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Erfindungsanspruch:

1. Verfahrenzur Stabilisierung eines amperometrischen Harnsaure-MeRverfahrensin Untersuchungsfliissigkeiten mittels einer
enzymlosen membrangeschiitzten Elektrodenanordnung, bestehend aus einer Arbeitselektrode und einem
Bezugselektrodensystem, dadurch gekennzeichnet, daB vor Durchfiihrung des MeRverfahrens die Arbeitselektrode bei
Potentialen der Sauerstoffreduktion aktiviert und danach an der Arbeitselektrode Harnsdure in einer Konzentration, die
gegeniiber der physiologischen Harnsiurekonzentration im menschlichen Blutserum hoch ist, amperometrisch oxidiert wird
und daB bei Durchfiihrung des MeBverfahrens in ihrer ionalen Zusammensetzung aufeinander abgestimmite, salzhaltige
Calibrier- und MeRldsungen verwendet werden.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB im diskontinuierlichen oder im kontinuierlichen Betrieb gearbeitet

wird.

. Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daf die Arbeitselektrode mindestens eine Minute aktiviert wird.

. Verfahren nach Punkt 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB Harnsaure mindestens eine Minute oxidiert wird.

. Verfahren nach Punkt 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB chloridhaltige Calibrier- und MeRldsungen, die Chlorid in

untereinander vergleichbarer Konzentration enthalten, verwendet werden.

6. Verfahren nach Punkt 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daR chloridhaltige Calibrier- und MeRldsungen, deren Chloridgehalt
im Konzentrationsbereich des Innenelektrolyten der Elektrodenanordnung liegt, verwendet werden.

o bW

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die Stabilisierung eines Verfahrens zur direkten Bestimmung von Harnsiurekonzentrationenin
Untersuchungsfliissigkeiten wie z. B. Serum, Plasma oder Fermentationslésungen. Sie eignet sich fiir die Stabilisierung der
quantitativen Harnsdurebestimmung in mikrobiologischen und in klinisch-chemischen Laboratorien und ist anwendbar bei der
routinemiRigen Vorbereitung der Elektrodenanordnung fir Einzel- oder Serientests.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Die bisher in der Praxis angewandten Verfahren zur Harnsaurebestimmung beruhen entweder auf der Fahigkeit der Harnséure,
andere Stoffe zu reduzieren oder auf der Méglichkeit einer direkten oder indirekten spezifischen Messung der sich bei der
enzymatischen Umsetzung mit Hilfe des Enzyms Uricase (Urat: 0,0xidreductase) verdndernden Ausgangs- (O,)- bzw.
Endproduktes (H,0,) oder auf der Méglichkeit der direkten elektrochemischen Harnsiureoxidation an einer amperometrischen
Elektrodenanordnung entsprechend

Harnséure __—PA—n:de Allantion + Folgeprodukte
Letzteres Verfahren hat den Vorteil einer vollstindigen Einsparung von teurem Enzym in geloster oderimmobilisierter Formund
wird nach einem kinetischen MeRprinzip durchgefiihrt (M. Janchen et al., Biomed. Biochim. Acta, 42 [9] [1983], 1055-1065).
Damit entfallen Probleme, die mit dem kommerziellen Vertrieb der empfindlichen Enzymprépate verbunden sind
(Thermoinstabilitit, Feuchtigkeit etc.). Als MeRkammer und MeBelektrodenanordnung dient eine tibliche elektrochemisch-
amperometrische Anordnung (DDR-Patent G01N/217873), in der die Harnsdurebestimmung entsprechend einer bekannten
Verfahrensweise vorgenommen wird (DDR-Patent G01N/203810). Allerdings zeigte sich, daB dieses relativ einfach
durchfiihrbare enzymlose elektrochemisch-amperometrische Verfahren von einigen wichtigen Randproblemen hinsichtlich
seiner Praktikabilitat bzw. Stabilitat iber lange MeBzeiten abhangig ist: Vorbehandlung und Vorgeschichte der elektrochemisch-
amperometrischen Elektrodenanordnung (Arbeitselektrode, Bezugselektrodensystem) haben einen groBen Einfluf auf die
Richtigkeit und Reproduzierbarkeit der gemessenen Harnséurewerte in Untersuchungsflissigkeiten wie z. B. biologischen
Fliissigkeiten oder menschlichen Untersuchungsmaterialien. Hierfir sind Stérungen an der Arbeitselektrode (z.B. Pt oder C)
verantwortlich (R.N.Adams, ,Electrochemistry at solid electrodes”, M. Dekker, New York/Basel, 1969). Zur Umgehung dieser
Einfliisse kénnen neben einer vor der Messung erfolgenden Selektion der Elektroden beziiglich ihrer Eignung
Elektrodenvorbehandlungsmethoden angewandt werden, die fiir einige andere elektrochemisch-analytische Probleme zwar
bekannt, aber von Fall zu Fall unterschiedlich sind. Andererseits ist die Praktikabilitat insbesondere fir Routinemethoden durch
zusitzliche aufwendige Elektronik oft eingeschrankt (z.B. K. Lemke et al.; Bioelectrochem. Bioenergetics 8 [1981], 115-124).
Andere Verfahren sind zeitaufwendig und bedienen sich aggressiver Lsungen zur Vorbehandlung der Elektroden. Sie sind
daher nicht fiir membranbespannte Elektroden geeignet. AuRerdem fithren sie oft nur zeitweise zu reproduzierbaren
Messungen. Insgesamt sind die Verdnderungen an Elektrodenoberflachen wie Platin bei Polarisationsvorgdngen kompliziert
und noch nicht vollstdndig aufgeklart.
Bei der elektrochemisch-amperometrischen Bestimmung von Harnsdure in Untersuchungsfliissigkeiten mittels einer
membrangeschiitzten, enzymlosen Elektrodenanordnung (Arbeitselektrode, Bezugselektrodensystem) ist uns ein geeignetes
Verfahren zur Stabilisierung der Messungen nicht bekannt geworden.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, die nachteiligen Einflisse auf die Richtigkeit und Reproduzierbarkeit der Messungen, die
infolge unterschiedlicher Vorgeschichte und Vorbehandlung der zur amperometrischen Bestimmung von Harnséaure in
Untersuchungsfliissigkeiten verwendeten membrangeschiitzten, enzymlosen Elektrodenanordnung (Arbeitselektrode,
Bezugselektrodensystem) auftreten, auszuschalten. ’
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Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, mit einer an sich bekannten membrangeschiitzten, enzymlosen Elektrodenanordnung
(Arbeitselektrode, Bezugselektrodensystem) bei der amperometrischen Bestimmung von Harnséure in
Untersuchungsfliissigkeiten auch Gber gréBere MeBserien stabil und zuverlissig richtige Messungen zu erméglichen.
ErfindungsgemaR wird die Aufgabe dadurch gelést, daB vor Durchfithrung des MeRverfahrens die Arbeitselektrode bei
Potentialen der Sauerstoffreduktion mindestens eine Minute lang aktiviert und danach an der Arbeitselektrode Harnsaure in
einer Konzentration, die gegentiber der physiologischen Harnséurekonzentration im menschlichen Blutserum hoch ist,
amperometrisch mindestens eine Minute oxidiert wird und daR bei Durchfiihrung des MeRverfahrens in ihrer ionalen
Zusammensetzung aufeinander abgestimmte salzhaltige Calibrier- und MeRIdsungen verwendet werden.

Bei der erfindungsgeméafRen Vorbehandlung der Elektrodenanordnung kann sowohl im diskontinuierlichen aIs auchim
kontinuierlichen {DurchfluB, flow injection) Betrieb gearbeitet werden.

Diese Prozedur ist unkompliziert und nimmt nur etwa fiinf Minuten zusétzliche Arbeitszeit vor Beginn des eigentlichen
MefRvorganges in Anspruch. Bei Durchfliihrung des Mevorganges werden Calibrier- und MeRIsungen verwendet, die
erfindungsgemaéf Chlorid-lonen in vergleichbarer Konzentration enthalten. Diese Chlorid-lonen-Konzentrationen liegenim
Konzentrationsbereich des Innenelektrolyten der Elektrodenanordnung.

Die Anwendung der erfindungsgeméafRen Losung erméglicht stabile und zuverlassig richtige amperometrische Messungen der
Harnsdurekonzentration in Untersuchungsfitissigkeiten ohne Einsatz von Enzymen und auch bei iangeren MeBserien ohne die
Notwendigkeit einer haufigen Nachcalibrierung.

Ausfiihrungsbeispiel

Die Erfindung soll nachstehend an zwei Ausfiihrungsbeispielen erldutert werden.

Beispiel 1:

Verwendet wird eine flir direktamperometrische Harnsiuremessungen anwendbare Elektrodenanordnung (ihnlich einer
Clark-Elektrode, allerdings mit einer fiir niedermolekulare Stoffe permeablen Membran). Arbeitselektrode ist eine
Platinelektrode, Gegen- und Bezugselektrode eine gréRere Ag/AgCl-Elektrode, innerer Leitelektrolyt (Innenelektrolyt) ist 0,1 mol/
I KCI-Lésung oder Gel. Die Elektrodenanordnung wird fir die Messung in gut geriihrte Boratpuffer- oder Phosphatpufferldsung
mit 0,06 mmol/I KCI-Gehalt eingetaucht; zweckmaBig ist eine MeRkammer entsprechend der elektrochemisch-enzymatischen
Glucosemessung.

Die Elektrodenanordnung ist bei der Messung an ein elektronisches MeRgerit angeschlossen, das sowohl die Strom-Zeit-Kurve
differenziert und eine bei einem Potential von 0,4V zwischen Arbeits- und Bezugselektrode gentigende Stromempfindlichkeit
aufweist (bei Pt-Elektrodendurchmesser 0,5... 1 mmim nA-Bereich). AuRerdem soll das Gerat eine Umschaltung der Polarisation
der Arbeitselektrode auf das Potential der O,-Bildung gestatten, z.B. —0,6V vs. Ag/AgCl.

Elektrodenvorbehandlung und MeBvorgang:

Der MeRvorgang entspricht der fiir die elektrochemische Harnsdurebestimmung angegebenen Verfahrensweise. Vor dem
MeRBvorgang sind erfindungsgemaR folgende Schritte vorzunehmen:

Zunéchst erfolgt eine 2-3minlitige Aktivierung der Pt-Arbeitselektrode bei dem Potential der O,-Reduktion in dem
entsprechenden Grundpuffer. Danach wird dieser erneuert und das Potential auf das Potential der Harnsdureoxidation bzw. der
Harnsduremessung umgestellt. Danach erfolgt die Zugabe einer konzentrierten Harnsaureldsung (z.B. 6mmol/l) so, daR eine
Harnsdurekonzentration von ca. 1mmol/l in der MeRBkammer resultiert. Diese Lésung verbleibt mindestens 1 Minute vor der
Elektrodenanordnung, wird danach abgesaugt und nach Spiilen wieder durch Grundpuffer ersetzt; in dem sich der
~harnséurefreie” Grundstrom einstelit {(Anderungsgeschwindigkeit des Stromsignals = 0).

Nun erfolgt die Calibrierung der Elektrodenanordnung mit 0,15mol/I Chlorid enthaltenden Harnséure-Calibrierlésungen.
Danach werden in den 0,15mol/I Chlorid enthaltenden MeRlésungen die zu ermittelnden Harnsaurekonzentrationen

bestimmt.

Der erfindungsgemag einzusetzende Chloridgehalt liegt sowoh! in der Calibrier- als auch in den MeRl&sungen
gréBenordnungsméRig im Konzentrationsbereich des Innenelektrolyten der Elektrodenanordnung.

Die MeRBlésungen werden durch Verdiinnen der Untersuchungsflissigkeiten, z.B. Patientenblutseren, mit Grundpuffer
hergestellt.

Beispiel 2:

Verwendet wird eine DurchfluBkammer nach der fiir O,-Messungen tblichen Art mit zugehériger Mikro-Elektrodenanordnung,
oder nach Art der in FlieRautaten zur elektrochemischen Substratbestimmung mit Enzymelektroden hergestellten
DurchfluBmeRkammern dhnlichen Aufbaus.

Die eingesetzte Elektrodenanordnung wird an ein elektronisches Gerét entsprechend Beispiel 1 angeschlossen.
Elektrodenvorbehandlung und MeRRvorgang

Die DurchfluBmeRkammer wird auf 25°C temperiert oder bei durchlaufendem Grundpuffer (Boratpuffer, Phosphatpuffer) auf ein
Temperaturgleichgewicht mit der Umgebung gebracht.

Danach erfolgt als erfindungsgeméaRe Vorbehandlung die Aktivierung der Arbeitselektrode im durchlaufenden Grundpuffer
durch Polarisation beim Potential der O,-Reduktion Gber ca. 3 Minuten.

Anschlieend wird eine kontinuierliche Harnsiureoxidation aus einer 1 mmol/I-haltigen Harnsaure/Grundpufferldsung, die
mindestens 1 Minute bei +0,4V gegen Ag/AgCl durch die MeRkammer gesaugt wird, vorgenommen.

Nach erneuter Einstellung des O-Stromes durch kontinuierliches Einsaugen des Grundpuffers zur Splilung erfolgt die
Calibrierung der Anordnung mit 0,06 mol/I Chlorid enthaltenden Harnséure-Calibrierldsungen. Danach werden in den 0,06 mol/I
Chlorid enthaltenden MeBI6sungen die zu ermittelnden Harnsaurekonzentrationen bestimmt.

Bei der Herstellung der MeRldsungen werden z. B. Blutseren mit Grundpuffer verdiinnt, wobei die zweckméRige Verdiinnung bei
1:10 bis 1:51 liegt.

Bei entsprechender Wahl von Spiil- und Probenahmezeit sind Analyseraten bis zu 100 Bestimmungen/h méglich.
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