CH 616 745 AS

||||| “ i

Erfindungspatent fiir die Schweiz und Liechtenstein
Schweizerisch-liechtensteinischer Patentschutzvertrag vom 22. Dezember 1978

l“ |||1|"'“‘|'|1||y|"|r SCHWEIZERISCHE EIDGENOSSENSCHAFT &) Int.Cl2
BUNDESAMT FUR GEISTIGES EIGENTUM

@ PATENTSCHRIFT as

GO1IN 21/00
GO1IN 33/16

@ 616 745

@) Gesuchsnummer:

@) Anmeldungsdatum:

Prioritét(en):

9574/75

22.07.1975

23.07.1974 FR 74 25426

@9 Patent erteilt: 15.04.1980
Patentschrift
verdffentlicht: 15.04.1980

@ Inhaber:
Eastman Kodak Company, Rochester/NY (US)

@ Erfinder:
Pierre Louis Clément, Paris (FR)

@9 Vertreter:
Kirker & Cie, Genéve

69 Integrales analytisches Element f iir die Analyse von Fliissigkeiten.

@ Das Element besteht aus einem strahlungsdurchlis-

sigen Schichtiriiger (10), einer fiir die zu analysie-
rende Substanz permeablen Reagensschicht (16) und
einer zwischen Reagensschicht und Schichtiriger ange-
ordneten Registrierschicht (12). Die Reagensschicht ent-
hilt einen Stoff der mit der zu analysierenden Substanz
unter Bildung eines Farbstoffes bewirkt. Die Registrier-
schicht soll das Erfassen des Farbstoffes ermdoglichen,
z.B. auf radiometrischem Wege. Das Element enthilt zu-
dem zwischen der Reagens- und Registrierschicht eine
permeable Strahlungssperrschicht (16) und/oder eine
isotrop-pordse Verteilerschicht iiber der vom Schicht-
triger abgewandten Seite der Reagensschicht,

Das Element eignet sich in besonders vorteilhafter
Weise fiir die diagnostische Analyse von biologischen
Fliissigkeiten, z.B, Blut, Blutserum und Urin.
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PATENTANSPRUCHE

1. Integrales analytisches Element fiir die Analyse von
Fliissigkeiten, bestehend aus einem strahlungsdurchlissigen
Schichttriger und mehreren hierauf aufgetragenen Schichten,
von denen mindestens eine eine Reagensschicht ist, gekenn-
zeichnet durch:

(2) mindestens eine fiir die zu analysierende Substanz
oder einen Vorldufer derselben permeable Reagensschicht mit
einem Stoff A, der mit der zu analysierenden Substanz bzw.
dem Vorldufer derselben unter Bildung eines diffundier- und
erfassbaren Stoffes B zu reagieren vermag oder die Bildung
eines Stoffes B bewirkt,

(b) eine zwischen Reagensschicht und Schichttriger ange-
ordnete, fiir den in der Reagensschicht gebildeten diffundier-
und erfassbaren Stoff B permeable Registrierschicht fiir die
Erfassung des Stoffes B sowie mindestens eine der folgenden
Schichten (c) und (d), nimlich

{c) eine zwischen Reagens- und Registrierschicht ange-
ordnete, fiir den Stoff B permeable Strahlungs-Sperrschicht
und

(d) eine isotrop-pordse Verteilerschicht zum Verteilen
der zu analysierenden Substanz oder des Vorldufers der-
selben iiber der vom Schichttriiger abgewandten Seite der
Reagensschicht,

2. Analytisches Element nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Strahlungs-Sperrschicht ein Triibungs-
mittel aufweist.

3. Analytisches Element nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Reagensschicht und die Registrier-
schicht wasser-quellbar sind.

4. Analytisches Element nach Anspruch 1 und 2, dadurch
gekennzeichnet, dass das Triibungsmittel der Strahlungs-
Sperrschicht ein Pigment ist oder ein solches enthilt.

5. Analytisches Element nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Reagensschicht aus einer hydrophilen
Kolloidschicht besteht, in der der Stoff A verteilt vorliegt,
dass die Strahlungs-Sperrschicht aus einer hydrophilen XKol-
loidschicht besteht, in der ein Pigment verteilt vorliegt und
dass die Registrierschicht aus einer hydrophilen Kolloid-
schicht besteht.

6. Analytisches Element nach einem der Anspriiche 1 bis
5, dadurch gekenzeichnet, dass die Registrierschicht ein
Beizmittel fiir den Stoff B enthilt.

7. Analytisches Element nach einem der Anspriiche 1 bis
6, dadurch gekennzeichnet, dass es aus einem strahlungs-
durchldssigen Schichttriiger besteht, auf dem in Stromungs-
kontakt miteinander aufgetragen sind:

eine isotrope pordse Verteilerschicht, in der die zu ana-
lysierende Substanz oder deren Vorldufer verteilt wird;

eine Reagensschicht, die fiir die in der Verteilerschicht
verteilte Substanz oder deren Vorldufer permeabel ist und
einen Stoff A enthilt, der mit der zu analysierenden Substaz
oder deren Vorldufer unter Bildung eines diffundier- und er-
fassbaren Stoffes B zu reagieren vermag oder die Bildung
eines Stoffes B bewirkt und

eine strahlungsdurchléssige Registrierschicht, die fiir die
zu analysierende Substanz oder deren Vorldufer permeabel
ist,

wobei gilt, dass die Registrierschicht zwischen Schichttriger
und der Reagensschicht angeordnet ist und die Reagens-
schicht zwischen der Registrierschicht und der Verteiler-
schicht angeordnet ist.

8. Analytisches Element nach Anspruch 1 und 7, dadurch
gekennzeichnet, dass es zusitzlich eine Strahlungs-Sperr-
schicht aufweist, die fiir die zu analysierende Substanz per-
meabel ist und zwischen Registrierschicht und Reagensschicht
in Strémungskontakt mit den anderen Schichten des Elemen-
tes angeordnet ist,

9. Analytisches Element nach einem der Aaspriiche 1 bis
8, bestehend aus einem strahlungsdurchlissigen Schichttriger,
auf dem in Stromungskontakt aufgetragen sind:

eine wasser-resistente, isotrope pordse Verteilerschicht;
eine wasser-quellbare Reagensschicht;
eine Strahlungs-Sperrschicht und
eine wasser-quellbare strahlungsdurchlissige Registrier-
schicht, wobei gilt
dass die Registrierschicht von allen Schichten dem Schicht-
10 trager am nichsten liegt, die Strahlungs-Sperrschicht zwi-
schen Reagensschicht und Registrierschicht angeordnet ist
und die Reagensschicht zwischen Strahlungs-Sperrschicht und
Verteilerschicht liegt.
10. Analytisches Element nach Anspruch 1 und 9, da-
15 durch gekennzeichnet, dass die Verteilerschicht aus einem
getriibten Polymer besteht oder ein solches enthilt.

11. Analytisches Element nach Anspruch 1 und 9, da-
durch gekennzeichnet, dass das Triibungsmittel der Strah-
lungs-Sperrschicht aus einem wasser-resistenten getriibten

20 Polymer besteht oder ein solches enthiilt.

12. Analytisches Element nach Anspruch 1 und 9, da-
durch gekennzeichnet, dass das Triibungsmittel der Strah-
lungs-Sperrschicht aus einem Pigment besteht oder ein
solches enthilt.

13. Analytisches Element nach Anspruch 1 und 9, da-
durch gekennzeichnet, dass die Verteilerschicht ein getriibtes
Polymer und eine oberflichenaktive Verbindung enthilt, dass
ferner die Reagensschicht aus einer hydrophilen Kolloid-
schicht mit einem hierin verteilten Stoff A aufgebaut ist,

30 dass die Strahlungs-Sperrschicht aus einer hydrophilen Kol-
loidschicht mit einem hierin verteilten Pigment besteht und
dass schliesslich die Registrierschicht aus einer hydrophilen
Kolloidschicht besteht.

14. Analytisches Element nach Anspruch 1 und 13, da-

35 durch gekennzeichnet, dass die Registrierschicht ein Beiz-
mittel fiir den Stoff B enthilt.

15. Analytisches Element nach Anspruch 1 und 13, da-
durch gekennzeichnet, dass die Verteilerschicht zusitzlich
ein anorganisches Pigment enthilt.

16. Analytisches Element nach einem der Anspriiche 1 bis
15, dadurch gekennzeichnet, dass es aufgebaut ist aus einem
strahlungsempfindlichen Schichttréger, auf den in Strdmungs-
kontakt aufgetragen sind:

eine wasser-resistente, isotrope pordse Verteilerschicht mit
45 oder aus einem getriibten Polymer, bestehend aus Cellulose-

acetat oder einem Polyamid und einem hierin dispergierten
anorganischen Pigment sowie einer oberflichenaktiven Ver-
bindung;

eine wasser-quellbare Reagensschicht aus einem hydro-

50 philen Kolloid, bestehend aus Gelatine, Polyvinylalkohol,
Polyvinylpyrrolidon, einem Acrylamid, Agarose und/oder ei-
nem Polysaccharid mit einem hierin verteilten Stoff A,

eine Strahlungs-Sperrschicht aus einem hydrophilen Kol-
loid, bestehend aus Gelatine, Polyvinylalkohol, Polyvinyl-

ss pyrrolidon, einem Acrylamid, Agarose und/oder einem Poly-
saccharid mit einem hierin verteilten Pigment, bestehend aus
Russ oder Kohlenstoff, Titandioxid und Bariumsulfat und

eine wasser-quellbare strahlungsdurchlissige Registrier-
schicht aus einem hydrophilen Kolloid, bestehend aus Gela-

g tine, Polyvinylalkohol, Polyvinylpyrrolidon, einem Acryl-

amid, Agarose und/oder einem Polysaccharid und einem Beiz-

mittel fiir den Stoff A.

17. Analytisches Element nach Anspruch 1 und 16, da-
durch gekennzeichnet, dass die Reagensschicht Glucose-
oxidase, Peroxidase und einen Indikator aus einer in Gegen-
wart von Wasserstoffperoxid und Peroxidase oxidierbaren
Stoff zur Erzeugung eines Farbstoffes enthilt,

18. Analytisches Element nach Anspruch 1 und 17, da-
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durch gekennzeichnet, dass der Indikator besteht aus Anti-
pyrenchlorhydrat und 1-Naphthol-2-sulfonsiure, Natrium-
salz und dass ferner das Beizmittel in der Registrierschicht
aus einem Copolymer mit wiederkehrenden Einheiten aus
Styrol und N,N-Dimethyl-N-benzyl-3-maleimidopropylam-
moniumchlorid besteht,

Die Erfindung betrifft ein integrales analytisches Element 10
fiir die Analyse von Fliissigkeiten, bestehend aus einem strah-
lungsdurchlissigen Schichttriger und mehreren hierauf auf-
getragenen Schichten, von denen mindestens eine eine Rea-
gensschicht ist.

Es ist allgemein bekannt, dass Fliissigkeiten, wie beispiels- 15
weise Wasser, Nahrungsmittel, z. B. Milch und biologische
Fliissigkeiten, chemisch analysiert werden miissen. Fiir die
Analyse derartiger Fliissigkeiten sind die verschiedensten
analytischen Elemente bekannt geworden. In der Regel wei-
sen derartige Elemente ein Reagens fiir die zu analysierende
Substanz auf, das bei Kontakt mit der Fliissigkeit mit der zu
analysierenden Substanz zur Ausbildung eines farbigen Stof-
fes fiihrt oder eine andere erfassbare Verdnderung aufgrund
des Vorhandenseins der zu analysierenden Substanz her-
beifiihrt. Derartige analytische Elemente weisen beispiels-
weise pH-Teststreifen auf oder andere #hnliche Indikato-
re, wobei ein Papier oder ein anderer stark absorbierender
Tréger mit einem Material imprégniert wird, das zu einer
chemischen Reaktion beféhigt ist und auf Fliissigkeiten mit
Wasserstoffionen oder anderen zu analysierenden Substazen
anspricht und entweder eine Farberzeugung hervorruft oder
eine Farbdnderung. Je nach der Auswahl der Reagenzien
ist die bewirkte Farberzeugung oder Farbinderung im all-
gemeinen nur qualitativ oder im giinstigsten Falle semiquan-
titativ. Oftmals sind jedoch quantitative Analysen erforder-
lich. So sind in den vergangenen Jahren grosse Anstrengungen
unternommen worden, um analytische Elemente zu schaf-
fen, die sich fiir die Durchfiihrung diagnostischer chemi-
scher Analysen eignen und mit denen biologische Fliissigkei-
ten, z. B. Korperfliissigkeiten, wie Blut, Serum, Urin und dgl. 4,
unter Erzielung quantitativer Ergebnisse schnell und in ein-
facher Weise analysiert werden kénnen.

Die chemische Analyse von L&sungen, insbesondere die
antomatisierte Analyse von Losungen hat in den vergangenen
Jahren, insbesondere in klinischen Laboratorien breite An-
wendung gefunden. Die bekannten Analyseverfahren erfor-
dern jedoch vergleichsweise komplizierte Analysiervorrichtun-
gen, Uberdies sind Analysiergerite fiir die Analyse von bio-
logischen Fliissigkeiten, wie sie beispielsweise aus den US-PS
2797 149, 3 036 893 und 3 526 480 bekannt sind, oftmals
ausserordentlich kostspielig und erfordern ausgebildetes Be-
dienungspersonal.

Als eine Alternative fiir die Analyse von Losungen sind
verschiedene mehrschichtige integrale analytische Elemente
fiir die Nicht-Lsungsanalyse, insbesondere die trockene che-
mische Analyse bekanntgeworden. Der Ausdruck «integral»
bezeichnet dabei analytische Elemente, die zwei oder mehr
diskrete {ibereinander angeordnete Schichten aufweisen, die
nicht ohne Zerstérung des Elementes voneinander getrennt
werden kOnnen. Obgleich praktisch trockene Analysemetho-
den betrichtliche Vorteile beziiglich Aufbewahrung des
Analysematerials, Handhabung und dgl. im Vergleich zu der
nassen Analysenmethodik bieten, hat sich doch gezeigt, dass
dem trockenen Verfahren nur ein begrenzter Erfolg be-
schieden war und dass derartige trockene Verfahren sich
primér nur fiir qualitative und semiquantitative Analysever-
fahren eignen.

Integrale analytische Elemente fiir die Analyse von Fliis-
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sigkeiten sind beispielsweise aus der US-PS 3 092 465 be-
kannt. Kennzeichnend fiir derastige analytische Elemente
sind absorbierende fasrige Tréger, die mit einem oder mehre-
ren Reagenzien imprigniert sind, in typischer Weise mit ei-

5 nem Farbbildner, wobei {iber dem Triger eine semiper-

meable Membran angeordnet ist. Bei Kontakt mit der zu
analysierenden Fliissigkeit passiert die zu analysierende Sub-
stanz die Membran und gelangt in den fasrigen Tréger, wobei
die Substanz zu einer Firbung des Trigers entsprechend der
Konzentration der Substanz fiihrt. Die Membran verhindert
den Durchtritt von stérenden Komponenten und absorbiert
derartige storende Komponenten, wie beispielsweise rote Blut-
kOrperchen, welche die genaue Erkennung der erzeugten
Farbe st6ren wiirden.

Analytische Elemente auf Basis von absorbierenden Filter-
papieren und anderen fasrigen Medien zur Aufnahme und
Verteilung von zu analysierenden Fliissigkeiten haben sich,
insbesondere auf dem Gebiet der klinischen Analyse als nicht
besonders populdr erwiesen, im Vergleich zu den bekannten
nassen chemischen Analysierverfahren, und zwar vermutlich
insbesondere deshalb, weil sich mit den bekannten analyti-
schen Elementen keine quantitativen Messergebnisse grosser
Genauigkeit erhalten lassen. Aus der Literatur ist bekannt,
dass fiir diagnostische Zwecke verwendbare Elemente, die
feuchtigkeitsabsorbierend sind, beispielsweise fasrige Filter-
papiere, keine gleichmissigen Testergebnisse liefern. Aus der
US-PS 3 050 373 ist es ferner beispielsweise bekannt, dass
Ausfillungen in den Imprignierldsungen auftreten k6énnen,
wodurch eine gleichférmige Verteilung des Reagenzes in dem
Tragermaterial verhindert wird. Des weiteren hat sich ge-
zeigt, dass analytische Elemente aus fasrigen, feuchtigkeits-
absorbierenden Stoffen zu nicht gleichférmigen Testergeb-
nissen aufgrund eines Effektes neigen, der in der angelséch-
sischen Literatur als «banding» bekannt geworden ist. Unter
«banding» ist dabei zu verstehen, dass verschiedene Abschnit-
te eines analytischen Elementes verschiedene Testergebnisse
zeigen, und zwar aufgrund einer ungleichméssigen Wande-
rung der Komponenten der zu analysierenden Fliissigkeit
oder chemischen Reagenzien innerhalb des Elementes. Aus
den US-PS 3 061 523 und 3 104 209 ist es bekannt, dass
Gelatine und gelatineartige Stoffe geeignete Bestandteile
von Imprignierlosungen sein k6nnen, und zwar ganz offen-
sichtlich deshalb, weil sie die hohe Wanderungsgeschwindig-
keit einzelner Substanzen zu verhindern vermégen und infol-
gedessen zu einer Verbesserung der Gleichformigkeit der
Testergebisse beitragen. Es hat sich jedoch gezeigt, dass
Gelatine und gelatineartige Stoffe in den fasrigen, Reagen-
zien enthaltenden analytischen Elementen zu einer Verminde-
rung der Aufnahme der zu analysierenden Fliissigkeiten fiih-
ren, im Vergleich zu den stark absorbierenden, gelatinefreien

50 Materialien. Die verminderte Absorption kann dabei dazu

fithren, dass Fliissigkeit auf der Oberflidche des Elementes
zuriickbleibt und dass das Element gewaschen werden muss,
um tiberschiissige Fliissigkeiten zu entfernen, bevor die ana-
lytische Bestimmung durchgefiihrt werden kann. Dies hat
dazu gefiihrt, dass die Menge an Gelatine, mit der eine
feuchtigkeitsabsorbierende Matrix imprigniert werden kann,
begrenzt ist. Derartige Eigenschaften sind auch gekenn-
zeichnet fiir analytische Elemente, die Schichten aufweisen,
die ganz aus Gelatine oder @hnlichen Stoffen aufgebaut sind,
wie sie beispielsweise aus der US-PS 3 526 480 bekannt sind.
Integrale analytische Elemente fiir automatisierte analy-
tische Verfahren sind beispielsweise aus den US-PS 3 368 872
und 3 526 480 bekannt. In den Patentschriften wird dabei
auf Massnahmen zur Vermeidung chromatographischer Ef-
fekte verwiesen, und zwar durch Immobilisierung von Rea-
genzien oder durch Zusatz eines Mittels zur Verminderung
der Tendenz einer auf das Element aufgebrachten Probe ei-
nen Wascheffekt auf das Reagens im Element auszuiiben,
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z. B. durch Verwendung einfacher pordser Schichten iiber
einem absorbierenden, ein Reagens enthaltenden Material,
z. B. fasrigem Filterpapier. In den Patentschriften findet
sich jedoch kein Hinweis auf ein Element, das nicht nur
eine fliissige Probe aufnimmt, sondern auch zu einer gleich-
formigen Verteilung einer Fliissigkeitsprobe iiber der gesam-
ten Reagensschichtoberflache fiihrt, die mit der fliissigen
Probe in Kontakt gebracht wird. Eine derartige gleichfor-
mige Verteilung der Probe ist jedoch extrem wichtig fiir
eine automatisierte Auswertung der Testergebnisse, gleichgiil-
tig, ob es sich dabei um densitometrische, colorimetrische,
fluorimetrische oder andere Verfahrensweisen handelt. Dies
gilt auch dann, wenn grobe Ungleichférmigkeiten, wie sie
beispielsweise durch chromatographische Effekte herbeige-
fiihrt werden, fehlen.

Ein Weg zur Herbeifiihrung einer etwas gleichformigeren
Konzentration einer zu analysierenden Substanz auf den Rea-
gensflichen eines Elementes fiir die trockene Analyse beruht
auf einer Methode, die als «Proben-Beschrénkung» bezeich-
net werden kann. Aus der US-PS 3 368 872 ist es bekannt,
analytische Elemente mit einer Art «Barriere» zu verwen-
den, um die Einwirkung einer Fliissigkeitsprobe auf einen
vorbestimmten Bereich der Oberfliche des Elementes zu be-
schrinken. Dies fiihrt jedoch dazu, dass normalerweise iiber-
schiissige Fliissigkeit auf dem Element nach Aufbringung
der Probe vorhanden ist. Dies kann sich nachteilig auswir-
ken, und zwar beziiglich der Handhabung des Elementes,
der Notwendigkeit der Entfernung von {iberschiissiger Fliis-
sigkeit, und insbesondere deshalb, weil es erforderlich sein
kann, dass eine extrem genaue Probendosierung erforder-
lich ist.

Die Notwendigkeit der Forderung oder Verhinderung der
Wanderung von Stoffen zwischen den Schichten integraler
analytischer Elemente ergibt sich beispielsweise aus den US-
PS 2761 813; 2 672 431; 2 672 432; 2 677 647; 2 923 669;

3 814 670 und 3 843 452. Jedoch finden sich derartige Hin-
weise im Zusammenhang mit Elementen, fiir die Bestimmung
des Vorhandenseins von Mikrorganismen, wobei Elemente
fiir derartige Zwecke in typischer Weise mindestens eine
Schicht mit einer fasrigen Matrix aufweisen und nicht dis-
krete Schichten erfordern, wobei die Beriihrungsfliche der
Schichten aus einer Mischung der benachbarten Schichten be-
steht, d. h. dass sich die Schichten an der Berithrungsfliche
vermischen.

Bis vor kurzem gab es keine Hinweise darauf, wie sich in
einem analytischen Element nach Aufbringen einer zu analy-
sierenden Probe in der Schicht des Elementes die zu analy-
sierende Substanz, Substanzreaktionsprodukte oder andere
Produkte so gleichformig verteilen lassen, dass sie in einer
benachbarten Schicht fiir analytische Reaktionen zur Verfii-
gung stehen. Aufgrund der strukturellen und chemischen
Charakteristika von feuchtigkeitsabsorbierenden und anderen
fasrigen Materialien, die zur Herstellung der meisten be-
kannten analytischen Elemente verwendet werden, z. B. zur
Herstellung von absorbierenden Cellulose-Filterpapieren,
Glasfaserpapieren, Holz und dgl., kann die Herbeifiihrung
gleicher gleichformiger Konzentrationsverhiltnisse in den Ele-
menten, d. h. die gleichférmige Verteilung der zu analysie-
renden Substanzen behindert werden. Auch kann die Aus-
wahl der fasrigen Materialien genaue Messungen verhindern,
und zwar aufgrund grosser Ungleichformigkeiten in den Ei-
genschaften der fasrigen Materialien, z. B. der Struktur und
der Textur. So ist es beispielsweise bekannt, dass bei der Her-
stellung von Papieren, die zur Herstellung der Papiere ver-
wendeten Fasern oftmals derart bearbeitet werden, dass klei-
nere Fasern entstehen, sogenannte «Tendrils», welche die
Festigkeit des hergestellten Papieres erhdhen. Der Ausdruck
«fasrig», der hier im Zusammenhang mit der Beschreibung
von Materialien wie Papier und dgl. verwendet wird, bezieht
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sich auf Materialien, die unter Verwendung vorgebilde-

ter Fasern oder Faserstringe (strands) hergestellt werden, die
in dem Endprodukt vorliegen. Beispiele fiir Fasern, die zur
Herstellung derartiger fasriger Materialien verwendet werden
k6nnen, werden niher beispielsweise in der US-PS 3 867 258
beschrieben.

Ein Nachteil von integralen analytischen Elementen fasri-
ger Struktur besteht somit in der Ungenauigkeit, mit der die
Farbanzeige oder Farbverdnderung oder ein anderes Test-
ergebis erfassbar ist. Versuche, mit derartigen integralen
analytischen Elementen zu verbesserten Ergebissen zu ge-
langen, sind fehlgeschlagen. Als Beispiel sei die US-PS
3723 064 genannt, aus der ein analytisches Element bekannt
ist, das Bereiche verschiedener Permeabilitit fiir eine zu
analysierende Substanz oder ein Reaktionsprodukt einer zu
analysierenden Substanz aufweist, wobei in den einzelnen
Bereichen Farbanzeigen oder Farbverinderungen nur bei be-
stimmten verschiedenen Mindestkonzentrationen auftreten.
Obgleich der Wunsch nach einem Element mit kontinuierli-
chem Ansprechvermdgen offensichtlich ist, kann ein analyti-
sches Element des aus der US-PS 3 723 064 bekannten Typs
lediglich zu einem ungefihren analytischen Ergebnis fiihren,
wobei das erzielbare Ergebnis um so ungenauer wird, um so
grosser der Unterschied zwischen den verschiedenen Permea-
bilitétsbereichen ist. Wird die Differenz in der Permeabilitit
zwischen den verschiedenen Bereichen vermindert, um den
Abstand zwischen den einzelnen Schwellwerten im Interesse
einer erhShten Ansprechgenauigkeit zu verkleinern, so steigt
die Komplexitit des herzustellenden Elementes stark an. In
der US-PS 3 723 064 findet sich kein Hinweis darauf, wie
sich die Gleichformigkeit und Genauigkeit von Testergeb-
nissen verbessern ldsst und im optimalen Falle zeigen Ele-
mente des aus der US-PS 3 723 064 bekannten Typs ein
diskontinuierliches Ansprechvermdgen, das in jedem Be-

45 Teich der Permeabilitit aufgrund der Ungleichformigkeiten,

die mit der Verwendung von Filterpapieren und anderen fas-
rigen Materialien verbunden sind, ungleichformig ist.

Aus der US-PS 3 791 933 ist des weiteren ein Verfahren
fiir die Untersuchung von Enzymsubstraten und Metaboliten,
z. B. in Korperfliissigkeiten bekannt. Bei diesem Verfahren
wird jedoch kein integrales analytisches Element verwendet.
Vielmehr werden mehrere Teilelemente mittels einer Klam-
mer fiir die Aufnahme einer Testprobe, zum Abfiltrieren
oder zur anderweitigen Entfernung grosser Probenbestand-
teile, z. B. zum Entfernen von Proteinen und zur Herbeifiih-
rung einer Reaktion unter Erzeugung eines erfassbaren Er-
gebnisses, z. B. zur Erzeugung eines Farbtones, zusammenge-
fiigt. Obgleich in der US-PS 3 791 933 angegeben ist, dass
Glasfaserpapier dazu beitragen kann, eine Reaktionsmischung
iiber einem plastischen Betrachterfenster zu verteilen, unter-

0 stiitzt ein solches Material doch ganz offensichtlich haupt-
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séchlich die dussere Diffusion der Fliissigkeitsproben in die
Glasfaserschicht, unter Vergrosserung des Bereiches des Ele-
mentes, der ein Testergebis zeigt, so dass das Ergebnis
leichter sichtbar wird. In der Patentschrift findet sich kein
Hinweis darauf, wie sich im Diffusionsbereich eine gleich-
missige Konzentration der zu analysierenden Substanz er-
zeugen lisst, was fiir die Erzielung gleichmissiger analyti-
scher Ergebnisse ausserordentlich wichtig ist.

Verbesserte mehrschichtige integrale analytische Elemente
sind des weiteren aus der FR-PS 2 191 734 bekannt. Beim
Auftragen einer zu analysierenden Fliissigkeitspobe auf das
Element wird eine gleichférmige Verteilung oder Ausbrei-
tung der zu analysierenden Substanz, anderer Probenbestand-
teile oder eines Reaktionsproduktes der zu analysierenden
Substanz mittels einer Ausbreitschicht erreicht, wobei in Ge-
genwart der zu analysierenden Substanz ein analytisches Er-
gebnis erzielt wird, das aufgrund seiner Gleichmissigkeit in
automatisch arbeitenden Vorrichtungen quantitativ erfasst
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werden kann, beispielsweise auf spektrophotometrischem oder
fluorimetrischem Wege. Die aus der FR-PS 2 191 734 be-
kannten Elemente weisen Ausbreit- oder Verteilerschichten
sowie Reagensschichten auf; die eine reaktionsfahige oder in
anderer Weise reaktive Verbmdung enthalten, die auf-

grund ihrer Aktivitit im Element eine radiometrisch erfass-
bare Veréinderung herbeifiihrt, beispielsweise eine Farbver-
dnderting.

Eine Farberzeugung oder dle Herbeifiihrung eines ande-
ren analytischen Ergebnisses erfordert jedoch oftmals eine
Reihe von Reaktionen, die schwierig zu steuern sind und
welche chemischen und/oder anderen Storungen unterliegen.
So konnen beispiclsweise die zu analysierende Fliissigkeit
oder Nebenprodukte der analytischen Bestimmung innerhalb
des Elementes Bestandteile liefern, welche das Testergebnis
beeinflussen.

Aufgabe der Erfindung ist es, ein integrales analytisches
Element fiir die trockene Analyse von Fliissigkeiten anzuge-
ben, in dem die Stoffe oder Verbindungen, die das Testergeb-
nis charakterisieren, erfassbar oder erkennbar sind, ohne dass
dabei Storungen durch solche Bestandteile hervorgerufen wer-
den, welche zu unerwiinschten Farbveréinderungen oder
Farbbeeinflussungen, einer Fluoreszenz und dgl., fiihren.
Insbesondere sollten die aus der FR-PS 2 191 734 bekannten
analytischen Elemente, die an sich einen wesentlichen tech-
nische Fortschritt auf dem Gebiet der analytischen Ele-
mente fiir die trockene Analyse von Fliissigkeiten darstellen,
noch weiter verbessert werden. Ganz speziell sollten sich die
erfindungsgemissen integralen analytischen Elemente fiir die
Analyse von Fliissigkeiten, wie beispielsweise biologischen
Fliissigkeiten, eignen.

Gegenstand der Erfmdung ist ein integrales analytisches
Element fiir die Analyse von Fliissigkeiten, bestehend aus
einem strahlungsdurchliissigen Schichttréger und mehreren
hierauf aufgetragenen Schichten, von denen mindestes eine
eine Reagensschicht ist, das gekennzeichnet ist durch:

(a) mindestens eine fiir die zu analysierende Substanz
oder einen Vorliufer derselben permeable Reagensschicht
mit einem Stoff A, der mit der zu analysierenden Substaz
oder dem-Vorliufer unter Bildung eines diffundier- und er-
fassbaren Stoffes B zu reagieren vermag oder die'Bildung
eines Stoffes B bewirkt;

_ (b) eine zwischen Reagensschicht und Schichttriiger ange-
ordnete, fiir den in der Reagensschicht gebildeten diffundier-
und erfassbaren Stoff B permeable Reglstrlerschlcht fiir die
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Erfassung des Stoffes B sowie mindestens eine der folgenden 4%

Schichten (c) und (d), ndmlich

(c) eine zwischen Reagens- und Registrierschicht ange-
ordnete, fiir den Stoff B permeable Strahlungs-Sperr-
schicht und

(d) eine isotrop-pordse Vertellerschlcht zum Verteilen der 50
zu analysierenden Substanz oder des Vorldufers derselben
iiber der vom Schichttriger abgewandten Seite der Reagens-
schicht.

Der Ausdruck «integral» bedeutet dabei, dass es sich bei
dem erfindungsgemissen analytischen Element um die «inte- 55
grale»> Anordnung von mindestens drei auf eiem Schicht-
triiger angeordneten Schichten handelt. Ein erfindungsge-
miisses Element erfiillt intern eine Vielzahl von Proben-Hand-
habungs- und/oder Entwicklungsfunktionen. Zu ihrer Ver-
wendung sind keine Experten: erforderlich, wobei sich bei
ihrer Verwendung quantitative analytische Ergebnisse ohne
einen besonderen Tiipfelprozess und ohne andere besondere
zu treffende Massnahmen, beispielsweise eine Probenbe-
schrinkung, ein Wasche des Elementes oder eine ander-
weitige Entfernung von iiberschiissiger Priiffliissigkeit erzie-
len lassen. Des weiteren sind die mit einem erfindungsge-
missen Element erzielbaren Testergebnisse reproduzierbar
und frei von Abweichungen, so dass sich die Ergebnisse auf
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automatischem Wege erfassen lassen, beispielsweise mittels
elektromagnetischer Strahlung (radiometrische Verfahren),
falls dies gewiinscht ist, unter einem minimalen Risiko an
Ungenauigkeiten.

Ein erfindungsgemisses analytisches Element besteht so-
mit aus mehreren {ibereinander angeordneten Schichten, die
innerhalb des Elementes in kurzer Zeit erfassbare Verdnde-
rung herbeifithren kénnen als Folge des Vorhandenseins
einer zu analysierenden Substanz in einer Fluss1gke1t d1e dem
Element zugefiihrt wird.

Ein erfindungsgemisses analytisches Element eignet s1ch
in besonders vorteilhafter Weise fiir die diagnostische Analyse.
von: biologischen Fliissigkeiten, z. B. Blut, Blutseram und
Urin.

Die Reagensschicht ist dabei permeabel mindestens fiir
die zu analysierende Substanz oder eine Vorlduferverbindung
derselben und weist einen Stoff oder eine Verbindung auf,
der mit der zu analysierend'en Substanz oder dem Vorldufer
derselben unter Blldung eines diffundier- und erfassbaren
g9 Stoffes B zu reagieren vermag oder die Bildung eines Stoffes
B bewirkt. Der Stoff B kann dabei beispielsweise aus einem
Farbstoff bestehen, der diffundierbar innerhalb des Elemen-
tes ist. Die Registrierschicht ist permeabel fiir den zu bestim-
menden Stoff und soll das Erfassen des zu bestimmenden
Stoffes ermdglichen, z. B. auf radiometrischem Wege.

Die Registrierschichten werden dabei in vorteilhafter
Weise ohne jeglichen chemisch reaktionsfihigen Stoff oder
solche Stoffe hergestellt, die die Erkennung oder Erfassung
des Stoffes B behindern wiirden. Die einzelnen Schichten
des erfindungsgemissen Elementes sind dabei auf einem
fiir Strahlung durchldssigen Schichttriger angeordnet.

Der Ausdruck «strahlungsdurchlissig» bezieht sich auf
Schichten und Schichttriiger, welche fiir elektromagnetische
Strahlung durchlissig sind, die zur Erfassung eines analyti-
schen Ergebnisses im Element verwendet wird. In vorteilhaf-
ter Weise ist dabei eine Durchlissigkeit fiir elektromagneti-
sche Strahlung einer Wellenlinge oder eines Wellenlingenbe-
reiches von etwa 200 nm bis 900 nm gemeint, sowie von er-
fassbarer Strahlung, wie sie durch Radioaktivitit erzeugt
wird. In vorteilhafter Weise sind die strahlungsdurchldssigen

‘Schichten und Schichttriger transparent. Die Verwendung

von strahlungsdurchlissigen Schichten und Schichttrigern
bietet belsplelsweise Vorteile im Falle von Messungen, die bei
vergleichsweise geringen Strahlungsniveaus durchgefuhrt
werden.

In vorteilhafter Weise weist ein erfindungsgemisses inte-
grales analytisches Element eine Strahlungs-Sperrschicht auf,
die in vorteilhafter Weise zwischen der Reagensschicht und
der Registrierschicht angeordnet ist. Bei der Strahlungs-
Sperrschicht handelt es sich um eine Schicht, die ein oder
mehrere Triibungsmittel enth#lt und die Aufgabe hat, den
Eintritt elektromagnetischer Strahlung in die Schicht oder
durch die Schicht zu verhindern, z. B. von Strahlung einer
solchen Wellenlinge oder eines solchen Wellenlingenberei-
ches, die bzw. der fiir die Anregung und/oder Erfassung einer’
Substanz innerhalb der Registrierschicht verwendet wird.

In vorteilhafter Weise weist ein erfindungsgem#sses analy-
tisches Element des weiteren eine Proben-Verteilerschicht
oder Ausbreitschicht auf, die sich in Fliissigkeitskontakt mit
den anderen Schichten des Elementes befindet, beispiels-
weise der Reagensschicht und der Registrierschicht. Die Pro-
ben-Verteilerschicht oder Dosierschicht hat die Aufgabe, in-
nerhalb der Schicht eine oder mehrere Substanzen zu verteilen
oder zu dosieren, einschliesslich der zu analysierenden Sub-
stanz oder einer Vorlduferverbindung derselben einer Fliissig-
keitsprobe, die auf das Element aufgebracht wird, so dass
eine gleichformige Konzentration der Substanz an der -
Oberfliche der Verteilerschicht erzeugt wird, die der Reagens-
schicht gegeniiberliegt. Die im Einzelfalle angewandte Probe
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braucht nicht beschrénkt zu sein, um eine solch gleichférmige
Konzentration zu erreichen, welche, obgleich gleichférmig

zu jedem Zeitpunkt, sich doch innerhalb einer bestimmten
Zeitspanne ohne nachteilige Effekte veriindern kann.

Bei der Verteilerschicht handelt es sich in vorteilhafter 5

Weise um eine isotrop-porise Schicht, d. h. eine Schicht, die
pords in jeder Richtung ist. Der Grad der Pordsitit kann
dabei verschieden sein, beispielsweise beziiglich der Poren-
grosse, des Prozentsatzes des Porenvolumens oder in anderer
Weise. Der Ausdruck «isotrope Pordsitit» oder «isotrop-
pords» ist dabei nicht zu verwechseln mit den Ausdriicken
isopords und ionotrop, die oftmals im Zusammenhang mit
Filtermembranen gebraucht werden, und zwar zur Kenn-
zeichnung von solchen Membranen, die Poren aufweisen, die

sich zwischen den Membranoberflichen befinden. Des weite- 15

ren ist eine isotrope Pordsitit nicht zu verwechseln mit dem
Ausdruck isotrop, der das Gegenteil des Ausdruckes anisotrop
ist, und der zur Kennzeichnung von Filtermembranen ver-
wendet wird, die eine diinne «Haut» auf mindestens einer
Oberfliche der Membran aufweisen. Verwiesen wird in die-
sem Zusammenhang beispielsweise auf das Buch von James
Flinn, «Membrane Science and Technology», Verlag Plenum
Press, New York (1970).

Die Reagensschicht ist vorzugsweise von praktisch gleich-
foérmiger Permeabilitit gegeniiber mindestens einer Substanz,
die innerhalb der Verteilerschicht verteilt oder ausgebreitet
wird und gegeniiber dem diffundier- und erfassbaren Stoff B,
der in der Reagensschicht erzeugt wird. Die Registrierschicht
weist vorzugsweise eine praktisch gleichformige Permeabilitit
gegeniiber dem erfassbaren Stoff B auf.

Eine gleichformige Permeabilitiit einer Schicht liegt dann
vor, wenn eine homogene Fliissigkeit gleichférmig auf eine
Oberfliche der Schicht aufgebracht wird und wenn gleiche
Messungen der Konzentration der Fliissigkeit in der Schicht,
jedoch in verschiedenen Bereichen einer Oberfliche der
Schicht zu praktisch den gleichen Ergebnissen fithren. Auf-
grund einer gleichférmigen Permeabilitit kdnnen uner-
wiinschte Konzentrationsgradienten vermieden werden, bei-
spielsweise innerhalb einer Reagensschicht. Es ist nicht er-
forderlich, dass alle mdglichen Messverfahren zu solchen
Ergebissen fithren. Das Erwiinschisein einer speziellen
Technik und von speziellen Mess-Parametern hingt ab von
den physikalischen Charakteristika der Schicht, z. B. der
Tendenz der Schicht, Strahlung durchzulassen, zu absorbie-
ren oder zu streuen. Die Auswahl einer geeigneten Mess-
methode, z. B. einer colorimetrischen, sensitometrischen 4
oder fluorimetrischen Messmethode sowie von geeigneten
Mess-Parametern, z. B. Blendendffnungen und Konfiguration
ist dem Fachmann geléufig, dem derartige analytische Ver-
fahren vertraut sind.

Eine gleichformige Permeabilitit ist bekanntlich nicht
charakteristisch fiir fasrige Materialien, beispielsweise Filter-
papier. Es ist anzunehmen, dass Faktoren, wie beispielsweise
unterschiedliche Verflechtungsgrade innerhalb des fasrigen
Materials, Unterschiede in der Fasergrdsse, im Faserabstand
und dgl., die Ausbildung von Verdnderungen in den Fliissig- 5
keitskonzentrationen in dem fasrigen Material und hiermit in
Kontakt stehenden Materialien beeinflussen kénnen. Dies
fiihrt naturgeméss zu unerwiinschten Effekten bei Testen, die
mit verschiedenen Konzentrationsbereichen durchgefiihrt wer-
den. Dies bedeutet, dass eine gleichférmige Permeabilitiit
von Reagensschicht, Registrierschicht und anderen Schichten
innerhalb eines analytischen Elementes fiir die Erleichterung
der Erfassung analytischer Ergebnisse wichtig ist. Die Wirk-
samkeit der Erfassung analytischer Ergebnisse kann des wei-

teren beispielsweise durch irregulire Konzentrations- und .

anderer Diskontinuitdten des Aufzeichungsmaterials beein-
triichtigt werden.
Die einzelnen Schichten eines erfindungsgemissen integra-
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len analytischen Elementes befinden sich in einem «Stré-
mungskontakt» (fluid contact) miteinander. Dies bedeutet,
dass ein Fluidum, und zwar eine Fliissigkeit oder ein Gas,
ein solches Element passieren kann. Ein integrales analyti-
sches Element nach der Erfindung ist somit dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Komponenten einer Fliissigkeit zwischen
den im Strémungskontakt miteinander stehenden Schichten
beférdert werden konnen. Im Falle der Analyse von Stick-
stoff enthaltenden Verbindungen beispielsweise, kénnen' Am-
moniak oder andere Stickstoff enthaltende Gase das Fluidum
darstellen, das durch die Schichten befdrdert wird. Obgleich
die sich in «Strémungskontakt» (oder Fliissigkeitskontakt)
miteinander befindlichen Schichten einander benachbart sind,
konnen sie gegebenenfalls durch Zwischenschichten vonein-
ander getrennt sein. Auch diese Schichten befinden sich dann

‘mit den anderen Schichten im Strémungskontakt und behin-

dern den Durchtritt von Fliissigkeiten oder Gasen durch die
einzelnen Schichten nicht. .
Unter «diffundierbar» sind hier Substanzen oder Verbi-

29 dungen zu verstehen, welche in dem analytischen Element

zu diffundieren vermdgen, wenn die Substanz bzw. Verbin-
dung in einer Fliissigkeit im Element vorliegt, z. B. dem L&-
sungsmittel- oder Dispersionsmedium der Fliissigkeitsprobe,
die auf das Element aufgebracht worden ist. In entsprechen-
der Weise kennzeichnet der Ausdruck «permeabel» die Fahig-.
keit einer Schicht, wirksam von einer Substanz oder einem
Stoff durchsetzt zu werden, der z. B. geldst oder dispergiert

in einer Fliissigkeitsprobe vorliegt. :

Bei seiner Verwendung wird einem erfindungsgemissen
analytischen Element eine Fliissigkeitsprobe zugefiihrt, wobei,
falls die zu analysierende Substanz zugegen ist, eine chemi-
sche Reaktion oder irgendeine andere Einwirkung innerhalb
der Reagensschicht erfolgt, unter Erzeugung einer diffundier-
baren, vorzugsweise radiometrisch erfassbaren Substanz oder
Verbindung, die aus der Reagensschicht in die Registrier-
schicht diffundiert, in der sie erfasst werden kann. Wie be-
reits dargelegt, kann in vorteilhafter Weise eine Strahlungs-
Sperrschicht zwischen Reagensschicht und Registrierschicht
angeordnet werden. Auch kann in vorteilhafter Weise eine
Verteilerschicht oder Dosierschicht vorhanden sein, in wel-
chem Falle eine auf das Element aufgebrachte Probe durch
die Verteiler- bzw. Dosierschicht gelangt, bevor sie auf die
Reagensschicht auftrifft, wobei die zu analysierende Substanz
oder die entsprechende Vorliufersubstanz in dieser Schicht
verteilt wird unter Erzeugung einer gleichférmigen Konzen-
tration der Substanz oder Substanzvorlduferverbindung an
der Oberfldche der Verteilerschicht, die der Reagensschicht
gegeniiberliegt oder an diese anstosst. Es hat sich gezeigt,
dass eine solche gleichférmige Konzentration iiber einen
breiten Bereich von Probenvolumina, die auf das Element
aufgebracht werden, erzielt werden kann. Aufgrund des Strés-
mungs- oder Fliissigkeitskontaktes zwischen der Verteiler-
schicht oder Bemessungsschicht einerseits und der Reagens-
schicht andererseits sowie aufgrund der vorteilhaften gleich-
férmigen Permeabilitit der Reagensschicht fiir Substanzen,
die in der Ausbreitschicht oder Verteilerschicht verteilt wer-
den oder der gleichférmigen Permeabilitiit der Reagens-
schicht gegeniiber Produkten, die aufgrund einer Reaktion
oder einer Aktion derartiger Substanzen erzeugt worden sind,
standteilen aus der Verteiler- oder Ausbreitschicht in die
erfolgt eine gleichférmige Zufuhr oder Dosierung von Be-
standteilen aus der Verteiler- oder Ausbreitschicht in die
Reagensschicht, welche die Reagesschicht durchdringen,
ohne dass dabei Konzentrationsverinderungen der Substan-
zen oder von Produkten hiervon auftreten. Aufgrund des
Vorhandensejns einer aktiven, z. B. chemisch reaktiven Sub-
stanz oder Verbindung und einer gleichférmigen Konzentra-
tion der Substanz, die durch die Verteilerschicht fiir die
Reagensschicht hervorgerufen wird, kann im Element eine



gleichférmige quantitativ erfassbare Verinderung hervorge-
rufen werden. Eine solche Verénderung, die in der Erzeu-
gung oder einem Abbau oder einer Zerstorung einer Farbe
oder Firbung oder Fluoreszenz bestehen kann, kann quanti-
tativ durch radiometrische Verfahren erfasst werden, gege-
benenfalls durch automatisch arbeitende radiometrische Ab-
tastvorrichtungen, z. B. photometrische oder fluorimetri-
sche Vorrichtungen.

In der Zeichnung sind in den Fig. 1 bis 4 vier vorteilhafte
integrale analytische Elemente nach der Erfindung schema-
tisch vergrdssert im Schnitt dargestellt.

Wie bereits dargelegt, weisen die erfindungsgeméssen.inte-
gralen analytischen Elemente eine Reagensschicht auf, die
sich in Stromungs- oder Fliissigkeitskontakt mit einer Regi-
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benenfalls in vorteilhafter Weise pords gegeniiber Substan--
zen, die innierhalb der Verteilerschicht oder Ausbreitschicht -~
verteilt bzw. ausgebreitet werden und. gegeniiber Produkten  :
hiervon oder Produkten, die das- Ergebnis einer Reaktion. .-
oder einer Aktion solcher Substanzen sind. Der Ausdruck .
«Permeabilitit» schliesst hier die Permeabilitét ein, die sich
aus einer Porositit, der Fahigkeit zu quellen oder anderen -
Charakteristika ergibt.

Die Reagensschichten kdnnen einen Matrix oder einen

1e-Triger aufweisen, in der bzw. in dem die reaktionsfihige *

Substanz verteilt vorliegt, d. h. gel6st oder dispergiert. Zur- "¢
Herstellung der Schichten konnen die verschiedensten Triger--
oder Bindemittel verwendet werden. Sie konnen dabei - -
beispielsweise aus hydrophilen Stoffen bestehen, und zwar

strierschicht befindet, die vorzugsweise strahlungsdurchlissig y¢natiirlich vorkommenden Stoffen, z. B. Gelatine, Gelatine- ~*

ist. Die Schichten sind dabei auf einem Schichttriger ange-
ordnet, der vorzugsweise ebenfalls strahlungsempfindlich ist.

Gemiiss einer vorteilhaften Ausgestaltung eines integralen
analytischen Elementes nach der Erfindung besteht das Ele-
ment aus einem strahlungsempfindlichen Schichttréger mit
hierauf im Stromungs- oder Fliissigkeitskontakt, nicht-
fasrigen Schichten, einschliesslich (1) einer Reagensschicht,
die permeabel ist fiir mindestes eine zu analysierende Sub-
stanz oder eine Vorliufersubstanz und welche einen Stoff
oder eine Substanz enthilt, die in Gegenwart der zu analysie-
renden Substanz oder der Vorliufersubstanz einen diffundier-
baren und erfassbaren Stoff B zu liefern vermag; (2) einer
Strahlungs-Sperrschicht, die fiir den erfassbaren Stoff B per-
meabel ist und (3) einer strahlungsdurchlissigen Registrier-
schicht, die fiir den erfassbaren Stoff permeabel ist und in
welcher der erfassbare Stoff erfasst werden kann. Gegebe-
nenfalls kann die Registrierschicht in vorteilhafter Weise ein.
Beizmittel fiir den erfassbaren Stoff B enthalten. Die Regi-
strierschicht befindet sich dabei vorzngsweise zwischen
Schichttriger und der Strahlungs-Sperrschicht, wobei die
Strahlungs-Sperrschicht zwischen der Registrierschicht und
der Reagensschicht angeordnet ist: Die Reagensschicht weist
des weiteren vorzugsweise eine gleichférmige oder praktisch
gleichformige Permeabilitit gegeniiber der zu analysierenden
Substanz bzw. der entsprechenden Vorlduferverbindung und
gegeniiber dem diffundierbaren, erfassbaren Stoff auf. Die
Registrierschicht ist von einer solchen Permeabilitit beziiglich
des erfassbaren Stoffes. Die Strahlungs-Sperrschicht, obgleich
normalerweise nicht als «disruptiv» beziiglich der Konzen-
tration des erfassbaren Stoffes betrachtet, der der Strahlungs-
Sperrschicht von der Reagensschicht zugefiihrt wird, weist
vorzugsweise eine ebenfalls gleichférmige Permeabilitit ge-
geniiber dem erfassbaren Stoff auf. In vorteilhafter Weise
kann die Strahlungs-Sperrschicht ein Triibungsmittel enthal-
ten, z. B. ein Pigment, ein Polymer in geeigneter Form, z. B.
ein sog. «Blushed-Ponmer» d. h. -getriibtes Polymer, oder
beides.

Gemiss einer we1teren, besonders vorteilhaften Ausge-
staltung der Erfindung weist ein integrales analytisches Ele-
ment nach der Erfindung auf einem Schichttréiger in Stro-
mungs- oder Fliissigkeitskontakt miteinander die folgenden
Schichten auf: eine Reagensschicht, eine Registrierschicht und
gegebenenfalls eine Strahlungs-Sperrschicht, wobei die ein- -
zelnen Schichten den: Schichten der bereits beschriebenen
Ausfithrungsform entsprechen, wobei zusitzlich jedoch gilt,
dass das Element eine zusitzliche Verteiler- oder Bemes-
sungsschicht aufweist, die vorzugsweise isotrop-pords ist
und derart im Element angeordnet ist, dass sich die Reagens-
schicht zwischen. Reglstrlerschlcht und der Verteilerschicht
befindet.

Gemdlss einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung 45
sind die Schichten der Elemente nicht-fasrig.

Die Reagensschichten der erfindungsgemissen Elemente
sind in vorteithafter Weise gleichformig permeabel und gege- -
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derivaten, hydrophilen Cellulosederivaten, Polysacchariden,

z. B. Dextran, Gummiarabicum, Agarose und dergleichen wie -
auch aus synthetischen Stoffen, z. B. wasserl6slichen Poly-
vinylverbindungen, z. B. Polyvinylalkohol und Polyvinyl-
pyrohdon, Acrylamidpolymeren und dergleichen. Auch kén- -
nen in vorteilthafter Weise organophile Stoffe verwendet wer- -
den, z. B. Celluloseester, wobei der im Einzelfalle verwendete : -
Stoff von dem Verwendungszweck des im Einzelfalle herzu- " -
stellenden Elementes abhingt. Um die Permeabilitit der” - -

_Reagensschicht zu fordern, ist es oftmals vorteithaft, falls die

Reagensschicht nicht pords ist, einen Triiger oder-éine Matrix
zu verwenden, der bzw. die in dem Losungsmittel oder
Dispersionsmittel der zu analysierenden Fliissigkeit queltbar
ist. Ausserdem: kann es erforderlich sein, das Trdger-oder =

.. Bindemittel derart auszuwshlen, dass eine Vertriiglichkeit mit -

den bendchbarten Schichten gewshrleistet ist, z. B. beim Auf- "
tragen der Schichten, wihrend der Herstellung des Materials- -
und dergleichen. Ist beispielsweise die Ausbildung diskreter -~
Schichten erwiinscht und ist beabsichtigt, wissrige Fliissigkei-
ten zu analysieren, so kann es vorteilhaft sein, ein wasser-
16sliches oder im wesentlichen wasserldslicheni Bindemittel fiir -
die Reagensschicht auszuwihlen und ein organolésliches oder
organodispergierbares oder im wesentlichen organoldsliches -
oder im wesentlichen organodispergierbares Bindemiittel fiir
die benachbarte Schicht, beispielsweise die Verteilerschiclit.

‘Auf diese'Weise kann eine wechselseitige Losungsmiittelein-

wirkung auf ein Minimum vermindert werden und eine klar T
abgegrenzte Schichtenstruktur erzeugt werden. - -
In vielen Fillen kann es vorteilhaft sein; zur Erleichte- = -
rung der Konzentrationsgleichférmigkeit innerhalb der Ver-
teiler- oder Ausbreitschicht, eine Reagensschicht vorzuse- - «
hen; deren Permeabilitiit geringer ist als die der Verteiler- ~  ~
schicht. Relative Permeabilititen lassen s1ch dabei nach be— :
kannten Methoden bestimmen. ) o
Innerhalb der Reagensschicht liegt ein Stoff A vor, derin
Gegenwart der zu analysierenden Substanz zu éiner Reaktion
oder Aktion befdhigt ist. Der Stoff A hingt dabei davon ab;
fiir welche Aufgabe das integrale analytischeElement be-
stimmt ist. Gegebenenfalls kann dieser Stoff A auch mit ei-
nem Vorldufer der zu analysierenden Substanz reagieren,* ~ ~
z. B. im Falle von Elementén, die fiir die Bestimmung von™-
Cholesterin bestimmt sind, das im-Serumi in veresterter Form
vorliegt und im Falle von Triglyzeriden, die oftmals auf Basis
der Glyzerinkomponente der Triglyzeride analysiert werden. -
Der Stoff A kann ein chemisch reaktionsfihiger Stoff sein;
kann eine katalytische Aktivitiit aufweisen, beispielsweise im
Falle der Bildung eines Enzym—Substratkomplexes oder kann’
zu einet anderen Form einer chemischen oder phys1kahschen
Reaktion oder Aktion befshigt sein unter Erzeugung eines -
diffundierbaren Stoffes, der radiometrisch erfassbar ist, d. h.
durch eine geeignete Messung im Licht oder emer anderen =
elektromagnetischen Strahlung. s
Die Verteilung des Stoffes A kann durch Losen oder
Dispergieren des Stoffes in dem Triger oder Bindemittel er- ~
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reicht werden. Obgleich eine gleichférmige Verteilung des
Stoffes A vorteilhaft sein kann, ist sie doch nicht unbedingt
erforderlich, wenn es sich bei dem Stoff A beispielsweise

um ein Enzym handelt. Reagenzien oder andere reaktions-
fihige oder aktive Stoffe und Verbindunge, die in der zu
analysierenden Fliissigkeit 16slich sind, k6nnen in vorteilhafter
Weise in der Reagensschicht immobilisiert werden, und zwar
insbesondere dann, wenn die Reagensschicht pords ist. Der
im Einzelfalle in der Reagensschicht vorhandene Stoff A

oder aktivierten Methylenresten. Beispiele fiir derartige oxi-
dierbare Verbindungen sind Benziden und seiné Homogen,
p-Phenylendiamine, p-Aminophenole, 4-Aminoantipyrin und -
dergleichen. Derartige Kuppler und autokuppelnde Verbin-

5 dungen sind aus der Literatur bekannt, beispielsweise aus dem

bereits zitierten Buch von Mees und James und aus dem

Buch von Kosar «Light-Sensitive Systems», 1965, Seiten 215

bis 249. o :
In vorteilhafter Weise verwendbare Farbstoffe erzeugende

hiingt von dem Verwendungszweck des analytischen Elemen- 19 Verbindungen sind 4-Methoxy-1-naphthol, eine autokup-

tes ab. Gemiiss einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfin-
dung enthilt die Reagensschicht als Stoff A ein Enzym,
z. B. eine Oxidase, z. B. Glucoseoxidase oder Cholesterin-
oxidase, wenn das Element fiir die Analyse einer Substanz

pelnde Substanz und ferner die Kombination von 4-Amino-
antipyrin (HCI) als oxidierbare Verbindung gemeinsam mit
1,7-Dihydroxynaphthalin als Kuppler.

Zur Erleichterung der Erfassung oder Bestimmung einer

bestimmt ist, die ein Substrat fiir ein solches Enzym darstellt. 45 jeden Anderung, die in einem der erfindungsgeméssen Ele-

Beispielsweise kann in der Reagensschicht ein oxidatives En-
zym vorliegen, gemeinsam mit Peroxidase oder ein peroxida-
tiver Stoff und eine Verbindung oder eine Mischung von Ver-.
bindungen der bzw. die bei Oxidation in Gegenwart der Per-
oxidase (oder einer anderen Substanz mit peroxidativer Ak-
tivitdt) und dem Wasserstoffperoxid, das bei Einwirkung ei-
ner Oxidase und ihrem Substrat einen Farbstoff liefert oder -
einen anderen erfassbaren Stoff. Erfindungsgemiss soll der
erfassbare Stoff diffundierbar sein, so dass er in die permeable
Registrierschicht diffundieren kann. Eine solche Diffusions-
fiahigkeit kann im Falle von erfassbaren Stoffen, die nicht
von Natur aus diffundierbar sind, durch bekannte Mass-
nahmen erreicht werden, beispielsweise durch Zufiihrung
chemischer Reste, welche die gewiinschte Loslichkeit bewir-
ken. In den Fillen, in denen wissrige Fliissigkeiten zu analy-
sieren sind, kénnen beispielsweise 16slich machende Reste
wie Hydroxyl-, Carboxyl- und Sulfons#urereste zum Ldslich-
machen herangezogen werden.

Verbindungen oder Substanzen, die einen oxidierbaren
Rest aufweisen und einen. erfassbaren Stoff liefern kGnnen,
kénnen bestimmte Farbstoffe liefernde Verbindungen bzw.
Substanzen sein. So kann ein Element beispielsweise eine Ver-
bindung enthalten, die im oxidierten Zustand mit sich selbst
oder mit ihrer reduzierten Form unter Bildung eines Farb-
stoffes kuppeln kann. Zu derartigen zu einer «Autokupp-
lungsreaktion» befdhigten Verbindungen gehoren eine Viel-
zahl von hydroxylierten Verbindungen, beispielsweise Ortho-
aminophenole, 4-Alkoxynaphthole, 4-Amino-5-pyrazolone,
Polyhydroxyverbindungen wie Kresole, Pyrogallol, Guaiacol,
Orcinol, Bronzkatechin, Phloroglucinol, p,p-Dihydroxydi-
phenyl, Gallussiure, Dihydroxybenzoesiuren, z. B. 2,3-Di-
hydroxybenzoesiure und Salicylsdure. Verbindungen dieses
Typs sind bekannt und werden beispielsweise in dem Buch
von Mees und James, «The Theory of the Photographic
Process», 1966, insbesondere Kapitel 17, niher beschrieben.

mente hervorgerufen wird, z. B. der Erfassung einer Farbver-
#nderung, einer Verinderung der optischen Dichte oder der
Fluoreszenz, weisen die erfindungsgemissen Elemente eine
Schicht auf, die der Aufnahme eines jeden Reaktionsproduk-
_tes oder anderen Stoffes dient, das in der Reaktionsschicht
erzeugt wurde, wobei das relative Vorhandensein oder die
relative Abwesenheit desselben zur Erfassung oder Erkennung
eines analytischen Ergebnisses in Bezichung steht. Eine solche
Schicht, die hier als Registrierschicht bezeichnet wird, ist
permeabel gegeniiber erfassbaren Stoffen oder Substanzen,
die im Element erzeugt werden. Die Schicht befindet sich
im Stromungskontakt oder Fliissigkeitskontakt mit einer Rea~-
gensschicht. Gegebenenfalls kann die Registrierschicht von
der oder den Reagensschichten durch eine Strahlungs-Sperr-
Schicht getrennt sein, z. B. eine reflektierende und/oder opake -
Schicht, um die Erfassung-oder Ermittlung der analytischen
Ergebnisse nach den verschiedensten radiometrischen Metho-
den zu erleichtern. Die Registrierschicht, die in vorteilhafter
Weise auch in den zu analysierenden Fliissigkeiten quellbar
ist, kann ein oder mehrere hydrophile Kolloide enthalten, bei-

5 spielsweise solche, die zur Herstellung der Reagensschicht -

oder Reagensschichten verwendet werden. In vorteilhafter
Weise soll die Registrierschicht des weiteren strahlungs-
durchiissig sein, um die Erfassung der Ergebnisse zu erleich-
ter. Handelt es sich bei dem erfassbaren Stoff, der im Ele-

4 ment erzeugt wird, um einen Farbstoff, so kann die Registrier-

schicht zusitzlich ein Beizmittel fiir den Farbstoff enthalten,
z. B. ein Beizmittel, wie es iiblicherweise in der Farbphoto-
graphie zum Beizen von Bildfarbstoffen. verwendet wird.
Beispiele fiir geeignete Beizmittel sind Vinylpyridinverbindun-

45 gen, z. B. des aus der US-PS 2 484 430 bekannten Typs,

Polymere mit quaterndren Ammoniumresten, beispielsweise
des aus den US-PS 3 625 694; 3 758 445; 3 709 690; 3 488 706
und 3 557 006 bekannten Typs. Ein Beispiel fiir ein geeigne- -
tes Beizmitte] ist beispielsweise N,N-Dimethyl-N-benzyl-3-

Gemiiss einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung der Er- 50- maleimidopropylammoniumchlorid.

findung kann der erfassbare Stoff durch Oxidation eines
Leucofarbstoffes unter Bildung des entsprechenden Farbstof-
fes erzeugt werden. Typische Leucofarbstoffe sind beispiels-
weise Leucomalachitgriin und Leucophenolphthalein, Weitere
Leucofarbstoffe, die verwendbar sind, sind beispielsweise
die als oxichromogene Verbindungen bezeichneten Leuco-
farbstoffe des aus der US-PS 3 880 658 bekannten Typs. Aus
dieser Patentschrift geht auch hervor, dass derartige Verbin-
dungen mit bestimmten Substituenten diffundierbar sein kon-
nen. In besonders vorteilhafter Weise werden erfindungsge-
miss die nicht stabilisierten oxichromogenen Verbindungen
des aus der US-PS 3 880 658 bekannten Typs verwendet.
Gemdiss einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung der
Erfindung werden die analytisch erfassbaren Stoffe durch

Wie bereits erwihnt, kdnnen die erfindungsgemissen Ele-
mente in vorteilhafter Weise eine Strahlungs-Sperrschicht
aufweisen, die vorzugsweise zwischen einer Reagensschicht
und der Registrierschicht angeordnet ist. Derartige Strah-

s5 lungs-Sperrschichten sind permeabel gegeniiber den erfass-

baren Stoffen, die im Element erzeugt werden und dienen
dazu, den Durchtritt von elektromagnetischer Strahlung zu -
verhindern oder zu inhibieren, z. B. der elektromagneti-
schen Strahlung der Wellenléinge oder der Wellenlingen; die

60 zur Erfassung oder Ermittlung des zu analysierenden Stof-

fes bestimmt sind. Bei Verwendung einer solchen Schicht
konnen stirende Farbkomponenten und andere stdrende Ver-
bindungen von der Registrierschicht fern gehalten werden.
Derartige Schichten enthalten ein Triibungsmittel, das auf-

Farbstoffe bildende Verbindungen oder Massen erzeugt, z. B. ¢, grund seiner Absorptionsfihigkeit; seines Reflexionsvermo-

einem Kuppler und einer oxidierbaren Verbindung, die zu
einer oxidativen Kondensation mit einer Kupplerverbindung
befdhigt ist, z. B. mit einem Kuppler mit phenolischen Resten

gens oder dergleichen, einen strahlungsinhibierenden Effekt
bei Einverleibung in die Schicht ausiibt. Gemiss einer vorteil-
haften Ausgestaltung der Erfindung kann die Strahlungs-



Sperrschicht ein Bindemittel oder Trager mit einem Trii-
bungsmittel enthalten oder hieraus bestehen. Geeignete Trii-
bungsmittel sind beispielsweise Pigmente wie Russ und andere
anorgaische Pigmente, z. B. Metalloxide und Metallsalze,

wie Titaniumdioxid, Zinkoxid, Bariumsulfat und dergleichen.
Als Triibungsmittel konnen des weiteren sog. «blushed» Poly-
mere verwendet werden, die im allgemeinen von Natur aus
reflektiv sind, wobei gilt, dass Schichten aus derartigen
«blushed» Polymeren, die zur Herstellung von Verteiler-
schichten oder Ausbreitschichten verwendet werden kénnen, 44
auch zur Erzeugung der Strahlungs-Sperrschichten verwen-
det werden konnen. Zu beachten ist dabei, dass, wird eine
mikropordse Schicht aus einem derartigen Polymeren als
Strahlungs-Sperrschicht verwendet, eine solche Schicht auch
als Filterschicht dienen kann.

Gemiiss einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung
konnen derartige aus «blushed» Polymeren aufgebauten
Schichten auch ein reflektierendes anorganisches Pigment
enthalten, z. B. eines der bekannten hoch-reflexionstéhigen
Pigmente, um die Verteilung oder Ausbreitung und/oder das
Reflexionsvermogen zu erhdhen. Die Konzentration des Pig-
mentes in einer Schicht gemeinsam mit einem «blushed» Poly-
mer kann sehr verschieden sein. In vorteilhafter Weise wer-
den Konzentrationen von etwa 5 Gew.-%/ bis etwa 1000
Gew.-%s Pigment, bezogen auf das Gewicht des Polymeren,
verwendet, wobei sich Pigmentkonzentrationen von etwa
100 Gew.-2/q bis etwa 600 Gew.-%/q, bezogen auf das Gewicht
des Polymeren, als ganz besonders vorteilhaft erwiesen haben.

Gemiiss einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung
weist das analytische Element eine isotrop pordse Verteiler-
schicht in Stromungs- oder Fliissigkeitskontakt mit einer
Reagensschicht auf. Die Verteilerschicht ist eine Schicht, die
isotrop-pords ist oder in anderer Weise pords, die eine Fliis-
sigkeitsprobe aufnehmen kann, die direkt auf die Verteiler-
oder Ausbreitschicht aufgebracht wurde oder von einer
Schicht oder Schichten zugefiihrt wird, die sich in Fliissig-
keitskontakt mit der Verteilerschicht befinden und in welcher
das Lasungsmittel oder das Dispersionsmedium der zu ana-
lysierenden Fliissigkeit und mindestens ein aufgeldster Stoff,
Dispersoid (Bestandteil der dispergierten oder internen Pha-
se) oder ein Reaktionsprodukt des gel6sten Stoffes oder des
Disperoids verteilt ist, so dass eine gleichférmige Konzentra-
tion einer solchen Substanz, d. h. des gelésten Stoffes, Dis-
persoides oder Reaktionsproduktes hiervon (welches aus
einer zu analysierenden Substanz oder einer Vorlduferverbin-
dung hiervon bestehen kann) auf der Oberfliche der Ver-
teilerschicht erzeugt wird, die der Reagensschicht (Schichten) -
des Elementes gegeniiberliegt oder an diese angrenzt. Zu
beachten ist, dass eine solche Konzentration erreicht werden
kann mit vorhandenen Konzentrationsgradienten iiber die
Dicke der Ausbreitschicht. Derartige Gradienten fiihren zu
keinen Schwierigkeiten beziiglich der Beziehung quantitativer
Testergebnisse und kdnnen unter Verwendung iiblicher be-
kannter Eichmethoden beriicksichtigt werden.

Der Mechanismus der Verteilung oder Ausbreitung ist
noch nicht restlos gekidrt. Es wird jedoch angenommen,
dass die Verteilung oder Ausbreitung von einer Kombination
von Kriften bewirkt wird, z. B. einem hydrostatischen Druck
einer Fliissigkeitsprobe, einer Kapillarwirkung innerhalb der
Verteiler- oder Ausbreitschicht, der Oberfldchenspannung der
Probe, einer Dochtwirkung von Schichten im Fliissigkeits-
kontakt mit der Verteilerschicht und dergleichen. Das Aus- -
mass der Verteilung oder Ausbreitung hiingt dabei teilweise
von den Volumen: der zu verteilenden oder auszubreitenden
Fliissigkeit ab. Die gleichférmige Konzentration, die bei Ver-
wendung einer solchen Verteilerschicht erreicht wird, ist je-
doch praktisch unabhiingig von dem Volumen der Fliissig-
keitsprobe und tritt ein bei verschiedenen Ausbreitsgraden.
Demzufolge ist es bei Verwendung erfindungsgemisser Ele-
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mente nicht erforderlich, die Mengen der aufzubringenden -
Fliissigkeitsproben genau zu dosieren. Zur Erzielung vorteil-
hafter Verweilzeiten und dergleichen hat es sich jedoch als
vorteilhaft erwiesen, im Einzelfalle spezielle Volumina von
Fliissigkeitsproben zu verwenden. Da die erfindungsgemis-
sen Elemente zu quantitativen Ergebnissen bei Verwendung
sehr geringer Probenvolumina fiihren, die vollstindig von ei-
nem geeigneten Bereich der Verteilerschicht aufgenommen
werden kénnen (z. B. einem Quadratzentimeter) besteht keine
Notwedigkeit dazu, iiberschiissige Feuchtigkeit von dem Ele-
ment nach der Aufbringung der Fliissigkeitsprobe zu ent-
fernen. Da des weiteren die Verteilung oder Ausbreitung in
der Verteiler- bzw. Ausbreitschicht erfolgt und die verteilte
Substanz der Reagensschicht zugefiihrt wird, und zwar ohne
einen ins Gewicht fallenden lateralen hydrostatischen Druck, -
tritt kein sog. «Ringing»-Problem auf, das oftmals bei analy-
tischen Elementen des Standes der Techik zu beobachten
ist.

Die Ausbreitschicht braucht lediglich eine gleichférmige -
Konzentration der zu verteilenden Substanz pro Flichenein~
heit an der Oberfliche, die der Reagensschicht gegeniiber--
liegt, zu erzeugen, und zwar mit der Reagensschicht, mit
welcher sich die Verteilerschicht in Stromungs- oder Fliissig- -
keitskontakt befindet. Ob eine besondere Schicht fiir Ver-
teilerzwecke geeignet ist, lésst sich leicht bestimmen. Eine
solche Gleichformigkeit der Konzentration ldsst sich ermit-
teln durch densitometrische Analyse oder eine andere analy-
tische Methode, z. B. durch Abtasten einer Oberfliche der
Reagensschicht oder einer anderen, mit dieser Schichtin
Verbindung stehenden Schicht unter Bestimmung der Kon-
zentration der verteilten Substanz oder eines Reaktionspro-
duktes der Substanz.

Der folgende Test ist lediglich ein Beispiel und die hierzu
verwendeten Verbindungen und Testparameter besagen nicht,
dass nicht auch andere Stoffe und Verbindungen bzw. Para-
meter fiir entsprechende Zwecke geeignet sind.

Bei Durchfiihrung eines solchen Testes kann man auf
einen transparenten photographischen Filmschichttriger, bei-
spielsweise einen Schichttriger aus Polydthylenterephthalat
mit einer Haftschicht, eine transparente Gelatineschicht mit
einer Gelatinebeschichtung von etwa 200 mg/dm? aufbringen.
Der Hirtegrad der Gelatine kann verschieden sein. Fiir Test- -
zwecke hat es sich als besonders vorteilhaft erwiesen, wenn
eine Gelatineschicht verwendet wird, die derart gehiirtet ist,
dass die Schicht um etwa 300 9/y quillt, wenn die Schicht
5 Minuten lang in Wasser von 22° C getaucht wird. Im
trockenen Zustand hat die Gelatineschicht eine Dicke von
etwa 30 Mikron. Auf die Gelatineschicht kann beispielsweise
durch Verwendung einer Losung oder Dispersion die
Schicht aufgetragen werden, deren Eignung als Verteiler-
oder Ausbreitschicht ermittelt werden soll, Die Verteiler-
schichten konnen eine verschiedene Trockendicke aufweisen,
wobei sich eine Dicke von etwa 100 bis etwa 200 Mikron fiir
Testzwecke als besonders geeignet erwiesen hat. Nach dem
Trocknen der Schichten kann eine Probe der Testlosung oder
Dispersion auf die Oberfliche der zu testenden Verteiler-
schicht aufgebracht werden, vorzugsweise in geringer Menge,
so dass nicht alle Teile der Schicht mit dem Priifling befeuch-
tet werden, jedoch mit einer ausreichenden Menge, so dass
ein Bereich befeuchtet wird, der aus einem runden Flecken
eines Durchmessers von etwa 8 bis 10 mm besteht.

Die Auswahl der Testlosung oder Testdispersion héngt
vom Typ des Priiflings oder der zu analysierenden Substanz
ab, die auf die Schicht aufgebracht wird.

Im Falle von Stoffen mit vergleichsweise geringem Mole-
kulargewicht, haben sich wissrige Farbstofflosungen als ge- ~
eignet erwiesen, z. B. eine 0,0005 Gew.-%ige Losung von
Solatine Pink. Im Falle von Stoffen mit vergleichsweise ho--
hem Molekulargewicht, z. B. im Falle von Proteinen, haben
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sich beispielsweise wissrige Dispersionen von Rinder-Albumin,
gefirbt mit Solatine Pink als geeignet erwiesen.

Nach Aufbringen der Fliissigkeitsprobe auf die zu un-
tersuchende Schicht und nach dem die Fliissigkeit von der
Oberfliche der Schicht verschwunden und von der Schicht
aufgenommen worden ist, kann das Testelement umgedreht
werden und die untere Seite der Verteilerschicht kann durch
den fransparenten Schichttriger und die Gelatineschicht hin-
durch betrachtet werden. Falls vor einer wesentlichen Ver-
dunstung des Losungsmittels oder des Dispersionsmediums,
der gefirbte Fleck von einer praktisch gleichférmigen Farb-
dichte ist, wenn er von einem Densitometer mit einer Offnung
von etwa 5 bis 100 Micron abgetastet wird, dann erfolgt
eine gleichférmige Verteilung und Ausbreitung auf der Un-
terseite der Testschicht und/oder in der Gelatineschicht. Un-
ter einer praktisch gleichférmigen Dichte ist dabei eine
Dichte quer iiber den Flecken gemeint, mit Ausnahme der
Peripherie des Fleckens mit Maximum- und Minimum-
werten von nicht mehr als etwa + 10 9/4 von der mittleren
Dichte. Aufgrund von Kanteneffekten knnen nicht cha-
rakteristische Dichtegradienten an der Fleckenperipherie auf-
treten, welche jedoch keinen Effekt auf die Bedeutung des
analytischen Ergebnisses zu haben brauchen. Die Peripherie-
bezirke konnen zwischen einzelnen Flecken verschieden
sein, sie machen jedoch in der Regel nicht mehr als etwa
20 °/g des gesamten Fleckens aus und kdnnen viel geringer
sein.

Wie bereits erwihnt, konnen die Verteiler-, Ausbreit-
oder Bemessungsschichten isotrop-pordse Schichten sein. Der-
artige Schichten kdnnen unter Verwendung von verschiedenen
Komponenten hergestellt werden. Gemiiss einer besonderen
Ausgestaltung der Erfindung kann ein teilchenférmiges Ma-
terial (particulate material) zur Erzeugung solcher Schichten
verwendet werden, wobei die isotrope Pordsitit durch die
Zwischenrdume zwischen den Teilchen hervorgerufen wird.
Zur Erzeugug der Schichten konnen die verschiedensten
teilchenférmigen Materialien verwendet werden, die gegen-
tiber den Bestandteilen der zu analysierenden Fliissigkeit
inert sind. Geeignet sind beispielsweise Pigmente, wie bei- -
spielsweise Titandioxid, Bariumsulfat, Zinkoxid, Bleioxid und
dergleichen. Andere geeignete Partikel sind Diatomeenerde
und mikrokristalline kolloidale Stoffe, die sich von natiirli-
chen oder synthetischen Polymeren ableiten.

Geeignete mikrokristalline Stoffe sind beispielsweise sol-
che, die in einem Aufsatz von O. A. Battista und Mitarbeitern
unter der Bezeichnung «Colloidal Macromolecular Pheno-
mena, Part II, Novel Microcrystals of Polymers» in der
Zeitschrift «Journal of Applied Polymer Science», Band II,
Seiten 481 bis 498 (1967) beschrieben werden. Derartige
mikrokristalline Stoffe sind des weiteren im Handel erhiltlich,
beispielsweise mikrokristalline Cellulose (Handelsbezeichnung
Avicel, Hersteller FMC Corporation, USA). Sphirische Teil-
chen gleichférmiger Grosse, z. B. Kiigelchen aus Glas oder
Harzen konnen ebenfalls verwendet werden und kdnnen be-
sonders vorteilhaft dann sein, wenn gleichférmige Poren
vorteilhaft sind, beispielsweise zum Zwecke einer selektiven
Filtration. Haften die einzelnen Teilchen nicht, was bei-
spielsweise dann der Fall ist, wenn Glasteilchen oder Glas-
kiigelchen verwendet werden, so konnen diese Teilchen so
vorbehandelt werden, dass Teilchen erhalten werden, die
Haften, und zwar miteinander an Kontaktpunkten, wodurch
die Bildung einer isotrop-por8sen Schicht erleichtert wird. So
konnen beispielsweise nicht haftende Teilchen mit einer
diinnen Haftschicht iiberzogen werden, und zu diesem Zweck
beispielsweise mit einer Losung eines hydrophilen Kolloids,
beispielsweise Gelatine oder Polyvinylalkohol, behandelt wer-
den. Durch Trocknung der Kolloidbeschichtung wird eine
haftende Schicht. erhalten, wobei Zwischenriume zwischen
den einzelnen Partikeln verbleiben.

10

Als Alternative oder zusétzlich zu solchen teilchenformi-
gen Stoffen kann die Verteiler- oder Ausbreitschicht auch
unter Verwendung von isotropen pordsen Polymeren herge-
stellt werde. Derartige Polymere lassen sich nach Methoden

5 herstellen, wie sie zur Herstellung von sog. «blushed» Poly- .
meren angewandt werden. Blushed-Polymerschichten lassen
sich auf einem Substrat durch L&sen eines Polymeren in einer
Mischung von zwei Fliissigkeiten, von denen eine einen ver-
gleichsweisen niedrigen Siedepunkt hat und ein gutes L§-

10 sungsmittel fiir das Polymer ist und die andere einen ver-
gleichsweise hoheren Siedepunkt hat und ein Nicht-Losungs-
mittel oder mindestens ein schlechtes Losungsmittel fiir das
Polymer ist, herstellen. Eine solche Polymerl6sung wird
dann auf dem Schichttriger aufgetragen und unter bestimm-
15 ten Bedingungen getrocknet. Das niedrig-siedende Losungs-
mittel verdampft dabei leichter, so dass sich die aufgetragene
Schicht an der Fliissigkeit anreichert, die ein schlechtes L5-
sungsmittel oder kein Losungsmittel fiir das Polymer ist. In
dem Masse, in dem die Verdampfung fortschreitet, bildet das
o9 Polymer eine isotrop-pordse Schicht. Zur Herstellung der-
‘artiger Schichten kdnnen die verschiedensten Polymeren ver-
wendet werden, und zwar einzeln oder in Kombination mit-
einander. Typische geeignete Polymere zur Herstellung von
isotrop-pordsen blushed-Polymerschichten sind Polycarbonate,

Polyamide, Polyurethane und Celluloseester, z. B. Cellulose-

acetat.
Bei der Herstellung integraler analytischer Elemente

nach der Erfindung kénnen die einzelnen Schichten separat

vorgebildet werden und dann zu dem Element laminiert
werden. In diesem Falle werden die Schichten in typischer

Weise aus Losungen oder Dispersionen auf eine Oberfliiche

aufgetragen, von welcher die getrockneten Schichten leicht
auf physikalischem Wege wieder abgestreift werden konnen.

Ein vorteilhaftes Verfahren zur Herstellung erfindungsgemés-

ser Elemente, das einzelne Abstreif- und Laminjerungsstufen
verhindert, besteht darin, auf einen Schichttréger zunichst
eine und dann die anderen Schichten successive aufzutragen.

Ein solches Auftragen verschiedener Schichten auf einen

Schichttriger kann von Hand erfolgen oder durch Be-

schichtung unter Verwendung eines Beschichtungsmes-

sers oder einer Beschichtungsvorrichtung, wobei iibliche be-

kannte Beschichtungsmethoden angewandt werden konnen,
beispielsweise eine Tauchbeschichtung oder eine Bettbeschich-
tung, Erfolgt die Beschichtung eines Schichttrigers mit einer

Beschichtungsvorrichtung, so kann es vorteilhaft sein, einan-

45 der benachbarte Schichten gleichzeitig aufzutragen, beispiels-
weise unter Verwendung bekannter Beschichtungsverfahren,
wie sie zur Herstellung lichtempfindlicher photographischer
Aufzeichnungsmaterialien iiblich sind. Falls es wichtig oder
wiinschenswert ist, dass diskrete einander benachbarte Schich-
50 ten erzeugt werden und sich eine Schichtentrennung durch
Einstellung oder Uberwachung des spezifischen Gewichtes
der Beschichtungsmassen nicht erreichen lisst oder nicht zu-
friedenstellt, wie es im Falle von pordsen Verteilerschichten -
méglich ist, so kann die geeignete Auswahl von Komponen-
55 ten fiir eine jede Schicht, einschliesslich des Ldsungsmittels-
oder Dispersionsmediums eine Wanderung von Komponen-
ten zwischen den einzelnen Schichten und Ldsungsmittelef-
fekte auf ein Minimum herabdriicken oder gar ausschalten,
wodurch die Bildung gut ausgebildeter, diskreter Schichten
60 gefSrdert wird. Zwischenschichten-Adhﬁsionsprobleme lassen
sich ohne nachteilige Effekte dadurch beseitigen, dass Ober-
flichenbehandlungen vorgenommen werden, einschliesslich
der Aufbringung extrem diinner Haftschichtenmaterialien,
wie sie beispielsweise von der Herstellung photographischer
65 Aufzeichnungsmaterialien bekannt sind.

Im Falle der Reagensschichten kann eine Beschichtungs-
16sung oder Beschichtungsdispersion mit dem Triger oder
dem Bindemittel und einem hierin verteilten Stoff A herge-
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stellt, auf einen Schichitriger in der beschriebenen Weise
aufgetragen und unter Erzeugung einer dimensionsstabilen
Schicht aufgetrocknet werden. Die Dicke der Reagensschicht
sowie ihr Permeabilititsgrad konnen sehr verschieden sein
und hingen von dem Verwendungszweck des Materials ab.
Trockendichten von etwa 10 Mikron bis etwa 100 Mikron
haben sich als vorteilhaft erwiesen, obgleich auch diinnere
und dickere Schichten verwendet werden konnen. Werden
beispielsweise vergleichsweise grosse Mengen an Stoff A in
der Schicht untergebracht, z. B. polymere Stoffe, wie bei-
spielsweise Enzyme, so kann es vorteilhaft sein, vergleichs-
weise dickere Reagensschichten zu erzeugen.

Die Strahlungs-Sperrschichten und Registrierschichten
konnen nach Methoden hergestellt werden, wie sie zur Her-
stellung der Reagensschichten angewandt werden, jedoch un- 45
ter Verwendung geeigneter Ausgangsstoffe. Die Schicht-
stirken dieser Schichten kdnnen den Schichtstiarken der
Reagensschichten entsprechen. Die Registrierschichten sind
abgesehen von ihrer Permeabilitdt und Strahlungsdurchléssig-
keit in vorteilhafter Weise frei von solchen Charakteristika,
welche zu einer Fleckenbildung oder anderen Storungen bei
der Feststellung eines analytischen Ergebnisses durch. das
integrale Element nach der Erfindung fithren wiirden. So
kann beispielsweise eine jede Verdnderung der Farbe oder
Textur in der Registrierschicht, wie sie beispielsweise im
Falle fasriger Materialien auftritt, beispielsweise bei einigen
Papieren, sich nachteilig auswirken, aufgrund der nicht gleich-
formigen Reflexion: oder Durchléssigkeit der zur Analyse
verwendeten Energie. Obgleich fasrige Materialien, wie Fil-
terpapiere und andere Papiere im allgemeinen insgesamt
permeabel sind, konnen derartige Materialien in typischer
Weise doch stark verschiedene Permeabilititsgrade aufweisen
und nicht gleichformig permeabel sein, beispielsweise auf-
grund struktureller Unterschiede, wie beispielsweise unter-
schiedlicher Faserdimensionen und Faserabstinde. Demzu-
folge sind derartige Stoffe nicht vorzugsweise verwendbare
Stoffe zur Bereitung der Registrierschichten und anderer
Schichten von erfindungsgeméissen Elementen.

Die Verteiler- oder Ausbreitschichten kénnen auch
durch Beschichtung unter Verwendung von Ldsungen oder
Dispersionen erzeugt werden. Wie bereits dargelegt, sind die
Verteilerschicht und die anderen Schichten eines Elementes
nach der Erfindung iibereinander angeordnet, und zwar der-
art, dass sich die Verteilerschicht in einem Stromungs- oder
Fliissigkeitskontakt mit einer Reagensschicht befindet. Die
zum Aufbau der Verteilerschichten verwendeten Stoffe
und Materialien: kénnen, wie bereits dargelegt, sehr verschie-
den sein, wobei zum Aufbau der Schichten mindestens zum
iiberwiegenden Teile Stoffe verwendet werden, die gegeniiber
den zu analysierenden Fliissigkeiten resistent sind, d. h. die in
diesen Fliissigkeiten unldstich oder praktisch unldslich sind
und bei Kontakt mit diesen Fliissigkeiten mindestens nicht
stark quellen. Quellungen von etwa 10 bis 40 9/, bezogen auf
die Trockendicke der Schichten sind dabei normal. Die
Dicke der Verteilerschichten kann sehr verschieden sein und
héngt im einzelnen von dem aufzubringenden Probenvolumen 55
ab, das aus Zweckmissigkeitsgriinden und Griinden der Sau-
berkeit der Verteilerschicht absorbiert werden sollte, sowie
von dem Leerstellenvolumen der Schicht, das auch die Menge
des Priiflings, der von der Schicht absorbiert werden kann,
beeinflusst. Als besonders vorteilhaft haben sich Verteiler-
schichten einer Schichtstirke von etwa 50 bis etwa 300
Mikron erwiesen. Jedoch kénnen auch Verteilerschichten
grosserer oder kleinerer Schichtstdrke verwendet werden.

Bei der Herstellung einer isotropen pordsen Verteiler-
schicht kann es vorteilhaft sein, ein Leerstellen- oder Poren-
volumen von mindestens etwa 25 ¢/g, bezogen auf das Volu-
men der Gesamtschicht zu haben. In vorteilhafter Weise soll
das Porenvolumen bei etwa 50 bis 95 9/ liegen. Durch Ver-
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inderungen im Porenvolumen der pordsen Verteilerschichten
lassen sich die Elementarcharakteristika in vorteithafter Weise
modifizieren, beispielsweise die Gesamtpermeabilitit der Ver-
teilerschicht oder die Zeit, die erforderlich ist, um eine Probe
zu verteilen. Das Porenvolumen einer Schicht ldsst sich leicht
steuern, beispielsweise durch Auswahl von geeigneten teil-
chenfdrmigen Stoffen geeigneter Grosse oder durch Variation
der Losungsmittel oder Trockenbedingungen, wenn isotrope
pordse Blushed-Polymere zur Herstellung der Verteilerschicht
verwendet werden. Das Porenvolumen einer soichen Schicht
Idsst sich leicht mit ausreichender Genauigkeit nach verschie-
denen bekannten Methoden ermitteln, beispielsweise nach
statistischen Methoden, wie sie z. B. von Chalkley in der
Zeitschrift «Journal of the National Cancer Institute», 4, 47
(1943) beschrieben werden und durch direktes Wiegen und
Bestimmung des Verhéltnisses von tatsdchlichem Gewicht der
Schicht zum Gewicht der Feststoffe, deren Volumen gleich ist
dem Volumen der Schicht. Die Porengrosse sollte in jedem
Falle so bemessen sein, dass eine Verteilung oder Ausbreitung
der Komponenten der zu analysierenden Probe oder anderer
Substanzen, die in wiinschenswerter Weise einer Reagens-
schicht zugefiihrt werden sollen, moglich ist.

Geeignete Schichttriger fiir die Herstellung integraler ana-
lytischer Elemente nach der Erfindung sind {ibliche Schicht-

,s tréger aus polymeren Stoffen, z. B. Celluloseacetat, Polyéthy-

lenterephthalat, Polycarbonaten und Polyvinylverbindungen,
beispielsweise Polystyrol. Besonders vorteilhafte Schichttri-
ger sind solche, die strahlungsdurchléssig sind und elektro-
magnetische Strahlung einer Wellenlédnge oder eines Wellen- -
langenbereiches zwischen etwa 200 nm und etwa 900 nm wie
auch radioaktive Strahlung durchlassen. :
Im Falle fluorimetrischer Bestimmungen durch den
Schichttriger hindurch hat es sich als zweckmaissig erwiesen,
wenn der Schichttréger fiir einen etwas breiteren Wellen-
langenbereich durchlissig ist als im Falle nicht fluoreszieren-
der Messungen oder alternativ wenn der Schichttriger durch- -
Idssig ist, bei den: Absorptions- und Emissionsspektren der
fluoreszierenden: Stoffe, die fiir die Bestimmung verwendet
werden. Es kann des weiteren vorteilhaft sein, Schichttriger
zu verwenden, die nur eine oder vergleichsweise sehr enge
Wellenléingenbanden durchlassen und die gegeniiber benach-
barten Wellenlingenbanden opak oder undurchléssig sind.
Dies ldsst sich beispielsweise dadurch erreichen, dass in den
Schichttréger ein oder mehrere firbende Komponenten einge-

_ arbeitet oder aufgetragen werden, die geeignete Absorptlons-

charakteristika aufweisen.

Die Reagensschicht, die Strahlungs-Sperrschicht (sofern
eine solche vorhanden ist) und die Registrierschicht befinden
sich im Element zwischen Schichttriger und der Verteiler-
schicht (sofern eine solche vorhanden ist), die gewohnllch die
dussere Schicht des Elementes ist.

Die einzelnen Komponenten, aus denen jede einzelne
Schicht eines integralen analytischen Elementes nach der Er- -
findung aufgebaut sind und der Aufbau der Schichten hingen
von dem Verwendungszweck des Elementes ab. Wie bereits
dargelegt, kann die Porengrosse der Verteilerschicht derart
ausgewihlt werden, dass die Schicht unerwiinschte Proben-
komponenten ausfiltrieren kann, d. h. solche Komponenten,
die beispielsweise die analytische Reaktion stéren wiirden
oder welche die Ermittlung des Testergebnisses innerhalb

.des Elementes beeintrichtigen wiirden.

Fiir die Analyse von Blut beispielsweise haben sich portse
Schichten mit einer Porengrosse von etwa 1 bis etwa 5
Mikron als besonders vorteilhaft erwiesen, um Blutzellen ab-
zufiltrieren, welche in typischer Weise eine Grisse von etwa
7 bis etwa 30 Mikron aufweisen.

Gegebenenfalls kann ein erfindungsgemisses Element
mehrere Verteilerschichten aufweisen, wobei jede dieser
Schichten verschieden beziiglich der Fahigkeit der Verteilung
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und Filtration der Proben ist. Ist eine Hemmung oder Behin- Forschung und in Kontrollaboratorien, die chemische Pro-
derung des Transportes von Substanzen innerhalb des Ele- zesse iiberwachen. Die erfindungsgemissen Elemente eignen
mentes, zuziiglich zu der Behinderung, die durch die Vertei- sich insbesondere fiir den klinischen Test von Korperfliissig-
lerschicht bewirkt wird, notwendig, so kann eine Filter- keiten, z. B. Blut, Blutserum und Urin, da auf diesem Gebiet
oder Dialysierschicht an geeigneter Stelle des Elementes 5 eine grosse Anzahl von zu wiederholenden Testen durchzu-
untergebracht werden. Bei der Analyse von Blutglucose fiihren ist und die Testergebnisse in der Regel in einer sehr
beispielsweise kann eine Dialysierschicht, z. B. eine semiper- kurzen Zeitspanne nach der Probenahme vorliegen miissen.
meable Cellulosemembran, die Passage von Proteinen oder Auf dem Gebiet der Blutanalyse beispielsweise kann ein
anderen potentiellen storenden Substanzen in die Reagens- mehrschichtiges erfindungsgemésses Element derart ausge-
schicht verhindern. 1p staltet sein, dass mit dem Element eine quantitative Analyse

In vorteilhafter Weise kOnnen in eine oder mehrere der von mehreren oder vielen Blutkomponenten méglich ist, die
Schichten eines erfindungsgemissen Elementes eine oder meh-  routineméissig ermittelt werden miissen. So kann ein erfin-
rere oberflidchenaktive Stoffe, z. B. anionische und/oder nicht ~ dungsgemdsses Element beispielsweise so ausgestaltet sein,

ionische oberflichenaktive Verbindungen eingearbeitet dass die Analyse von solchen Blutkomponenten wie Albumin,
werden. Derartige Verbindungen kénnen die Beschichtungs- 5 Bilirubin, Harnstoff-Stickstoff, Serum-Glutamin-Oxalessigsiu-
fihigkeit der Beschichtungsmassen verbessern und das Aus- re-Transaminase, Chlorid, Glucose, Harnsdure und alkali-
mass und die Geschwindigkeit der Verteilung der zu analysie-  schen Phosphatasen sowie anderen Komponenten durch ge-
renden Fliissigkeiten in den Verteilerschichten fordern, wel- eignete Auswahl der Testreagenzien oder anderer reagieren-
che von fliissigen Proben in Abwesenheit eines oberflichen- der Stoffe mdglich ist. Bei der Analyse von Blut beispiels-
aktiven Stoffes nicht leicht benetzbar sind. Des weiteren kon- ,, weise kdnnen bei Verwendung eines analytischen Elementes
nen beispielsweise in der Verteilerschicht gegebenenfalls fiir nach der Erfindung zun4chst die Blutzellen vom Serum ge-
die Durchfiihrung bestimmter Analysen reaktionsfdhige oder  trennt werden, beispielsweise durch Zentrifugieren, worauf
aktive Substanzen bzw. Verbindungen vorhanden sein. So das Serum auf das Element aufgebracht wird. Jedoch kann
konnen beispielsweise Proteine oder andere Stoffe von héhe- eine solche Trennung auch unterbleiben, und zwar insbe-
rem Molekulargewicht in vorteilhafter Weise in mehrere 25 sondere dann, wenn spektrophotometrische Reflexionsanaly-
leicht verteilbare oder ausbreitbare Komponenten von gerin- sen angewandt werden, um das im Element erzeugte Reak-
gerem Molekulargewicht geteilt oder gespalten werden, die tionsprodukt zu ermitteln, da auf das Element auch Blut auf-
sich leichter fiir analytische Reaktionen eignen, in dem gebracht werden kann, in welchem Falle die Blutzellen durch
beispielsweise in der Verteilerschicht geeignete reaktionsfihige  die Wirkung der Filterschicht abgefiltert werden. Die Gegen-
oder aktive Stoffe oder Substanzen untergebracht werden, wart dieser Zellen stort dabei nicht die spektrophotometrische
z. B. ein Enzym, beispielsweise eine Protease oder Esterase. Analyse, wenn diese nach der Reflexionsmethode durchge-
Es kann des weiteren vorteilhaft sein, in Schichten des fithrt wird, wobei Licht durch den Schichttriger und die
Elementes Stoffe oder Substanzen unterzubringen, die durch Registrierschicht gelangt und von der Strahlungs-Sperrschicht
chemische Reaktion oder in anderer Weise Stoffe oder Sub- oder einer anderen reflektierenden Schicht reflektiert wird, so
stanzen nicht aktiv machen k6nnen, welche sich fiir die dass die Zellen den Strahlengang nicht behindern. Ein we-
Durchfiihrung der Analyse nachteilig auswirken wiirden. So 35 sentlicher Vorteil eines integralen analytischen Elementes
Idsst sich beispielsweise Ascorbatoxidase in einem Element nach der Erfindung besteht darin, dass es sowohl zur Analyse
unterbringen, um Ascorbationen zu entfernen, die die Ana- von Serum als auch Blut verwendet werden kann.
lyse von Glucose storen konnen. Die erfindungsgeméssen Elemente konnen je nach jhrem
Eine Analyse kann des weiteren gegebenenfalls eine Verwendungszweck einen verschiedenen Aufbau und ver-

mehrstufige Reaktion erfordern, die am besten in einem Ele- 40 schiedene Form aufweisen, d. h. sie konnen beispielsweise in
ment mit mehreren Reaktionsschichten durchgefiihrt werden Streifen- oder Bandform jeder gewiinschten Breite vorliegen,
kann, wobei jede dieser Reaktionsschichten derart aufgebaut in Form von Blittern oder kleineren Abschnitten. Des wei-
ist, dass in ihr eine spezielle Reaktionsstufe ablaufen kann. teren konnen die Elemente gegebenenfalls zur Durchfiihrung
Bei der Bestimmung eines Enzyms, das bekannt ist als Serum+  von einem oder mehreren Testen eines Typs oder einem oder
Glutamin-Oxalessigtransaminase (serum glutamic-oxalacetic 45 mehreren Testen verschiedener Typen ausgestaltet sein. Im

transaminase) beispielsweise, konnen verschiedene aufeinan- letzteren Falle kann es vorteilhaft sein, einen Schichttriger
derfolgende Reaktionen ablaufen. Dieses Enzym katalysiert mit einem oder mehreren Streifen oder Kanilen von gegebe-
bei einem pH-Wert von etwa 7,4 die Umwandlung von a- nenfalls verschiedenen Beschichtungsmassen zu beschichten
Ketoglutarat- und Aspartationen zu dem entsprechenden und ein sog. Mehrfachelement oder zusammengesetztes Ele-
Oxalacetat und Glutamat. Das Oxalacetat lisst sich messen 50 ment herzustellen, das fiir die Durchfiihrung verschiedener
nach Kupplung mit dem Diazoniumsalz des Farbstoffes, be- Teste geeignet ist.
kannt als «Fast Ponceau L». Zur Erleichterung des ersten In der Zeichnung sind beispielsweise vier verschiedene
Gleichgewichts, das vor der Kupplung erreicht werden soll, erfindungsgemaisse Elemente im Schnitt und schematisch dar-
ist es wiinschenswert, die Reagenzien voneinander zu trennen gestellt.
und jedes der Reagenzien in einer besonderen separaten 55  Dasin Fig. 1 dargestellte analytische Element nach der
Schicht unterzubringen, um zu erreichen, dass das erste Erfindung besteht aus einem strahlungsdurchlissigen Schicht-
Gleichgewicht eingestellt werden kann, ohne Behinderung der  triger 10, auf dem angeordnet sind: eine Registrierschicht 12,
Einstellung des Gleichgewichtes durch einen zu frithen Be- eine Strahlungs-Sperrschicht 14, welche sowohl als Filter-
ginn der zweiten Reaktionsstufe. Dies bedeutet, dass die a- schicht dienen kann, als auch als Schicht, die einen weissen
Ketoglutarat- und Aspartationen in einer ersten Reagens- ¢y Hintergrund fiir analytische Zwecke bildet, beispielsweise fiir
schicht untergebracht werden kann, die iiber einer zweiten reflexions-spektrophotometrischen Messungen und eine Rea-
Reagensschicht angeordnet wird, die das Salz des Farb- gensschicht 16. Die Ermittlung des analytischen Ergebnisses
stoffes «Fast Ponceau L» enthilt. kann durch den Schichttriiger hindurch erfolgen, welcher
Erfindungsgemiisse integrale analytische Elemente k6n- fiir die zur Feststellung des analytischen Ergebnisses verwen-

nen zur Durchfiihrung der verschiedensten chemischen Ana- 45 dete Strahlungswellenlinge durchlsssig ist. Die Registrier-
lysen verwendet werden, und zwar nicht nur auf dem Gebiet schicht 12 kann aus einer hydrophilen Kolloidschicht beste-
der klinischen Chemie, sondern vielmehr auch zur Durch- hen, z. B. einer Gelatineschicht. Die Reagensschicht 16 kann
fiilhrung von Analysen auf dem Gebiet der chemischen aus einer Losung oder Dispersion von einem oder mehreren



Testreagenzien in einem Bindemittel, z. B. Gelatine bestehen,
wihrend die Schicht 14 aus einem sog. «Blushed»-Polymer
mit isotroper Porositét und/oder einer solchen Porengrosse,
wie sie zum Abfiltern einer Komponente benstigt wird, auf-
gebaut sein kann. Die.einzelnen Schichten befinden sich dabei
im Strémungs- oder Fliissigkeitskontak.

Das in Fig. 2 dargestellte analytische Element nach der
Frfindung besteht aus einem strahlungsempfindlichen Schicht-
triger 20, mit einer hierauf aufgetragenen Registrierschicht 22
im Fliissigkeitskontakt mit einer Reagensschicht 24 und ei-
ner Verteilerschicht 27, die auch die Funktion einer Filter-
schicht ausiiben kann und auch einen geeigneten reflektieren-
den Hintergrund haben kann, so dass spektrophotometri-
sche Reflexionsmessungen durch den Schichttriger 20 durch-
gefithrt werden konnen. Alternativ kann die Schicht 26
auch derart beschaffen sein, dass sie nicht reflektiert, in
welchem Falle die Ermittlung des analytischen Ergebnisses
nach der Transmissionsmethode erfolgen kann. Die Schicht
26 kann beispielsweise aus einem isotrop-pordsen «Blushed»-
Polymer aufgebaut sein, welches auf die Schicht 24 aufge-
tragen sein kann oder auf diese Schicht 24 auflaminiert wor-
den sein kann.

Das in Fig. 3 dargestellte erfindungsgemisse Element
besteht aus einem Schichttriger 30, einer Registrierschicht 32,
einer Strahlungs-Sperrschicht 34, z. B. aus einer Dispersion
eines Pigmentes, z. B. Titandioxid in einem hydrophilen Kol-
loid, wie beispielsweise Gelatine, einer Reagensschicht 36
und einer Verteilerschicht 38, z. B. aus einem isotrop-po-
rosen «Blushed»-Polymer, welche die Funktion der Vertei-
lung und Ausbreitung und ferner die Funktion einer Filter-
schicht haben kann. Die verschiedenen Schichten befinden
sich wiederum im Strémungs- bzw. Fliissigkeitskontakt.

Das in Fig. 4 dargestellte erfindungsgemésse Element be-
steht aus einem Schichttriger 40, einer Registrierschicht 42,
einer Strahlungs-Sperrschicht und Filterschicht 44, einer Rea-
gensschicht (A) 46, einer weiteren Reagensschicht (B) 48
und einer Verteiler-Filterschicht 50. Die Schicht 44 kann
beispielsweise aus einer Dispersion von Titandioxid in Cel-
luloseacetat (in Form eines «Blushed»-Polymeren) bestehen
und die Schicht 50 kann beispielsweise aufgebaut sein aus
einer Dispersion von Diatomeenerde in Celluloseacetat
(«Blushed»-Polymer) oder aus Glaskiigelchen oder Glasteil-
chen, die aneinander durch Beschichtung mit einem hydro-
philen Kolloid, beispielsweise Gelatine, anhaften.

Bei der Verwendung der Elemente wird auf diese eine
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einem Vorratsbehilter entnommen oder von einer Vorrats-
rolle abgezogen wird, worauf das Element in eine solche
Lage gebracht wird, dass es einen freien Tropfen der zu ana-
lysierenden: Fliissigkeit aufnehmen kann oder einen Kontakt-
5 flecken oder irgendeine andere Form einer Fliissigkeitsprobe,
beispielsweise von einem Dosiergerit. Nach dem Aufbringen
der zu analysierenden Probe sowie zweckmissig nach dem
die Probe von einer Verteilerschicht aufgenommen worden
ist, falls eine solche vorhanden ist, kann das Element konditio-
10 niert werden, beispielsweise durch Erwdrmen oder Aufheij-
zen, Feuchtmachen und dergleichen, was den durchzufiih-
renden Test beschleunigen oder erleichtern kann. Bei einer
automatisierten Verfahrensweise kann es gegebenenfalls wiin-
schenswert sein, dass die Verteilerschicht ihre Funktion in-
15 nerhalb weniger Sekunden ausiibt, dass jedoch eine ausrei-
chende Zeitspanne fiir die Dosierung zur Verfiigung steht,
im Gegensatz zu der sofortigen, ungleichfdrmigen Diffusion,
wie sie bei der Verwendung von absorbierenden fasrigen
Papieren auftritt. Dies kann in vorteilhafter Weise erreicht
werden durch geeignete Auswahl oder Abstimmung von
verschiedenen Parametern, beispielsweise der Schichtdicke,
des Porenvolumens in pordsen Schichten und dergleichen.
Nachdem das analytische Ergebnis in Form einer erfass-
baren Verdnderung vorliegt, wird es gemessen, in vorteilhaf-
ter Weise dadurch, dass das Element durch eine Messzone ge-
‘fithrt wird, in welcher die Messung mit einer geeigneten Vor-
richtung fiir Reflexionsmessungen, Transmissions- oder.
Fluoreszenz-Spektrophotometrie durchgefiihrt wird. Mittels
einer solchen Vorrichtung wird ein Energiestrahl, z. B. ein
Lichtstrahl durch den Schichttriger und die Registrierschicht

- gerichtet. Der Lichtstrahl wird dann von der Strahlungs-

Sperrschicht in dem Element zuriickreflektiert oder gelangt
durch das Element zu einem Detektor, im Falle der Trans-
missionsmethode.
In vorteilhafter Weise wird das analytische Ergebnis in
-einem Bezirk oder Bereich des Elementes erfasst, der voll-
stindig innerhalb des Bereiches liegt, in dem das analytische
Ergebnis erzeugt wird. Die Anwendung der Reflexions-
Spektrophotometrie kann in vielen Féllen besonders vorteil-
haft sein, da dieses Verfahren in vielen Fillen St6rungen von
Riickstinden z. B. Blutzellen, vermeidet, welche auf oder in
Schichten des Elementes zuriickgeblieben sein kdnnen. In
vorteilhafter Weise konnen jedoch auch iibliche Methoden
der Fluoreszenz-Spektrophotometrie angewandt werden,
wenn die zu erfassenden Substanzen oder Stoffe aus Fluores-

Probe der zu analysierenden Fliissigkeit aufgebracht. In typi- 45 zierenden Substanzen oder Stoffen bestehen. In diesem Falle

scher Weise sind die Elemente derart aufgebaut, dass die auf-
gebrachte Probe zunichst mit einer Verteiler- oder Ausbreit-
schicht in Kontakt gelangt, bevor die Probe auf eine nicht-
verteilende Reagensschicht gelangt, wobei die Probe zunichst
auf die Seite der Verteilerschicht gelangt, die von der Rea-
gensschicht weiter entfernt ist. Da die analytische Genauig-
keit der erfindungsgemissen Elemente nicht oder praktisch
nicht durch Veréinderungen des Volumens der aufgebrach-
ten Proben verindert wird, und zwar insbesondere dann
nicht, wenn eine Verteilerschicht vorhanden ist, kann das
Aufbringen der zu analysierenden Proben von Hand oder
auch auf maschinellem Wege erfolgen. Aus Griinden der
Einfachheit und Bequemlichkeit der Erkennung analytischer
Ergebnisse jedoch hat es sich in der Regel als vorteilhaft er-
wiesen, wenn die zu analysierenden Proben das gleiche oder
etwa das gleiche Volumen haben. Wie bereits dargelegt, be-
steht ein weiterer Vorteil der Verteilerschicht darin, dass sie
das Auftreten des «Ringing-Effektes» weitestgehend vermin-
dert, wenn 15sliche reaktionsfahige oder aktive Stoffe oder
Substanzen in einer Reagensschicht verwendet werden.

In typischer Weise erfolgt eine manuelle oder maschinelle
Analyse unter Verwendung eines erfindungsgemassen Ana-
lyseelementes in der Weise, dass das Element zunéchst aus

wird zur Erfassung der analytischen Ergebnisse eine Energie
verwendet, die die fluoreszierenden Substanzen oder Stoffe
anregt sowie ein Detektor, der die Fluoreszenz-Emission ab-
tastet. Die Erfassung der analytischen Ergebisse erfolgt da-

50 bei unter Verwendung von Energie, welche die fluores-

zierende Substanz oder Verbindung anregt und unter Ver-
wendung eines Detektors, der die fluoreszierende Emission
der fluoreszierenden Substanz oder Verbindung abtastet.
Wird des weiteren beispielsweise Blutserum analysiert oder

55 werden Massnahmen getroffen zur Eliminierung unerwiinsch-
ter Blutriickstinde, so konnen Transmissionsmethoden ange-
wandt werden zur Ermittlung und quantitativen Erfassung
der anzeigenden Reaktionsprodukte, in dem ein Energie-
strahl, beispielsweise aus UV-Licht, sichtbarem Licht oder

60 von Infrarotstrahlung auf eine Oberfliche des Elementes ge-
richtet wird, worauf der Ausgangswert des Strables aus der
entgegengesetzten Seite des Elementes gemessen wird, Ganz
allgemein hat sich die Verwendung von elektromagnetischer
Strahlung eines Strahlungsbereiches von 200 bis etwa 900

65 nm fiir derartige Messungen als vorteilhaft erwiesen, obgleich
jede Strahlung verwendet werden kann, der gegeniiber das
Element permeabel ist und die dazu befihigt ist, das in der
Reagensschicht erzeugte Produkt quantitativ zu erfassen.
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Verschiedene Eichmethoden k6nnen angewandt werden,
um die Analysenergebnisse zu {iberwachen. Beispielsweise
lasst sich eine Probe einer Standardlésung der zu analysieren-
den Substanz oder Verbindung benachbart zu der Probe auf-
bringen, die zu analysieren ist.

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung néher ver-
anschaulichen.

Beispiel 1

Auf einen dicken (180 Mikron) Schichttridger aus Poly-
ithylenterephthalat mit einer Gelatinehaftschicht wurden
nacheinander folgende Schichten aufgetragen:

1. eine Registrier-(Empfangs-)schicht mit pro Quadrat-
meter 2,15 g Gelatine, 2,15 g eines Beizmittels, und zwar
eines Copolymeren aus Styrol und N,N-Dimethyl-N-3-
maleimidopropylammoniumchlorid;

2. eine pordse reflektierende Strahlungs-Sperrschicht mit
pro Quadratmeter 151 g Gelatine und 11,4 g Titandioxid;

3. eine Reagensschicht (analytische Schicht) mit pro Qua-
dratmeter 17,5 g Gelatine, 1,5 g 1-Naphthol-2-sulfonsgure,
Kaliumsalz, 0,73 g Dinatriumphosphatpuffer, 0,45 g Mono-
kaliumphosphatpuffer, 0,38 g 4-Aminoantipyrin (HCl),

1,6 g Glycerin als Weichmacher, 0,09 g Peroxidase (14014
U/m?2) und 0,374 g Glucoseoxidase (40440 U/m2);

4, eine Verteilerschicht mit pro Quadratmeter 97 g Cel-
luloseacetat und 65,5 Titandioxid.

Das hergestellte Element wurde fiir die Analyse von
Glucoseldsungen verwendet, deren Konzentrationen zwischen
0 und 800 mg Glucose pro Deziliter Losung lagen.

Auf Abschnitte des hergestellten Elementes wurden dann
Tropfen aufgebracht, und zwar jeweils 10 ul einer der
wissrigen Glucoseldsungen. Nach einer Stunde wurde die
Dichte der erzeugten Férbungen durch Reflexion gemessen,
und zwar unter Verwendung eines handelsiiblichen Densito-
meters vom Typ Macbeth (Model TD-504). Die dabei er-
haltenen Ergebnisse sind in der spiter folgenden Tabelle
zusammengestellt.

Die auf die Oberfliche der Testelemente aufgebrachten
Glucoselsungen verteilten sich in der Schicht (4) und wurden
der Schicht (3) zugefiihrt, in welcher die Glucose mit Sauer-
stoff und Wasser in Gegenwart der Glucoseoxidase reagierte
unter Bildung von Gluconsiure und Wasserstoffperoxid.
Diese Verbindungen in Gegenwart von Peroxidase reagierten
mit dem 4-Aminoantipyrin, das oxidiert wurde. Das Oxida-
tionsprodukt des 4-Aminoantipyrins reagierte dann durch

20
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Kupplung mit dem Kaliumsalz der 1-Naphthol-2-sulfonséure
unter Erzeugung eines Farbstoffes, der aus der Reagens-
schicht (3) durch die Strahlungs-Sperrschicht (2) in die Regi-
strierschicht (1) diffundierte, in welcher er durch die Mes-

5 sung mit dem Densitometer erfasst wurde. Die Ergebisse

sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt.

Beispiel 2
Es wurde ein weiteres erfindungsgemisses analytisches

1 Element wie in Beispiel 1 beschrieben hergestellt, mit der

Ausnahme jedoch, dass die Registrierschicht (1) lediglich aus
Gelatine als einziger Komponente bestand, bei einer Be-
schichtungsstérke von 4,30 g pro Quadratmeter. Das Element
wurde dann wie in Beispiel 1 beschrieben zur Analyse von

5 Glucoseldsungen verwendet. Die dabei erhaltenen Ergebnisse
sind ebenfalls in der folgenden Tabelle zusammengestellt.

Tabelle
Element gemiss Glucose-Gehalt Dichte, gemessen
Beispiel Nr. des Priiflings durch Reflexion
(mg/Deziliter) von weissem Licht
1 0 0,28
100 0,36
150 0,37
200 0,40
300 0,47
400 0,52
600 0,53
800 0,53
2 0 0,23
100 0,36
150 0,42
200 0,47
300 0,54
400 0,55
600 0,56
800 0,60
1 Blatt Zeichnungen
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