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Die Erfindung betrifft eine Sensorelektrodenanordnung in einer DurchfluBmeBzelle zur Bestimmung einer
Substratkonzentration eines einen MeBkanal durchflieBenden Probenmediums mit einer membranbedeckten,
amperometrischen Enzymelektrode mit einer sensitiven Schicht und einer Referenzelektrode, welche mit dem
Probenmedium in Kontakt stehen.

In vielen Bereichen der Medizin oder auch der Biotechnik kommt der exakten Bestimmung einer bestimmten
Substratkonzentration in einem Probemmedium, beispielsweise der Glucosekonzentration in einer
Perfusionslosung, groBe Bedeutung zu. Hiufig werden dazu elektrochemische Sensoren verwendet, wobei an Hand
der Bestimmung der B-D-Glucose das MeBprinzip dieser Elektroden erliutert werden soll.

Nach géngiger Praxis sind amperometrische Verfahren mit konstanter Polarisationsspannung Up zur
Substratbestimmung besonders gut geeignet. Bei diesem Verfahren wird innerhalb einer Membran, in welcher das
Enzym Glucoseoxidase (GOD) immobilisiert ist, die B-D-Glucose entsprechend folgender chemischen
Reaktionsgleichung umgewandelt:

GOD

B-D-Glucose + O, > Gluconsgure + HyOp

Das dadurch gebildete Wasserstoffperoxid kann durch anodische Oxidation an einer Platinelektrode detektiert
werden:

H202 > 02 + 2H+ +2¢
Up=600... 700 mV

Die GroBe des Sensorstromes ist von der Glucose-Konzentration der Probenlésung abhiingig.

Die praktische Anwendung der amperometrischen Glucosebestimmung mit Hilfe von Enzymsensoren setzt
nicht nur bestimmte chemische, sondern auch geometrische Randbedingungen voraus. Es muB zum Beispiel die
Ausbildung der Anodenoberflache hinreichend groB sein, damit eine ausreichende Sensorempfindlichkeit erreicht
wird. Die Forderung nach einer groBen Elektrodenoberfliche wird auch an die Referenzelektrode gestellt, iiber die
der Stromkreis geschlossen wird. Eine groBflichige, nichtpolarisierbare Referenzelektrode gestattet die
ungehinderte Ableitung des Sensorstromes.

So ist beispielsweise aus der EP-A 0 048 090 eine Sensorelektrodenanordnung der eingangsgenannten Art
bekanntgeworden, welche eine DurchfluBmeBzelle aufweist, deren eine Seite von einer elektrochemischen
Diinnschichtzelle bedeckt wird. Diese Zelle weist zwischen einer inneren und einer duBeren Membran eine
Enzymschicht auf, wobei die innere Membran dicht an einer Halterung anliegt, welche in konzentrischer
Anordnung eine Platinanode und eine Ag/AgCl-Referenzelektrode aufweist. Die Diinnschichtzelle wird mittels
eines O-Ringes an der Halterung befestigt. Die &ulere Membran dieser Diinnschichtzelle steht mit der in die
MeBzelle eingebrachten Probe in Kontakt, wobei innerhalb von kurzer Zeit das zu messende Substrat und
Sauerstoff in das innere der Diinnschichtzelle eindiffundieren und mit dem Enzym der Enzymschicht reagieren.
Dabei wird Wasserstoffperoxid produziert, welches durch die innere Membran diffundiert und an der Platinanode
die entsprechende MeBreaktion ausldst.

Es sind auch Elektrodenanordnungen bekannt, bei welchen das jeweilige Enzym direkt auf der Platinanode
immobilisiert ist, wobei die eigentliche Enzymelektrode von einer kreisringformigen Referenzelektrode umgeben
und die gesamte Elektrodenanordnung von einer Kautschuk-Membran abgedeckt wird.

Nachteilig bei den bekannten Ausfiihrungen ist, daB sie zum Teil kompliziert aufgebaut sind und relativ
groBvolumige, strémungsungiinstige Probenkammern aufweisen, deren Abmessung direkt mit dem Durchmesser
der Elektrodenanordnung zusammenhiingt.

Aufgabe der Erfindung ist es, eine Sensorelektrodenanordnung der eingangs genannten Art dahingehend weiter
zu bilden, daB bei Aufrechterhaltung der MeBempfindlichkeit eine stromungsgiinstige, kleinvolumige
DurchfluBmeBzelle realisiert werden kann, wobei die Gesamtanordnung maglichst einfach herstellbar sein soll.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemdB dadurch gelost, daB die Referenzelektrode auBerhalb der
Membranabdeckung der Enzymelektrode angeordnet ist und daB§ die maximale Ausdehnung des Meflkanals normal
zur Strtémungsrichtung des Probenmediums im wesentlichen der maximalen Ausdehnung der sensitiven Schicht
normal zur Strémungsrichtung entspricht. Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt, daB mit membranfreien
Referenzelektroden, welche beispiclsweise in Strémungsrichtung des Probenmediums vor oder nach der
eigentlichen Enzymelektrode angeordnet sind, ausgezeichnete MeBergebnisse erzielbar sind, wobei
vorteilhafterweise sehr kompakte, strémungsgiinstige DurchfluBmeBzellen méglich sind, deren Breite im
wesentlichen durch die maximale Ausdehnung der eigentlichen Enzymelektrode normal zur Strémungsrichtung
bestimmt wird. Durch die strémungsgiinstige Ausbildung wird die Ablagerung von Probenbestandteilen in der
MeBzelle minimiert und eine allfillige Reinigung erleichtert.

Eine besonders vorteilhafte Weiterbildung der Erfindung, durch welche das MeBzellenvolumen weiter
verkleinert werden kann, sicht vor, da der Mefkanal einen rechteckigen Querschnitt mit zwei gegeniiberliegenden
Deckfldchen aufweist, daB in einer der Deckfliichen die sensitive Schicht der Enzymelektrode und in der anderen
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Deckfliche die membranfreie Referenzelektrode, vorzugsweise eine Ag-Elektrode, liegt. Ein weiterer Vorteil bei
extern angeordneten membranfreien Referenzelektroden besteht darin, daB in Sensorelektrodenanordnungen, welche
austauschbare Elektroden aufweisen, nur die eigentliche Enzymelektrode ausgetauscht werden muB, wobei die
separate, praktisch wartungsfreie Referenzelektrode in der Sensorelektrodenanordnung verbleiben kann.

In vielen MeBsituationen muB neben der Substratkonzentration noch ein weiterer Parameter der
Probenfliissigkeit bestimmt werden, beispielsweise deren elektrische Leitfihigkeit bzw. Impedanz, wobei im
Sinne einer kompakten Ausfiihrung der Sensoranordnung erfindungsgemi8 vorgeschlagen wird, daB eine dritte
Elektrode zur Impedanzmessung vorgesehen ist, die vorzugsweise in der der Referenzelektrode gegeniiberliegenden
Deckfliiche des MeBkanals angeordnet ist und wobei die zugehtrige Gegenelekirode von der Referenzelekirode
gebildet wird. Wihrend die Enzymelektrode und auch die Referenzelektrode wie eingangs ausgefiihrt relativ
groBflichig ausgebildet sein sollten, reicht es fiir die dritte Elektrode einen diinnen Metallstift, vorzugsweise
einen Silberdraht, vorzusehen, welcher in die DurchfluBmeBzelle eintaucht. Aus Platzgriinden empfiehlt sich
beispiclsweise eine - in Strémungsrichtung geschene - Anbringung vor den sich gegeniiberstehenden Enzym- und
Referenzelektroden.

Eine Sensorelektrodenanordnung, in welcher neben der Substratkonzentration auch die Leitfihigkeit bzw.
Impedanz gemessen wird, kommt vor allem dann zur Anwendung, wenn Perfusionsldsungen gemessen werden,
die mit dem Gewebe eines Organismus in Kontakt gebracht wurden, wobei nur eine teilweise Equilibration der
Perfusionslosung mit dem im Gewebe vorliegenden zn messenden Substrat zustande kommt. Das AusmaB der
Equilibration ist dann durch die sich #ndernde Leitfdhigkeit der Perfusionsldsung bestimmbar, wodurch die
eigentliche Substratkonzentration auch bei nur teilweiser Equilibration errechnet werden kann,

Es ist auch moglich, daB die dritte Elektrode der Elektrodenanordnung zur Impedanzmessung durch die Anode
der Enzymelektrode gebildet ist. Fiir den MeBbetrieb ergeben sich dann prinzipiell zwei mogliche
Vorgangsweisen. Entweder wird die Enzymkonzentration und die Impedanz alternierend gemessen, oder der
Polarisationsspannung fiir die Enzymmessung wird eine Wechselspannung fiir die Impedanzmessung iiberlagert,
wobei die beiden Signale dann elektronisch getrennt und ausgewertet werden.

Gerade bei Impedanzmessungen, aber auch im Hinblick auf die temperaturabhiingigen Reaktionen im
Enzymsensor ist es meist wichtig, eine Information iiber die Temperatur des Probenmediums zu erhalten. Eine
fiir die Herstellung besonders einfache Weiterbildung der Erfindung ist in diesem Zusammenhang dadurch
gegeben, daB in einer der dritten Elektrode koaxial gegeniiberliegenden Bohrung im Gehiuse der
DurchfluBmeBzelle ein Temperatursensor, vorzugsweise ein NTC-Widerstand angeordnet ist. Es entsteht somit
eine duBerst kompakte Elektrodenanordnung zur kontinuierlichen Bestimmung der Substratkonzentration, der
Impedanz und der Temperatur eines Probenmediums.

SchlieBlich ist erfindungsgemif vorgesehen, daB die Enzymelektrode als Glucosesensor ausgebildet ist. Das
Enzym Glucoseoxidase kann dabei in an sich bekannter Art direkt auf der Platinanode oder in einer
Triigermembran immobilisiert sein.

Die Erfindung wird nun anhand von Ausfiihrungsbeispielen niher erliutert. Es zeigen:

Fig. 1 eine Sensorelektrodenanordnung nach der Erfindung geschnitten nach der Linie (I-I) in Fig. 2, Fig. 2
einen Schnitt nach der Linie (II-II) in Fig. 1, sowie Fig. 3 eine Ausfiihrungsvariante in einer Fig. 2
entsprechenden Schnittdarstellung.

Die in Fig. 1 dargestellte Sensorelektrodenanordnung weist ein zweigeteiltes Gehduse (1) auf, dessen
Unterteil (2) und Oberteil (3) in der Ebene der als DurchfluBmeBzelle (4) ausgefiihrten MeSkammer
zusammengeklebt sind. Die MeBzelle (4) 14uft - wie aus Fig. 2 ersichtlich - sowohl zufluB- als auch abfluBseitig
in Kapillarbohrungen (5) aus, welche an AnschluBelemente (6) anschlieBen, die in Ausnehmungen (7) des
Unterteils (2) und Oberteils (3) gehalten sind und beim Zusammenkleben beider Gehéuseteile eingeklebt werden.
Die Durchflurichtung des Probenmediums ist durch Pfeile (8) angedeutet.

Die DurchfluBmeBzelle (4) weist zwei gegeniiberliegende Deckfliichen (9) und (10) auf, wobei in einer (9)
die sensitive Schicht (11) der in einer Offnung (12) des Oberteils (3) angeordneten Enzymelektrode (13) liegt.

Die Enzymelektrode (13) weist eine Halterung (14) auf, die zentrisch von einer Platinanode (15) durchsetzt
wird. MeBzellenseitig wird das Ende der Platinanode (15) von der sensitiven Schicht (11) bzw. einer
Enzymmembran kontaktiert, welche ihrerseits von einer duferen Membran (16) abgedeckt ist. Die Membran
(16) wird durch einen O-Ring (17), welcher in eine Ringnut (18) der Halterung (14) einrastet, gehalten. Der
O-Ring (17) sorgt gleichzeitig fiir einen reibschliissigen Sitz der Enzymelektrode (13) in der Offnung (12) des
Gehiuses (1). MeBzellenseitig ist ein an einem Absatz (19) der Offnung (12) anliegendes Dichtelement (20)
vorgesehen, durch welches die Enzymelektrode gegen den Oberteil (3) des Geh#uses abgedichtet wird.

In der der Enzymelektrode (13) gegeniiberliegenden Deckfliiche (10) der DurchfluBmeBzelle (4) befindet sich
die Stirnfliche (21) der in einer Bohrung (22) des Unterteils (2) angeordneten Referenzelektrode (23). Die
elektrischen Anschliisse der Enzymelektrode (13) bzw. der Referenzelektrode (23) sind mit Bezugszeichen (24)
bzw. (25) bezeichnet.

Durch die externe Anbringung der Referenzelektrode (23) ist es méglich, die MeBzelle (4) kleinvolumig und
strbmungsgiinstig auszubilden, wobei die maximale Ausdehnung der MeBzelle (4) normal zur
Strémungsrichtung des Probenmediums im wesentlichen der maximalen Ausdehnung (26) der sensitiven Schicht
(11) der Enzymelektrode (13) entspricht.
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Beide MeBzellenteile knnen als SpritzguBteil aus einem elektrisch isolierendem Material, beispielsweise aus
Plexiglas ausgefiihrt sein; es ist jedoch auch méglich, die fiir die einzelnen Elektroden notwendigen Bohrungen
bzw. Offnungen mit entsprechenden Bohr- und Fréswerkzeugen herzustellen.

Der Equilibrierungsgrad von Perfusionsltsungen kann dadurch bestimmt werden, daB die elektrische Impedanz
zwischen zwei Metallelektroden die mit der Perfussionslosung in Kontakt stehen, gemessen wird. Durch die
freiliegende externe Anordnung der Referenzelekirode (23) kann diese als Gegenelektrode einer
Elektrodenanordnung (27) fiir die Impedanzmessung verwendet werden. Die zugehérige dritte Elektrode (28),
angeordnet in einer Bohrung (29) des Oberteils (3), endet in der der Referenzelektrode (23) gegeniiberliegenden
Deckfliiche (9) der MeBzelle (4).

Es ist jedoch auch moglich, die dritte Elektrode (28) zur Impedanzmessung durch die Anode (15) der
Enzymelektrode (13) zu realisieren, wodurch die Sensorelektrodenanordnung weiter vereinfacht wird.

Des weiteren ist in einer der dritten Elektrode (28) koaxial gegeniiberliegenden Bohrung (30) im Geh#use
(1) der DurchfluBmeBzelle (4) ein Temperatursensor (31) angeordnet. Dazu wird vorzugsweise ein
angeschliffener NTC-Widerstand verwendet. Somit kann mit dieser miniaturisierten DurchfluBmeBzelle
gleichzeitig die Substratkonzentration, der Equilibrierungsgrad und die Temperatur einer Probe bestimmt werden.
Das MeBzellenvolumen betriigt beispielsweise nur 15 pl.

Fig. 3 zeigt, daB es in einer Ausfiihrungsvariante der Erfindung auch méglich ist, die Enzymelektrode (13)
und die membranfreie Referenzelektrode (23) in einer Deckfliiche der MeBzelle (4) anzuordnen. Auch hier
entsteht eine strdmungsgiinstige MeBzelle deren maximale Breite im wesentlichen der maximalen Ausdehnung
(26) der sensitiven Schicht (11) der Enzymelektrode (13) entspricht.

PATENTANSPRUCHE

1. Sensorelektrodenanordnung in einer DurchfluBmefzelle zur Bestimmung einer Substratkonzentration eines
einen MeBkanal durchflieBenden Probenmediums mit einer membranbedeckten, amperometrischen
Enzymelektrode mit einer sensitiven Schicht und einer Referenzelektrode, welche mit dem Probenmedium in
Kontakt stehen, dadurch gekennzeichnet, daB die Referenzelektrode (23) auBerhalb der Membranabdeckung
der Enzymelektrode (13) angeordnet ist und daB die maximale Ausdehnung des MeBkanals (4) normal zur
Strémungsrichtung des Probenmediums im wesentlichen der maximalen Ausdehnung (26) der sensitiven Schicht
(11) normal zur Strémungsrichtung entspricht.

2. Sensorelektrodenanordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der MeBkanal (4) einen
rechteckigen Querschnitt mit zwei gegeniiberliegenden Deckfldchen (9, 10) aufweist, daB in einer der
Deckflichen (9) die sensitive Schicht (11) der Enzymelektrode (13) und in der anderen Deckfliiche (10) die
membranfreie Referenzelektrode (23), vorzugsweise eine Ag-Elektrode, liegt.

3. Sensorelektrodenanordnung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da8 eine dritte Elektrode
(28) zur Impedanzmessung vorgeschen ist, die vorzugsweise in der der Referenzelektrode (23)
gegeniiberliegenden Deckfliiche (9) des MeBkanals (4) angeordnet ist und wobei die zugehérige Gegenelektrode
von der Referenzelektrode (23) gebildet wird.

4. Sensorelektrodenanordnung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da8 in einer der dritten Elektrode
(28) koaxial gegeniiberliegenden Bohrung (30) im Gehiuse der DurchfluBmeBzelle (4) ein Temperatursensor
(31), vorzugsweise ein NTC-Widerstand angeordnet ist,

5. Sensorelektrodenanordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da8 die
Enzymelektrode (13) als Glucosesensor ausgebildet ist.

Hiezu 1 Blatt Zeichnung
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