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(54) KUSSERE MEMBRANSCHICHT EINER ENZYMELEKTRODE

{57 Bei ainer SuBeren Mombranschicht (3) einer Enzym-
elektrode, von welcher eine Seite einer Probe (4) mit
dmzumwsaﬁmimm:bs‘baturﬂdisandmsdteei-
ner zumindest ein Enzym enthaltenden Enzymsenicht (6)
zugewandt ist, wobei die Hubere Meshranschicht (3) Po-
ren {7) sufwelst, wird zur Reduzierung des effaktiven
Porerdurchmessers vurgesmlﬁm, die mit Poren versehe-
ne duBere Membranschicht 3) in eine Hytdrogelschicht
(8) eimeubetten.
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Die Erfindung betrifft eine dufilere Membranschicht siner Enzymelekirode, von weicher eine Selte einer
Probe mit dem zu messenden Enzymsubstrat und die andere Seite einer zumindest ein Enzym enthalten-
den Enzymschicht zugewandt ist, wobel die duBere Membranschicht Poren aufweist.

Bel Enzymelekiroden bzw. bel Sensoren, weiche Enzyme integriert haben, ist es in der Regel n&fig,
diese Enzyme vor dem direkien Kontakt mit Proben wie 2.B. Blut oder Plasma zu schiitzen. Zusétzlich ist
es in vielen Fillen nbiig, die das Enzym in der Enzymschicht emreichende Menge der zu messenden
Substanz zu limftieren.

in diesern Zusammenhang ist beispielsweise aus der US-PS 3,978,274 ein mehrschichtiger Membran-
aufbau bekannt geworden, weicher im wesentlichen aus elner &uBeren Membranschicht, einer Enzym-
schicht und einer inneran Membranschicht bzw. Tréigerschichf, angeordnst vor einer poiarisierbaren
Elektrode, besteht.

Es sind auch Sensorsysteme bekannt geworden, die abgesehen von der ZuBeren Membranschicht nur
sine weiters Schicht tiber der elekirischen Kontaktierung aufweisen. Aus der GB-A 2 191 003 ist
beispielsweise ein Sensor bakannt, der einen Edelmetaildraht aufweist, welcher direkt mit einer Schicht sus
Graphit, Platin und Teflon mit elnem adsorbierten Enzym kontaktiert ist. Weiters ist probenseitig eine
Deckmembran angeordnet.

Um eine sffekiive Reduldion der die Enzymschicht ereichenden Enzymsubstrate zu erzielen, ist es
notwendig, die duBerste Membranschicht moglichst feinporig bzw. wenig durchiéssig zu machen.

Aus der EPA 0 286 118 ist ebenfalis eine mehrschichtige Membran mit einer Gesamtdicke < 25 um
bekannt. Die duBere Membranschicht besteht aus Polycarbonat und weist eine Dicke zwischen 1 und 20
m auf. Der Porendurchmesser wird mit 1,0 bis 12,5 nm angegeben. Die innere Membranschicht besteht
aus Celluloseacstat mit einer Dicke zwischien 2 und 4 pm und ist mit einer Glucossoxidaseschicht mit der
#uBeren Membranschicht verbunden. Als Nachteil erweist sich, daB die reproduzierbare Herstellung von
derartigen Membranen, insbesondere mit Porendurchmessern < 10,6 nm sehr schwisrig ist.

Ziel der Erfindung ist os, ausgehend von bekannten uBoren Membranschichten bzw. Deckmembranen
cine einfach herzusteilende Membranschicht zu verwirkfichen, mit weicher dennoch sine ausreichende
Diffusionslimitisrung realisierbar ist. :

Diese Aufgabs wird erfindungsgemi8 dadurch geitist, daB die mit Poren versehene &uBere Membran-
schicht in eine Hydrogsischicht eingebettet ist. Damit wird die bisher einstiickige #uBere Membranschicht
durch eine Mehrphasenmembran ersetzt und zwar dergestait, daB sin Poren enthaltendes Trégermaterial
(2.B. Polycarbonat} in eine Hydrogelschicht eingebettet wird, sodas ginerseits die Qesamtdicke der
Membranschicht nur wenig steigt, das Einbsttungsmaterial jedoch den iUr die Diffusion zur Veriligung
stehenden effektiven Porendurchmesser signifikant reduziert.

In einer ersten Ausflhrungsvarlante der Erfindung ist vorgesehen, daB das Hydrogel der Hydroget-
schicht ein durch chemilsche Reaktion dretdimensionat venetzies hydrophiles Poiymer ist. insbesondere
kann es sich beim hydrophilen Polymer um durch Glutaraidehyd vemetzie Polymers, vorzugsweise
Polyvinylatkohol, Polyacrylamid oder Proteine, sowie um aminofunktionelle hydrophile Polymere handein.

Als praktikabel haben sich beispielsweise Proteine (polyionische Biopolymere, die sowohl positive als
auch negative ionische Gruppen tragen) erwigsen, die nach Einbringung in die Poren des Triigermaterials
mittels Glutardialdehyd in eine vernetzte Form ilberfiihrt werden.

Polyvinylaikchoi 18t sich mit aldehydischen Quervemnstzem wie Glutardialdehyd sowie dessen Aldcl-
kondensate, beziehungsweise mit solchen Substanzen, die neben elner aldehydischen Funktion im Molekll
elne weitere, nach emem anderen Mechanismus vemetzends, funktionalle Gruppe (Vinyl, Carboxyl u.a.)
enthiilt, boi gaurer Katalyse {0.1 n HCI) in definierte Acstale umwandela. Die Wahl des Molekulargewichtes
der Ausgangepolymere sowie der Grad der Acetalbildung, das heiBt die Variation des molaren Verhéiinisses
von Aldehyd zu Polymeruntereinheit, erlauben die Schaffung von Polymemetzwerken mit gut definierten
Permselekiivititen, d.h. mit guten Reproduzierbarksiten hinsichtlich der gewiinschten Elektrodenfunkiion.

Weiters ist erfindungsgemi8 vorgesehen, daB es sich beim hydrophilen Polymer um &in durch
mehrfunkiionelle Agenzien dreidimensional vernatztes Polymar handeit. Derarlige Agenzien sind beispiels-
weise mehrere Epoxidgruppsn tragende Prépolymaere, Diisocyanate, Cyanurchiorid {Trichlortriazin) u.a.

Mit diesen Agenzien lassen sich hydrophile Polymere vernetzen, die auBer den fiir die Hydrophilie
verantwortlichen Sequenzen (zum Beispiel Polysthergruppen) vemeizungsfihige Gruppen wie Hydroxyl-
beziehungsweise Aminogruppen tragen.

Als praidikabel hat sich auch die Verwendung hydrophiler Silikone erwiesen.

Diese lassen sich durch Reakiion sines Adduktss, weiches durch Umsetzen von 2 Mol Glycidyloxypro-
pyitriethoxysilan mit einem Mol Polyethylenglykot geblidet wird, mit sinem sifanolterminalen Silikenpripoly-
mer in Gegenwart von Organozinn - bzw. Organtitanverbindungen ats Katatysatoren herstellon. Die Polykon-
densation zumn dreidimensional vometzten Polymer findet nach Tr3nkung des Trigermaterials in dessen
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Poren statt. Neben einer guten Hydrophilie besitzt dieses Polymer zusdtziich eine gute Sauerstofipermeabi-
fitiit und ist fiir den Einsatz in Glucosessnsoren gut brauchbar.

Es ist jedoch auch mdglich, da es sich beim hydrophilen Polymer um sin durch Pfropfpolymerisation
dreidimensional vemetztes Polymer handeit. Bei der Piropfpolymerisation handelt es sich um ein Verfahren
bei dem ein lineares Pripolymer in Gegenwart eines Vinylgruppen tragenden Monomers sowie eines
Initiators {organisches Peroxid u.a) vie UV-Strahiung zum Vernetzen gebracht wird.

Als gecignete Systeme haben sich in Wasser [3sliche Polyacrylate beziehungsweise -methacrylate wie
Polyhydroxyethylmethacryiat, ferner Block- und Copolymere von Hydroxyethyimethacrylat und unpofaren
Acrylaten wie Buiylacrylat, Methylmethacrylat u.a, gemischt mit Monomeren wie zum Beispiel
Hydroxyalkyl(meth)acrylat, erwiesen. Bei diesem Verfahren wird dis porse Triigermembran mit der
wiiBrigen LBsung des gesigneten Polymer-Monomer-Gemisches geirtinkt, getrocknet und in einer Inertga-
satmosphére unter UV-Besirahlung vemstzt.

Eine zweits Ausflihrungsvariante der Erfindung sieht vor, daé das Hydrogel der Hydrogelechicht ein
durch van der Waals-Kriifto dreidimensional verneizies hydrophiles Polymer, bzw., ein in Wasser unidsii-
ches, quelibares Polymer mit hohem Molekulargewicht ist.

Bei dieser Variante kommen zum Einsatz:

a) wasseruniSsliche, hydrophile in polaren organischen L¥sungsmittein wie Alkohols, cyclische Ether,
Dimethylformamid u.a. gut i3sliche Potymere wie Polysthersequenzen tragende Polymere u.a.

Die Polymere werden in einem L8sungsmittel beziehungsweise Ldsungsmittelgemisch gelfist und in
die Cavititten des portsen Trigermaterials eingebracht. Nach Abdunsten des LOsungsmitteis llegt ein
Poiymer vor, welches durch Van-der-Walls-Brlicken verursachta Teilkristallinitét aufweist.

b) Celluiose in Form ihrer in organischen LEsungsmitieln i8slichen Derivate

Nach Triinken des porSsen Trigermaterials mit der Polymeridsung und nach Abdunsten des Lsungs-
mitiels wird das Cellulosederivat (Celluloseester) durch saure beziehungsweise basische Kafalyse in
regenerisrie Cellulose umgewandsit, dis durch thermische Behandiungsverfahren in einen feilkristaliinen
Zustand Uberfllhrt wird.

inshesondere ist es in diesem Zusammenhang vorgesehen, daf das hydrophile Polymer hydrophile und
ionische Gruppen, wie zum Beispis! Hydroxyl-, Sulffrydryl-, Amino-, quatem#ire Ammonium-, Carboxylat-
oder Sulfonatgruppert enthit.

Beispielsweise kann man anstelle der in der EPA 0 288 118 genannten kieinen Porendurchmesser bis
1,0 nm erfindungsgemiB cine SuBere Membranschicht mit Poren > 10,0 nm, vorzugsweise > 15,0 nm baw,
2 50,0 nm verwenden, welche wesentlich einfacher herstelibar ist. .

Dor Grad der Teilkrisialinitsit und somit der Quellidhigkeit bzw. der Permselektivitit der Hydrogel-
schicht kann erfindungsgem3® durch Zusatz von 2 bis 20 %, vorzugsweise 5 % Weichmachem wie
Ethylenglycol, Propylenglycol, Polyethergiycol. Glycerin und andere h8herwertige Alkohole gestouert wer-
den. Als Alternativen zu Glyzerin wiren auch Dextran und andere Polyzucker zu nennen.

Die Erfindung wird im folgendsn anhand von Ausflhrungsbeispislen niher erldutert

Figur t zeigt dle mehrschichtige Mambran elner Enzymelektrode gemas dem Stand der Technik und die
Figuren 2 bis 5 zeigen Ausflhrungsvarianten von erfindungsgemaBen Mehrschichtmembranen.

Die vor einer polarisierbaren Elekivode 1 einer nicht niher dargesteliten, herkGmmilichen Enzymelskiro-
de (Fig. 1) angeordnete mehrschichiige Membran 2 weist eine HuBere Membranschicht 3 auf, weiche mit
siner Prabe 4 in dirsktemn Kontakt steht. Die Probe 4 enthélt das zu messende Enzymsubstrat, beispielswei-
se Glucose. Zwischen siner inneren Membran- bzw. Trigerschicht § und einer JuBeren Membranschicht 3
ist eine Enzymschicht 8 angeordnet, welche im Falle eines Glucosesensors das Enzym Glucoseoxidase
onthalt. Das zu messonde Enzymsubsirat gelangt durch feine Poren 7 in der BuBeren Membranschicht 3
zur Enzymschicht 6.

Die in Fig. 2 dargestelite, mehrschichtige Membran 2 einer im wesentiichen der Ausfiihrung nach Fig. 1
sntsprechenden Enzymelektrode weist eine in eine Hydrogelschicht 8 eingsbetiete #ulers Mambranschichi
3 auf. Die Mehrphasenmembran (2.B. Polycarbonat mit Poren eingebettet in Hydrogef) waist relativ grofe
Poren 7 mit Durchmessem > 10,0 nm vorzugsweise 2 50,0 nm auf, wobei der effektive Porendurchmesser
durch dag Einbettungsmaterial signifikant reduziert wird. Die an die Hydrogelschicht 8 angrenzende
Enzymechicht 8 beinhaltet das flir den jeweiligen MeBzweck {z.B. Bestimmung der Glucose- oder Lactat-
konzentration) erfordesliche Enzym (Glucosecxidase bzw. { actadoxidase).

Die Gesamtdicke der mehrschichtigen Membran 2 betrigt weniger als 25 um.

Einen wesentiichen Vortsll weist dle arfindungsgemdfie juflere Membranschicht 3 im Hinblick auf
Haftung der Enzymschicht & auf.

Der Membranschicht 3 hafiet beidsesitig eine dlnne Hydrogelschicht an. Beim Aufbringen des Enzyms
sowie bei der machiriglichen Vemetzung desselben zum Zwecke der Immobiiisierung kommt es im
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Grenzberaich Hydrogel / Enzym zu einem Intsrpenetrieren der Polymemetzwerke und somit zu einer quast
kovalenten Verbindung der beiden Schichten.

Die in Fig. 2 dargestelits mehrschichtige Membran 2 kann auch flir Enzymelskiroden anderer als der in
Fig. 1 und Fig. 2 dargesteilten Bauart verwendet werden. '

So weist beispiolsweise die mehrschichtige Membran 2 nach Fig. 3 keine innere Membran- bzw.
Trégerschicht auf. Die Verwendung einer derartigen Trégerschicht flir die Enzymschicht & kann jedoch den
Herstellungsprozes vereinfachen.

In den Ausflhrungsvarianten nach Fig. 4 und 5 weist dis Mehrschichimembran 2 zusiizlich eine
Spermembran 9 auf, welche zwischen der Enzymschicht 8 und der Trdgerschicht 5 (Fig. 4) oder als
innerste Membranschicht (Fig. 5) angeordnet sein kann. Diese Spemmembran § Ist fur nledenmolekulare
Reaktionsprodukte der Enzymreaktion durchifissig, scdaB diese mit der Elektrode 1 reagieron k¥nnen {z.B.
H.O. bei der Glucosemessung). Probenbestandteile, weiche das MeBsrgebnis verféischen kdnnten werden
durch die Sperrmembran, die beispisisweise aus Celluloseacetat besteht zurlickgehaiten.

Patentanspriiche

1. Aufers Membranschicht einer Enzymelekirods, von welcher eine Seite einer Probe mit dem zu
messenden Enzymsubstrat und die andere Seite einer zumindest ein Enzym enthaltenden Enzym-
schicht zugewandt ist, wobei die #uBere Membranschicht Poren aufweist, dadurch gekennzeichnet,
daB die mit Poren (7) versehene ZuBere Membranschicht (3) in sine Hydrogeischicht singebettet ist.

2. Membranschicht nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daf das Hydrogel der Hydrogeischicht
{7) ein durch chemische Reaktion dreidimensional vemetztes hydrophiles Polymer ist.

3. Membranschicht nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da8 das hydrophile Polymer ain durch
Glutaraldehyd vemetztes Polymer, vorzugsweise Polyvinylalkohol, Polyacrylamid oder Protsine, oder
ein aminofunktionelles hydrophiles Polymer ist. '

4. Membranschicht nach -Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da8 das hydrophile Polymer ein durch
mehrfunktionelle Agenzien dreidimensional verneiztes Polymer ist.

5. Membranschicht nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daf das hydrophile Polymer ein durch
Piropipolymerisation dreidimensionat vermetztes Polymer ist.

6. Membranschicht nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 das Hydrogel der Hydrogelschicht
(7) ein durch van der Waals-Kréfte dreidimensional vemetztes hydrophiles Polymer ist.

7. Membranschicht nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Hydrogei der Hydrogelschicht
(7) ein In Wasser urigstiches, quelibares Polymer mit hohem Molekulargewicht ist-

8. Membranschicht nach Anspruch & oder 7, dadurch gekennzeichnet. da8 das hydrophile Palymer
hydrophile und ionische Gruppen, wie zum Beispiel Hydroxyisulfhydrylamino-, quatemare Ammonium-,
Carboxylat- oder Sulfonatgruppen enthait.

8. Msambranschicht nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnat, dag die Hydrogelschicht (8) 2 bis 20 %,
vorzugsweiss § %, eines Weichmachers wie Ethytenglycol, Propyiengiycol, Polyetharglycol, Glycerin
oder andere h3herwerlige Alkohole enthit.

18. Membranschicht nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, da8 Poren (7) einen
Durchmessar > 10,0 nm vorzugsweise > 15,0 nm aufweisen.

11. Membranechicht nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, da8 die Poren (7) einen Durchmasser
2 50,0 nm aufweisen.

Hiezu 2 Biatt Zsichnungen
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