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Beschreibung

GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Biosenso-
ren, die eine spezifische Komponente in verschiede-
nen Probenlösungen aus dem lebenden Körper 
schnell und leicht mit hoher Genauigkeit quantitativ 
bestimmen können, und ein Verfahren zu ihrer Her-
stellung.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] In den letzten Jahren sind verschiedene, 
eine spezifische, katalytische, Enzymen eigene Wir-
kung verwendende Biosensoren entwickelt worden, 
und insbesondere ist versucht worden, Biosensoren 
auf dem klinischen Gebiet anzuwenden. In der heuti-
gen Zeit, wo Untersuchungsgegenstände und Probe-
mahlen zunehmen, sind Biosensoren, die schnelle 
Analyse mit hoher Genauigkeit bieten können, ge-
wünscht worden.

[0003] Einen Glucosesensor als Beispiel nehmend, 
hat Diabetes heutzutage merklich zugenommen, und 
zur Messung und Kontrolle des Blutzuckerspiegels 
im Blut benötigt es eine sehr lange Zeit, da konventi-
onellerweise Blut zentrifugiert und Plasma für die 
Messung vorgesehen wird. So wird ein Sensor, der 
Messung mit Gesamtblut durchführen kann, benötigt. 
Als handlichen Typ gibt es einen Stab-ähnlichen Trä-
ger, der mit einem Träger darauf versehen ist, der ein 
Enzym, das fähig ist, nur mit Glucose zu reagieren, 
und einen Farbstoff enthält, der eine Änderung nach 
Enzymreaktion oder durch das Produkt der Enzymre-
aktion verursacht, wie ein für die Untersuchung von 
Urin verwendeter Teststreifen. Der Stab hat das Sys-
tem, dass Blut auf den Träger getropft und nach einer 
bestimmten Zeitdauer eine Änderung des Farbstoffs 
visuell oder optisch bestimmt wird. Jedoch ist die Stö-
rung aufgrund gefärbter Stoffe im Blut schwerwie-
gend, was in einer niedrigen Genauigkeit resultiert.

[0004] Nun wird ein Mehrfachschichttyp-Analysen-
träger, wie in Fig. 1 gezeigt, vorgeschlagen (offenge-
legte Japanische Gebrauchsmuster-Anmeldung Nr. 
54-178495). Der Träger hat den Aufbau umfassend 
einen transparenten Träger 51, der darauf der Rei-
henfolge nach mit einer Reagensschicht 52, einer 
Verteilerschicht 53, einer wasserabweisenden 
Schicht 54 und einer Filterschicht 55 versehen ist. 
Die Messung hat das folgende System: Wenn eine 
Blutprobe von oben aufgetropft wird, werden feste 
Bestandteile im Blut, wie rote Blutkörperchen, Plätt-
chen etc., durch die Filterschicht 55 entfernt, das Blut 
tritt gleichmäßig hindurch in die Verteilerschicht 53
durch ein Loch 56 in der wasserabweisenden 
Schicht, und eine Reaktion läuft in der Reagens-
schicht 52 ab. Nach Vollendung der Reaktion wird ein 
Licht aus der Pfeilrichtung durch den transparenten 

Träger 51 eingestrahlt, wodurch eine Substratkon-
zentration durch Colorimetrie bestimmt wird. Das 
System hat einen komplizierten Aufbau, verglichen 
mit dem konventionellen handlichen Stab-ähnlichen 
Träger, aber seine Genauigkeit ist verbessert, da 
Blutzellen entfernt werden, etc. Jedoch dauert der 
Durchtritt von Blut und die Reaktion eine lange Zeit, 
so dass die wasserabweisende Schicht 54, die 
Trocknen der Probe verhindert, benötigt wird. Zusätz-
lich ist Inkubation bei einer hohen Temperatur zur Re-
aktionsbeschleunigung erforderlich. So bringt das 
System Probleme mit sich, dass Vorrichtungen und 
Träger kompliziert werden.

[0005] Auf der anderen Seite ist ein Biosensor, wie 
in Fig. 2 gezeigt, als das System zur quantitativen 
Analyse eines spezifischen Bestandteils in einer Pro-
be wie Blut, etc. aus dem lebenden Körper mit hoher 
Genauigkeit, ohne Durchführung von Arbeitsgängen 
wie Verdünnen, Schütteln etc. der Probenlösung, 
vorgeschlagen worden (zum Beispiel offengelegte 
Japanische Patentanmeldung Nr. 59-166852). Der 
Biosensor umfasst eine isolierende Basisplatte 63
mit einer darin eingebetteten Messelektrode 64 und 
einer Gegenelektrode 65 aus Platin, etc., mit Leitun-
gen 61 bzw. 62, und die freiliegenden Bereiche dieser 
Elektroden sind mit einem porösen Material 66 be-
deckt, das darauf eine Oxidoreduktase und einen 
Elektronenakzeptor trägt. Wenn eine Probenlösung 
auf das poröse Material aufgetropft wird, werden die 
Oxidoreduktase und der Elektronenakzeptor in der 
Probenlösung gelöst, wodurch eine Enzymreaktion 
mit einem Substrat in der Probenlösung abläuft und 
der Elektronenakzeptor reduziert wird. Nach Reakti-
onsvollendung wird der reduzierte Elektronenakzep-
tor elektrochemisch oxydiert, und eine Substratkon-
zentration in der Probe wird aus einem in diesem Fall 
erhaltenen Stromlevel für die Oxidation bestimmt. In 
solch einem Aufbau benötigen die Elektroden jedoch 
Arbeitsvorgänge, wie Waschen etc., während das po-
röse Material für jede Analyse ausgewechselt wer-
den kann, um dadurch leicht eine Messung zu er-
möglichen. Wenn es auf der anderen Seite möglich 
ist, die Vorrichtung einschließlich des Elektrodensys-
tems für jede Messung zu verwerfen, werden die Ar-
beitsvorgänge für die Messung extrem einfach, aber 
unter Gesichtspunkten von Elektrodenmaterialien, 
wie Platin etc., Aufbau und dergleichen, ist die Vor-
richtung unvermeidlich sehr teuer. Für den Aufbau 
von Platinelektroden kann auch die Zerstäubungs-
methode oder Abscheidungsmethode angewendet 
werden, aber Produktionskosten steigen.

[0006] Als ein das Elektrodensystem enthaltendes 
Einweg-System ist ein in der offengelegten Japani-
schen Patentanmeldung Nr. 61-294351 beschriebe-
ner Biosensor vorgeschlagen worden. Wie in Fig. 3
gezeigt, werden in diesem Biosensor die Elektroden-
systeme 72 (72'), 73 (73') und 74 (74'), zusammen-
gesetzt aus Kohlenstoff etc., auf einer isolierenden 
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Basisplatte 71 durch Siebdruck etc. gebildet; nach 
Aufbringen einer isolierenden Schicht 75 darauf wer-
den die Elektrodensysteme mit einem porösen Mate-
rial 77, das darauf eine Oxidoreduktase und einen 
Elektronenakzeptor trägt, bedeckt, und das Ganze 
wird mit einem Halterahmen 76 und einer Abdeckung 
78 integriert. Wenn eine Probenlösung auf das porö-
se Material getropft wird, werden die Oxidoreduktase 
und der Elektronenakzeptor in der Probenlösung ge-
löst, wodurch eine Enzymreaktion mit einem Substrat 
in der Probenlösung abläuft und der Elektronenak-
zeptor reduziert wird. Nach Vollendung der Reaktion 
wird der reduzierte Elektronenakzeptor elektroche-
misch oxydiert und eine Substratkonzentration in der 
Probe aus einem in diesem Fall erhaltenen Stromle-
vel für die Oxidation bestimmt.

[0007] In dem vorangehenden konventionellen Auf-
bau wird die Basisoberfläche einschließlich des Elek-
trodensystems nicht immer gleichförmig befeuchtet, 
so dass Luftblasen zwischen dem porösen Material 
und der Basisplatte zurückbleiben, wodurch ein An-
sprechstrom beeinflusst wird oder seine Reaktionsra-
te gelegentlich herabgesetzt wird. Wenn ferner 
Feuchtigkeit einer Umgebung gering ist, verdampft 
die Feuchtigkeit in einer Probenlösung während der 
Messung, so dass eine Änderung im Ansprechver-
halten beobachtet wird. Wenn darüber hinaus eine 
Substanz, die leicht an die Elektroden adsorbiert 
wird, oder eine Substanz, wie Ascorbinsäure oder 
dergleichen, die leicht oxydiert wird, in einer Proben-
lösung zugegen ist, wird das Ansprechverhalten des 
Sensors durch eine solche Substanz beeinflusst.

[0008] Daher sind als Sensoren zur Messung eines 
spezifischen Bestandteils in einer lebensnotwendi-
gen Probenlösung, wie Blut oder dergleichen, ein-
fach und schnell mit hoher Genauigkeit, Sensoren er-
wünscht, die durch bloßes Aufbringen einer Spuren-
menge von Probenlösung Messdaten liefern können, 
ohne die Probenlösung zu verdünnen oder zuvor 
quantitativ zu bestimmen. Darüber hinaus sind Sen-
soren vom Einweg-Typ erwünscht, die frei von Ar-
beitsvorgängen wie Waschen, Wischen etc. sind.

[0009] Schließlich wird festgestellt, dass, außer den 
obigen plattenartigen Vorrichtungen, EP-A-0267724
Testvorrichtungen zum Ausführen mikrochemischer 
Tests, worin ein chemisch oder elektrochemisch akti-
ves Material auf eine innere Oberfläche eines Behäl-
ters aufgebracht wird, offenbart.

OFFENBARUNG DER ERFINDUNG

[0010] Der Biosensor der Erfindung ist in Anspruch 
1 definiert. Das Verfahren zur Herstellung eines Bio-
sensors ist in Anspruch 11 beschrieben. Bevorzugte 
Ausführungsformen sind in den abhängigen Ansprü-
chen beschrieben.

[0011] Der Biosensor der vorliegenden Erfindung 
umfasst eine isolierende Basisplatte, worauf das 
Elektrodensystem vorgesehen ist, bestehend aus 
mindestens einer Messelektrode und einer Gegene-
lektrode und auf dem Elektrodensystem einer eine 
Enzymschicht und eine Elektronenakzeptorschicht 
umfassenden Reaktionsschicht. Weiterhin wird durch 
Integrieren dieser Einheit mit einem Überzug bzw. ei-
ner Abdeckung ein Raum, die Reaktionsschicht ein-
schließend, gebildet, der mit einer Einlassöffnung 
zum Einführen einer Probenlösung in den Raum und 
einer Auslassöffnung zum Ablassen eines Gases in 
dem Raum durch Einfließen der Probenlösung verse-
hen ist. Eine durch die Reaktion zwischen dem En-
zym und der Probenlösung verursachte Konzentrati-
onsänderung einer Substanz wird durch das Elektro-
densystem wahrgenommen, um dadurch eine Subst-
ratkonzentration in der Probenlösung zu bestimmen.

[0012] Darüber hinaus kann das Elektrodensystem 
auch aus einem Mehrfachsatz von Elektrodensyste-
men bestehen, und Reaktionsschichten, entspre-
chend dem Mehrfachsatz von Elektrodensystemen, 
sind vorgesehen, wodurch die unabhängigen Sen-
sorsysteme aufgebaut werden können. Durch diese 
Vorgehensweise können zwei oder mehr Substrat-
konzentrationen gleichzeitig bestimmt werden. Darü-
ber hinaus können auch zwei Paare von Elektroden-
systemen verwendet werden, worin ein Elektroden-
system zur Messung und ein anderes Elektrodensys-
tem als Bezug verwendet wird. Durch Bestimmen ei-
ner Differenz im Ansprechverhalten zwischen den 
Elektrodensystemen kann Störung durch Ascorbin-
säure etc. eliminiert werden.

[0013] Weiterhin wird durch Integrieren der Basis-
platte, des Elektrodensystems und der Reaktions-
schicht mit dem Überzug bzw. der Abdeckung ein 
Raum gebildet, und die Oberfläche der den Raum 
aufbauenden Teile wird hydrophil gemacht, wodurch 
eine bestimmte Menge von Probenlösung in den 
oben beschriebenen Raum, durch einen einfachen 
Arbeitsvorgang durch bloßes in-Kontakt-Bringen ei-
ner Spurenmenge einer Probenlösung mit der Einlas-
söffnung des Sensors, leicht eingebracht werden 
kann.

[0014] Die eingebrachte Probenlösung löst den 
Elektronenakzeptor, Enzym und hydrophile, hochmo-
lekulare Substanz in der Reaktionsschicht, wo eine 
Enzymreaktion abläuft, unter Umwandlung der Pro-
benlösung in eine viskose Flüssigkeit. Durch die En-
zymreaktion wird ein reduzierter Elektronenakzeptor 
hergestellt, ansprechend auf die Substratkonzentrati-
on in der Probenlösung. Dann wird der reduzierte 
Elektronenakzeptor elektrochemisch auf der Messe-
lektrode oxydiert, um die Substratkonzentration aus 
einem Stromlevel für die Oxidation zu bestimmen.

[0015] In dem Biosensor der vorliegenden Erfin-
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dung wird eine hydrophile, hochmolekulare Substanz 
verwendet, so dass der Einfluss von festen Bestand-
teilen, wie roten Blutkörperchen und dergleichen, in 
einer Blutprobe auf die Elektroden verhindert werden 
kann, und gleichzeitig, durch Vorsehen des Raumes, 
Verflüssigung der Probenlösung auf den Elektroden 
wirksam verhindert werden kann. So kann ein Ein-
fluss durch Vibration während der Messung verhin-
dert werden.

[0016] Auf der anderen Seite besteht die Reaktions-
schicht in dem Biosensor der vorliegenden Erfindung 
aus einer Enzymschicht und einer darauf vorgesehe-
nen Elektronenakzeptorschicht. Weiterhin sind, 
durch Vorsehen einer hydrophilen hochmolekularen 
Substanzschicht zwischen diesen Schichten, das En-
zym und der Elektronenakzeptor voneinander ge-
trennt, um einen Biosensor mit ausgezeichneten 
Haltbarkeitseigenschaften zu liefern.

[0017] Erfindungsgemäß kann ein das Elektroden-
system einschließender Einweg-Biosensor so aufge-
baut sein, dass eine Substratkonzentration in der 
Probe, zum Beispiel eine Glucosekonzentration im 
Blut, rasch in einem einfachen Arbeitsgang mit hoher 
Genauigkeit, durch bloße Zugabe einer extremen 
Spurenmenge von Probenlösung bestimmt werden 
kann, ohne Verdünnen oder quantitatives Bestimmen 
der Probenlösung im voraus.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0018] Fig. 1 ist eine veranschaulichende Zeich-
nung, die ein Beispiel herkömmlicher Glucosesenso-
ren zeigt. Fig. 2 und Fig. 3 zeigen veranschauli-
chend herkömmliche Enzymelektroden verwenden-
de Glucosesensoren. Fig. 4 zeigt eine perspektivi-
sche Ansicht eines auseinandergenommenen Bio-
sensors, der eine Ausführungsform der vorliegenden 
Erfindung ist. Fig. 5 zeigt eine Außenansicht des Bi-
osensors. Fig. 6 zeigt veranschaulichend eine Quer-
schnittsansicht des Biosensors. Fig. 7 zeigt eine An-
sprechcharakteristik des Biosensors. Fig. 8 zeigt 
eine perspektivische Ansicht eines auseinanderge-
nommenen Biosensors, der eine andere Ausfüh-
rungsform der vorliegenden Erfindung ist. Fig. 9 zeigt 
eine Außenansicht des Biosensors. Fig. 10, Fig. 12
und Fig. 13 zeigen perspektivische Ansichten aus-
einandergenommener Biosensoren, die andere Aus-
führungsformen der vorliegenden Erfindung sind. 
Fig. 11 zeigt eine perspektivische Ansicht eines aus-
einandergenommenen Biosensors, der eine andere 
Ausführungsform der Erfindung ist. Fig. 14 zeigt eine 
Beziehung zwischen Ascorbinsäurekonzentration 
und Ansprechcharakteristik. Fig. 15 zeigt eine Bezie-
hung zwischen dem Teilchendurchmesser von Kali-
umhexacyanoferrat (III) und der Zeit, nach der die 
Reaktion vollständig ist.

BESTE ANWENDUNGSWEISEN DER ERFINDUNG

Beispiel 1

[0019] In Beispiel 1 ist die Reaktionsschicht als Be-
zugsbeispiel angegeben.

[0020] In den folgenden erklärenden Zeichnungen 
in den Beispielen wird die gleiche Nummerierung für 
gemeinsame Elemente verwendet, und ihre Erklä-
rung ist teilweise weggelassen.

[0021] Als eine Ausführungsform des Biosensors ist 
ein Glucosesensor erklärt. Fig. 4 zeigt eine perspek-
tivische Ansicht eines auseinandergenommenen 
Glucosesensors, hergestellt als eine Ausführungs-
form des Biosensors gemäß der vorliegenden Erfin-
dung. Fig. 5 zeigt eine Außenansicht des Biosen-
sors. Fig. 6 zeigt veranschaulichend eine Quer-
schnittsansicht des Biosensors, der erhalten wird, 
wenn der in Fig. 5 gezeigte Biosensor in der Mitte in 
Längsrichtung aufgeschnitten wird. In Fig. 4 ist eine 
in Fig. 6 gezeigte Reaktionsschicht 14 nicht gezeigt.

[0022] Nachfolgend wird ein Verfahren zur Herstel-
lung des Sensors beschrieben. Silberpaste wird auf 
eine isolierende Basisplatte 1, zusammengesetzt aus 
Polyethylenterephthalat, durch Siebdruck aufge-
druckt, um Leitungen 2, 3 (3') zu bilden. Als nächstes 
wird eine einen Harzbinder enthaltende leitende Koh-
lenstoffpaste aufgedruckt. Durch Trocknen durch Er-
hitzen wird das Elektrodensystem, bestehend aus ei-
ner Messelektrode 4 und einer Gegenelektrode 5
(5'), gebildet. Darüber hinaus wird eine isolierende 
Paste aufgedruckt, um teilweise das Elektrodensys-
tem zu bedecken, um so den freiliegenden Bereich 
der Elektroden festzulegen und den unnötigen Teil 
der Leitungen zu bedecken. Durch eine Wärmebe-
handlung wird eine isolierende Schicht 6 gebildet.

[0023] Als nächstes wird der freigelegte Bereich des 
Elektrodensystems 4, 5 (5') poliert und dann an Luft 
bei 100°C für 4 Stunden wärmebehandelt. Nachdem 
der Elektrodenteil so aufgebaut wurde, wird eine 
0,5%ige wässrige Lösung von Carboxymethylcellulo-
se (nachfolgend einfach als CMC bezeichnet) als die 
hydrophile, hochmolekulare Substanz auf die Elek-
troden verteilt und getrocknet, um eine CMC-Schicht 
zu bilden. Eine Lösung von Glucoseoxidase (GOD) 
als Enzym in Phosphatpufferlösung wird darauf auf-
getragen und getrocknet, um eine Reaktionsschicht 
14 zu bilden, die aus CMC-GOD-Schicht besteht. In 
diesem Fall bilden CMC und GOD eine dünne 
Schicht mit einer Dicke von mehreren Mikrometern in 
einem teilweise vermischten Zustand.

[0024] Als nächstes werden drei Teile von dieser 
Basisplatte 1, ein Abstandshalter 7, bestehend aus 
einer Harzplatte und einem Überzug bzw. einer Ab-
deckung 9, in einer solchen räumlichen Anordnung 
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zwischen den betreffenden Teilen, wie durch die ge-
strichelten Linien wie in Fig. 4 gezeigt, zusammenge-
fügt, um den Sensor, wie in der Außenansicht in 
Fig. 5 gezeigt, zu integrieren. Hier hat der Abstands-
halter eine Dicke von ungefähr 300 μm und hat eine 
Form, dass der zentrale Teil in eine U-Form wegge-
schnitten wird mit einer Breite von 2 mm und einer 
Länge von 7 mm. Das Ende des Schnittteils wird eine 
Einlassöffnung 10 einer Probenlösung und der zen-
trale Teil bildet einen Raum 8, wenn integriert. Darü-
ber hinaus besitzt der Überzug bzw. die Abdeckung 9
ein Loch mit einem Durchmesser von 2 mm und bil-
det eine Auslassöffnung 11, wenn integriert.

[0025] Wenn die Einlassöffnung am Ende des Glu-
cosesensors, wie oben beschrieben aufgebaut, mit 
einer Glucosestandardlösung (200 mg/dl) in Kontakt 
gebracht wird, die eine Probenlösung ist, wird die 
Probenlösung durch die Einlassöffnung 10 in das In-
nere eingebracht. In diesem Fall wird die Luft in dem 
Raum 8 rasch durch die Auslassöffnung 11 abgelas-
sen, und gleichzeitig wird der Raum mit der Proben-
lösung bis nahe an die Auslassöffnung aufgefüllt. So 
verteilt sich die Probenlösung rasch auf der Elektro-
denoberfläche, um den Raum auszufüllen, so dass ir-
gendwelche zurückbleibenden Luftblasen nicht be-
merkt werden.

[0026] Dies ist vermutlich so, weil die Probenlösung 
in eine Richtung durch Vorsehen der Einlassöffnung 
und der Auslassöffnung fließen würde, und wegen 
der hydrophilen, hochmolekularen, zuvor auf den 
Elektroden gebildeten Substanzschicht würde Benet-
zen auf der Elektrodenoberfläche verbessert werden, 
so dass das Gas glatt gegen die Flüssigkeit ausge-
tauscht wird.

[0027] Weiter kann die Probenlösung durch vorheri-
ges Behandeln der Oberflächen der den Raum bil-
denden Teile, wie der Überzug bzw. die Abdeckung, 
Abstandshalter, etc., mit einem oberflächenaktiven 
Mittel, um sie hydrophil zu machen, glatter einge-
bracht werden.

[0028] Auf der anderen Seite löst die zugesetzte 
Probenlösung CMC darin, um die Flüssigkeit viskos 
zu machen. Glucose in der Probenlösung reagiert mit 
dem Enzym durch die Wirkung von auf die Elektro-
den aufgebrachter Glucoseoxidase, um Wasserstoff-
peroxid zu bilden. Daher wird die Messelektrode 
durch Anlegen einer Spannung von 1 V zwischen den 
Elektroden eine Minute nach Einbringen der Proben-
lösung in die Anodenrichtung polarisiert. Durch Anle-
gen einer Spannung zur Anodenrichtung oben be-
schrieben, wird ein oxydierender Strom für das er-
zeugte Wasserstoffperoxid erhalten. Dieser Stromle-
vel entspricht der Konzentration von Glucose, die ein 
Substrat ist.

[0029] Als ein Beispiel der Ansprechcharakteristik 

des wie oben beschrieben aufgebauten Sensors wird 
die Beziehung zwischen einem Stromlevel 5 Sekun-
den nach Anlegen von Spannung und einer Glucose-
konzentration in Fig. 7, A, gezeigt, was anzeigt, dass 
eine gute Ansprechcharakteristik erhalten wurde.

[0030] Weiter wurde in Bezug auf 30 Glucosesenso-
ren mit der gleichen Spezifikation wie oben beschrie-
ben die gleiche Probenlösung mit den Sensoren ge-
testet. Ein Variationskoeffizient war ungefähr 5%.

[0031] Darüber hinaus wurde der Einfluss durch 
Verdampfen unter Feuchtigkeitsbedingungen von 
30% und 80%, unter Verwendung von je 10 Sensoren 
untersucht und mit dem in Fig. 3 gezeigten Glucose-
sensor, der in einer konventionellen Bauweise herge-
stellt wurde, durch Ausprobieren verglichen. In den 
Glucosesensoren gemäß dem Beispiel war der Ein-
fluss vernachlässigbar, sogar nach 5 Minuten Stand-
zeit. Jedoch war die Verdampfung in den Sensoren 
mit einer konventionellen Bauweise um ungefähr 3% 
höher unter der geringeren Feuchtigkeitsbedingung 2 
Minuten danach.

[0032] Wie oben beschrieben, kann der Glucose-
sensor gemäß dem Beispiel mit der oben beschriebe-
nen Bauweise rasch eine Spurenmenge der Proben-
lösung in die Reaktionsschichtzone absorbieren und 
eine Glucosekonzentration einfach und rasch mit ho-
her Genauigkeit ohne Einfluss durch Umgebungs-
feuchtigkeit, etc., bestimmen.

Beispiel 2

[0033] Das Verfahren war ziemlich das gleiche wie 
in Beispiel 1, bis die CMC-GOD Schicht gebildet wur-
de. Danach wurde weiter eine Reaktionsschicht, zu-
sammengesetzt aus einer CMC-GOD-Elektronenak-
zeptorschicht, darauf nach der folgenden Methode 
gebildet.

[0034] Oberflächenaktives Mittel, Lecithin (Phos-
phatidylcholin), wurde in Toluol gelöst, um 1 
gew.-%ige Lösung herzustellen und Mikrokristalle 
(ein mittlerer Teilchendurchmesser von weniger als 
10 μm) von Kaliumhexacyanoferrat (III) als Elektro-
nenakzeptor wurden in der Lösung dispergiert. Dann 
wurde Toluol abgedampft, um die Reaktionsschicht, 
zusammengesetzt aus CMC-GOD-Elektronenakzep-
torschicht, auf dem Elektrodensystem zu bilden, wo-
rauf mit einem Abstandshalter und einem Überzug 
bzw. einer Abdeckung wie in Beispiel 1 integriert wur-
de. So wurde ein Glucosesensor mit der in Fig. 5 ge-
zeigten Bauweise erhalten.

[0035] Als nächstes wurde eine Glucosestandardlö-
sung durch den Endteil des Sensors wie oben be-
schrieben eingebracht. Durch Anlegen einer Span-
nung von 600 mV zwischen den Elektroden nach un-
gefähr einer Minute, wurde durch die Enzymreaktion 
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gebildetes Kaliumhexacyanoferrat (II) auf der Messe-
lektrode oxydiert. Ein Stromlevel in diesem Fall wur-
de 5 Sekunden nach Anlegen der Spannung gemes-
sen. Als Ergebnis wurde eine extrem gut lineare Be-
ziehung zwischen der Glucosekonzentration und 
dem Ansprechstromlevel erhalten, wie in Fig. 7, B 
gezeigt. Weiter wurde, 30 Sensoren verwendend, ein 
Variationskoeffizient untersucht. Der Variationskoeffi-
zient war 2,6% mit Bezug auf die Glucosestandardlö-
sung und 3% mit Bezug auf die gesamte Blutprobe, 
die extrem gut waren. Weiter wurde mit Bezug auf 
Einfluss von Verdampfung ein Test, in einer Weise 
ähnlich Beispiel 1, ausgeführt und ähnliche Effekte 
wurden erhalten, wie oben beschrieben.

[0036] In dem obigen Beispiel wurde Kaliumhexacy-
anoferrat (III), wenn die Konzentration von Lecithin 
größer als 0,01 Gew.-% war, wirksam in Toluol dis-
pergiert, so dass Tropfen leicht wurde, um eine dün-
ne Kaliumhexacyanoferrat (III)-Lecithinschicht zu bil-
den. Wo kein Lecithin gegenwärtig ist, wurden Fehler, 
dass die Kaliumhexacyanoferrat (III)-Schicht nicht 
gleichmäßig gebildet oder die Basisplatte beim Bie-
gen abgelöst wurde, bemerkt. Jedoch konnte die Ka-
liumhexacyanoferrat (III)-Schicht, die gleichmäßig 
war und sich nur mit Schwierigkeit ablöste, durch Ein-
bringen von Lecithin leicht gebildet werden. Mit stei-
gender Lecithinkonzentration löste sich die Kalium-
hexacyanoferrat (III)-Schicht schwieriger ab, aber 
eine Auflösungsrate von Kaliumhexacyanoferrat (III) 
nahm auch ab. Daher wird 0,01 bis 3 Gew.-% für eine 
geeignete Konzentration gehalten. Polyethylengly-
kolalkylphenylether (Warenzeichen: Triton X) wurde 
anstelle von Lecithin verwendet. Um feine Teilchen 
von Kaliumhexacyanoferrat (III) in Toluol zu disper-
gieren, war mehr als 0,1% nötig, aber eine gute Kali-
umhexacyanoferrat (III)-Schicht konnte wie in dem 
Fall der Verwendung von Lecithin gebildet werden. 
Als das oberflächenaktive Mittel gibt es zusätzlich zu 
dem oben beschriebenen Beispiel Ölsäure, Polyoxy-
ethylenglycerinfettsäureester, Cyclodextrin, etc. 
Oberflächenaktive Mittel sind nicht besonders be-
schränkt, so lange wie sie den Elektronenakzeptor in 
einem organischen Lösungsmittel dispergieren kön-
nen und nicht die Enzymaktivität beeinflussen. Als 
das organische Lösungsmittel zum Vermischen des 
Elektronenakzeptors damit können Lösungsmittel, 
wie Toluol, Petrolether, etc., verwendet werden, so 
lange sie einen minimierten Einfluss auf GOD Aktivi-
tät und die gedruckten Elektroden besitzen.

[0037] Mit Bezug auf den Teilchendurchmesser des 
oben verwendeten mikrokristallinen Kaliumhexacya-
noferrat (III)s wurden kommerziell erhältliche Kristalle 
von Kaliumhexacyanoferrat (III) zu Pulvern gemah-
len, und Kristalle mit einem bestimmten Teilchen-
durchmesser wurden durch Sieben gesammelt, um 
eine Kaliumhexacyanoferrat (III)-Schicht zu bilden. 
Die Ansprechverhalten der gleichen aus Kristallen 
verschiedener Teilchendurchmesser hergestellten 

Glucosesensoren, wie oben beschrieben, wurden 
miteinander verglichen. Fig. 15 zeigt eine Sieb-Ma-
schengröße auf der Abszisse und auf der Ordinate 
eine Zeit zur Vollendung der Reaktion bis 400 mg/dl 
Glucose. Zahlen in Klammern zeigen eine Größe 
(μm) der Maschenöffnung an. Wie in Fig. 15 gezeigt, 
wurden die Kristalle mit einer kleineren Teilchengrö-
ße schneller aufgelöst und die zur Reaktionsvollen-
dung benötigte Zeit war kürzer. In dem mit durch 
145er Maschen (Japanischer Industriestandard) pas-
siertem Kaliumhexacyanoferrat (III) (Teilchengröße 
von 100 μm oder weniger) hergestellten Sensor war 
die Reaktion innerhalb von 2 Minuten vollendet. Zu-
dem konnten, wenn die Kaliumhexacyanoferrat 
(III)-Schicht hergestellt wurde, Kristalle mit einem 
kleineren Teilchendurchmesser eine gleichförmige 
Schicht bilden und lieferten weniger Ungleichmäßig-
keiten im Ansprechverhalten. Mikrokristalle von Kali-
umhexacyanoferrat (III) konnten durch Mahlen zu 
Pulvern gebildet werden, aber Umkristallisieren einer 
wässrigen Kaliumhexacyanoferrat (III)-Lösung aus 
Ethanol konnte leicht Kristalle mit einem Teilchen-
durchmesser von nicht mehr als 10 μm erzeugen. 
Wenn die Kaliumhexacyanoferrat (III)-Schicht aus 
solchen Kristallen gebildet wurde, wurde die Schicht 
dicht und die Zeit zur Reaktionsvollendung konnte 
verkürzt werden.

[0038] Wenn Kaliumhexacyanoferrat (III), fein zer-
teilt in Teilchendurchmesser von weniger als 100 μm, 
mit Toluol vermischt wurde und die Mischung getropft 
wurde, wurde Toluol rasch verdampft, und die Kali-
umhexacyanoferrat (III)-Schicht konnte in einem mi-
krokristallinen Zustand gebildet werden, so dass eine 
Auflösungsrate rasch war und rasche Messung er-
reicht wurde. Weiter konnte durch Verwendung des 
organischen Lösungsmittels die Kaliumhexacyano-
ferrat (III)-Schicht getrennt auf der 
CMC-GOD-Schicht gebildet werden, wodurch Halt-
barkeitseigenschaften verbessert werden konnten.

[0039] Durch Vorsehen der Einlassöffnung und der 
Auslassöffnung in dem oben beschriebenen Beispiel, 
können, zusätzlich zu der in Fig. 4 bis Fig. 6 gezeig-
ten Anordnung, Öffnungen in dem Überzug bzw. der 
Abdeckung 9 bzw. der Basisplatte 1 vorgesehen und 
als Einlassöffnung 10 und Auslassöffnung 11 ver-
wendet werden, wie in der perspektivischen Ansicht 
des auseinandergenommenen Sensors in Fig. 8 und 
in der Außenansicht in Fig. 9 gezeigt.

[0040] Darüber hinaus kann der Abstandshalter, wie 
in der perspektivischen Ansicht des auseinanderge-
nommenen Sensors in Fig. 10 gezeigt, in zwei Teile 
7 und 7' geteilt werden, und die Teile können als der 
Abstandshalter 8, die Einlassöffnung 10 und die Aus-
lassöffnung 11 verwendet werden.

[0041] Darüber hinaus wurde die Form des Endteils 
des Biosensors, mit dem in Fig. 5 gezeigten Aufbau, 
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wie in der in Fig. 11 gezeigten Außenansicht gerun-
det. So wurde ein Teil, der mit der Probenlösung in 
Kontakt gebracht wurde, fast auf die Einlassöffnung 
10 begrenzt, wenn die Probenlösung eingebracht 
wurde. So wanderte die Probenlösung nicht um die 
Peripherie der Einlassöffnung, sondern konnte sogar 
in einer kleinen Menge glatt eingebracht werden.

Beispiel 3

[0042] Der in Fig. 12 gezeigte Elektrodenteil wurde 
in einer Weise ähnlich Beispiel 1 aufgebaut. D.h. Sil-
berleitungen 3, 21, 22 und 23, Gegenelektrode 5 und, 
entsprechend dazu, drei Messelektroden 41, 42 und 
43 wurden auf einer Basisplatte gebildet, um drei 
Paare von Elektrodensystemen, die die Gegenelekt-
rode gemeinsam besitzen, aufzubauen. Als nächstes 
wurde eine aus CMC-GOD-Elektronenakzeptor-
schicht zusammengesetzte Reaktionsschicht um 
jede der Messelektroden in einer Weise ähnlich Bei-
spiel 2 gebildet.

[0043] Dann wurden ein Abstandshalter und ein 
Überzug bzw. eine Abdeckung zusammengefügt, um 
sie wie in Beispiel 1 zu integrieren. Hierin wird der Ab-
standshalter teilweise weggeschnitten zu einer 
„Kamm-ähnlichen" Form, und der weggeschnittene 
Teil bildet einen Raum 8. Der Raum ist in die betref-
fenden Elektrodensysteme unterteilt, aber ist fortlau-
fend als ein Ganzes, um einen gemeinsamen Raum 
zu bilden. Darüber hinaus wird das Ende die Einlass-
öffnung 10.

[0044] Entsprechend dem auf diesen jeweiligen 
Elektrodensystemen unterteilt konstruierten Raum 
sind drei Öffnungen in dem Überzug bzw. der Abde-
ckung 9 gebildet, um Auslassöffnungen 11, 12 und 13
zu bilden. Wenn die Einlassöffnung 10 mit einer Pro-
benlösung in Kontakt gebracht wird, wird die Proben-
lösung rasch in den Raum eingebracht, während sie 
die Luft in dem Raum durch die drei Auslassöffnun-
gen hinausdrängt.

[0045] Ein Ansprechverhalten auf die Glucosestan-
dardlösung wurde in Bezug auf die drei Elektroden-
systeme in einer Weise ähnlich Beispiel 2 gemessen, 
und sein Mittelwert wurde bestimmt, um es zu einem 
Ansprechverhaltenslevel für einen Sensor zu ma-
chen. Der Test wurde durchgeführt mit 30 Glucose-
sensoren mit der gleichen Spezifikation. Der Variati-
onskoeffizient war so gut wie 2%.

[0046] In dem Sensor vom Einweg-Typ ist es für 
verbesserte Zuverlässigkeit wichtig, die Faktoren für 
Fehler, eine Differenz im Elektrodengebiet jedes Sen-
sors einschließend, zu minimieren. Die Differenz zwi-
schen den Sensoren ist ein Grund für das Verursa-
chen einer Differenz im Fehler von Messdaten der 
gleichen Probenlösung. Jedoch kann, wie oben be-
schrieben, Messung mit höherer Genauigkeit durch 

Vorsehen einer Vielzahl von Elektrodensystemen für 
den gleichen Sensor und Erhalten eines Mittelwerts 
der Ansprechverhaltenslevel rasch erreicht werden.

[0047] Fig. 12 zeigt die Ausführungsform mit 3 Paa-
ren von Elektroden, aber die vorliegende Erfindung 
ist nicht darauf beschränkt und kann weiter eine gro-
ße Anzahl von Elektrodensystemen vorsehen. Darü-
ber hinaus ist die Gestalt des Raumes nicht auf die in 
den Figuren gezeigten beschränkt, desgleichen die 
Gestalt oder Anordnung der Elektrodensysteme.

Beispiel 4

[0048] Fig. 13 zeigt eine Variation des Aufbaus mit 
einer Vielzahl der Elektrodensysteme. In einer schon 
beschriebenen Weise, ähnlich Beispiel 1, wurden auf 
der Basisplatte Silberleitungen 21, 22 und 3 und zwei 
Paare der ihnen entsprechenden Elektrodensyste-
me, bestehend aus Messelektroden 41 und 42 und 
einer gemeinsamen Gegenelektrode 5, aufgebaut. 
Als nächstes werden, wie in Beispiel 2, nachdem eine 
Reaktionsschicht zusammengesetzt aus 
CMC-GOD-Kaliumhexacyanoferrat (III)-Schicht auf 
jedem der Elektrodensysteme gebildet wurde, ein 
Abstandshalter 7 und ein Überzug bzw. eine Abde-
ckung 9 daran angefügt. Hierin hat der Abstandshal-
ter zwei Öffnungen, die unabhängig Räume 81 und 
82 bilden, und Auslassöffnungen 11 und 12 entspre-
chend den Öffnungen und die gemeinsam verwende-
te Einlassöffnung 10 werden in dem Überzug bzw. 
der Abdeckung vorgesehen.

[0049] Mit Bezug auf den Glucosesensor mit dem 
oben beschriebenen Aufbau, wie in Fig. 3 gezeigt, 
wurde ein Durchschnitt von den Ansprechverhaltens-
werten von zwei Paaren von den Elektrodensyste-
men zur Glucosestandardlösung genommen und zu 
einem Messwert für einen Sensor gemacht. Wenn 30 
Sensoren mit der gleichen Spezifikation getestet wur-
den, war der Variationskoeffizient so gut wie 2,2%.

[0050] So kann in dem in Fig. 13 gezeigten Sensor 
Messung mit höherer Genauigkeit ausgeführt wer-
den. Zusätzlich können, da der Sensor die unabhän-
gigen Räume besitzt, verschiedene Probenlösungen 
mit einem Sensor gemessen werden, oder der Sen-
sor kann für Messung unter verschiedenen Bedin-
gungen in Zeit, Temperatur, etc. vorgesehen werden.

[0051] In dem oben beschriebenen Beispiel war 
eine Öffnung in dem Überzug bzw. der Abdeckung 
vorgesehen, um sie zu einer gemeinsamen Einlass-
öffnung zu machen, aber die vorliegende Erfindung 
ist nicht auf diese Ausführungsform beschränkt. Es 
ist wichtig, das Messsystem eine Vielzahl von Paaren 
der Elektrodensysteme und eine Vielzahl von unab-
hängigen Räumen umfassend aufzubauen. Daher 
können auch zwei Öffnungen vorgesehen werden, 
und Einlassöffnungen zu den betreffenden Räumen 
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können aufgebaut werden.

Beispiel 5

[0052] In Beispiel 5 ist die Reaktionsschicht als Be-
zugsbeispiel angegeben.

[0053] Unter Verwendung des Elektrodenteils, Ab-
standshalters und Überzugs bzw. der Abdeckung mit 
in Fig. 13 gezeigten Konstruktionen wurde ein unten 
beschriebener Glucosesensor konstruiert. Zuerst 
wurde eine aus CMC-GOD zusammengesetzte Re-
aktionsschicht auf einer Messelektrode 41 in einer 
Weise ähnlich Beispiel 1 gebildet. Auf der anderen 
Seite wurde CMC-Schicht alleine auf einer Messelek-
trode 42 gebildet.

[0054] Mit Bezug auf den Glucosesensor mit zwei 
Paaren der Elektrodensysteme, erhalten, wie oben 
beschrieben, wurde eine Ascorbinsäure in verschie-
denen Konzentrationen enthaltende Glucosestan-
dardlösung (200 mg/dl) auf die Einlassöffnung 10 ge-
tropft und auf jedes der Elektrodensysteme aufge-
bracht. Als nächstes wurde wie in Beispiel 1 eine 
Spannung von 1 V ungefähr 1 Minute nach Auftrop-
fen angelegt, und ein Stromlevel wurde 5 Sekunden 
danach gemessen. Die Ergebnisse sind in Fig. 14
gezeigt. Der Ausstoß des Elektrodensystems der 
CMC-GOD-Schicht ist durch A und der Ausstoß (Be-
zugsausstoß) des Elektrodensystems der 
CMC-Schicht alleine ist durch B gezeigt. Wie aus der 
Zeichnung ersichtlich ist, steigt der Ausstoß von A, 
wenn die Konzentration von Ascorbinsäure steigt, 
und andererseits wird ein ähnlicher Anstieg bemerkt 
mit dem Ausstoß von B. Dies zeigt an, dass die Emp-
findlichkeiten der betreffenden Elektrodensysteme 
gegenüber Ascorbinsäure beinahe gleich zueinander 
sind. Wenn eine Differenz im Ausstoß zwischen bei-
den Elektrodensystemen (A–B) davon erfasst wird, 
kann ein auf Glucose basierender Stromlevel erhal-
ten werden. So kann durch Verwendung von zwei 
Paaren der Elektrodensysteme ein Fehler aufgrund 
elektrodensensitiver Substanzen stark reduziert wer-
den. Solch ein Effekt wurde auch mit Harnsäure etc., 
zusätzlich zu Ascorbinsäure, bemerkt.

[0055] So kann durch Konstruieren des Sensors 
durch Vorsehen von zwei Paaren der Elektrodensys-
teme und Bilden einer hydrophilen, hochmolekularen 
Substanz-Enzymschicht auf einem Elektrodensys-
tem und einer hydrophilen, hochmolekularen Sub-
stanzschicht alleine auf einem anderen Elektroden-
system eine Substratkonzentration in der störende 
Substanzen enthaltenden Probenlösung mit guter 
Genauigkeit gemessen werden.

[0056] In dem Obigen kann, nachdem 
CMC-GOD-Schicht auf beiden Elektrodensystemen 
gebildet wurde, lokales Erwärmen durch Laser oder 
Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen, etc. auch auf 

nur ein Elektrodensystem angewendet werden, wo-
durch GOD inaktiviert wird, um das Elektrodensys-
tem für Bezugsausstoß vorzubereiten. So sind die 
Konstruktionen in den beiden Elektrodensystemen 
identisch außer für Enzymaktivität, so dass Ausstoß-
ströme aufgrund Störfaktoren in den beiden Elektro-
densystemen viel besser miteinander übereinstim-
men können, was in einer verbesserten Erkennungs-
genauigkeit mit dem Sensor resultiert.

[0057] In der vorangehenden Ausführungsform ist 
das Elektrodensystem, worin der Elektrodenteil zwei 
Elektroden der Messelektrode und die Gegenelektro-
de umfasst, beschrieben worden. Durch Konstruktion 
des Elektrodensystems durch drei darüber hinaus 
Silber/Silberchlorid enthaltende Elektroden kann die 
Genauigkeit weiter verbessert werden. Eine Ausfüh-
rungsform zur Konstruktion des Elektrodensystems 
umfasst das Drucken von 3 Silberleitungen auf eine 
Basisplatte, dann Drucken einer Kohlenstoffpaste auf 
lediglich die Endteile von zwei Leitungen, um einen 
Isolierschicht-Überzug aufzubringen, Behandeln der 
Oberfläche des Endteils der verbleibenden Leitung, 
in der Silber freiliegt, um Silberchlorid in eine Sil-
ber/Silberchloridelektrode zu überführen. So könnte 
das Elektrodensystem in einer solchen Weise aufge-
baut werden.

Beispiel 6

[0058] In Beispiel 5 wurden eine aus 
CMC-GOD-Kaliumhexacyanoferrat (III)-Schicht zu-
sammengesetzte Reaktionsschicht und eine aus 
CMC-Kaliumhexacyanoferrat (III) zusammengesetz-
te Schicht auf der Messelektrode 41 beziehungswei-
se der Messelektrode 42 in einer Weise ähnlich Bei-
spiel 2 gebildet. Messung wurde in einer Weise ähn-
lich Beispiel 5 durchgeführt, außer dass die angeleg-
te Spannung 0,6 V war. Einfluss von Ascorbinsäure 
konnte wie oben beschrieben ausgeschlossen wer-
den.

Beispiel 7

[0059] In Beispiel 5 wurde eine aus CMC-GOD-Ka-
liumhexacyanoferrat (III)-Schicht zusammengesetzte 
Reaktionsschicht auf der Messelektrode 41 in einer 
Weise ähnlich Beispiel 2 gebildet. Weiter wurde auf 
der Messelektrode 42 die CMC-Schicht gebildet, und 
eine aus Glucoseoxidase, Mutarotase und B-Gluco-
sidase zusammengesetzte Enzymschicht wurde 
dann darauf gebildet, und weiter wurde eine aus Ka-
liumhexacyanoferrat (III) zusammengesetzte Elektro-
nenakzeptorschicht gebildet, um eine Reaktions-
schicht zu erzeugen. Messung wurde durch Anlegen 
einer Spannung von 0,6 V und Verwendung einer 
wässrigen, Glucose und Saccharose enthaltenden 
Lösung als Probenlösung durchgeführt. Mit der Mes-
selektrode 41 wurde ein Strom in Reaktion auf die 
Glucosekonzentration erhalten, und ein Strom in Re-
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aktion auf die Gesamtkonzentration von Glucose und 
Saccharose wurde mit der Messelektrode 42 erhal-
ten. Aus einer Differenz zwischen diesen Stromleveln 
konnte die Saccharosekonzentration bestimmt wer-
den. So können zwei Substratkonzentrationen ge-
messen werden.

Beispiel 8

[0060] Nachdem der Elektrodenteil in einer Weise 
ähnlich Beispiel 1 hergestellt worden war, wurde eine 
0,5%ige wässrige Lösung von Carboxymethylcellulo-
se (hiernach einfach als CMC bezeichnet) als hydro-
phile, hochmolekulare Substanz auf die Elektroden 
aufgetragen und getrocknet, um eine CMC-Schicht 
zu bilden. Als nächstes wurde eine Lösung von Glu-
coseoxidase in Wasser darauf aufgetragen und ge-
trocknet, um eine CMC-GOD-Schicht zu bilden. In 
diesem Fall bildeten CMC und GOD eine dünne 
Schicht mit einer Dicke von mehreren Mikrometern in 
einem teilweise vermischten Zustand. Darüber hin-
aus wurde eine 0,5%ige ethanolische Lösung von 
Polyvinylpyrrolidon (hiernach einfach als PVP be-
zeichnet) aufgetragen, um die erste aus dieser 
CMC-GOD-Schicht zusammengesetzte Schicht völ-
lig zu überziehen, und getrocknet, um eine zweite, 
aus PVP-Schicht zusammengesetzte Schicht zu bil-
den. Eine Mischung von mikrokristallinem Kaliumhe-
xacyanoferrat (III) als Elektronenakzeptor und 
1%iger Lösung eines oberflächenaktiven Mittels, Le-
cithin, in Toluol, wurde getropft und auf die 
PVP-Schicht aufgetragen und getrocknet, um eine 
dritte, aus Kaliumhexacyanoferrat (III)-Lecithin-
schicht zusammengesetzte Schicht zu bilden, gefolgt 
von Integrieren mit einem Abstandshalter und einem 
Überzug bzw. einer Abdeckung wie in Beispiel 1.

[0061] Durch Verwenden von Toluol, in dem PVP 
geringfügig löslich ist, als ein Lösungsmittel in dem 
Fall des Bildens der Kaliumhexacyanoferrat (III)-Leci-
thinschicht ist es möglich, die Kaliumhexacyanoferrat 
(III)-Lecithinlösung gleichmäßig auf die PVP-Schicht 
aufzutragen. Als Ergebnis kann die gleichmäßige Ka-
liumhexacyanoferrat (III)-Lecithinschicht erhalten 
werden.

[0062] So konnten die Verwendung eines Lösungs-
mittels, in dem die die zweite Schicht aufbauende hy-
drophile, hochmolekulare Substanz als das Lösungs-
mittel zum Auftragen des Elektronenakzeptors und 
das oberflächenaktive Mittel die extrem gleichmäßige 
Elektronenakzeptorschicht bilden (dritte Schicht).

[0063] Eine Glucosestandardlösung wurde in den 
wie oben konstruierten Glucosesensor durch die Ein-
lassöffnung eingebracht. Durch Anlegen einer Span-
nung von +0,6 V an die Messelektrode in der Ano-
denrichtung eine Minute danach wurde ein An-
sprechstrom 5 Sekunden danach gemessen. Eine 
gut lineare Beziehung wurde bis zu der Konzentration 

von mehr als 900 mg/dl erhalten. Es wurden auf den 
oben beschriebenen Glucosesensor 5 μl einer Blut-
probe getropft und es wurde eine Minute danach ein 
Ansprechstrom gemessen. Es wurde ein Ansprech-
verhalten mit sehr guter Reproduzierbarkeit erhalten.

[0064] Mit Bezug auf zwei Sensoren, z.B. den durch 
das oben beschriebene Verfahren hergestellten Glu-
cosesensor und den gleichen Glucosesensor, ausge-
nommen, dass die zweite aus hydrophiler, hochmole-
kularer Substanz zusammengesetzte Schicht nicht 
vorgesehen war, wurde ein Haltbarkeitstest bei 35°C 
für 30 Tage in einem getrockneten Zustand durchge-
führt. Unter Verwendung einer Glucosestandardlö-
sung (90 mg/dl) als Probenlösung, wurde das Sen-
sor-Ansprechverhalten nach 30 Tagen verglichen. 
Der Sensor, in dem die zweite aus der hydrophilen, 
hochmolekularen Substanz zusammengesetzte 
Schicht nicht gebildet war, zeigte einen CV-Wert von 
5,3, aber der Sensor, in dem die zweite Schicht aus 
PVP zusammengesetzt war, zeigte einen extrem gu-
ten CV-Wert von 2,5.

Beispiel 9

[0065] Die CMC-GOD-Schicht und die PVP-Schicht 
wurden in einer Weise ähnlich Beispiel 8 hergestellt. 
Eine Mischung von mikrokristallinem Kaliumhexacy-
anoferrat (III) als Elektronenakzeptor und 0,5%iger 
Lösung eines oberflächenaktiven Mittels, Lecithin, in 
Ethanol wurde getropft und auf die PVP-Schicht auf-
getragen und getrocknet, um eine Kaliumhexacyano-
ferrat (III)-Lecithinschicht zu bilden. Durch Verwen-
dung von Ethanol, in dem PVP leicht löslich ist, als 
Lösungsmittel in dem Fall des Bildens der Kaliumhe-
xacyanoferrat (III)-Lecithinschicht ist es möglich, an 
einem Punkt auf der PVP-Schicht konzentrierend zu 
entwickeln. So war es möglich, sich auf die Messe-
lektrode des Sensors zu konzentrieren, um die 
gleichmäßige Kaliumhexacyanoferrat (III)-Lecithin-
schicht zu konstruieren, so dass der Sensor, in dem 
ein stabiles Ansprechverhalten nur durch Auftragen 
der minimal benötigten Menge erhalten wurde, her-
gestellt werden konnte.

[0066] Ansprechcharakteristika auf die Glucose-
standardlösung des wie oben konstruierten Glucose-
sensors wurden in einer Weise ähnlich Beispiel 8 be-
stimmt. Eine gut lineare Beziehung wurde bis zu ei-
ner Konzentration von mehr als 900 mg/dl erhalten. 
Zusätzlich wurde eine Reaktion mit sehr guter Repro-
duzierbarkeit auch in dem Fall der Verwendung von 
Blut als Probenlösung erhalten. Darüber hinaus wur-
de, mit Bezug auf den Glucosesensor, in dem die 
zweite aus hydrophiler, hochmolekularer Substanz 
zusammengesetzte Schicht vorgesehen war, und 
den gleichen Glucosesensor, ausgenommen, dass 
die zweite aus hydrophiler, hochmolekularer Sub-
stanz zusammengesetzte Schicht nicht vorgesehen 
war, ein Haltbarkeitstest bei 35°C für 30 Tage in ei-
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nem getrockneten Zustand in einer Weise ähnlich 
Beispiel 8 durchgeführt. Der Sensor, in dem die zwei-
te Schicht aus PVP zusammengesetzt war, zeigte ex-
trem guten CV-Wert in der 30 Tage danach gemesse-
nen Reaktion.

[0067] In der früheren Konstruktion war die 
GOD-CMC-Schicht schon in Kontakt mit der Kalium-
hexacyanoferrat (III)-Lecithinschicht zu der Zeit, als 
der Sensor hergestellt wurde, so dass es schwierig 
war, die Haltbarkeitseffizienz zu verbessern. Die hy-
drophile, hochmolekulare, aus PVP zusammenge-
setzte Substanzschicht, die im oben beschriebenen 
Beispiel 8 und gegenwärtigen Beispiel 9 verwendet 
wurde, spielt eine Rolle, um die GOD-CMC-Schicht 
vollständig von der Kaliumhexacyanoferrat (III)-Leci-
thinschicht in einem getrockneten Zustand zu tren-
nen.

[0068] Zusätzlich ist die hydrophile, hochmolekulare 
Substanzschicht extrem wirksam, um eine stabile 
Sensorreaktion sicherzustellen, auch in dem Fall, 
dass Substanzen in einer Probenlösung gegenwärtig 
sind, die leicht an die Elektrode adsorbiert werden 
oder elektrodenaktive Substanzen. Sogar in dem 
Fall, dass eine Glucosekonzentration durch den oben 
beschriebenen Glucosesensor unter Verwendung 
von Blut als Probenlösung bestimmt wurde, wurde 
eine stabile Sensorreaktion, unabhängig von Viskosi-
tät oder dergleichen der Probenlösung, erhalten.

[0069] In den oben beschriebenen Beispielen 1 bis 
9 ist eine Ausführungsform der bevorzugten räumli-
chen Anordnung zwischen der Einlassöffnung und 
der Auslassöffnung, verbunden mit dem Raum, ver-
anschaulichend in den Zeichnungen gezeigt. Die 
Auslassöffnung kann auch als die Einlassöffnung und 
die Einlassöffnung als die Auslassöffnung verwendet 
werden. Darüber hinaus sind die in den betreffenden 
Zeichnungen gezeigten Abstandshalter und Überzü-
ge bzw. Abdeckungen aus unabhängigen Materialien 
zusammengesetzt, aber nicht darauf beschränkt. In 
Massenproduktion ist es vorteilhaft, ein integriertes 
Überzug- bzw. Abdeckteil mit einer Abstandshalter-
form durch Formen oder dergleichen zu bilden.

[0070] Weiter wurde eine Probenlösung durch hy-
drophil-Machen der Oberfläche von den den Raum 
aufbauenden Materialien glatter durch die Einlassöff-
nung eingebracht. Die Wirkung wurde entweder 
durch Verwendung von hydrophilen Materialien oder 
durch vorheriges Behandeln der den Raum aufbau-
enden Oberflächenmaterialien mit einem oberflä-
chenaktiven Mittel, um sie hydrophil zu machen, er-
halten.

[0071] Auf der anderen Seite kann ein Zwischen-
raum zwischen der Basisplatte und dem Überzug 
bzw. der Abdeckung durch Variieren der Dicke von 
Abstandshalter oder der Größe eines dementspre-

chenden Teils gesteuert werden. Wenn jedoch der 
Zwischenraum zu groß ist, wird eine für das Auffüllen 
des Raumes benötigte Menge der Probenlösung 
groß, und es ist auch unvorteilhaft, die Probenlösung 
durch ein Kapillarphänomen einzubringen. Wenn der 
Zwischenraum zu klein ist, wächst ein Widerstand 
zwischen den Elektroden an oder eine Stromvertei-
lung ist verzerrt. Nach dem Vorhergehenden liegt der 
Zwischenraum vorzugsweise in einem Bereich von 
0,05 bis 1,0 mm, besser 0,1 bis 0,5 mm.

[0072] In den Beispielen wurde CMC als die hydro-
phile, hochmolekulare Substanz verwendet. Wie 
schon festgestellt wurde, liegt ihre Rolle darin, den 
Einfluss von adsorbierbaren, in einer Probenlösung 
enthaltenen, an die Elektrode adsorbierten Substan-
zen auf die Reaktion zu verhindern, zusätzlich zu der 
glatten Einbringung der Probenlösung. Darüber hin-
aus liegt ihre Rolle auch in der Trennung der Enzym-
schicht von der Elektronenakzeptorschicht durch die 
hydrophile, hochmolekulare Substanzschicht, um da-
durch die Haltbarkeitseigenschaft weiter zu verbes-
sern. Als die hydrophile, hochmolekulare Substanz 
kann Gelatine, Methylcellulose und dergleichen ver-
wendet werden, zusätzlich zu CMC, und hydrophile, 
hochmolekulare Substanzen von Stärke, Carboxy-
methylcellulose, Gelatine, Acrylat, Vinylalkohol, Vi-
nylpyrrolidon und Maleinsäureanhydrid sind bevor-
zugt. Diese Wasserabsorbierenden oder wasserlösli-
chen hydrophilen, hochmolekularen Substanzen 
werden in einer geeigneten Konzentration gelöst und 
die anfallende Lösung wird als Überzug aufgetragen 
und getrocknet, um eine hydrophile, hochmolekulare 
Substanzschicht mit einer notwendigen Schichtdicke 
zu bilden.

[0073] In den vorangehenden Beispielen ist das 
Elektrodensystem, in dem der Elektrodenteil aus 
zwei Elektroden aus einer Messelektrode und einer 
Gegenelektrode aufgebaut ist, dargelegt worden. Je-
doch kann durch Konstruieren des Elektrodensys-
tems mit drei Elektroden, weiter eine Bezugselektro-
de einschließend, die Genauigkeit weiter verbessert 
werden. Als Materialien für die Elektrode ist in den 
Beispielen veranschaulichter Kohlenstoff als ein sta-
biles und nicht teures Material geeignet, aber die Ma-
terialien sind nicht darauf beschränkt. Andere Edel-
metall-Materialien und oxydierte Materialien können 
auch verwendet werden.

[0074] Weiterhin können als Elektronenakzeptor, 
obwohl das in den Beispielen verwendete Kaliumhe-
xacyanoferrat (III) exzellent in Stabilität und Reakti-
onsrate ist, auch Redoxverbindungen, wie Chinon-
verbindungen oder Ferrocenverbindungen etc., ver-
wendet werden, zusätzlich zu Kaliumhexacyanofer-
rat (III).

[0075] Darüber hinaus ist die Oxidoreduktase nicht 
auf die in den vorangehenden Beispielen gezeigte 
10/25



DE 689 24 026 T3    2008.01.10
Glucoseoxidase beschränkt, sondern verschiedene 
Enzyme, wie Alkoholoxidase, Cholesteroloxidase 
etc., können verwendet werden.

GEWERBLICHE ANWENDBARKEIT

[0076] Der Biosensor der vorliegenden Erfindung 
kann rasch eine spezifische Komponente in verschie-
denen Probenlösungen in einer genauen und einfa-
chen Weise bestimmen. Daher ist sein Verwendbar-
keitswert bei klinischen Untersuchungen extrem 
hoch.

Patentansprüche

1.  Biosensor zum Bestimmen einer Substratkon-
zentration in einer Probenlösung, umfassend eine 
Basisplatte (1) umfassend ein von einer Reaktions-
schicht (14) überzogenes Elektrodensystem (4, 5; 5', 
41, 42, 43), wobei ein Raum (8; 81, 82) auf dem Elek-
trodensystem (4, 5; 5', 41, 42, 43) und der Reaktions-
schicht (14) gebildet ist, der durch einen Abstands-
halter (7, 7') und einen Überzug (9) definiert ist, wobei 
der Raum (8, 81, 82) mit einer Einlassöffnung (10) 
zum Einführen der Probenlösung in den Raum durch 
ein Kapillarphänomen und mit einer Auslassöffnung 
(11, 12, 13) zum Ablassen des Gases in den Raum 
(8; 81, 82) durch Einfließenlassen der Probenlösung 
versehen ist, das Elektrodensystem (4, 5; 5', 41, 42, 
43) mit mindestens einer Elektrode zur Messung (4, 
41, 42, 43) und einer Gegenelektrode (5, 5') ausge-
stattet ist, wobei sich mindestens ein Enzym auf der 
Reaktionsschicht (14) befindet, wobei eine Änderung 
in der Konzentration einer Substanz in der Reaktion 
zwischen dem Enzym und der Probenlösung mit dem 
Elektrodensystem (4, 5; 5', 41, 42, 43) zur Bestim-
mung einer Substratkonzentration in der Probenlö-
sung erfasst wird; wobei das Elektrodensystem (4, 5, 
5'; 41, 42, 43), das mindestens die Elektrode zur 
Messung (4; 41, 42, 43) und die Gegenelektrode (5, 
5') umfasst, auf der Basisplatte (1), die eine isolieren-
de Basisplatte ist, gebildet ist, die Reaktionsschicht 
(14) auf der Oberfläche des Elektrodensystems (4, 5, 
5'; 41, 42, 43) gebildet ist und die Reaktionsschicht 
(14), die eine aus einer Oxidoreduktase und einer hy-
drophilen hochmolekularen Substanz zusammenge-
setzte Enzymschicht umfasst, eine darauf gebildete 
Elektronenakzeptorschicht, die ein oberflächenakti-
ves Mittel enthält, aufweist.

2.  Biosensor nach Anspruch 1, worin das Elektro-
densystem (5, 41, 42, 43) einen Mehrfachsatz von 
Elektrodensystemen umfasst und dem Mehrfachsatz 
von Elektrodensystemen entsprechende Reaktions-
schichten (14) und ein gemeinsamer Raum (8) vorge-
sehen ist.

3.  Biosensor nach Anspruch 1, worin das Elektro-
densystem (5; 5', 41, 42) einen Mehrfachsatz von 
Elektrodensystemen umfasst und dem Mehrfachsatz 

von Elektrodensystemen entsprechende Reaktions-
schichten (14) und Räume (81, 82) vorgesehen sind.

4.  Biosensor nach Anspruch 1, worin die Elektro-
nenakzeptorschicht feine Teilchen eines Elektronen-
akzeptors mit einer Teilchengröße von nicht größer 
als 100 μm umfasst.

5.  Biosensor nach Anspruch 1, worin die hydro-
phile hochmolekulare Substanz ein Vertreter, ausge-
wählt aus hydrophilen hochmolekularen Substanzen 
von Stärke, Carboxymethylcellulose, Gelatine, 
Acrylat, Vinylalkohol, Vinylpyrrolidon und Maleinsäu-
reanhydrid oder einer Mischung davon, ist.

6.  Biosensor nach Anspruch 1, worin die Oberflä-
che eines den Raum aufbauenden Materials hydro-
phil ist.

7.  Biosensor nach Anspruch 1, worin das Elektro-
densystem (4, 5, 5'; 41, 42, 43) aus einem Material, 
das hauptsächlich aus Kohlenstoff zusammenge-
setzt ist, gebildet, welches auf einer isolierenden Ba-
sisplatte (1) durch Siebdruck hergestellt ist.

8.  Biosensor nach Anspruch 1, worin die Reakti-
onsschicht (14) eine erste Schicht, zusammenge-
setzt aus der hydrophilen hochmolekularen Substanz 
und der Oxidoreduktase, eine zweite Schicht, zusam-
mengesetzt aus einer hydrophilen hochmolekularen 
Substanz, und eine dritte Schicht, enthaltend den 
Elektronenakzeptor und das oberflächenaktive Mittel, 
umfasst.

9.  Biosensor nach Anspruch 8, worin die hydro-
phile hochmolekulare Substanz in der ersten Schicht 
und der zweiten Schicht ausgewählt ist aus hydrophi-
len hochmolekularen Substanzen von Stärke, Carbo-
xymethylcellulose, Gelatine, Acrylat, Vinylalkohol, Vi-
nylpyrrolidon und Maleinsäureanhydrid oder einer 
Mischung davon.

10.  Biosensor nach einem der Ansprüche 1 bis 9, 
worin der Abstandshalter und der Überzug integral 
ausgebildet sind.

11.  Verfahren zur Herstellung eines Biosensors, 
umfassend das Bilden eines Elektrodensystems, um-
fassend mindestens eine Elektrode zur Messung und 
eine Gegenelektrode, auf einer isolierenden Basis-
platte, Überziehen des Elektrodensystems mit einer 
wässrigen Lösung einer hydrophilen hochmolekula-
ren Substanz und einer wässrigen Lösung einer Oxi-
doreduktase und dann Trocknen zur Bildung einer 
Enzymschicht, Verteilen einer Mischung eines Elek-
tronenakzeptors und eines organischen Lösungsmit-
tels auf der Enzymschicht, Entfernen des organi-
schen Lösungsmittels zur Bildung einer Elektronen-
akzeptorschicht, und dann Integrieren dieser Einheit 
mit einem Überzug zur Bildung eines Raums zur Auf-
11/25



DE 689 24 026 T3    2008.01.10
nahme einer Probe durch ein Kapillarphänomen und 
um eine Einlassöffnung und eine Auslassöffnung zu 
haben; wobei das Elektrodensystem (4, 5, 5'; 41, 42, 
43), das mindestens die Elektrode zur Messung (4; 
41, 42, 43) und die Gegenelektrode (5, 5') umfasst, 
auf der Basisplatte (1), die eine isolierende Basisplat-
te ist, gebildet ist, die Reaktionsschicht (14) auf der 
Oberfläche des Elektrodensystems (4, 5, 5'; 41, 42, 
43) gebildet ist und die Reaktionsschicht (14), die 
eine aus einer Oxidoreduktase und einer hydrophilen 
hochmolekularen Substanz zusammengesetzte En-
zymschicht umfasst, eine darauf gebildete Elektro-
nenakzeptorschicht, die ein oberflächenaktives Mittel 
enthält, aufweist.

12.  Verfahren zur Herstellung eines Biosensors 
nach Anspruch 11, worin vor der Bildung der Elektro-
nenakzeptorschicht eine Lösung einer hydrophilen 
hochmolekularen Substanz in einem organischen Lö-
sungsmittel auf der Enzymschicht verteilt wird, um 
eine Schicht einer hydrophilen hochmolekularen 
Substanz zu bilden.

13.  Verfahren zur Herstellung eines Biosensors 
nach Anspruch 11 oder 12, worin eine Mischung des 
Elektronenakzeptors, des oberflächenaktiven Mittels 
und des organischen Lösungsmittels auf der Enzym-
schicht verteilt wird und das organische Lösungsmit-
tel entfernt wird, um die Elektronenakzeptorschicht 
zu bilden.

14.  Verfahren zur Herstellung eines Biosensors 
nach Anspruch 13, worin die Elektronenakzeptor-
schicht feine Teilchen des Elektronenakzeptors mit 
einer Teilchengröße von nicht mehr als 100 μm um-
fasst.

Es folgen 13 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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