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Testvorrichtung zum Auffinden einer Komponente in einer Probe.

@ Die erfindungsgemisse Testvorrichtung zum Auffin-
den einer Komponente in einer Probe ist gekennzeich-
net durch eine Triager-Matrix, der
a) ein Reagens-System, das nach Kontakt mit der Pro-
be mit der genannten Komponente reagiert, unter
Erzeugung einer erkennbaren Reaktion, und
b) ein Inhibitor-System, das nach kontakt niit der
Probe die Wechselwirkung zwischen dem Reagens-
System und der Komponente nach Ablauf einer
vorbestimmten Zeit verhindert, einverleibt ist.
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PATENTANSPRUCHE

1. Testvorrichtung Zum Auffinden einer Komponente in
einer Probe, gekennzeichnet durch eine Triger-Matrix, der

a) ein Reagens-System, das nach Kontakt mit der Probe
mit der genannten Komponente reagiert, unter Erzeugung ei-
ner erkennbaren Reaktion, und

b) ein Inhibitor-System, das nach Kontakt mit der Probe
die Wechselwirkung zwischen dem Reagens-System und der
Komponente nach Ablauf einer vorbestimmten Zeit verhin-
dert, einverleibt ist.

2. Testvorrichtung nach Anspruch 1, gekennzeichnet
durch ein Inhibitor-System, das nach Kontakt mit der Probe
zur Warmentwicklung befihigt ist, so dass die Temperatur
der Vorrichtung nach einer vorbestimmten Zeit derart erhoht
wird, dass das Reagens-System von weiterer Wechselwirkung
mit der Komponente-abgehalten wird. )

3. Testvorrichtung nach Anspruch 1, gekennzeichnet
durch ein Inhibitor-System, das zur Vergiftung des Reagens-
Systems nach einer vorbestimmten Zeit befihigt ist, so dass
die Wechselwirkung zwischen Reagens-System und der
genannten Komponente verhindert wird.

4. Testvorrichtung nach Anspruch 1, gekennzeichnet
durch ein Inhibitor-System aus einem Material, das nach
Kontakt mit der Probe hirtet oder geliert.

5. Testvorrichtung nach Anspruch 1, zur Bestimmung von
Glucose, Ketonen, okkultem Blut, Bilirubin, Urobilinogen,
Cholesterin, Wasserstoffionen, Protein oder Nitrit.

6. Testvorrichtung nach Anspruch 1, bei welcher die
erkennbare Reaktion eine Farbinderung ist.

7. Testvorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Geschwindigkeit der Erzeugung der
erkennbaren Reaktion von der Menge der genannten Kompo-
nente in der Probe abhingt.

8. Testvorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Material mit solcher Geschwindigkeit
geliert oder hirtet, die ausreicht, um die Erzeugung der
erkennbaren Reaktion nach einer vorbestimmten Zeit zu inhi-
bieren.

9. Testvorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass sie im Inhibitor-System 2-Cyanacrylsdure oder
einen Ester davon enthilt.

10. Testvorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass sie im Inhibitor-System Polyvinylalkohol ent-
hilt.

11. Testvorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Gelierung oder Hirtung durch Kontakt mit
Wasser eingeleitet wird.

12. Verfahren zum Auffinden einer Komponente in einer
Probe unter Verwendung der Testvorrichtung geméss
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man

a) die Probe mit der Testvorrichtung in Beriihrung bringt,

b) die Testvorrichtung nach Kontakt mit der Probe wiih-
rend einer vorbestimmten Zeit inkubiert, und

c) die erkennbare Reaktion beobachtet.

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet,
dass das Inhibitor-System aus einem Material besteht, das
nach Kontakt mit der Probe hirtet oder geliert.

14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet,
dass das Inhibitor-System nach Kontakt mit der Probe
Wirme erzeugt, so dass die Temperatur der Testvorrichtung
nach einer vorbestimmten Zeit erhéht wird derart, dass die
Wechselwirkung zwischen Reagens-System und Komponente
verhindert wird.

15. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet,
dass das Inhibitor-System zur Vergiftung des Reagens-
Systems nach einer vorbestimmten Zeit befhigt ist.

16. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet,
dass die zu bestimmende Komponente aus Glucose, einem
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Keton, okkultem Blut, Bilirubin, Urobilinogen, Cholesterin,
Wasserstoffionen, Protein oder Nitrit besteht.

17. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet,
dass das Inhibitor-System 2-Cyanacrylsdure oder einen Ester
davon enthilt.

18. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet,
dass das Inhibitor-System Polyvinylalkohol enthalt.

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Testvorrichtung
zum Auffinden einer Komponente einer Testprobe, wobei ein
System aus Reagenzien, die in der Testvorrichtung enthalten
sind, nach Kontakt mit der Komponente eine nachweisbare
Reaktion erzeugt, und wobei diese Erzeugung der nachweisba-
ren Reaktion nach Ablauf eines vorbestimmten Zeitraums
aufhort.

Diagnostische Physik und Chemie haben sich im Verlauf
der vergangenen 25 Jahre in ausserordentlicher Geschwindig-
keit entwickelt, so dass, insbesondere im medizinischen
Bereich, die Diagnose von Parametern eines Systems mit
unglaublicher Leichtigkeit und Geschwindigkeit erfolgen
kann. .

Eines dieser sich stiirmisch entwickelnden Gebiete ist das
der medizinischen Diagnostika, durch die zahlreiche Korper-
funktionen untersucht werden konnen, indem man einfach ei-
nen mit Reagens beladenen Streifen in eine Probe einer Kor-
perfliissigkeit wie Urin eintaucht und eine nachweisbare
Reaktion beobachtet, zum Beispiel das Auftreten einer Fir-
bung oder einer Farbdnderung oder einer Verdnderung der
Menge an vom Streifen reflektiertem oder absorbiertem Licht.

Im Verein mit diesen «Eintauch- und Ablese»-Methoden
entwickelte sich eine vielfiltige Chemie zur Auffindung von
in Korperfliissigkeiten vorhandenen Komponenten. In den
meisten Fillen entsteht eine nachweisbare Reaktion, die
quantitativ oder mindestens halb-quantitativ ist. Indem man
also die Reaktion nach einer vorbestimmten Zeit misst, erhilt
man nicht nur einen positiven Hinweis auf die Anwesenheit
eines bestimmten Bestandteils einer Korperfliissigkeit, son-
dern auch einen Schétzwert iiber dessen Menge. Derartige
Streifen bieten daher dem Mediziner ein einfaches diagnosti-
sches Gerit und die Moglichkeit, das Ausmass einer Krank-
heit oder korperlichen Fehlfunktion zu beurteilen.

Beispiele fiir derartige Teststreifen, die heute verwendet
werden, sind die Produkte der Ames Company Division der
Miles Laboratories, Inc., die zum Beispiel unter den Handels-
bezeichnungen Clinistix, Multistix, Ketostix, N-Multistix,
Diastix, Phenistix, Dextrostix erhéltlich sind. Derartige Test-
vorrichtungen bestehen gewohnlich aus ein oder mehreren
Tréager-Matrizes, beispielsweise absorptionsfahigem Papier,
das mit einem bestimmten System von Reagenzien imprig-
niert ist, welches in Gegenwart der betreffenden Komponente
der Testprobe eine Farbdnderung oder das Auftreten einer
Farbung ergibt. Je nach den der Matrix einverleibten Reagen-
zien konnen derartige Vorrichtungen das Vorhandensein von
Glucose, Albumin, Ketonen, Bilirubin, okkultem Blut, Nitrit,
Urobilinogen, die Wasserstoffionenkonzentration (pH) oder
dergleichen aufspiiren. Das Auftreten einer spezifischen Fir-
bung und deren nach einem festgelegten Zeitraum nach in
Berithrungbringen des Streifens mit der Probe zu beobach-
tende Intensitdt sind ein Hinweis auf die Anwesenheit der
betreffenden Komponente und ihre Konzentation in der
Probe. Einige derartige Testvorrichtungen und die darin ent-
haltenen Reagenzien sind in den US-PS 3123443 (Clinistix);
3212855 (Ketostix), 3814668, 3164534 und 2981606 (Diastix)
und 3092465, 3298789, 3164534 und 2981 606 (Dextrostix)
beschrieben.



Typischerweise sind diagnostische Testvorrichtungen wie
die «Eintauch- und Ablese»-Streifen von einer detaillierten
Vorschrift begleitet, die genau befolgt werden muss, um ein
genaues Ergebnis zu erzielen. Besteht die nachweisbare Reak-
tion aus einer Farbinderung, so muss besondere Sorgfalt
angelegt werden. Hier wird eine Karte mit den verschiedenen
Vergleichsfarben mitgeliefert, und, da in den meisten Féllen
die quantitative Genauigkeit der Vorrichtung davon abhéngt,
dass man das Ausmass der Firbung in Bezug auf einen Zeit-
raum ermittelt, ist es unabdinglich, die Farbidnderung mit der
Karte nach einer vorgeschriebenen Zeit nach Eintauchen der
Probe zu vergleichen. Die Wartezeiten miissen genau einge-
halten werden, denn ein zu friithes Ablesen ergibt eine zu
geringe Farbbildung, wihrend bei zu spitem Ablesen eine zu
intensive Firbung entsteht oder eine stdrende Zusatzfarbe.
Wird also die entwickelte Farbung zu frith oder zu spét mit
der Farbkarte verglichen, so kann und wird tatsachlich haufig
ein falsches Ergebnis erhalten.

Beim Versuch, den kritischen Faktor des genauen Zeit-
punktes der Ablesung zu eliminieren, der sowohl unbequem
ist als auch méglicherweise falsche Ergebnisse in sich birgt,
wurden intensive Forschungen dahingehend betrieben, die
Notwendigkeit der Ablesung zu einem bestimmten Zeitpunkt
bei den bekannten Testvorrichtungen auszuschliessen.
Zunichst wurde ein Weg gesucht, wonach die Erzeugung
einer nachweisbaren Reaktion automatisch nach einer vorbe-
stimmten Zeit beendet sein sollte, und diese Reaktion dann
wihrend relativ langer Lagerzeiten konstant bleiben sollte.
Der Vergleich mit der Farbkarte konnte dann zu einem dem
Verwender bequemen Zeitpunkt erfolgen, oder lange nach
dem eigentlichen Kontakt der Vorrichtung mit der Probe. Es
bestand Einigkeit dariiber, dass durch derartige Testvorrich-
tungen der Stand der Technik sprunghaft verbessert wiirde.
Bis heute gibt es jedoch keinen Vorschlag, der die lang erwar-
tete Losung dieses Problems erkennen lédsst. Die vorliegende
Erfindung hingegen bietet eine solche Losung.

Die Erfindung betrifft eine Testvorrichtung zum Autfin-
den einer Komponente in einer Probe und ein Verfahren zum
Auffinden einer Komponente in einer Probe unter Verwen-
dung dieser Testvorrichtung. Die Testvorrichtung umfasst ein
Reagens-System, das nach Kontakt mit der betreffenden
Komponente reagiert und eine erkennbare Reaktion erzeugt,
sowie ein Inhibitor-System, das nach Ablauf eines vorbe-
stimmten Zeitraums die weitere Reaktion des Reagens-
Systems mit der Komponente verhindert. Die Testvorrichtung
besteht aus einer Triger-Matrix, der das Reagenz- und Inhibi-
tor-System einverleibt sind. Das Verfahren zum Auffinden ei-
ner Komponente in einer Probe besteht darin, dass man eine
Testprobe, in der man die betreffende Komponente vermutet,
mit der Testvorrichtung in Beriihrung bringt, die Testvorrich-
tung nach Kontakt mit der Probe wihrend eines vorbestimm-
ten Zeitraums inkubiert und die erkennbare Reaktion beob-
achtet.

In den Rahmen der Erfindung fallen zahlreiche Formen
der diagnostischen Chemie, einschliesslich bekannter Rea-
gens-Systeme, die heute in Verwendung sind, wie zum Bei-
spiel pH- und andere Jonenkonzentrationsindikatoren, ferner
komplexere Reagens-Systeme, wie sie zur Bestimmung von
Komponenten von Kérperfliissigkeiten verwendet werden.
Diese sind fiir die erfindungsgemésse Anwendung ideal ge-
eignet. Somit konnen sdmtliche bisher bekannten diagnosti-
schen Testvorrichtungen zum Beispiel auf okkultes Blut, Glu-
cose, Bilirubin, Harnstoff-Stickstoff in Blut, Bakteriurea,
Urobilinogen, Cholesterin, Proteine und andere entsprechend
der Lehre der Erfindung modifiziert werden.

Die vorliegende Erfindung beruht darauf, dass man
bekannte oder neue Reagens-Systeme so anwendet, dass die
Wechselwirkung zwischen der aufzufindenden Komponente
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in der Probe und dem Reagens-System nach einem vorbe-
stimmten Zeitraum aufhort. Somit ist das Quantum der
erkennbaren Reaktion fiir jedes gegebene Reagens-System
fixiert: die bei der Reaktion entstehende Firbung wird weder
verstirkt noch abgeschwiicht; die Menge an gebildetem oder
bei der Reaktion verbrauchtem, auf ultraviolettes Licht emp-
findlichem Produkt bleibt konstant.

Die beschriebenen Effekte konnen auf zahlreichen Wegen
erzielt werden. Bevorzugt ist die Bereitstellung eines Inhibi-
tor-Systems, das auf physikalische Weise die weitere Wech-
selwirkung verhindert durch Bildung eines Gels, eines Poly-
mers oder einer gehiirteten Oberfliche, wodurch der physika-
lische Kontakt zwischen Reagens-System und der Kompo-
nente nach Ablauf des vorbestimmten Zeitraums ausgeschlos-
sen wird.

Eine weitere Moglichkeit ist die Bereitstellung einer Test-
vorrichtung mit einem Inhibitor-System, welches das Rea-
gens-System deaktiviert. Ist beispielsweise ein wirmelabiles
Enzym fiir das Funktionieren des Reagens-Systems kritisch,
so kann das Inhibitor-System aus einem Wirme entwickeln-
den Mittel bestehen, welches die Temperatur der Testvorrich-
tung nach Ablauf des vorbestimmten Zeitraums auf einen
Wert steigert, bei welchem das Enzym deaktiviert wird.

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Bereitstellung
eines Inhibitor-Systems, welches ein oder mehrere Kompo-
nente des Reagens-Systems vergiftet oder chemisch angreift,
so dass die Wechselwirkung zwischen der Komponente der
Probe nach dem vorbestimmten Zeitraum unterdriickt wird.
Derartige und andere Inhibitor-Systeme liegen im Rahmen
vorliegender Erfindung, wobei der entscheidende Faktor die
Fihigkeit des Inhibitor-Systems ist, die Wechselwirkung zwi-
schen Reagens-System und der zu testenden Komponente
wihrend des Kontakts zwischen Probe und Testvorrichtung
zu erlauben, hingegen zu einem spéteren, vorbestimmten Zeit-
punkt diese Wechselwirkung auszuschliessen.

Wiinscht man ein Inhibitor-System, das die Wechselwir-
kung zwischen Reagens-System und zu testender Kompo-
nente physikalisch verhindert, d.h. ein Inhibitor-System, das
hirtet oder geliert, so stehen zahlreiche Wege zur Verfiigung.
Zu den geeigneten gelierenden oder hirtenden Materialien
gehoren solche, die bei Raumtemperatur schnell reagieren
und nach Kontakt mit der Testprobe zu reagieren beginnen
oder initiiert werden. Diese Inhibitorgemische miissen mit
ausreichender Geschwindigkeit hérten oder gelieren, so dass
die Erzeugung der erkennbaren Reaktion nach relativ kurzem
Zeitablauf inhibiert wird. Erwiinscht ist gleichermassen, dass
der gelierte oder gehirtete Inhibitor weitere Farbdnderung
oder eine weitere Verbreitung der nachweisbaren Reaktion
hintanhilt oder verhindert.

Typische Inhibitor-Systeme dieser Art sind polymerisier-
bare oder vernetzbare wasserldsliche Polymere, Epoxid/
Polyamin-Gemische, mit Wasser reaktionsfihige Polyisocya-
nate, mit Hydroxylionen polymerisierbare Acrylat- und sub-
stituierte Acrylatester, Polyvinylalkoholgemische mit ver-
schiedenen Metallverbindungen [zum Beispiel Borate, Vana-
date, Cr(I1I) und Ti(I1V)], Natriumcarboxymethylcellulose
und AI(III), Polyvinylalkohole im Gemisch mit Polyphenolen
(zum Beispiel Resorcin, Brenzkatechin, Phloroglucin, und
Farbstoffen und Diazoniumsalzen), ein Gemisch aus Polyvi-
nylalkohol und Dimethylolharnstoff mit Ammoniumchiorid-
Katalysator, Dimethylolharnstoff-Gemische mit Hydroxyal-
kylcellulosen und hydrolysierten Maleinsdureanhydrid-
Copolymeren oder Polyacrylséure, Polyvinylalkohol-polyal-
dehyd-Gemische, Polyvinylpyrrolidon-Komplexe (d.h. mit
Substanzen wie Polycarbonsiuren, einem Methylvinyléther-
maleinsdureanhydrid-Copolymer der GAF-Corporation, oder
einer Polyacrylsdure), Copolymere aus Saure/Polyithylengly-
colgemischen und Polyvinylalkoholgemische mit Fallmitteln
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(zum Beispiel Na:CO;3, Na2SOs oder K2S04).

Eine Verzogerung der Polymerisation oder Vernetzung
des wasserldslichen Polymeren kann erreicht werden, indem
man die Initiatoren vom wasserlslichen Polymer isoliert hlt,
bis die Testvorrichtung mit der Testprobe in Beriithrung
gekommen ist. Eine Moglichkeit einer derartigen Absonde-
rung von Polymer und Initiator besteht in der Einkapselung
des Initiators in wasserlosliche Mikrokapsein oder in Mikro-
kapseln, die bei Benetzung zerbrechen. So 16sen sich den
Initiator enthaltende Mikrokapseln aus Gelatine bei Beriih-
rung mit einer wissrigen Testprobe, wobei der Initiator zur
weiteren Polymerisation des wasserldslichen Polymeren frei-
gesetzt wird.

Beim Benetzen zerbrechende Mikrokapseln besitzen
osmotisch fragile, semipermeable Membranwinde, die eine
den Initiator enthaltende wissrige Phase einkapseln. Die
wissrige Phase besitzt ein relativ hohes spezifisches Gewicht,
verglichen mit der Testprobe. Werden die Kapseln mit der
Testprobe in Berithrung gebracht, so entsteht ein osmotischer
Gradient iiber die Membran, der zu einer Druckzunahme in
der Kapsel fiihrt, die zum Aufbrechen der Winde ausreicht,
so dass der Initiator freigesetzt wird.

Eine physikalische Inhibierung durch Abtrennung des
Reagens-Systems von der zu testenden Komponente wird
auch erreicht mit einem Inhibitor-System, das ein Epoxid und
eine Quelle fiir deaktiviertes Polyamin umfasst, woraus beim
Kontakt mit Wasser verfiigbare Polyamine entstehen. Typi-
sche Polyaminquellen dieser Art sind Ketimine und mit
einem Polyamin imprignierte Molekularsiebe. Im ersteren
Fall reagiert das Ketimin mit Wasser unter Bildung von Poly-
amin und Keton, im letzteren Fall dringt das Wasser in das
Gitter des Molekularsiebs ein und verdriingt das Polyamin.

Die Testvorrichtung kann auch ein mit Wasser auf-
schdumbares Polyisocyanat wie zum Beispiel « Hypol»
(Herst. Dewey and Almy Chemical Division W.R. Grace &
Co.) enthalten.

Unter den durch Basen oder Hydroxylionen katalysierten
Acrylat-Inhibitorsystemen sind die 2-Cyanacrylatester fiir die
Zwecke der Erfindung besonders geeignet. Diese Ester sind
essentielle Bestandteile von Klebstoffen der Eastman Kodak
Company, sie polymerisieren in Gegenwart von Wasser
schnell unter Bildung harter Polymerer. In handelsiiblichen
Klebstoffen, zum Beispiel der Firma Kodak, liegen in erster
Linie die Methyl- und Athylester vor, wobei diese Klebstoffe,
neben den Estern, noch Stabilisatoren und Verdickungsmittel
enthalten. Das Handelsprodukt Eastman 910 enthilt 2-
Cyanacrylsduremethylester, und der hauptsichliche Ester im
Produkt Eastman 910 EM ist der 2-Cyanacrylsdureiithylester.

Polyvinylalkohol geliert im Gemisch mit Borsiure rasch
in Gegenwart von Alkali wie zum Beispiel Natriumhydroxid
und eignet sich daher als Inhibitor-System. Eine bevorzugte
Methode zur Anwendung dieser Alternative besteht darin,
dass man das Alkali der Testvorrichtung in wasserlslichen
oder osmotisch fragilen Mikrokapseln beigibt. Bei Kontakt
mit der Testprobe werden auf diese Weise simtliche Reagen-
zien des Inhibitor-Systems vereinigt, und die Bildung eines
Gels beendet die Analyse.

Ausser der Brauchbarkeit mit Borax (Borsidure und
Alkali) geliert Polyvinylalkohol auch mit verschiedenen
anderen Metallionen und Salzen, zum Beispiel Vanadaten,
dreiwertigem Chrom und vierwertigem Titan. Beispielsweise
machen Kaliumtitanoxalat TiO(C20:K):-2H:0 und organi-
sche Titanate Polyvinylalkohol bei Raumtemperatur und
einem pH-Wert oberhalb etwa 7 rasch unléslich. Ausserdem
bildet Polyvinylalkohol thermisch reversible Gele mit Poly-
phenolen wie Resorcin, Brenzkatechin, Phloroglucin und
bestimmten Farbstoffe und Diazoniumsalzen.

Polyvinylalkohol ist ausserdem fiir die Zwecke der Erfin-
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dung brauchbar aufgrund seiner Fihigkeit zur Vernetzung
tiber eine Acetalbildung mit 1,3-Bis-hydroxymethylharnstoff
(Dimethylolharnstoff) und dhnliche Verbindungen in Gegen-
wart von Ammoniumchlorid. Wie in dem vorangehend
beschriebenen System kann der Katalysator oder Initiator
(Ammoniumchlorid) zum Beispiel durch Einschluss in
Mikrokapseln abgesondert werden.

Auch polyfunktionelle Aldehyde reagieren mit Polyvinyl-
alkohol unter Acetal-Vernetzung. In diesem Fall wird ein sau-
rer Katalysator wie zum Beispiel Oxalsdure oder eine andere,
mit dem Reagens-System vertrégliche Sdure der Testvorrich-
tung einverleibt und der Aldehyd wird vom Polyvinylalkohol
getrennt gehalten, zum Beispiel durch Einschluss in Mikro-
kapseln. Selbstverstandlich kann anstelle des Aldehyds auch
die Saure isoliert gehalten werden, vorausgesetzt, dass der
Aldehyd in Abwesenheit des Katalysators gegeniiber dem
Polyvinylalkohol geniigend nichtreaktiv ist.

Auch Polymerausfillungen erwiesen sich als Inhibitor-
Systeme fiir die Zwecke der Erfindung brauchbar. Beispiele
hierfiir sind die Ausfillung von Polyvinylalkohol aus Losung
durch Salze wie Na2COs, Na:SOs und K2SOs. Ferner kénnen
polymere Sduren wie Polyacrylsdure aus Losung ausgefallt
oder geliert werden mit Hilfe von Acetatsalzen von Schwer-
metallen oder mit anderen wasserléslichen Quellen zweiwerti-
ger Ionen, ferner durch Polyithylenglycol.

Ein weiteres Polymer, das als Inhibitor-System fiir die
Zwecke der Erfindung geeignet ist, ist Hydroxypropylcellu-
lose («Klucel, Herst. Hercules, Inc.). Dieses Material kann
mit sauren Polymeren wie hydrolysierten Maleinsiureanhy-
drid-Copolymeren oder Polyacrylsdure unter Verwendung
von Verbindungen wie Dimethylolharnstoff, vorzugsweise bei
niedrigem pH-Wert, vernetzt werden.

Ein weiteres, fiir die erfindungsgemésse Testvorrichtung
geeignetes Gelierungssystem besteht aus Natriumcarboxyme-
thylcellulose und Aluminiumionen.

Das Handelsprodukt «Gantrez AN», ein Methylvinyl-
ither/Maleinsdureanhydrid-Copolymer der GAF-Corpora-
tion, kann in der Testvorrichtung in verschiedener Weise ver-
wendet werden. Es bildet einen unldslichen Komplex mit
Polyvinylpyrrolidon bei einem pH-Wert unterhalb etwa 5.
Ahnlich wie «Gantrez AN» verhilt sich Polyacrylsiure
gegeniiber Polyvinylpyrrolidon. «Gantrez AN» bildet auch
einen unloslichen Komplex mit Gelatine in saurer Losung.
Ferner werden «Gantrez AN» und andere saure Polymere
oder Copolymere durch Verbindungen wie Glycole, Poly-
vinylalkohol, Hydroxyalkylcellulosen und Diamine ausge-
fallt.

Wie bereits erwihnt, fallen auch andere Inhibitor-Systeme
in den Rahmen der Erfindung. So kann man zum Beispiel
auch Inhibitor-Systeme anwenden, die Reagens-System und
Komponente im zu analysierenden Gemisch nicht physika-
lisch voneinander trennen. So wirkt beispielsweise ein tempe-
ratur-labiles Enzym in einem Reagens-System nicht, wenn die
Temperatur zur Deaktivierung des Enzyms geniigend hoch
ist. Ein ein derartiges Enzym enthaltende Testvorrichtung
kann daher an der Erzeugung einer nachweisbaren Reaktion
nach einem vorbestimmten Zeitraum gehindert werden durch
Anwendung eines Wérme erzeugenden Inhibitor-Systems.

Das Inhibitor-System kann auch ein Gift fiir das Reagens-
System enthalten. So werden zum Beispiel Mercapto-
Gruppen enthaltende Enzyme durch zweiwertiges Quecksil-
ber deaktiviert, und allgemein werden Enzyme in Gegenwart
starker Séuren und Basen wie Salzsdure und Natriumhydro-
xid deaktiviert. Beispiele fiir Enzyme, die durch zweiwertiges
Quecksilber inhibiert werden, sind Glutamat-Decarboxylase,
Lactat-Dehydrogenase, Malat-Dehydrogenase, Myokinase,
alkalische Phosphatase, saure Phosphatase (pH 5,2), Alde-
hyd-Ozxidase, Diaminosiure-Oxidase, B-Amylase, Kohlensiu-



reanhydrase, Cholinesterase, a-Glucosidase, f-Glucuroni-
dase, Homogenisat-Oxidase, 3-Hydroxyanthranilat-Oxidase
und Invertase. Auch die Einarbeitung derartiger Inhibitor-
Systeme in die Testvorrichtung fallt in den Rahmen der Erfin-
dung.

Ferner sind in der erfindungsgemaissen Testvorrichtung
temperatur-labile Enzyme, wie Salicylat-Hydroxylase, ver-
wendbar. Stoffe, die bei Kontakt mit einer wassrigen Test-
probe Wirme erzeugen, sind NaOH, AICl, TiCls, Alumi-
niumalkyle und sonstige.

Eine Moglichkeit zur Verzogerung der Denaturierung
oder Vergiftung eines Enzyms besteht inder Absonderung des
Wirme erzeugenden und vergiftenden Inhibitor-Systems
durch Mikrokapseln. Man kann ein wasserldsliches Kapsel-
material verwenden, das bewirkt, dass die Wiarme erzeugen-
den Stoffe erst dann mit der Probe in Berithrung kommen,
wenn das Kapselmaterial sich geldst hat. Zur Einkapselung
eignen sich wasserl§sliche Materialien wie Gelatine, Acry-
lamide, Styrol/Maleinsidure-Copolymere und Hydroxypro-
pylcellulose und Gemische wie zum Beispiel ein Koazervat
aus Gelatine und natiirlichen oder synthetischen Polymeren.

Wie bereits erwihnt, eignen sich Mikrokapseln verschie-
dener Art besonders gut fiir die erfindungsgemissen Zwecke,
wenn Bestandteile voriibergehend voneinander getrennt zu
halten sind. Die Mikrokapseln kénnen nach verschiedenen
bekannten Methoden hergestellt werden, siehe zum Beispiel
Angew. Chem. Internat. Edit. 14: 539 (1975) und dortiger
Literaturnachweis. Verfahren wie Grenzflichen-Polykonden-
sation, Koazervierung und dergleichen fiihren zur Bildung
von Mikrokapseln. Ferner finden Verfahren wie Zentrifugie-
ren, Spriihtrocknen und andere physiko-mechanischen
Methoden Anwendung bei der Herstellung derartiger Mikro-
kapseln.

Ein bevorzugtes Verfahren zur Herstellung von Mikrokap-
seln ist die Grenzflichen-Polykondensation, die besonders
einfach verlduft. Hierbei werden zwei Reagenzien (Co-
Monomere oder Oligomere) an der Grenzfldche eines Mehr-
phasensystems zur Reaktion gebracht. Dabei erfolgt Polykon-
densation unter Bildung eines diinnen Polymerfilms, der in
den die Monomeren enthaltenden Medien unlgslich ist. Ge-
eignete Mikrokapseln mit osmotisch fragilen Winden wurden
hergestellt durch Losen einer ersten Co-Monomer-Kompo-
nente, zum Beispiel eines polyfunktionellen Amids, in einer
die abzusondernde Substanz enthaltenden wissigen Phase.
Die wissrige Phase besitzt vorzugsweise hohes spezifisches
Gewicht oder Osmolalitit, bezogen auf die erwartete Osmola-
litéit der zu analysierenden Probe. Die wissrige Phase wird
dann in einer mit Wasser nicht mischbaren Phase wie Mine-
ralol dispergiert oder emulgiert. Ein zweites Co-Monomer,
zum Beispiel ein polyfunktionelles Surehalogenid, wird
dann der Suspension oder Emulsion zugegeben. Bestehen die
Co-Monomeren aus polyfunktionellen Aminen und Sdureha-
logeniden, so entstehen Mikrokapseln aus Polyamid, von
denen jede einen Teil der wiissrigen Phase, d.h. die so iso-
lierte Substanz, enthilt.

Geeignete Polymermaterialien zur Herstellung osmotisch
fragiler, semipermeabler Membranwinde der Mikrokapseln
sind ausser Polyamiden Polyester, Polyurethane, Polyharn-
stoffe und dergleichen.

Ein weiterer Weg zur Absonderung der Bestandteile des
Inhibitor-Systems, von denen einer in Wasser und ein wei-
terer in organischen Losungsmitteln 16slich ist, besteht in der
Anwendung eines «zweimaligen Tauchverfahrens». Dabei
wird der Triiger-Matrix einer Testverbindung zunédchst eine
wissrige Losung des einen Bestandteils einverleibt, dann wird
getrocknet und anschliessend wird eine zweite Losung des
zweiten Bestandteils in einem organischen Losungsmittel ein-
verleibt.
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Bei einigen der vorstehend beschriebenen Inhibitor-Syste-
men, die keine Isolierung eines Bestandteils erfordern, zum
Beispiel bei Verwendung von 2-Cyanacrylaten, mit Wasser
schiumbaren Isocyanaten und Epoxiden muss sowohl bei der
Herstellung der Testvorrichtung als auch bei der Lagerung
vor der Verwendung Feuchtigkeit ausgeschlosen werden.
Dadurch wird eine Polymerisierung des Inhibitor-Systems bis
zum Kontakt mit der Testprobe ausgeschlossen.

Zur Herstellung der erfindungsgemassen Testvorrichtung
werden die gelierenden oder hirtenden Inhibitorsysteme, die
vorstehend durch typische Vertreter illustriert wurden, zusam-
men mit dem gewiinschten Reagens-System einer Tréger-
Matrix auf beliebige geeignete Weise einverleibt. Zum Bei-
spiel kann die Matrix in eine einzige Losung sdmtlicher
Bestandteile der Reagens- und Inhibitor-Systgeme einge-
taucht werden. Benétigt man ein zweimaliges Eintauchen
wegen der erforderlichen Isolierung einzelner Bestandteile, so
wird die Matrix, wie bereits beschrieben, eingetaucht,
getrocknet und erneut in eine weitere Losung getaucht. Bei
Verwendung von Mikrokapseln kann man diese mit Hilfe von
Bindemitteln an der Matrix befestigen. Geeignete Bindemittel
sind Celluloseacetat, Celluloseacetatbutyrat, Hydroxypropyl-
cellulose und Polyvinylpyrrolidon. Die Bindemittel sollten
mit der Testprobe nicht mischbar sein und die Absorption der
Probe an der Matrix ermoglichen.

Als Tridger-Matrix der erfindungsgemaissen Testvorrich-
tung eignen sich Materialien wie Papier, Cellulose, Holz, Syn-
theseharz-Vliese, Glasfaser- und andere Synthesepapiere,
Polypropylenfilz, textile Vliese und Gewebe und dergleichen.
Die Matrix wird zweckmissig in geeigneter Weise an einem
konventionelien Trageglied, zum Beispiel einem Polymer-
streifen, befestigt, um ihre Verwendung zu erleichtern.

Bei der Verwendung der Testvorrichtung wird die Matrix,
der Reagens- und Inhibitor-System einverleibt sind, in die
Testprobe eingetaucht. Man lisst den vorbestimmten Zeit-
raum ablaufen, dann wird die erkennbare Reaktion analy-
siert. Besteht die Reaktion aus einer Firbung oder Farbande-
rung, so wird die Vorrichtung mit einer Farbkarte verglichen.
Besteht die Reaktion aus einer Verinderung der Lichtrefle-
xion, so wird die Vorrichtung in einem geeigneten Lichtmess-
instrument bekannter Art untersucht.

Beispiel 1

Eine 10.gew-%ige Losung des 2-Cyanacrylsduremethyl-
ester enthaltenden Haftmittels Eastman 910 (Eastman Chemi-
cal Products Inc., Kingsport, Tennessee, eine Tochtergesell-
schaft der Eastman Kodak Company) in Chloroform wird
hergestellt und in einem dicht schliessenden Glasbehilter
aufbewahrt. Eine Testvorrichtung zur Bestimmung von Glu-
cose in Urin (dhnlich Clinistix) wird wie folgt hergestellt: Fil-
terpapier Whatman 3MM wird mit einer Testreagens-Losung
gemiss den US-PS 2981606 und 3 154534 impégniert und
dann getrocknet. Die Reagens-Losung war wie folgt zusam-

mengesetzt:

Clinistix

destilliertes Wasser 758,1 ml
Athanol-95 % 205,0 ml
Carageenan «Viscarin» (Herst. Marine Colloids 2,5 ¢
Inc.)

Polyvinylpyrrolidon 2508
Farbstoffe (FD & C., 3 und 4) 0,29 g
o-Tolidin-2HCI 50¢g
Zitronenséure (wasserfrei) 1542¢
Natriumcitrat 6792¢
«Gantrez AN-139» R
oberflichenaktives Mittel 25
Glucoseoxidase "o.0 ml
Peroxidase U
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Ein Teil des so imprégnierten Papiers wurde dann mit der
vorstehend beschriebenen Losung imprégniert, ein weiterer
Teil wurde nur mit Chloroform behandelt. Das Imprégnierge-
fdss ermoglichte Einfiihrung und Abziehen des Papiers, war
jedoch zur Verminderung einer Chloroformverdunstung
bedeckt. Uberschiissige Impriignierlésung konnte in Losungs-
mittelreicher Atmosphire in dem Gefiiss vom Papier abtrop-
fen. Nach Entfernung des Papiers aus dem Bad wurde das
Losungsmittel wihrend 10 bis 30 Min. bei Raumtemperatur
in einer Atmosphire geringer Feuchtigkeit (weniger als 10%
relative Feuchtigkeit) abdunsten gelassen.

Das mit Monomer impréignierte Papier wurde im Dunkeln
in trockener Atmosphire gelagert und dann auf einem Pla-
stik-Riicken befestigt und in die iiblichen Streifen geschnit-
ten. Die Streifen wurden in dunklen Glasflaschen in Gegen-
wart von Feuchtigkeit absorbierendem Silicagel gelagert.

Die Streifen wurden getestet, indem sie 3 Sek. lang in
Urinproben bekannter Glucosekonzentration (0, 50, 100, 200
und 500 mg/dl) eingetaucht wurden, iiberschiissige Probe
wurde entfernt und die Streifen wurden in ein Reflexions-
messgerit gelegt. Die Reflexionsmessungen bei 680 nm wur-
den als Funktion der Zeit aufgetragen abt = 15 Sek., ein-
schliesslich der Tauchzeit wihrend 3,5 Minuten. Tabelle 1
zeigt die Verdnderung der Reflexionswerte mit der Zeit und
den Endwert fiir das auf Glucose spezifische Papier, welches
mit 10% Eastman 910 impréigniert worden war, und zwar fiir
mehrere Glucosekonzentrationen. Die Verinderung der
Reflexion nach 15 Sek. bedeutet die Differenz zum Reflexi-
onswert, wenn keine Glucose vorhanden ist. Man sieht, dass
nach 2 Min. die Reflexion sich nicht mehr verdndert. Diese
Endfirbungen konnen visuell klar unterschieden werden und
sie bleiben mehrere Tage bis mehrere Wochen, je nach den
Lagerungsbedingungen, bestindig.

Die nur mit Chloroform imprignierten Vergleichsstreifen
entwickelten eine sehr intensive Farbung nach einer Ein-
tauchzeit von 10 Sek., und die Farbentwicklung setzte sich
rasch fort. Nach 2 Min. waren die Streifen schwarz und es
konnte keine Differenzierung vorgenommen werden.
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Tabelle 1 40
Anderung der Reflexion mit der Zeit nach Kontakt mit der
Probe )

Glucose- 15 40 65 90 115 140 165 215 End-
konzen- Sek. Sek. Sek. Sek. Sek. Sek. Sek. Sek. wert
tration A% A% A% A% A% A% A% A% %R ®
(mg %) R* R+ R+ R+ R+ R+ R+ R+

50 68 85 35 01 0 0 0 0 59
100 13,8 138 56 20 01 0 0 0 43
200 226 1+362 27 07 0 0 0 31
500 30,8 157 65 27 0,7 0 0 0 22

* = %R beit = 15 Sek.
+ = %R beit = t Sek.

%R(O mg % Glucose) — %R(n mg % Glucose).
%R(vorhergehende )~ %R(t)

Beispiel 2

Auf Glucose empfindliches Reagenspapier wurde nach
der Vorschrift von Beispiel 1 mit einer Chloroformldsung
imprigniert, die 10 Gew.-% Eastman 910 EM (2-Cyanacryl-
sduredthylester), 1| Prozent (Gewicht/Volumen) festes, nicht-
ionisches Detergens und 0,01% (Gewicht/Volumen) feste Di-
sarbonsdure enthielt. Die aus dem so imprignierten Papier
hergestellten Streifen waren dem Produkt von Beispiel 1 dhn-
lich und die nach Umsetzung angeférbten Streifen besassen
ein gleichmissiges Aussehen.
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Beispiel 3

Auf Ketone empfindliches Reagenspapier wurde nach der
Vorschrift der US-PS 3202855 hergestellt, und zwar durch
Eintauchen von Filterpapier Whatman 3MM in eine erste
Losung, Trocknen und Eintauchen in die zweite Tauchlo-
sung:

1. Tauchlésung

H:0 722 ml
tribasisches Natriumphosphat 2022 g
dibasisches Natriumphosphat (wasserfrei) 86,7 g
Aminoessigsdure 180,6 g
2. Tauchldsung

Oberflichenaktive 1,64 ¢
Polyvinylpyrrolidon/Vinylacetat-Copolymer 67 ml
E-535

Natriumnitroferricyanid 8,24 g
Dimethylsulfoxid 401 ml
Chloroform 350 ml
Athanol, wasserfrei 200 ml

Die so hergestellten Streifen wurden dann mit einer Chlo-
roform-Losung impréigniert, die, wie in Beispiel 1, 10 Gew.-%
Eastman 910 EM enthielt. Aus diesem imprégnierten Papier
hergestellte Teststreifen ergaben bei der Bewertung mit ver-
schiedenen Konzentrationen Acetessigsdure enthaltenden
Urinen eine ausgezeichnete Farbentwicklung. Die die Acetes-
sigsdurekonzentration des getesteten Urins anzeigende Farb-
intensitét blieb stabil erhalten.

Beispiel 4

Auf Glucose empfindliches Reagenspapier wurde mit
einer Benzollosung imprigniert, die 10% (2-Cyanacrylsiure-
methylester enthaltendes) Eastman 910 enthielt. Bei der
Bewertung erzielten Streifen dieses Papiers dieselben ausge-
zeichneten Eigenschaften wie die Produkte der vorangehen-
den Beispiele.

Beispiel 5
Ein System zum einmaligen Eintauchen wurde mit folgen-
der Formulierung hergestellt:

Reagens A

tribasisches Natriumphosphat - 2,028
dibasisches Natriumphosphat (wasserfrei) 087¢g
Glycin (Aminoessigsiure) 1,8l g
Natriumnitroferricyanid (gemahlen und 82,4 mg
getrocknet)

Reagens B

Dioctyl-natriumsulfosuccinat 8,4 mg
«Gafac RE-610» (oberfldchenatkvies Mittel der 8,0 mg
GAF Corp.)

Chloroform 16,7 ml
«Hypol 2000» (Polyurethan-Vorpolymer) - 09¢g

Mischen bis in Lésung

Samtliche Bestandteile von Reagens A wurden mit Morser
und Pistill zu einem feinen Pulver zerkleinert und im Reagens
B suspendiert. Trockenes Filterpapier Whatman 3MM wurde
mit dieser Suspension imprégniert. Streifen aus dem so
imprignierten Papier wurden mit Urinen getestet, die ver-
schiedene Acetessigsdurekonzentrationen enthielten. Die

> Farbintensitit der so verwendeten Streifen war bestéindig und

eine Funktion der Acetessigsdurekonzentration im getesteten
Urin.



Beispiel 6
Ein Indikator auf Glucose und eine Enzyml6sung folgen-
der Zusammensetzung wurden hergestellt:

Indikator auf Glucose

destilliertes Wasser 16,6 ml
Polyvinylpyrrolidon (PVP) 9,5 ml
Kaliumjodid 1,5g
FD & C Blau Nr. 1 53 mg
Zitronensdure 0,497 g
Trinatriumcitrat 2,182 g
(Athylendinitrilo)-tetraessigsdurenatriumsalz 1,67g
«Gantrez AN», 10%ige Losung 5ml
Enzymlosung 16,7 ml
Enzymldsung

Glucoseoxidase 225 ml
Peroxidase 0842 ¢

Samiliche Reagenzien wurden vermischt, bis Losung ein-
getreten war. Gleiche Volumentile dieser Indikatorlsung,
glucosehaltigen Urins und des Handelsproduktes «Hypol
2000» wurden in der Hohlung eines Plittchens mit einem
Spatel vermischt, bis zum beginnenden Schaumen (etwa 1
Minute). Das Vorpolymer bildete innerhalb 3 bis 5 Min. eine
gefirbten festen Schaum.

Das System ergab beim Erproben mit Urin, welcher 0,
100, 250, 500, 1000 bzw. 2000 mg Glucose/dl enthielt, nach
kurzer Zeit eine stabile Farbung, wobei die Farbintensitit die
Glucosekonzentration anzeigte. Die Endfarben lagen von
Blau iiber Griin bis Braun, je nach der Glucosekonzentration,
sie wurden mit Farbstandards verglichen.

Da man mit einem Tropfen «Hypol 2000» genug Schaum
erhilt, um die Hohlung des Testpléttchens auszufiillen, kann
man den Versuch mit nur einem Tropfen Urin ausfithren und
trotzdem noch visuell auswerten.

Beispiel 7

Auf Keton empfindliches Reagens wurde nach der US-PS
3212855 hergestellt und mit einer 10%igen Chloroformlésung
von «Hypol 2000» (mit Wasser schiumbares Urethan-Vorpo-
lymer der Dewey and Almy Chemical Division der W.R.
Grace Co.) imprigniert. Diese Losung kann ausserdem ver-
schiedene ionische Detergentien in einer Konzentration von 1
bis 5% des Vorpolymergewichts enthalten.

Aus dem so imprignierten Papier hergestellte Streifen
wurden mit Urinproben getestet, die verschiedene Mengen
Acetessigsiure enthielten, wobei die endgiiltigen Farbintensi-
taten nach 2 bis 4 Min. erreicht wurden. Diese Farbintensité-
ten waren stabil und visuell klar als Funktion der Acetessig-
siurekonzentration unterscheidbar.

Aus der vorangehenden Beschreibung ist ersichtlich, dass
die Anwendung der Erfindung nicht nur auf die Herstellung
von Teststreifen oder Testvorrichtungen zum Eintauchen und
Ablesen anwendbar ist, sondern auch auf andere Versuchs-
anordnungen, einschliesslich solcher mit fliissigen Systemen.
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Beispiel 8

Eine Testvorrichtung zur Bestimmung von Urobilinogen
im Urin wurde hergestellt, wobei zunichst Filterpapier What-
man 3MM mit folgendem Gemisch imprégniert wurde:

destilliertes Wasser 70,5 g
«Gantrez AN-139» 56¢g
Sulfasalicylsdure 9,16 g
Caffein 705¢g
Suifaminsdure 14l g
p-Dimethylaminobenzaldehyd 0,53 g
(Athylendinitrilo)-tetraessigsdure-Tetranatrium- 0,14 g
salz

Ascorbinsiure 3,52g
Natriumlaurylsulfat 0,70 g

Das Papier wurde dann getrocknet und anschliessend mit
einer 4 gew.-%igen Losung von Polyvinylpyrrolidon in Chlo-
roform imprigniert. Anschliessend wurde das Papier getrock-
net und auf Polystyrolstreifen befestigt. Die Reagensstreifen
wurden getestet, indem sie 3 Sek. lang in Urinproben mit
bekannter Urobilinogen-Konzentration (0, 4, 8 bzw. 12 Ehr-
lich-Einheiten) eingetaucht wurden. Die Fiarbung entwickelte
sich innerhalb 2 Min. und war ein Hinweis auf die Urobilino-
gen-Konzentration. Dieser zeitabhingige Effekt wird erzielt
durch die schnelle Komplexbildung zwischen hydrolysiertem
Methylvinylither/Maleinsdureanhydrid-Copolymer und
Polyvinylpyrrolidon bei niedrigem pH-Wert.

Beispiel 9

'Ein Streifen zur Auffindung von okkultem Blut im Urin
wurde hergestellt durch Impragnieren von Filterpapier What-
man 3MM mit folgender Losung:

Natriumlaurylsulifat 084 g
Cumol-hydroperoxid 1,67 g
6-Methoxychinolin 039¢g
Natriumcitrat- 2H20 1,79 g
Zitronenséure 232¢g
3,3",5,5-Tetramethylbenzidin 045¢g
Tridthanolaminborat 558¢g
(Athylendinitrilo)tetraessigsdure-Tetranatrium- 0,06 g
salz

Dimethylsulfon 5,58¢g
Wasser 40,67 g
Dimethylformamid 40,67 g

Nach dem Trocknen wurde das Papier mit einer 1 gew.-
%igen Losung von Eastman 910 EM in Chloroform imprég-
niert. Diese Streifen erzeugten bei der Bewertung in Urinpro-
ben mit bekannten Himoglobinmengen (0, 0,016, 0,064, 0,16,
0,80 mg/dl) innerhalb 2 Min. eine bemerkenswert besténdige
Farbung, deren Intensitit eine Funktion der Himoglobinkon-
zentration war.
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