensiven,

Materialeinsatz kompensiert werden muf,

Halbleitertransducer fiur Biosensoren, wie z.B. ISFETs,
sind zudem h&ufig instabil gegenuber radikalischen
immobilisierungsreaktionen auf ihren "Gate”"-zonen. Ties
fthrt zu hohen Ausfallraten, da die radikalischen
Agentien auch mit den dinnen Schichten z.B. der "Gate'-

isolatoren reagieren und deren Struktur angreifen.

Fur die Immobilisierung von Enzymen kommen heute zum
Einsatz:
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1. Die kovalente Anbindung an aktivierte wasserunlos-
liche Trigermaterialien. Diese sind meist Poly-

saccharide, Silikate oder leitfdhige Polymere.

2. Die Einbettung in eine Matrix, z.B. Polyacryl-

amidgele,
3. die Adsorption an Oberflachen.

Eine Ubersicht der klassischen Immobilisierungstechniken
ftir Enzyme und andere Biopolymere findet sich u.a. bel
P,W, Carr, L.D. Bowers "Immobilized Enzymes in Analyti-
cal and Clinical Chemistry” in "Chemical Analysis", Vol.
56 (eds. P.J. Elving, J.D. Winefordner), J. Wiley &

Sons, New York.

Ftir chemische Sensoren bzw. Biosensoren sind zwei
spezielle Varianten beschrieben. Zum einen die Immobili-
sierung von Enzymen mittels bzw. an leit“ahigen Poly-
meren wie z.B. Polypyrrol (N.C. Foulds, C.R. Lowe
"Enzyme Entrapment in Electrically Conducting Polymers”,
J. Chem. Soc., Faraday Trans. 1, 82 (1986) 1259-1264)
sowie die Verwendung von Kohleschlimmen bzw. Pasten, die
mit Enzymen gemischt werden und z.B. mittels Siebdruck

auf Oberfléchen aufgebracht werden (EP 0 351 891 AZ).

In Abhangigkeit der verwendeten Immobilisierungsmethode
mup das Verfahren zur Applikation der Biopolymer-halti-
gen Schichten auf den Substraten gew@hlt werden. Meist

kann fir die Aufbringung der biologischen Komponenten
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auf die Transducer und die eigentliche Transducerher-
stellung nicht die gleiche Technik bzw. das gleiche Ver-

fahren (z.B. der Siebdruck) verwendet werden.

Eine Ubersicht der gelaufigen Transducer und deren
Konstruktion und Gestaltung findet sich in:

J. Janata, A. Bezegh, "Chemical Sensors", Anal. Chem.
60 (1988) 62R-74R.

C. Nylander, "Chemical and biological sensors”, I, Phys.

E: Sci. Instrum. 18 (1985) 736-750.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Biopolymere
in einer Polymermembran unter Erhaltung der biologischen
Aktivitat zu immobilisieren., Der auf ein Festkdrpersub-
strat, z.B. Papier, Keramik, Metall, Glas oder Kunst-
stoff, aufgebrachte Polymerfilm mit dem immobilisierten
Biopolymer soll trocken lagerfiahig sein und nach Re-
hydratisierung eine hohe biologische Aktivitit auf-
weisen., Fiur die Anwendung solcher Membranen bei der
Herstellung von Biosensoren ist es ferner wesentlich,
daf die Membranen hinsichtlich der MeBempfindlichkeit
eine hohe Reproduzierbarkeit aufweisen und bei der Her-
stellung der Membranen mit den gleichen Maschinen und
Vorrichtungen gearbeitet werden kann wie bei der Her-

stellung der Transducer fur die Biosensoren.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemif dadurch geldst, dap
die zu immobilisierenden Makromolektile oder Biopolymere
mit einer fliussigen lésungsmittelfreien, nicht lonogenen
Polymerdispersion vermischt werden und daB diese

Mischung in Form eines zusammenhangenden Filmes auf eirn
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Substrat aufgetragen wird, der anschlieBend schonend ge-
trocknet wird. Die waBrige, flissige Phase der Disper-
sion soll also weder organische noch anorganische L&-
sungsmittel enthalten. Unter "schonender Trocknung" ist
dabei zu verstehen, daB die Trocknungstemperatur und die
Trockenzeit so niedrig bzw. so klein gehalten wird, daf
eine Schadigung des Biopolymers vermieden wird. Eine
Schadigung des Biopolymers kann anhand des Aktivitats-
verlustes festgestellt werden. In der Regel werden gute
Ergebnisse erzielt, wenn der Polymerfilm bei Zimmertem-
peratur getrocknet wird. Ziel der Immobilisierung ist
also eine hohe Biopolymermenge, z.B. ein Enzym, mit
hoher Aktivitatsausbeute in einer Membran zu fixieren.
Erwinscht ist dabei die Aufnahmef3higkeit der Membran
fir Wasser, um die Enzyme in aktiver Form zu erhalten,
die Durchléssigkeit fir Enzymsubstrate und gegebenen-
falls der AusschluB von bestimmten Komponenten, wie z.B.
rote. Blutkorperchen. "Nicht ionogen" heift, daB auBer
den grundsadtzlich vorhandenen Polymerseiten- und End-
gruppen Keine anionischen oder Kationischen Gruppen vor-
handen sind. Dies bedeutet, daB mit global ungeladenen
Polymeren gearbeitet wird. Ionogene Gruppen kdnnen :cu
empfindlichen Stérungen fihren, wenn die Polymermembran

bei elektrochemischen MeBverfahren eingesetzt wird.

Vorteilhaft wird zur Herstellung des Films bzw. der
Membran eine polydisperse Polymerdispersion verwendet,
die einen Anteil von 60 % bis 99 %, vorzugsweise 90 %

bis 97 % an Teilchen mit einem Durchmesser von 0,1 bis
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1 um aufweist und deren restlicher Anteil einen Teil-
chendurchmesser von 1 um bis 10 um besitzt. Vorzugsweise
liegt dabei der Durchmesser des Hauptanteils der Teil-
chen im Bereich von 0,3 um bis 0,8 um, wahrend der
Durchmesser des Restanteils im Bereich von 2 Mm bis 5 um
liegt. Es wurde gefunden, daB die kleinen Teilchen auf-
grund ihrer grofen Gesamtoberfliche fiir die Absorption
der Biopolymeren bzw. fir deren MatrixeinschluB wvon
wesentlicher Bedeutung sind. Sie sind auch fiir die
eigentliche Filmbildung und die Filmhaftung und damit
fur die Biopolymerenimmobilisierung verantwortlich,
Dagegen dienen die Anteile mit grdBeren Teilchendurch-
messern, d.h. 1 um bis 10 um (vorzugsweise 2 Hm bis

5 um) der Strukturbildung des Films, bestimmen die
Wasseraufnahmefahigkeit und sind mafgeblich verantwort-
lich fur die durchschnittliche Porengrdfenverteilung der
Filme, welche wiederum fiir die Substratpermeabilitit

z.B. fir immobilisierte Enzyme wichtig ist,

Durch die Einstellung des Verh3ltnisses der Teilchenkon-
zentrationen in den beiden Gréfenklassen lassen sich die
sensorrelevanten Eigenschaften (Substratpermeabilitit),
Hydrathohlen fir Biopolymere, Immobilisierungskapazitat

etc.) variieren und anpassen.

Eine weitere Verbesserung besteht darin, daf der Poly-
merdispersion innere und/oder dufere, Weichmacher zuge-
setzt werden. Innere Weichmacher, die z.B. durch Copoly-

merisation mit Ethylen in Polymere eingeftthrt werden
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kénnen, erhdéhen die Flexibilitit des Filmes und wirken
5 sich positiv auf die DauerhaftfiZhigkeit auch bei Tem-

peraturschwankungen aus.

AuBere Weichmacher, z.B. Dibutylphthalat = DBP, bringen
zwar die Gefahr der Ausdiffusicn mit sich, haben sich
10 Jjedoch insbesondere bei “Sandwich-Membranen", z.B. bei
einer darunterliegenden potentiometrischen auf einer
PVC-Matrix basierenden Membran, die ebenfalls mit DBP

weich gemacht ist, als vorteilhaft erwiesen.

15 Durch Kombination innerer und &uferer Weichmacher k&nnen
die Membraneigenschaften im Hinblick auf die Laminie-
rungsfdhigkeit mit anderen Membranen/-typen und die
Kélte- und Warmeausdehnungseigenschaften (Dauer-
flexibilitdt) und damit die Haftf3higkeit auf Ober-

20 flachen mit abweichenden Warmeausdehnungskoeffizienten,

z2.B. Keramik, Epoxide, Papier etc., verbessert werden.

Oberflachenaktive Substanzen haben durch ihren Tensid-
charakter im allgemeinen eine schadliche Wirkung auf
25 Biopolymere, da sie hiufig zur Denaturierung und dami-:

zum Aktivitatsverlust fuhren.

Polyvinylalkohol hat sich als ein sehr gut enzymvertrag-
liches, zur Stabilisierung der Polymerdispersion bei-

30 tragendes Schutzkolloid erwiesen,

Nach der Trocknung kann der Polymerfilm vom Substrat ab-
gezogen werden und bildet dann eine geschlossene zu-
sammenha&ngende Membran mit einer auf die Fliche be-

35 zogenen, konstanten Porosit3t. Auf diese Weise kénnen

ERSATZBLATT




WO 92/04465

10

15

20

25

30

Membranen mit hoher Dehnbarkeit (ca. 550 %) und ReiB-
festigkeit (ca., 4 N/mm?) hergestellt werden. Fir die
meisten Anwendungen wird die Membran jedoch nicht
abgeldst, sondern bleibt auf dem Substrat. Insbesondere
kann die MeBelektrode eines Transducers fir einen
Biosensor, der in diesem Fall das Substrat darstellt,
nach dem erfindungsgemifen Verfahren mit einer Polymer-
membran beschichtet werden. Geeignete Transducer fiur
Biosensoren kénnen mit Hilfe von Dickschicht- oder
Dﬁnnschichtschaltungen hergestellt werden und mit Halb-
leiterbausteinen, wie Feldeffekttransistoren und deren

Modifikationen (ISFET, ChemFET) kombiniert werden.

Eine vorteilhafte Methode zur reproduzierbaren Beschich-
tung des Substrats besteht darin, daB eine vorgegebene
Menge der Biopolymer—/Polymerdispersionsmischung zeit;
gesteuert mittels Druckluft aus einer Kartusche auf die
Substratoberfliche dosiert wird. Zur Durchfidhrung dieses
Verfahrens kdnnen die in der elektronischen Fertigungs-
technik Ublichen SMD-Dosierer benutzt werden. Durch die
exakte Positionierung der Austrittséffnung der Dosier-
einrichtung kann die Auftragsstelle auf dem Substrat mit
hoher Praézision festgelegt werden. Die Reproduzier-
barkeit der Dosiermenge ist typischerweise 1 %. Ein
wesentlicher Vorteil dieses Verfahrens besteht darin,
daB durch die geringe Fliche der Dosierspitze ein
Verlust an Wasser praktisch ausgeschlossen ist und die
Zusammensetzung der Biopolymer-/Polymerdispersions-
mischung sich auch wihrend l3ngerer Verarbeitungs-
perioden nicht Zndert., AuBerdem ermdglicht diese Technik

praktisch eine vollstandige Verarbeitung der aufgrund
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des Biopolymergehalts gegebenenfalls sehr wertvollen
Mischung. Die Flexibilitit dieses Verfahrens ermoglicht
ferner die Beschichtung eines Transducers mit verschie-
denen Membranen in einem einzigen Arbeitsgang. Die Ver-
wendung von Mehrfachdosierern (z.B, mit Revolverhalte-
rung) erlaubt es nach einmaliger Positionierung des
Transducers, alle Elektrodenpunkte mit den unterschied-

lichen Membranen in einem Arbeitsgang zu beschichten.

Durch Zusatz von lipophilen Farbstoffen zu der Biopolv-
mer-/Polymerdispersionsmischung kann man erreichen, daf
die Membran lichtundurchléssig wird, wodurch stérende
Photoeffekte an den Elektrodenoberflichen eliminiert
werden konnen. Des weiteren kann durch Zusatz von
Metall- oder Graphitstaub die elektrische Leitfahigkeit
der Membran heraufgesetzt werden. Die elektrische Leit-
fahigkeit ist von Bedeutung, wenn Ladungstrager, die
2.B. aus Redox-Prozessen stammen, abgefiihrt werden

mussen.,

GemaB einer Weiterentwicklung der Erfindung wird eine
laminierte Schichtfolge von Membranen mit hoher wechsel-
seitiger Adh&sion durch sukzessives Auftragen der 16-
sungsmittelfreien Polymerdispersion hergestellt, wobei
mindestens eine Schicht mit dem Zusatz von Makromole-
kiilen bzw. Biopolymeren versehen ist. Die Herstellung
derartiger laminierter Membranschichten erfolgt zweck-
mafig mit der oben beschriebenen SMD-Dosiertechnik oder
durch Siebdruck. Anwendungsbeispiele fiir Biosensoren mit
.sminierten Membr nschichten werden weiter unten

beschrieben.
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Die erfindungsgemas hergestellten biopolymerhaltigen
5 Membranen weisen folgende vorteilhafte Eigenschaften
auf: Sie sind

- dauerelastisch; d.h. sie bleiben auch bei mechanischer
Beanspruchung in innigem Kontakt mit dem Substrat
10
- trockenlagerf&hig; d.h. wihrend der Lagerung tritt

Kein Verlust an Enzymaktivitat auf

- dauerhaftfihig; d.h. sie sind kaum oder nur schwer vom
15 Substrat abzuldsen

-~ wasserunldslich; d.h. sie zeigen bei dem Kontakt mit
dem Analyten keinerlei Aufldsungserscheinungen, was

einen Dauereinsatz verbieten wurde

20
- wasseraufnahmefdhig; d.h. eine Rehydratisierung der
immobilisierten Biopolymere ist gewihrleistet und
- in reproduzierbarer Weise pords, d.h. fir den Durch-
25 tritt kleiner Molekiile, wie z.B. Enzymsubstrate,

geeignet, aber andererseits undurchléssig fiur
makroskopische Komponenten, z.B. rote Blutkérperchen

ogder Feststoffanteile im Analyten.

30 Ein weiterer wichtiger Vorteil liegt ferner darin, dag
die Beschichtung der Transducer mit der gleichen Technik
und den gleichen Einrichtungen erfolgen kann wie die
Herstellung der biopolymerhaltigen Membran. Auf diese

Weise kann die Herstellung des kompletten Biosensors
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vereinfacht werden, was zu einer Kostenreduktion fihrt
5 und ein Konzept fiir einen "Einweg-Sensor” fiUr einen ein-

maligen Gebrauch erdffnet.

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Zeichnungen

und Ausftihrungsbeispielen niher erliutert.

10
Es zeigen
Fig. 1 und Fig. 2
die Beschichtung einer MeBelektrode in einem
15 Biosensor mit einer Biopolymer-/Polymerdis-
persion
Fig. 3 ein aus zweil Schichten bestehendes Polymer-
membranlaminat fidr einen Glukose-Sensor
20
Fig. 4 die prinzipielle MeBffeldanordnung bei einem
Dickschicht-Hybrid-Sensor und
Fig. S ein nach dem Totalreflexionsprinzip arbeiten-
25 der optischer Sensor mit einer Biopolymer-’/

Polymerschicht.

Bei der Auswahl einer geeigneten Polymerdispersion zur
Immobilisierung von Biopolymeren in einer Membran

30 spielen folgende Gesichtspunkte eine Rolle:

1. Wahrend der Filmbildung diirfen keine chemischen
Reaktionen, insbesondere keine Quervernetzung
stattfinden, da sonst Aktivititsverluste durch

35 kovalente Enzymimmobilisierung eintreten wiirden.
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2. Eine polydisperse Partikelgréfencharakteristik
bedingt auch eine inhomogene Porenweitenverteilung

innerhalb des ganzen Polymers.

3. Die Polymerdispersion darf Keine Monomere enthalten
(Unvertraglichkeit mit Enzymaktivitat),
10
4, Die Filme bzw. Membranen lassen sich mit sehr guter
Reproduzierbarkeit herstellen, da als Verfahrens-
parameter nur die Luftfeuchtigkeit und die Tempera-
tur zu beachten sind und keine chemischen Reak-

15 tionsparameter eingestellt bzw. kKontrolliert werden

missen.,

S. Die Polymere sollen elektrisch ungeladen sein, d.h.
Keine ionogenen Gruppen enthalten, die bei einer
20 Verwendung der Membran in einem elektrochemischen

Sensor zu Interaktionen und Stdrungen fihren

koénnen.

6. Die Lagerfihigkeit bleibt auch im tiefgefrorenen
25 Zustand erhalten. Die Filme werden nicht spréde

sondern bleiben dauerelastisch.

Fir die nachfolgenden Beispiele wurde eine lésungs-

mittelfreie wifrige Vinnapas®-Dispersion M54/25C der
30 Firma Wacker-Chemie verwandt. Es handelt sich dabei um

eine Auferlich weichgemachte homopolymere Polyvinyl-

acetat-Dispersion mit Dibutylphthalat als Weichmacher
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und Teilchengréfen im Bereich von 0,5 bis 2 um. Zur
Herstellung der Biopolymer-/Polymermischung werden die
in einer Pufferldsung befindlichen Enzyme mit der

®

Vinnapas“ -Dispersion vermischt, Diese Enzym-/Polymer-

mischung ist lagerfahig,

GemaB Fig. 1 wird mit Hilfe einer Mikrodosiereinrichtung
1 ein Tropfen 2 der Enzym-/Polymermischung auf die mit
einer Passivierungsschicht 3 abgegrenzte MeBelektrode

4 eines Biosensors aufgebracht. Die Mefelektrode 4 ist
auf einem Keramiktr&ger 5 angeordnet. Ein Biosensor die-
ser Bauart ist ausfihrlich in DE 3 827 314 beschrieben.
Nach der Benetzung der Mefelektrode 4, die durch Klopfen
bzw. Vibration unterstiitzt werden kann, bildet sich ein
gleichméfiger Polymerfilm auf der Oberfl&che aus, der
bei Zimmertemperatur ca. 5 bis 20 min getrocknet wird
und dann eine gleichmafige Membran é (siehe Fig. 2)

bildet, in der die Enzyme immobilisiert sind.

Alternativ kann die Enzym-/Polymerdispersionsmischung
auch mittels Siebdruck appliziert werden. Die ge-
trocknete Polymerschicht 6 bildet einen wasserunlés-
lichen Film, der ausreichend porés ist, um den Zutrit:s
von Molekilen, z.B. Glukose, an die immobilisierten
biologischen Komponenten zu gestatten, jedoch einen
Ausschluf von z.B. roten Blutkdrperchen gewahrleistet.
Die Trockenlagerfdhigkeit dieser Enzymmembranen ist sehr
gut. Durch geeignete Wahl der Seitenketten der Polymere
kann ein lokales Puffersystem erzeugt werden, welches
fuir die enzymatischen Reaktionen vorteilhaft ist. Zine

hohere Trockentemperatur kann gewdhlt werden, wenn die
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Biokompatibilitit des Enzyms gewdhrleistet bleibt: d.h.
wenn sichergestellt ist, daB keine Schadigung der biolo-

gischen AKtivitit wahrend der Trocknung eintritt,

Gem&B Fig, 3 wird eine die Elektrodenzone 7 abdeckende
Doppelschichtmembran (Laminat aus Schichten 8 und 9)
dadurch hergestellt, dapf auf die Oberfliche einer
ersten, bereits getrockneten Membranschicht 8 eine
zweite Membranschicht 9 aufgetragen wird., Die Elek-
trodenzone 7 befindet sich wiederum auf einem Keramik-
substrat 5 und ist nach auBen hin durchkontaktiert (An-
schluB 10). Nachfolgend werden drei Anwendunasbeispieie

fUr derart aufeinander laminierte Membranschichten bei

Biosensoren beschrieben.

i+ Glukose-Sensor mit grofenselektiver Schutzschicht zur

Abtrennung von Serum aus Vollblut

Uber eine Glukose-Oxidase (GOD)-haltige Membran 8 wird
eine zweite enzymfreie Membran 9 mit groBerer Porositac
laminiert. Durch die obere Membran S wird eine Ab-
trennung von Serum aus Vollblut erzielt und die Ver-
falschung der Glukose-Bestimmung durch unspezifische

Effekte minimiert.

2. Glukose-Sensor mit erhdhtem Linearititsbereich

Uber einen analog aufgebauten Glukcse-Sensor wird eine

zweite Membran 9 mit dem Enzym Kataiase laminiert. Frei-
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gesetztes H50,, das pei der GOD-FReaktion entsteht und
nicht an der Elektrode umgesetzt wird, wird in der
Katalase-Schicht zu Cr umgesetzt., Dadurch wird der
Linearitatsbereich des Glukose-Sensors in Richtung

hoherer Glukose-Konzentraiionen erweitert,

3. Harnstoff-Sensor

Auf eine konventionelle Ammonium-selektive PVC-Membran
8 wird eine Urease-haltige Membran ¢ auflaminiers.

Cadurch entsteht ein Harnstcffsensor.

In allen Fallen sind die Membranschichten 8 und ¢ klar
veneinander separiert, haften aber andererseits fest
aneinander (hohe Adh&sion). Die hier beschriebenen
Schichtstrukturen sind wiederum ails Hauptbestandtei! des

in DE 3 827 214 beschriebenen Biosensors anzusehen.

Bei dem in Fig. 4 dargestellten Dickschicht-Hvbrid-
Sensor sind eine Vielzahl von MeBelektroden-Feldern 4
auf einem Keramik-Triger S aufgebracht. Analoc =zu cer
Anorcnung gem#f Fig, . sind die MeBfelder < In eine
Isolatorschicht (Passivierungsschicht) 2 eingebettet,
Die MeBfelder (Mefelektroden) 4 werden, wie cben be-
schrieben, mit einer Enzym-/Polymerdispersicn be-
schichtet und sind mit individuellen Kontaktanschlug-

fahnen !0 versehen.

Eine gdnzlich andere meftechnische Anwendung is: in Fi

¢l

¢ dargestell:, Zie Anordnung arbeitet ais cgtischer
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Sensor nach dem Totalreflexionsprinzip. Die Enzym-/Poly-
merdispersionsschicht 11 wird hier auf die Unterseite
eines Glasprismas 12 aufgebracht. Das an der MeBober-
flache wirksame immobilisierte Enzym ist mit 13 bezeich-
net. Das Sensorprinzip beruht darauf, daB die Intensitat
eines vielfach an der MeBoberfliche total reflektierten
Lichtstrahls 14 in charakteristischer Weise durch Enzym-
Reaktionen in dem zu untersuchenden, an die MeBaober-
flache angrenzenden Medium verandert wird. Als MeBwert
dient dabei in bekannter Weise das Intensit&tsverhiltnis

von austretendem Lichtstrahl 15 und eintretendem Licht-

trahl 14,

uy
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Patentanspriche

G}

Verfahren zur Immobilisierung von crganischen
Makromolekiilen oder Biopolymeren, insbesondere von
Enzymen, Antikoérpern, Antigenen, DNA/RNA und von
Mikroorganismen, dadurch gekennzeichnet, daf die

zu immobilisierenden Makromolekiile oder Biopolymere
mit einer wafrigen, ldsungsmittelfreien, nicht
ionogenen Polymerdispersion vermischt werden und
daB diese Mischung in Form eines zusammenh&ngenden
Filmes auf ein Substrat aufgetragen wird, der an-

schliefend schonend getrocknet wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB eine polydisperse Polymerdispersion verwendet
wird, die einen Anteil von 60 % bis 99 %, vorzugs-
weise 90 % bis 97 % an Teilchen mit einem Durch-
messer von 0,1 um bis 1 um aufweist und deren rest-
licher Anteil einen Teilchendurchmesser von ! um

bis 10 um besitzt,

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennceichnet.
daB der Hauptanteil der Teilchen einen Curchmesser
von G,3 um bis 0,8 um und der Restanteil der Teil-

chen einen Durchmesser von 2 uym bis S um aufweist.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Polymerdispersion innere und/cder
auBere, vorzugsweise mit einem Enzym-vertriglichen

Schutzkolloid versehene Weichmacher enthalt.
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Verfahren nach Anspruch ! bis 4, dadurch gekenn-

>

zelchnet, daB als Substrat die MeBelektrode eines

Transducers fir einen Biosensor verwendet wird,

Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, daB zur reproduzierbaren Beschichtung des
Substrats eine vorgegebene Menge der Biopolymer-/
Polymerdispersionsmischung zeitgesteuert mittels
Druckluft aus einer Kartusche auf die Substrat-

oberflache dosiert wird.

Verfahren nach Anspruch ! bis &, dadurch gekenn-
zeichnet, daB der Biopolymer-/Polymermischung

lipophile Farbstoffe zugesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Biopolymer-/Polymermis:hung durch

Zusatze von Metall- cder Graphitstaub leitfahig

gemacht wird,

Verfahren nach Anspruch ! bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, caB eine laminierte Schichifolge ven
Membranen mit hoher wechselseitiger Adh&sion curch
sukzessives Auftragen einer l6sungsmittelfreien
Polymerdispersion hergestellt wird, wobei minde-
stens eine Schicht mit dem Zusatz wvon Makromole-

kiulen bzw. Biopolymeren versehen ist,

M)

“
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