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Harnstoffelektrode mit einer immobilisierte Ureas

Herstellung der Membran.

@ Eine Harnstoffelektrode mit einer immobilisierte

Urease enthaltenden Membran, die eingefiihrte Ami-
nogruppen besitzt, und einer Elektrode zur quantitativen
Bestimmung von Ammoniumionen. Die Herstellung der
Membran erfolgt durch Eintauchen einer immobiliserte
Urease enthaltenden Membran in eine wissrige Losung
von Athylendiamin oder Polylysin. Die Harnstoffelek-
trode besitzt eine kiirzere Messzeit bei erhohter Elektro-

denleistung.

¢ enthaltenden Membran und Verfahren zur
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PATENTANSPRUCHE

1. Harnstoffelektrode mit einer immobilisierte Urease ent-
haltenden Membran und einer Elektrode zur quantitativen Be-
stimmung von Ammoniumionen, dadurch gekennzeichnet, dass
die immobilisierte Urease enthaltende Membran eingefiihrte
Aminogruppen besitzt.

2. Harnstoffelektrode nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die immobilisierte Urease enthaltende Membran
mindestens 10'® Aminogruppen/ml Membranvolumen besitzt.

3. Verfahren zur Herstellung einer immobilisierte Urease
enthaltenden Membran, die nach Einfiihrung von Aminogrup-
pen zur Verwendung in einer Harnstoffelektrode nach einem
der Anspriiche 1 oder 2 bestimmt ist, dadurch gekennzeichnet,
dass Urease mittels Glutaraldehyd immobilisiert wird.

4. Verfahren zur Herstellung der immobilisierte Urease und
Aminogruppen enthaltenden Membran zur Verwendung in ei-
ner Harnstoffelektrode nach einem der Anspriiche 1 oder 2, da-
durch gekennzeichnet, dass man eine immobilisierte Urease ent-
haltende Membran in eine wissrige Lésung einer Verbindung
eintaucht, die mindestens zwei Aminogruppen pro Molekiil be-
sitzt,

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet,
dass man eine Verbindung mit einem Molekulargewicht von
nicht tiber 3000 verwendet.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass man Athylendiamin oder Polylysin verwendet.

Die Erfindung betrifft eine Harnstoffelektrode mit einer im-
mobilisierte Urease enthaltenden Membran und einer Elektrode
zur quantitativen Bestimmung von Ammoniumionen sowie ein
Verfahren zur Herstellung der Membran.

Enzymelektroden mit einem immobilisierten Enzym, die ei-
ne hohe Reaktionsspezifitit fiir ein Substrat (Untersuchungs-
probe) besitzen und mit einer Ionenelektrode kombiniert sind,
wurden vor etwa zehn Jahren entwickelt [G.G. Guilbault in
Handbook of Enzymatic Method of Analysis, Marcel Dekker,
New York (1976)]. Einige dieser Elektroden werden seit kurzem
praktisch verwendet, wobei hier Harnstoffelektroden zur Be-
stimmung von Harnstoff in Untersuchungsproben zu nennen
sind. Eine dieser Harnstoffelektroden verwendet Urease als En-
zym und besitzt eine Struktur derart, dass eine immobilisierte
Urease enthaltende Membran nahe einer fiir Ammoniumionen
selektiven Elektrode vorgesehen ist. Elektroden dieser Art be-
nétigen jedoch eine lange Zeitspanne zur Messung einer Unter-
suchungsprobe, was ein gewisses Problem darstellt.

Eine Aufgabe der Erfindung besteht somit darin, eine Harn-
stoffelektrode der genannten Art zur Verfiigung zu stellen, mit
der die Untersuchung einer Probe in kiirzerer Zeit erfolgen
kann.

Mit anderen Worten betrifft die Erfindung eine Enzymelek-
trode zur Bestimmung von geldstem Harnstoff und insbesonde-
re eine Enzymelektrode, die zur schnellen quantitativen Harn-
stoffbestimmung geeignet ist, sowie ein Verfahren zur Herstel-
lung der Membran.

Die Erfindung betrifft somit eine Harnstoffelektrode ge-
mdss Patentanspruch 1 sowie Verfahren Herstellung der Mem-
bran gemiss Patentanspriichen 3 oder 4. Vorteilhafte Ausfiith-
rungsformen sind in abhéingigen Anspriichen festgelegt.

Der Aufbau einer herkémmlichen Harnstoffelektrode ist
schematisch in Fig. 1 dargestellt. Das Prinzip der Harnstoffbe-
stimmung mittels einer derartigen Enzymelektrode ist nachfol-
gend beschrieben.

Wie in Fig. 1 dargestellt, wird der in einer Untersuchungs-
probe 5 enthaltene Harnstoff durch eine immobilisierte Urease
enthaltende Membran 1 unter Bildung von Ammoniumionen
abgebaut. Die Menge der so erhaltenen Ammoniumionen wird

mittels einer fiir Ammoniumionen selektiven Elektrode gemes-
sen, die eine ammoniumionenempfindliche Membran 2, eine in-
nere Losungsfiillung 3 und eine Silber-Silberchlorid-Elektrode 4
enthélt. Eine derartige Elektrode ist z.B. in Analytical Chemi-

s stry 49, 1067-1078 (1977) beschrieben.

Bei einer derartigen Elektrode hingt die Messzeit von den
Durchléssigkeiten von Harnstoff und Ammoniumionen durch
eine immobilisierte Urease enthaltenden Membran und insbe-
sondere von der Membran selbst ab.

Erfindungsgemiss wurde nun gefunden, dass bei immobili-
sierte Urease enthaltenden Membranen gleicher Struktur die
Permeabilitit fiir Ammoniumionen weitgehend von den chemi-
schen Eigenschaften der Struktur der immobilisierte Urease ent-
haltenden Membran abhiingt, wobei insbesondere die Permea-
15 bilitét fiir Ammoniumionen mit zunehmendem Gehalt an Ami-

nogruppen in der Struktur ansteigt. Somit wurde erfindungsge-

miss gefunden, dass bei einer Harnstoffelektrode die Messzeit

dadurch verkiirzt werden kann, dass man in die Struktur der

immobilisierte Urease enthaltenden Membran Aminogruppen
20 einfiihrt. :

Der Kern der vorliegenden Erfindung besteht darin, dass
man eine immobilisierte Urease enthaltende Membran mit hé-
herer Permeabilitit fiir Ammoniumionen verwendet, und die
vorliegende Erfindung ist nicht nur auf fiir Ammoniumionen

25 selektive Elektroden anwendbar, sondern auf jedwede Elektro-
den zur direkten oder indirekten Bestimmung von Ammonium-
ionen. Ein Beispiel fur eine Elektrode der zuletzt genannten Art
ist in Analytical Chemistry 49, 1067-1078 (1977) beschrieben.

Nachfolgend ist die Erfindung anhand der Zeichnungen be-

30 schrieben. Es zeigen:

Fig. 1 eine schematische Darstellung des Aufbaus einer her-
kémmlichen Harnstoffelektrode und

Fig. 2 eine schematische Darstellung einer Harnstoffelektro-
den-Messanordnung,

Fig. 2 zeigt eine Enzymelektrode 13, eine Referenzelektrode
14, eine geerdete Elektrode 15, eine immobilisierte Urease ent-
haltende Membran 1, eine fiir Ammoniumionen empfindliche
Membran 2, Dialysemembranen 6 und 7, Silber-Silberchlorid-
elektroden 4, 8 und 9, Elektrolytlosungen 3, 10 und 11, eine
40 Leitung 16, eine Pufferlésung 17 und eine Pfeilmarkierung 18,
die die Fliessrichtung der Pufferlésung angibt.

Wenn eine kleine Menge (z.B. 10 pl) einer Probe, z.B. Blut
oder dergleichen, die Leitung 16 unter Verwendung der Puffer-
16sung als Tréager durchstrémt, wird in der Probe enthaltener
Harnstoff bei Beriihrung mit der in der Membran 1 enthaltenen
immobilisierten Urease der Enzymelektrode 13 unter Bildung
von Ammoniumionen hydrolysiert. Die Ammoniumionen ver-
dndern das Membranpotential der fiir Ammoniumionen emp-
findlichen Membran 2, so dass zwischen der Enzymelektrode 13
und der Referenzelektrode 14 eine Potentialdnderung nach
Massgabe der Harnstoffkonzentration der Probe stattfindet.
Diese Potentialénderung kann als zeitliche Peakédnderung von
der Basislinie fiir den alleinigen Durchfluss einer Pufferlosung
beobachtet werden. Die Zeit vom Beginn der Peakénderung bis
zur Riickkehr zur Basislinie gilt als Messzeit fiir die Probe.

Die in dieser Ausfiihrungsform verwendete, immobilisierte
Urease enthaltende Membran 1 wird so hergestellt, dass man 40
mg Urease (Hersteller Boehringer Mannheim GmbH) und 80
mg Albumin (vom Rind, Hersteller Seikagaku Kogyo Co.,
Ltd., Japan) in 1 ml einer 0,2 Phosphat-Pufferlésung (pH 7,4)
16st, dann mit 280 p einer wissrigen 2,5-prozentigen Glutaral-
dehydl6sung versetzt, das Gemisch auf eine ebene Glasplatte
aufbringt, mindestens 10 Minuten zur Gelierung und Filmbil-
dung stehen lésst, den erhaltenen Film von der Glasplatte ab-
nimmt und dann fiir eine Zeitdauer von 30 Sekunden bis 10 Mi-
nuten in eine 0,1 bis 10prozentige wissrige Athylendiaminlé-
sung eintaucht, die mit Chlorwasserstoffsiure neutralisiert
ist.
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Mit einer unter Verwendung der so erhaltenen, immobili-
sierte Urease enthaltenden Membran hergestellen Harnstoff-
elektrode lassen sich Messungen in mindestens 10 Prozent kiir-
zerer Zeit mit 5 bis 30 Prozent grosserer Elektrodenleistung her-
stellen als mit einer Harnstoffelektrode, die eine immobilisierte
Urease enthaltende Membran ohne Tauchbehandlung mit der
wissrigen Athylendiaminlésung enthalt.

Als Ergebnis der 10miniitigen Tauchbehandlung mit einer
wiissrigen 2%igen Athylendiaminl6sung erhélt man eine Mem-
bran mit 10" Aminogruppen pro ml Membranvolumen, im
Vergleich zu einer unbehandelten Membran, die nur 10"7 Ami-
nogruppen /ml besitzt. Wahrend man mit der herkommlichen
Elektrode 70 Sekunden fiir die Messung einer Probe mit einer
Harnstoffstickstoffkonzentration von 100 mg/dl benotigt, ldsst
sich die gleiche Messung mit der erfindungsgeméssen Membran
in nur 55 Sekunden mit einer um etwa 20 Prozent grosseren .
Elektrodenleistung durchfiihren.

In einer Wiederholung des Versuchs wird der gelierte Film
in eine Polylysinlosung anstelle der genannten wéssrigen Athy-
lendiaminlésung getaucht. Hierzu werden Polylysinproben mit
unterschiedlichen Molekulargewichten verwendet. Hierbei wur-
de gefunden, dass sich die erfindungsgeméss beabsichtigte Wir-
kung mit wissrigen Losungen eines Polylysins mit einem Mole-
kulargewicht von nicht iiber 3000, im Vergleich zu der wassri-
gen Athylendiaminldsung bei gleich kurzer Tauchzeit erreichen
ldsst, wobei ein Polylysin mit einem Molekulargewicht von
nicht {iber 1000 bevorzugt ist.

Im einzelnen erhilt man bei der Tauchbehandlung mit einer
wiissrigen 0,5%igen Losung von Polylysin mit einem Moleku-
largwicht von 1000 fiir eine Zeitdauer von 20 Minuten eine im-
mobilisierte Urease enthaltende Membran mit 10 Aminogrup-
pen/ml, mit der man 50 Sekunden fiir die Messung einer Unter-
suchungsprobe mit einer Harnstoffstickstoffkonzentration von
100 mg/d] benétigt, was erheblich kiirzer als die fiir die unbe-
handelte Membran benétigten 70 Sekunden ist.

Weiterhin wurden immobilisierte Urease enthaltende Mem-
branen mit unterschiedlicher Anzahl an Aminogruppen durch
Verinderung der Konzentration der wéssrigen Athylendiamin-
16sung und der Tauchzeit der immobilisierte Urease enthalten-
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den gelierten Membranen hergestellt und ihre Eigenschaften als
Harnstoffelektroden untersucht. Hierbei wurde gefunden, dass
gute Eigenschaften mit Membranen erhalten werden, die min-
destens 10'® Aminogruppen/ml und vorzugsweise mindestens
10" Aminogruppen/ml besitzen.

Die Anzah! der Aminogruppen wird so bestimmt, dass man
die Membran in eine fluoreszierende Isothiocyanatlésung ein-
taucht um eine Fluoreszenzfarbung zu bewirken und dann die
Fluoreszenzintensitit bestimmt. Als Standardproben fiir die
Anzahl der Aminogruppen dienen hierbei Membranen, die
durch Hitzehdrtung von wissrigen Albuminlésungen unter-
schiedlicher Konzentrationen erhalten worden sind, die der glei-
chen Fluoreszenzfirbung unterworfen werden. Der Fehler bei
dieser Methode der quantitativen Bestimmung der Aminogrup-
pen liegt bei etwa + 20%; es ist schwierig, einen genauen abso-
luten Wert zu erhalten, die Grossenordnung lasst sich jedoch
exakt bestimmen.

Eine grossere Anzahl an Aminogruppen ist nicht nachteilig,
bei einer Zahl von iiber 102 ist jedoch keine ausgeprigte Wir-
kung mehr feststellbar und deshalb betragt die Zahl der Amino-
gruppen vorzugsweise nicht iiber 10%/ml.

Im vorliegenden Beispiel wurden Athylendiamin und Polyly-
sin verwendet. Es konnen jedoch auch andere Verbindungen
bzw. Stoffe verwendet werden, die mindestens zwei Amino-
gruppen in Molekiil besitzen und diese Aminogruppen in die
Struktur der immobilisierte Urease enthaltenden Membran ein-
zufiihren vermogen. So lasst sich z.B. mit Guanidin eine &hnli-
che Wirkung wie mit Athylendiamin erreichen.

Die erfindungsgemass beabsichtigte Wirkung ldsst sich auch
dadurch erreichen, dass man die immobilisierte Urease enthal-
tende Membran nach ihrem Einbau in eine Harnstoffelektrode
in die genannte Aminldsung eintaucht, um Aminogruppen in
die Membran einzufiihren.

Erfindungsgemass ldsst sich die Messzeit der Untersu-
chungsproben verkiirzen, wodurch eine erhohte Anzahl von
Untersuchungsproben pro Zeiteinheit gemessen werden kann.
Dariiber hinaus beobachtet man eine erhdhte Elektrodenlei-
stung, was sich in einer Erh6hung der Empfindlichkeit bemerk-
bar macht.
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