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DESCRIPCION
Membranas de biosensores compuestas de polimeros que contienen nitrégenos heterociclicos
Campo de lainvencién

Esta invencion se refiere, en general, a una membrana que limita el flujo de analitos. Mas particularmente, la
invencion se refiere a una membrana tal compuesta de polimeros que contienen nitrégenos heterociclicos. La
membrana es un componente Util de biosensores y, mas particularmente, de biosensores que pueden ser
implantados en un cuerpo vivo.

Antecedentes de lainvencion

Aun cuando los biosensores, en si mismos, no son conforme a la presente invencion, los biosensores a base de
enzimas son dispositivos en los que una sefial de una reaccién bioguimica que depende de la concentracion de un
analito es convertida en una sefial fisica que puede medirse, tal como una sefial 6ptica o eléctrica. Tales
biosensores se utilizan profusamente en la deteccidon de analitos en aplicaciones clinicas, medioambientales,
agricolas y de biotecnologia. Los analitos que pueden medirse en analisis clinicos de fluidos del cuerpo humano
incluyen, por ejemplo, glucosa, lactato, colesterol, bilirrubina y aminoacidos. La deteccion de analitos en fluidos
biolégicos, tales como la sangre, es importante para el diagnostico y el seguimiento de muchas enfermedades.

Los biosensores que detectan analitos por medio de sefiales eléctricas, tales como corriente (biosensores
amperomeétricos) o carga (biosensores culombimétricos), tienen un interés especial debido a que en las reacciones
bioquimicas de muchos bioanalitos importantes esta4 implicada la transferencia de electrones. Por ejemplo, la
reaccion de glucosa con glucosa oxidasa lleva consigo la transferencia de electrones desde la glucosa a la enzima
produciéndose gluconolactona y enzima reducida. En un ejemplo de un biosensor amperométrico de glucosa, la
glucosa es oxidada por el oxigeno del fluido corporal mediante una reaccion catalizada por glucosa oxidasa que
genera gluconolactona y peroxido de hidrégeno, después de lo cual el peréxido de hidrégeno es electro-oxidado y
esta correlacionado con la concentracion de glucosa del fluido corporal (Thomé-Buret, V., et al., Anal. Chem. 68,
3822 (1996) y patente de EE.UU. No. 5.882.494, de Van Antwerp.). En otro ejemplo de un biosensor amperométrico
de glucosa, la electro-oxidacién de glucosa a gluconolactona esta mediada por un mediador redox polimérico que
eléctricamente “alambra” el centro de reaccién de la enzima a un electrodo. (Csoregi, E., et al., Anal. Chem. 66,
3131 (1994); Csoreqi, E., et al., Anal. Chem. 67, 1240 (1995); Schmidtke, D.W., et al., Anal. Chem. 68, 2845 (1996);
Schmidtke, D.W., et al., Anal. Chem. 70, 2149 (1998); y Schmidtke, D.W. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95, 294
(1998).)

Los biosensores amperométricos emplean, tipicamente, dos o tres electrodos, que incluyen al menos un electrodo
de medida o electrodo de trabajo y otro electrodo de referencia. En los sistemas de dos electrodos, el electrodo de
referencia sirve también como contra-electrodo En los sistemas de tres electrodos, el tercer electrodo es un contra-
electrodo. El electrodo de medida o electrodo de trabajo estd compuesto de un conductor que no se corroe, de
carbono o de metal, y esté conectado al electrodo de referencia por medio de un circuito, tal como un potenciostato.

Aun cuando los biosensores, por si mismos, no estdn en concordancia con la presente invencion, algunos
biosensores estan disefiados para implantar en el cuerpo de un animal vivo, tal como un mamifero o un cuerpo
humano, simplemente a titulo de ejemplo. En un biosensor amperométrico implantable, el electrodo de trabajo esta
construido, tipicamente, con una capa de deteccion, que esta en contacto directo con el material conductor del
electrodo, y con una capa de membrana que limita la difusion, sobre la capa de deteccion. La capa de deteccion
consiste, tipicamente, en una enzima, un estabilizador enzimatico tal como seroalbimina bovina (BSA), y un agente
entrecruzante (agente reticulante) que realiza el entrecruzamiento polimérico (reticulacién) de los componentes de la
capa de deteccion. Alternativamente, la capa de deteccion consiste en una enzima, un mediador polimérico, y un
agente reticulante que entrecruza los componentes de la capa de deteccion, como en el caso del biosensor de
“enzima alambrada” citado.

En un sensor amperométrico de glucosa implantable, la membrana es frecuentemente beneficiosa o necesaria para
regular o limitar el flujo de glucosa hacia la capa de deteccion. A modo de explicacion, en un sensor de glucosa sin
una membrana, el flujo de glucosa hacia la capa de deteccién aumenta linealmente con la concentracion de glucosa.
Cuando toda la glucosa que llega a la capa de deteccion se ha consumido, la sefial de salida medida es
directamente proporcional al flujo de glucosa y, por tanto, a la concentracion de glucosa. Sin embargo, cuando el
consumo de glucosa esta limitado por las caracteristicas cinéticas de actividades quimicas o electroquimicas de la
capa de deteccion, la sefial de salida medida no esta regulada por el flujo de glucosa y no es directamente
proporcional al flujo o a la concentracién de glucosa- En este caso, solamente una fraccién de la glucosa que llega a
la capa de deteccion es consumida antes de que el sensor llegue a saturarse, después de lo cual la sefial medida
deja de aumentar, o aumenta solo ligeramente, con la concentracion de glucosa. Por otra parte, en un sensor de
glucosa provisto de una membrana que limita la difusion, la membrana reduce el flujo de glucosa hacia la capa de
deteccién de modo que el sensor no llega a saturarse y, por tanto, puede operar eficazmente dentro de un intervalo
mucho mas amplio de concentraciones de glucosa.
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Mas particularmente, en estos sensores de glucosa provistos de membrana, la velocidad de consumo de glucosa
esta regulada por la difusion o flujo de glucosa a través de la membrana en lugar de por las caracteristicas cinéticas
de la capa de deteccion. El flujo de glucosa a través de la membrana esta definido por la permeabilidad de la
membrana a la glucosa, que es constante habitualmente, y por la concentracion de glucosa de la solucion o del
fluido bioldgico que esté siendo investigado. Cuando la totalidad de la glucosa que llega a la capa de deteccion se
ha consumido, el flujo de glucosa a través de la membrana hacia la capa de deteccion varia linealmente con la
concentracion de glucosa de la solucion, y determina la velocidad de conversién o sefial de salida que se han
medido de tal modo que esto también es directamente proporcional a la concentracion de glucosa de la solucion.
Aun cuando no es necesario, una relacion lineal entre la sefial de salida y la concentracién de glucosa de la solucién
es ideal para la calibracién de un sensor implantable.

Los sensores amperométricos de glucosa implantables que se basan en la electro-oxidacion de perdxido de
hidrégeno, segln se ha descrito antes, requieren un reactante de oxigeno en exceso para asegurar que la salida del
sensor esta regulada solamente por la concentracion de glucosa existente en el fluido o el tejido corporal que esta
siendo investigado. Es decir, el sensor esta disefiado de modo que no resulte afectado por el oxigeno tipicamente
presente en el fluido o el tejido corporal. En el tejido corporal en el que, tipicamente, el sensor de glucosa es
implantado, la concentracion de oxigeno puede ser muy baja, tal como desde aproximadamente 0,02 mM hasta
aproximadamente 0,2 mM, mientras que la concentracion de glucosa puede ser tan alta como aproximadamente 30
mM o més. Sin una membrana que limite la difusién de glucosa, el sensor llegaria a saturarse muy rdpidamente a
concentraciones de glucosa muy bajas. Asi pues, el sensor se beneficia de estar provisto de una membrana
suficientemente permeable al oxigeno, que hace disminuir el flujo de glucosa hacia la capa de deteccion, de modo
gue se reduce al minimo o se elimina el denominado “problema de deficiencia de oxigeno”, un estado en el que
existe insuficiente oxigeno para que tenga lugar una deteccién adecuada.

En sensores amperométricos de glucosa implantables que emplean electrodos de enzimas “alambradas”, segun se
ha descrito anteriormente, no existe el problema de deficiencia de oxigeno, debido a que el oxigeno no es un
reactante necesario. No obstante, estos sensores requieren membranas que limitan la difusiéon de glucosa debido a
que, tipicamente, para los sensores de glucosa que carecen de tales membranas, la salida de corriente alcanza un
nivel maximo en torno o por debajo de una concentraciéon de glucosa de 10 mM, que esta muy por debajo del de 30
mM, el extremo alto de concentraciones de glucosa importantes desde el punto de vista clinico..

Una membrana que limita la difusién es beneficiosa también en un biosensor que emplea un electrodo de enzima
alambrada, ya que la membrana reduce de modo importante la reactividad quimica y bioquimica de la capa de
deteccion y, por tanto, reduce la produccion de especies radicales que pudieran dafiar la enzima. La membrana que
limita la difusién puede actuar también como un protector mecanico que evita la fuga de componentes desde el
sensor hacia fuera de la capa de deteccion, y disminuye el ruido asociado con el movimiento.

Ha habido diversas tentativas para desarrollar una membrana que limite la difusion de glucosa, que sea
mecanicamente robusta, biocompatible y que se fabrique facilmente. Por ejemplo, ha sido descrita una membrana
microporosa estratificada con orificios mecanicos (patente de EE.UU. No. 4.759.828, de Young et al.) y también son
conocidas membranas formadas a partir de poliuretano (Shaw, G.W., et al., Biosensors and Bioelectronics 6. 401
(1991); Bindra, D.S. et al., Anal. Chem. 63, 1692 (1991); Shichiri, M., et al., Horm. Metab. Res., Suppl. Scr. 20, 17
(1988)). Supuestamente, la glucosa difunde a través de los orificios mecanicos o fisuras de estas diversas
membranas. Ademas, a titulo de ejemplo, han sido descritas una membrana heterogénea con regiones discretas,
hidréfobas e hidréfilas (patente de EE.UU. No. 4.484.987 de Gough), y membranas homogéneas con ambas
funcionalidades, hidréfoba e hidrofila (patentes de EE.UU. Nos. 5.284.140 y 5.322.063, de Allen et al.). Sin embargo,
todas estas membranas conocidas son dificiles de fabricar y tienen propiedades fisicas inadecuadas.

Una membrana mejorada formada a partir de una mezcla compleja de un diisocianato, un diol, una diamina y un
polimero de silicona, ha sido descrita en las patentes de EE.UU. Nos. 5.777.060 (Van Antwerp), 5.786.439 (Van
Antwerp et al).) y 5.882.494 (Van Antwerp). Segln se describe en ellas, el material de la membrana es polimerizado
y reticulado simultaneamente en un matraz; el material polimérico que resulta se disuelve en un disolvente organico
fuerte, tal como tetrahidrofurano (THF) y la solucién que resulta se aplica sobre la capa de deteccion para formar la
membrana: Desafortunadamente, un disolvente organico muy fuerte tal como el THF, puede desnaturalizar la
enzima de la capa de deteccion y también disolver materiales conductivos de tinta asi como cualesquiera
materiales plasticos que pueden formar parte del sensor. Ademas, dado que las reacciones de polimerizacion y
reticulacion son completadas en el matraz de reaccién, no ocurren reacciones adicionales que produzcan uniones
cuando la disolucién se aplica a la capa de deteccion para formar la membrana. Como resultado, la adherencia
entre la capa de membrana y la capa de deteccion puede no ser adecuada

En la Solicitud (PCT) del Tratado de Cooperacion de Patentes que sustenta la Publicacion Internacional No. WO
01/57241 A2, Kelly y Schiffer describen un método de fabricacion de una membrana que limita la difusion de
glucosa, polimerizando fotoliticamente mondmeros hidrofilos pequefios. Las sensibilidades de los sensores de
glucosa que emplean tales membranas estan, sin embargo, muy diseminadas, lo que indica falta de control en el
proceso de fabricacion de las membranas. Por otra parte, dado que la polimerizacion implica moléculas muy
pequefias, es bastante posible que moléculas pequefas, solubles, permanezcan después de la polimerizacion, que
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pueden lixiviar fuera del sensor. Por tanto, los sensores de glucosa que emplean tales membranas que limitan la
difusion de glucosa, pueden no ser adecuados para implantar en un cuerpo vivo.

El documento US 4.929.313 describe dispositivos electroquimicos que pueden ser utilizados para convertir un flujo
idnico en una corriente eléctrica, para la determinacion de concentraciones idnicas. Los dispositivos se hacen operar
sin necesidad de un electrodo de referencia y son especificos basados en agentes de transferencia ionica
conocidos. La operacion de los dispositivos lleva consigo el uso de pares de electrodos modificados con materiales
redox electroactivos recubiertos con revestimientos i6nicos selectivos. Un potencial aplicado entre un par de
electrodos modificados apropiadamente, da como resultado la circulaciébn de una corriente eléctrica entre los
electrodos que depende de la concentracion del ion a detectar. Los dispositivos construidos combinando electrodos
recubiertos con polimeros electroactivos y diferentes peliculas selectivas de iones, permiten la determinacion
simultdnea de diversos iones. Por ejemplo, estos dispositivos son Utiles para medir la concentracion de cationes
totales, aniones totales, H*, Li*, K, Ca™, Na’, HCO3, CI, otros cationes y aniones, y sus combinaciones. Los
dispositivos son pequeiios y suficientemente estables para poder ser utilizados in vivo, por ejemplo, como medios
de determinacion en la sangre o en comprobaciones a gran escala de la calidad del agua o en técnicas de
purificaciéon/separacion.

El documento US 5.543.326 describe oxidorreductasas que estan modificadas quimicamente para cambiar su carga
neta a un pH dado. Mediante tal modificacion es regulada la adsorcién de las enzimas sobre superficies, su
retencion en membranas de polimeros de carga similar u opuesta, y su unién con macromoléculas cargadas del
mismo signo o de signo opuesto, en particular macromoléculas redox. Las enzimas modificadas, de las que la
glucosa oxidasa recombinante modificada es un ejemplo, son (tiles en los biosensores, por ejemplo de glucosa,
como enzimas marcadoras de antigenos o anticuerpos en inmunodeteccién., y como etiquetas de secuencias de
nucledtidos en sondas, por ejemplo, para secuencias de nucledtidos de DNA.

Kabanov et al., (1996), Journal of Controlled Release 39, 173-189, describen la interaccion de poliiones con
especies que simulan células. Vuillaume et al., (2000), Macromolecules 33, 781-790 describen la sintesis y
caracterizacion de polimetacrilatos de piridinio rematados en una cola anfifila.

Sumario de lainvencién

La presente invencion esta dirigida a membranas compuestas de polimeros reticulados que contienen grupos
heterociclicos nitrogenados, en particular polimeros de poli(vinilpiridina) y poli(vinilimidazol). Las membranas son
utiles para limitar el flujo de un analito hacia el electrodo de trabajo de un sensor electroquimico de modo que el
sensor responde linealmente a lo largo de un intervalo grande de concentraciones del analito y es calibrado
facilmente. Los sensores electroquimicos provistos de membranas de la presente invenciéon demuestran sensibilidad
y estabilidad considerables y una gran razén de sefial a ruido, en una diversidad de condiciones.

Segun un aspecto de la invencion, la membrana es formada por reticulacién in situ de un polimero, modificada con
un resto zwitterionico, un componente copolimérico no piridina, y, opcionalmente, otro resto que es o bien hidréfilo o
bien hidréfobo, y/o tiene otras propiedades deseables, en una solucién alcohdlica de un tampén. El polimero
modificado se produce a partir de un polimero precursor que contiene grupos heterociclicos nitrogenados.
Preferiblemente, el polimero precursor es poli(vinilpiridina) o poli(vinilimidazol). Cuando se utiliza en un sensor
electroquimico, la membrana limita el flujo de un analito que alcanza la capa de deteccion del sensor, tal como la
capa de deteccién que contiene enzima de un electrodo de “enzima alambrada”, y ademas protege la capa de
deteccién. Estas cualidades de la membrana amplian de modo importante el intervalo de deteccion lineal y la
estabilidad del sensor.

En el proceso de formacion de las membranas el componente del copolimérico que no es piridina intensifica
generalmente la solubilidad del polimero y puede proporcionar, ademas, al polimero o a la membrana resultante
propiedades fisicas y quimicas adicionales, deseables. Opcionalmente, pueden usarse modificadores hidréfilos o
hidrofobos para “sintonia fina” de la permeabilidad de la membrana que resulta para un analito de interés. Pueden
utilizarse para intensificar la biocompatibilidad del polimero o de la membrana que resulta, modificadores hidrofilos
opcionales tales como polietilenglicol y modificadores hidroxilados o polihidroxilados. En la formacion de una
membrana de la presente invencién, se cree que el resto zwitterionico del polimero proporciona una capa adicional
de reticulacion, por medio de uniones electrostaticas intermoleculares, ademas de la reticulacion basica atribuida, en
general, a enlaces covalentes, y se opina, por tanto, que la membrana queda reforzada.

Otro aspecto de la invencion concierne a la preparacion de una membrana que limita la difusion de analitos,
sustancialmente homogénea, que puede ser utilizada en un biosensor, tal como un biosensor amperométrico
implantable. La membrana es formada in situ aplicando una solucion alcohdlica tamponada de un agente reticulante
y un polimero modificado, sobre una capa de deteccion que contiene una enzima, y dejando que la solucién cure
durante uno o dos dias. La solucién de agente reticulante-polimero puede aplicarse a la capa de deteccion
colocando sobre el sensor una o varias gotitas de la solucién, sumergiendo el sensor en la solucion, o de modo
semejante. Generalmente, el grosor de la membrana esta regulado por la concentracion de la solucion, por el
namero de gotitas de la solucién que se han aplicado, por el nUmero de veces que el sensor ha sido sumergido en la
solucion, o por cualquier combinacion de estos factores. Los sensores amperométricos de glucosa provistos de
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membranas que limitan la difusion, de la presente invencién, demuestran una excelente estabilidad y una respuesta
lineal, rapida, a la concentracién de glucosa a lo largo de un amplio intervalo de concentraciones de glucosa.

Descripcién breve de los dibujos

La Figura 1 es una ilustracién de una estructura tipica de una seccion de una membrana que limita la difusion de
analitos, segun la presente invencion.

La Figura 2 es una ilustracién esquematica de la vista lateral de una parte de un sensor de glucosa de dos
electrodos que posee un electrodo de trabajo, un electrodo combinado, contra-electrodo/electrodo de referencia, y
una membrana revestida por inmersion segln la presente invencién, que encapsula ambos electrodos. Las Figuras
2By 2C son ilustraciones esquematicas de vistas de la parte superior y de la parte del fondo, respectivamente, de la
parte del sensor de glucosa de la Figura 2A. En esta memoria, puede aludirse colectivamente a las Figuras 2A, 2By
2C como la Figura 2.

La Figura 3 es una gréfica de corriente frente a concentracion de glucosa de sensores que poseen membranas que
limitan la difusion de glucosa segln la presente invencion, y de sensores que carecen de tales membranas, basada
en valores medios.

La Figura 4 es una grafica de salida de corriente frente al tiempo, a concentracion fija de glucosa, de un sensor que
tiene una membrana que limita la difusiéon de glucosa ,segun la presente invencion, y de un sensor que carece de tal
membrana.

La Figura 5 es una grafica de salida de corriente frente al tiempo a diferentes niveles de concentracion de glucosa,
de sensores que tienen membranas que limitan la difusion de glucosa segln la presente invencién, basada en
valores medios.

La Figura 6 es una grafica de salida de corriente frente al tiempo, a diferentes niveles de concentracion de glucosa,
con y sin agitacion, de un sensor que tiene una membrana que limita la difusion de glucosa segin la presente
invencion, y de un sensor que carece de tal membrana.

La Figura 7A es una grafica de salida de corriente frente a concentracién de glucosa de cuatro lotes de sensores,
preparados por separado, que tienen membranas que limitan la difusién de glucosa segun la presente invencion,
basada en valores medios. Las Figuras 7B-7E son gréaficas de salida de corriente frente a concentracion de glucosa,
de sensores individuales de cada uno de los cuatro lotes de sensores a que se ha aludido antes, que tienen
membranas que limitan la difusién de glucosa segln la presente invencion, respectivamente. En esta memoria,
puede aludirse colectivamente a las Figuras 7A, 7B, 7C, 7D y 7E, como la Figura 7.

Descripcion de lainvencion

Cuando se emplean en esta memoria, los términos y expresiones entrecomillados se definen como se explica a
continuacion.

El término “alquilo” incluye hidrocarburos alifaticos saturados, lineales o ramificados. Como ejemplos de grupos
alquilo se incluyen metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, terc-butilo y semejantes. A menos que se indique de
otro modo, el término “alquilo” incluye grupos alquilo y grupos cicloalquilo.

El término “alcoxi” describe un grupo alquilo unido al resto de la estructura mediante un atomo de oxigeno. Los
ejemplos de grupos alcoxi incluyen metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi, butoxi, terc-butoxi, y semejantes. Ademas, a
menos que se indique de otro modo, el término “alcoxi” incluye grupos alcoxi y grupos cicloalcoxi.

El término “alquenilo” describe un hidrocarburo alifatico insaturado, lineal o ramificado, que posee al menos un
doble enlace carbono-carbono. Los ejemplos de grupos alquenilo incluyen etenilo, 1-propenilo, 2-propenilo,
1-butenilo, 2-metil-1-propenilo, y semejantes.

Un “grupo reactivo” es un grupo funcional de una molécula que es capaz de reaccionar con otro compuesto para
acoplar al menos una parte de tal otro compuesto a la molécula. Los grupos reactivos incluyen carboxi, éster
activado, haluro de sulfonilo, éster sulfonato, isocianato, isotiocianato, epdxido, aziridina, haluro, aldehido, cetona,
amina, acrilamida, tiol, azida de acilo, haluro de acilo, hidrazina, , hidroxilamina, haluro de alquilo, imidazol, piridina,
fenol, sulfonato de alquilo, halotriazina, imido éster, maleimida, hidrazida, hidroxi, y grupos azido arilo foto-reactivos.
Los ésteres activados, como se entiende en la técnica, incluyen generalmente ésteres de succinimidilo,
benzotriazolilo, o arilo sustituidos por grupos que capturan electrones tales como grupos sulfo, nitro, ciano o halo;
acidos carboxilicos activados por carbodiimidas.

Un grupo funcional “sustituido” ( por ejemplo, un grupo alquilo, alquenilo o alcoxi sustituido) incluye al menos un
sustituyente  seleccionado entre los siguientes: halégeno, alcoxi, mercapto, arilo, alcoxicarbonilo,
alquilaminocarbonilo, dialquilaminocarbonilo, -OH, -NH;, alquilamino, dialquilamino, trialquilamonio, alcanoilamino,

arilcarboxamido, hidrazino, alquiltio, alquenilo, y grupos reactivos.
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Un “agente reticulante” (agente entrecruzante) es una molécula que contiene al menos dos grupos reactivos
capaces de enlazar al menos dos moléculas, o enlazar al menos dos partes de la misma molécula. El enlace de al
menos dos moléculas se denomina reticulacion intermolecular, mientras que el enlace de al menos dos partes de la
misma molécula se denomina reticulacion intramolecular. Un agente reticulante que tenga méas de dos grupos
reactivos puede ser capaz tanto de reticulacion intermolecular como intramolecular.

La expresion “polimero precursor” se refiere al polimero de partida antes de unir los diversos grupos modificadores
para formar un polimero modificado.

La expresion “grupo heterociclico nitrogenado” alude a una estructura ciclica que contiene un nitrégeno hibridado sp2
en un anillo de la estructura.

El término “polivinilpiridina” se refiere a poli(4-vinilpiridina), poli(3-vinilpiridina), o poli(2-vinilpiridina), asi como
también a cualquier copolimero de vinilpiridina y un segundo o un tercer componente copolimérico.

El término “polivinilimidazol” se refiere a poli(1-vinilimidazol), poli(2-vinilimidazol), o poli(4-vinilimidazol)

Una “solucion de membrana” es una soluciéon que contiene todos los componentes necesarios de reticulacion y
formacion de la membrana, con inclusion de un polimero modificado que contiene grupos heterociclicos
nitrogenados, un agente reticulante y un tampon o un disolvente mixto de alcohol-tampon.

Un fluido biolégico” o “biofluido” es cualquier fluido corporal o derivado de un fluido corporal en el que pueda medirse
el analito, por ejemplo, sangre, jugo intestinal, plasma, fluido dérmico, sudor y lagrimas.

Un “sensor electroquimico” es un dispositivo configurado para detectar la presencia o medir la concentracién o
cantidad de un analito de una muestra por medio de reacciones electroquimicas de oxidacién o reduccion.
Tipicamente, estas reacciones pueden ser transducidas a una sefal eléctrica que puede correlacionarse con la
cantidad o concentracion del analito.

Un “mediador redox” es un agente de transferencia de electrones para transportar electrones entre un analito, una
enzima reducida u oxidada por el analito, y un electrodo, o bien directamente, o por medio de uno o mas agentes
adicionales de transferencia de electrones. A un mediador redox que incluye una cadena principal polimérica puede
aludirse también como un “polimero redox”.

La expresion “electrodo de referencia” incluye a) electrodos de referencia y b) electrodos de referencia que también
actllan como contra-electrodos (es decir contra-electrodos/ electrodos de referencia), a menos que se indique de
otro modo.

La expresion “contra-electrodo” incluye a) contra-electrodos y b) contra-electrodos que también actGan como
electrodos de referencia (es decir, contra-electrodos/ electrodos de referencia) , a menos que se indique de otro
modo.

En general, la membrana de la presente invencion se forma por reticulacion de un polimero modificado que contiene
grupos heterociclicos nitrogenados en el seno de un disolvente mixto de alcohol-tampén y dejando que la solucion
de membrana cure con el tiempo. El polimero comprende poli(constituyente heterociclico que contiene nitrégeno)
como parte de su cadena principal, y elementos adicionales, que incluyen un resto zwitteriénico, un resto hidréfobo
y, opcionalmente, un resto biocompatible. La membrana resultante es capaz de limitar el flujo de un analito
procedente desde un espacio, tal como un espacio asociado con un biofluido, hasta otro espacio, tal como un
espacio asociado con una capa de deteccion que contiene enzima. Un sensor amperomeétrico de glucosa construido
con una capa de deteccion de enzima alambrada y una capa que limita la difusion de glucosa de la presente
invencion, es muy estable y posee un intervalo amplio de deteccidn lineal.

Polimeros que contienen nitrégeno heterociclico
El polimero de la presente invencion tiene la férmula general que sigue

Férmula 1a

N N
+ 1
B 1s
1a
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en la que la linea horizontal representa la cadena principal del polimero, A es un grupo alquilo sustituido con un
grupo hidrosoluble, preferiblemente un grupo cargado negativamente, tal como sulfonato, fosfato o carboxilato, y
mas preferiblemente, un grupo de un &cido fuerte tal como sulfonato, de modo que el nitrégeno heterociclico
cuaternizado al que esta unido es zwitteridnico; D es un componente copollimérico del polimero, como se describe
adicionalmente més adelante; cada uno de n, | y p es, independientemente, un nimero medio de una unidad del
polimero o unidades del polimero asociadas, mostrado en los paréntesis mas préximos a la izquierda; y q es un
nimero de una unidad o de unidades del polimero indicado entre corchetes.

Los grupos heterocicliso nitrogenados de Férmula 1a incluyen, aun cuando no se limita a ellos, piridina, imidazol,
oxazol, tiazol, pirazol o cualquiera de sus derivados. Preferiblemente, los grupos heterociclicos nitrogenados son,
independientemente, vinilpiridina, tal como 2-, 3-, 6 4-vinilpiridina, o vinilimidazol, tal como 1-, 2-, 6 4-vinilimidazol.
Mas preferiblemente, los grupos heterociclicos nitrogenados son, independientemente, 4-vinilpiridina, de modo que
el polimero mas preferible es un derivado de poli(4-vinilpiridina). Un ejemplo de un poli(4-vinilpiridina) tal, de la
presente invencion, posee la formula general que sigue,

Férmula 1b;
LN N o) .
p
=
=
\Nl 4
+ N ]
L n 49
A
1b

en cuya féormula A, D, n, |, p y g son como se ha descrito anteriormente con respecto a la Formula 1a,

Aun cuando el polimero de la presente invencion tiene la Férmula 1a o la Formula 1b generales anteriores, ha de
hacerse notar que cuando A es un acido fuerte, tal como un &cido mas fuerte que un &cido carboxilico, el
componente D es opcional, de modo que p puede ser igual a cero. Un polimero de la presente invencion tal tiene la
férmula general que sigue:

Férmila 1c:

N7 N7
+ 1
| Js

en cuya férmula A es un &acido fuerte y los grupos heterociclcicos nitrogenados, n, | y q son todos como se ha
descrito antes. Un &cido carboxilico sulfonado y fluorado son ejemplos de acidos adecuadamente fuertes. Se opina
gque cuando A es un acido suficientemente fuerte, el nitrégeno heterociclico al que esta unido se hace zwitteriénica y
por tanto es capaz de formar uniones electrostaticas intermoleculares con el agente reticulante durante la formacion
de la membrana. Se opina que estas uniones electrostaticas intermoleculares proporcionan otro nivel de reticulacion,
mas alla de los enlaces covalentes tipicos de la reticulacion, y por consiguiente hacen mas robusta la membrana que
se obtiene. Como resultado, cuando A es un &acido adecuadamente fuerte, el componente D, que frecuentemente es
un componente reforzador tal como estireno, puede ser omitido de los polimeros de las Férmulas 1a y 1b anteriores.
Cuando A es un acido mas débil, de modo que el nitrégeno heterociclico no es zwitteriénico o capaz de formar
uniones electrostaticas intermoleculares, el polimero de la presente inbencion incluye D, como se ilustra en las
Férmulas 1ay 1b anteriores.

Los ejemplos de A incluyen, aun cuando no se limita a ellos, sulfopropilo, sulfobutilo, carboxipropilo y carboxipentilo.
En una realizacion de la invencion, el grupo A tiene la férmula —L-G, en la que L es un agente de enlace de alquilos,
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lineal o ramificado, de C2-C12, opcional e independientemente sustituido con un grupo arilo, alcoxi, alquenilo,
alquinilo, -F, -Cl, -OH, aldehido, cetona, éster o amido, y G es un grupo carboxi o sulfonato cargado negativamente.
La parte de alquilo de los sustituyentes de L tienen 1-6 atomos de carbono y son, preferiblemente, un grupo arilo,
-OH o amido.

A puede estar unido al grupo heterociclico nitrogenado mediante cuaternizacion con un agente alquilante que
contiene un agente de enlace L adecuado y un grupo G cargado negativamente, 0 un grupo precursor que puede
convertirse en un grupo G cargado negativamente en una etapa posterior. Los ejemplos de agentes alquilantes
adecuados incluyen, aun cuando no se limita a ellos, 2-bromoetanosulfonato, propanosultona, butanosultona, acido
bromoacético, &cido 4-bromobutirico y acido 6-bromohexanoico. Los ejemplos de agentes alquilantes que contienen
un grupo precursor incluyen, aun cuando no se limita a ellos, bromoacetato de etilo y 6-bromohexanoato de
metilo.Los grupos de ésteres etilico y metilico de estos precursores pueden convertirse facilmente en un grupo
carboxi cargado negativamente mediante hidrdlisis estandar.

Alternativamente. A puede unirse al grupo heterociclicio nitrogenado mediante cuaternizacion del nitrdgeno con un
agente alquilante que contenga un grupo reactivo adicional, y acoplamiento subsiguiente por métodos estandar, de
este grupo reactivo adicional a otra molécula que contiene un grupo G cargado negativamente y un grupo reactivo.
Tipicamente, uno de los grupos reactivos es un grupo electréfilo y el otro grupo reactivo es un grupo nucledfilo.
Ejemplos seleccionados de grupos reactivos y de los enlaces formados por sus interacciones, se exponen en la
Tabla 1.

Tabla 1: Ejemplos de grupos reactivos y enlaces que resultan

Primer grupo reactivo Segundo grupo reactivo Enlace que resulta
Ester activado*” Amina Amiga
Acrilamida Tiol Tioéter
Azida de acilo Amina Amiga
Haluro de acilo Amina Amiga
Acido carboxilico Amina Amiga
Aldehido o cetona Hidrazina Hidrazona
Aldehido o cetona Hidroxiamina Oxima
Haluro de alquilo Amina Alquilamina
Haluro de alquilo Acido carboxilico Ester
Haluro de alquilo Imidazol Imidazolio
Haluro de alquilo Piridina Piridinio
Haluro de alquilo Alcohol / fenol Eter
Haluro de alquilo Tiol Tioéter
Sulfonato de alquilo Tiol Tioéter
Sulfonato de alquilo Piridina Piridinio
Sulfonato de alquilo Imidazol Imidazolio
Sulfonato de alquilo Alcohol / fenol Eter
Anhidrido Alcohol / fenol Ester
Anhidrido Amina Amiga
Aziridina Tiol Tioéter
Aziridina Amina Alquilamina
Aziridina Piridina Piridinio
Epoxido Tiol Tioéter
Epoxido Amina Alquilamina
Epoxido Piridina Piridinio
Halotriazina Amina Aminotriazina
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Halotriazina Alcohol Eter triazinilico
Imido éster Amina Amidina
Isocianato Amina Urea
Isocianato Alcohol Uretano
Isotiocianato Amina Tiourea
Maleimida Tiol Tioéter

Haluro de sulfonilo Amina Sulfonamida

* Los ésteres activados, como se entiende en la técnica. incluyen generalmente ésteres de succinimidilo,
benzotriazolilo. o arilo sustituido por grupos que capturan electrones tales como sulfo, nitro, ciano o halo; o acidos
carboxilicos activados por carbodiimidas.

A titulo de ejemplo, A puede unirse a los grupos heterociclicos nitrogenados del polimero por cuaternizaciéon de los
nitrégenos heterociclicos con acido 6-bromohexanoico y acoplamiento subsiguiente del grupo carboxilo al grupo
amino del acido 3-amino-1-propanosulfénico, en presencia de un agente de acoplamiento de carbodiimida.

D es un componente de un polimero poli(nitrégeno heterociclcio-co-D) de férmula l1la o 1b . Los ejemplos de D
incluyen, aun cuando no se limita a ellos, fenilalquilo, alcoxiestireno, hidroxialquilo, alcoxialquilo,
alcoxicarbonilalquilo, y una molécula que contiene polietilenglicol o un grupo polihidroxilado. Algunos polimeros
poli(nitrégeno heterociclico-co-D) adecuados como materiales de partida para la presente invencién, se encuentran
disponibles en el comercio. Por ejemplo, los polimeros poli(2-vinilpiridina-co-estireno), poli(4-vinilpiridina-co-estireno)
y poli(4-vinilpiridina-co-metacrilato de butilo) pueden adquirirse de Aldrich Chemical Company, Inc. Otros polimeros
poli(nitrégeno heterociclico-co-D) pueden ser sintetizados facilmente por cualquier experto en la técnica de la
guimica de polimeros, empleando métodos bien conocidos. Preferiblemente, D es un componente de estireno o un
componente de metacrilato de alquilo de C1-C18 de un polivinilpiridina-poli-D tal como poli(4-vinilpiridina-co-estireno)
o poli(4-vinilpiridina-co-metacrilato de butilo), mas preferiblemente, el primero. D puede contribuir a diversas
propiedades deseables de la membrana, que incluyen, aun cuando no se limita a ellas, propiedades hidréfobas,
hidrofilas, de solubilidad, biocompatibilidad, elasticidad y resistencia. D puede seleccionarse para la optimizaciéon o
“sintonia fina” de una membrana obtenida con el polimero en términos de su permeabilidad para un analito y su no
permeabilidad para un componente indeseable que interfiera, por ejemplo.

Las letras n, | y p designan, respectivamente, el nimero medio de cada componente copolimérico en cada unidad
del polimero. Laletra g es una para un copolimero de bloques o un nimero mayor que uno para un copolimero
con un nimero de unidades poliméricas que se repiten. A titulo de ejemplo, el valor de g para un polimero de la
presente invencion puede ser > 950, aproximadamente, cuando n, | y p son, respectivamente, 1, 8 y 1. La letra q
esta relacionada, por tanto, con el peso molecular global del polimero. Preferiblemente, el peso molecular medio del
polimero es superior a 50.000, aproximadamente, mas preferiblemente, superior a 200.000, aproximadamente y, lo
mas preferible, superior a 1.000.000, aproximadamente.

El polimero de la presente invencion puede comprender, ademas, un copolimero opcional, como ilustra la formula
general que sigue:

Férmula 2a
- .
o T
x";; P P
N WLA\KZ),
RN Is

en cuya formula la cadena principal del polimero, A, D, n, |, p y g son como se ha descrito anteriormente en lo que
respecta a las Férmulas la-1c; m es el numero medio de una unidad o varias unidades poliméricas asociadas
expuestas en los paréntesis mas proximos a la izquierda; y B es un modificador. Cuando los grupos heterociclicos
nitrogenados son piridina sustituida en la posiciéon 4, como se prefiere, el polimero de la presente invencién es un
derivado de poli(4-vinilpiridina) y posee la formula general que sigue, Férmula 2b, expuesta seguidamente:
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Férmula 2b
i N _ N g \ {D}
p
— -
= |
)
'\N{n NJ:_I m ““H :
l -q
- ! 8
2b

Por otra parte, cuando A es un acido adecuadamente fuerte, segin se ha descrito anteriormente, el copolimero D es
opcional, en cuyo caso el polimero de la presente invencion posee la férmula general que sigue:

Férmula 2c:
O 2 N2 N N B
T/*/ : T/*/ K2
L A B 1
2c

En cualquiera de las Férmulas 2a-2c, B es un grupo modificador que puede afiadir a la membrana cualesquiera
propiedades deseadas, quimicas, fisicas o biolégicas. Tales propiedades deseadas incluyen selectividad del analito,
caracter hidréfobo, hidréfilo, elasticidad y biocompatibilidad. Como ejemplos de modificadores se incluyen los
siguientes: moléculas cargadas negativamente que pueden minimizar la entrada en la membrana de compuestos
quimicos de carga negativa que interfieran; moléculas hidrocarbonadas hidréfobas que pueden aumentar la
adherencia entre la membrana y el material sensor que sirve de sustrato; moléculas hidrdfilas, hidroxiladas o
polihidroxiladas que pueden ayudar a hidratar y que afiaden biocompatibilidad a la membrana; polimeros de silicona
que pueden afiadir a la membrana elasticidad y otras propiedades; y constituyentes de polietilenglicol, que se sabe
gue aumentan la biocompatibilidad de materiales biolégicos (Bergstrom, K., et al., J. Biomed. Mat. Res. 26, 779
(1992)). Otros ejemplos de B incluyen, aun cuando no se limita a ellos, un agente quelante metélico, tal como un
agente quelante del calcio, y otros materiales biocompatibles. Un polietilenglicol adecuado para modificar la
biocompatibilidad de la membrana posee, por lo general, un peso molecular de desde aproximadamente 100 hasta
aproximadamente 20.000, de preferencia desde aproximadamente 500 hasta aproximadamente 10.000, y mas
preferiblemente, desde aproximadamente 1.000 hasta aproximadamente. 8.000.

El modificador B puede unirse a los nitrogenos heterociclicos del polimero, directa o indirectamente. En la unién
directa, los grupos heterociclicos nitrogenados pueden hacerse reaccionar con un modificador que contiene un
grupo alquilante. Los grupos alquilantes adecuados incluyen, aun cuando no se limita a ellos, haluro de alquilo,
epoxido, aziridina y ésteres sulfonato. En la union indirecta, los nitrdgenos heterociclicos del polimero pueden ser
cuaternizados con un agente alquilante que posea un grupo reactivo adicional, y unirse luego a una molécula que
tenga la propiedad deseada y un grupo reactivo adecuado.

Segun se ha descrito anteriormente, el copolimero que contiene B es opcional en la membrana de la presente
invencion, de modo que cuando m de la Férmula 2a-2c es cero, la membrana tiene la férmula general de la
Formulas la-1c, respectivamente. Las cantidades relativas de los cuatro componentes copoliméricos, el grupo
heterociclico nitrogenado que contiene A, el grupo heterociclico nitrogenado opcional que contiene B, el grupo
heterociclico nitrogenado, y D, pueden expresarse en forma de porcentajes del modo que sigue: [n/(n + m + | + p)] x
100%, [m/(n + m + | + p)] x 100%, [/(n + m + | + p)] x 100 y [p/(n + m+ I+ p)] x 100%, respectivamente. Los
porcentajes adecuados son 1-25%, 0-15% (cuando el grupo heterociclico nitrogenado que contiene B es opcional) 6
1-15%, 20-90% y 0-50% (cuando D es opcional), o 1-50%, respectivamente, y los porcentajes preferibles son 5-20%,

0-10% (cuando el grupo heterociclico nitrogenado que contiene B es opcional) 6 1-10%, 60-90% y 5-20%,
respectivamente.
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Ejemplos especificos de polimeros adecuados de las férmulas generales, Férmulas 3 —6, se muestran seguidamente

(1=
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Ejemplos
Ejemplos de sintesis de polimeros de polivinilpiridina

Se proporcionan a continuacion Ejemplos que ilustran las sintesis de diversos polimeros de polivinilpiridina segun la
presente invencion. Las cifras que se proporcionan son aproximadas.

Ejemplo 1: Sintesis de un polimero de Férmula 3

A titulo de ilustracién, se proporciona ahora un ejemplo de la sintesis de un polimero de Férmula 3. Se agit6 una
solucion de poli(4-vinilpiridina-co-estireno) (contenido de estireno: ~ 10%) (20 g, Aldrich) en el seno de 100 ml de
dimetilformamida (DMF), a 90°C, y se afiadi6 acido 6-bromohexanoico (3,7 g) en 15-20 ml de DMF- La solucion
resultante se agité a 90°C durante 24 horas y luego se vertié en 1,5 litros de éter, después de lo cual se secant6 el
disolvente. El sélido gomoso restante se disolvio en MeOH (150-200 ml) y se filtr6 con succién a través de un
embudo con placa filtrante de vidrio sinterizado de porosida media para separar el sélido sin disolver. El filtrado se
afiadio lentamente a éter agitado rapidamente (1,5 litros) en un vaso de precipitados. El precipitado resultante se
recogié por filtracidon con succién y se sec6 a 50°C en alto vacio durante 2 dias. El polimero tenia los parametros
siguientes: [n/(n+l+p)] x 100% ~ 10%; [I/(n+l+p)] x 100% ~ 80%; y [p/(n+l+p)] x 100% ~ 10%.

Ejemplo 2: Sintesis de un polimero de Férmula 5

A titulo de ilustracion, se proporciona ahora un ejémplo de la sintesis de un polimero de la Férmula 5 anterior. Se
agitoé una solucion de poli(4-vinilpiridina-co-estireno) (~ 10% de estireno) (20 g, Aldrich) en el seno de 100 ml de DMF
anhidra, a 90°C, se afiadié acido metanosulfénico (~ 80 mg) y luego 2 g de epdxido de PEG metoxilado (peso
molecular 5.000) (Shearwater Polymers, Inc.) en 15-20 ml de DMF anhidrra. La solucion se agité a 90°C durante 24
horas y se afiadié 1,3-propanosultona (2,32 g) en el seno de 10 ml de DMF anhidra. La solucion resultante se agité
continuamente a 90°C durante 24 horas y después se enfri6 a temperatura ambiente y se verti6 en 800 ml de éter.
Se decanto el disolvente y el precipitado restante se disolvio en MeOH caliente (~ 200 ml), se filtr6 con succion, se
precipitd de nuevo en 1 litro de éter, y luego se secé a 50°C en alto vacio durante 48 horas. El polimero resultante
tenia los parametros siguientes: [n/(n+m-+l+p)] x 100% ~ 10%, [m/(n+m+I+p)] x100% ~ 10%; [I/(n+m-+l+p)] x 100% ~
70%; y [p/n+m+I+p)] x 100% ~ 10%.

Ejemplo 3: Sintesis de un polimero que tiene un modificador B polihidroxilado

A titulo de iluestracién, se proporciona ahora un ejemplo de la sintesis de un polimero que tiene un modificador B
polihidroxilado, segun se ilustra esquematicamente a continuacién. Son conocidos diversos compuestos
polihidroxilados que poseen propiedades de biocompatibilidad. (patente de EE.UU.. No. 6.011.077). La sintesis que
figura a continuacién ilustra como un grupo modificador que posee una propiedad deseada puede unirse a la cadena
principal del polimero por medio de un engarce
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propanosultona
ucido 6-bromohexanoico
DMF

N
* P
Q
= -
SOs

HOLC

2) N-metil-D-glucamina

ke l 1) TSTU -

1,3-propanosultona (0,58 g, 4,8 mmoles) y acido 6-bromohexanoico (1m85 g, 9,5 mmoles) se afiaden a una solucion
de poli(4-vinilpiridina-co-estireno) (~ 10% de estireno) (10 g) disueltos en 60 ml de DMF anhidra. La solucion
resultante se agita a 90°C durante 24 horas y luego se enfria a temperatura ambiente. Después se afiaden a la
solucion, sucesivamente, tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (TSTU) (2,86 g, 9,5
mmoles) y N,N-diisopropiletilamina (1,65 ml, 9,5 mmoles). Después de agitar la solucién durante 5 horas se afiade
N-metil-D-glucamina (2,4 g. 12,4 mmoles) y la solucidon que resulta se agita a temperatura ambiente durante 24
horas. La solucion se vierte en 500 ml de éter y el precipitado se recoge por filtracion con succion. El precipitado
recogido se disuelve entonces en MeOH/H,0 y la soluciéon que resulta se somete a ultrafiltracion por membrana
usando el mismo disolvente MeOH/H,0. La solucidn dializada se evapora a sequedad obteniendo un polimero con
los parametros siguientes: [n/(n+m+l+p)] x 100% =~ 10%; [(m/(n+m+I+p)] x 100% ~ 10%; [I/(n+m+I+p)] x 100% ~ 70%;
y [p/(n+m+l+p)] x 100% ~ 10%.

Agentes reticulantes

Los agentes reticulantes de la presente invencién son moléculas que poseen al menos dos grupos reactivos, por
ejemplo grupos bi-, tri-, 0 tetra-funcionales, capaces de reaccionar con los grupos heterociclicos nitrogenados,
(grupos de piridina), u otros grupos reactivos contenidos en A, B o D del polimero. Preferiblemente, los grupos
reactivos de los agentes reticulantes son grupos alquilantes de reaccion lenta que pueden cuaternizar los grupos
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heterociclicos nitrogenados, tales como los grupos de piridina del polimero. Los grupos alquilantes incluyen, aun
cuando no se limita a ellos, derivados de polietilenglicol o polipropilenglicol, epéxido (grupo glicidilo), aziridina, haluro
de alquilo y ésteres sulfonato. Los grupos alquilante de los agentes reticulantes son, preferiblemente, grupos
glicidilo. Preferiblemente, los agentes reticulantes glicidilicos poseen un peso molecular de desde aproximadamente
200 hasta aproximadamente 2.000 y son solubles en agua o solubles en un disolvente miscible con agua, tal como
un alcohol. Como ejemplos de agentes reticulantes adecuados se incluyen, aun cuando no se limita a ellos, éter
diglicidilico de polietilenglicol con un peso molecular de aproximadamente 200 a aproximadamente 600, y N,N-
diglicidil-4-glicidiloxianilina.

Es deseable disponer de una reaccion de reticulacion lenta durante la distribucion de la solucion de membrana para
que la solucién de revestimiento de la membrana tenga un periodo de vida razonable para fabricaciones a gran
escala. Una reaccion de reticulacién mas rapida da por resultado una solucion de revestimiento que cambia
rapidamente de viscosidad, lo que hace dificil realizar el revestimiento. Idealmente, la reaccién de reticulacion es
lenta durante la distribucion de la solucion de membrana, y acelerada durante el curado de la membrana a
temperatura ambiente o a temperatura elevada, cuando es posible.

Formacién de la membrana y fabricacién de sensores

Se describe ahora un ejemplo de un proceso para producir una membrana de la presente invencion. En este
ejemplo, el polimero de la presente invencién y un agente reticulante adecuado se disuelven en un disolvente que
contiene un tampon, tipicamente un disolvente mixto de tampdn-alcohol, para obtener una solucion de membrana.
Preferiblemente, el tampdn tiene un pH de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 9,5 y el alcohol es etanol.
Mas preferiblemente, el tampon es un tampon de 2-(4-(2-hidroxietil)-1-piperazina)etanosulfonato (HEPES) 10 mM,
(pH 8), y la razdn en volumen de etanol a tampén es desde aproximadamente 95 a 5 hasta aproximadamente 0 a
100. Una cantidad minima de tampon es necesaria para la reaccion quimica de reticulacion, especialmente si se
utiliza un agente reticulante de tipo epéxido o aziridina. La cantidad de disolvente necesaria para disolver el polimero
y el agente reticulante puede variar dependiendo de la naturaleza del polimero y del agente reticulante. Por ejemplo,
puede necesitarse un mayor porcentaje de alcohol para disolver un polimero y/o un agente reticulante relativamente
hidréfobo.

La razén de polimero a agente reticulante es importante para la naturaleza de la membrana final. A titulo de ejemplo,
si se utiliza una cantidad inadecuada de agente reticulante o un exceso sumamente grande de agente reticulante, la
reticulacion es insuficiente y la membrana es débil. Por otra parte, si se emplea una cantidad de agente reticulante
superior a la adecuada, la membrana resulta demasiado reticulada de modo que la membrana es muy quebradiza
y/o impide la difusién del analito. Por tanto, existe una razén 6ptima de un polimero dado con respecto a un agente
reticulante dado que debe ser utilizada para preparar una membrana deseable o Util. A titulo de ejemplo, la razén
Optima, en peso, de polimero a agente reticulante es, tipicamente, desde aproximadamente 4:1 hasta
aproximadamente 32:1 para un polimero de cualquiera de las Férmulas 3-6 anteriores y un agente reticulante del
tipo de éter diglicidilico de polietilenglicol, que tiene un peso molecular de aproximadamente 200 a aproximadamente
400. Mas preferiblemente, este intervalo es desde aproximadamente 8:1 hasta aproximadamente 16:1. Ademas, a
titulo de ejemplo, la razén 6ptima, en peso, de polimero a agente reticulante es, tipicamente, aproximadamente 16:1
para un polimero de la Férmula 4 anterior, en la que [n/(n+l+p)] x 100% ~ 10%; [l/(n+I+p)] x 100% =~ 80%, y
[p/(n+1+p)] x 100% ~ 10%, o para un polimero de la Férmula 5 anterior, en la que [n/(n+m+I+p)] x 100% ~ 10%,
[m/(n+m+I+p)] x 100% ~ 10%, [l/(n+m+l+p)] x 100% ~ 70%, [p/(n+m+l+p)] x 100% ~ 10%, y r ~ 110, y un agente
reticulante del tipo de éter diglicidilico de polietilenglicol, que tiene un peso molecular de aproximadamente 200.

La solucién de membrana puede depositarse como revestimiento sobre una diversidad de biosensores que pueden
beneficiarse de estar provistos de una membrana colocada sobre la capa de deteccidon que contiene una enzima.
Los ejemplos de tales biosensores incluyen, aun cuando no se limita a ellos, sensores de glucosa y sensores de
lactato. (Véase la patente de EE.UU. No. 6.134.461 a Heller et al.). El proceso de revestimiento puede comprender
cualquier técnica empleada cominmente, tal como revestimiento con rotacion, revestimiento con inmersién o por
depésito de gotitas de la solucion de membrana sobre las capas de deteccion, y procesos semejantes, seguido de
curado en condiciones ambiente durante la 2 dias, tipicamente. Los detalles particulares del proceso de
revestimiento (tales como duracién de la inmersion, frecuencia de las inmersiones, numero de inmersiones, o
detalles semejantes) pueden variar, dependiendo de la naturaleza (es decir, viscosidad, concentracién, composicion,
o semejante) del polimero, el agente reticulante, la solucion de membrana, el disolvente y el tampén, por ejemplo.
Para el proceso de revestimiento puede emplearse un equipo convencional, tal como el sistema de revestimiento por
inmersion o moldeo DSG DIL-160 de NIMA Technology del Reino Unido.

Ejemplo de fabricacion de sensores

Aun cuando los sensores, en si mismos, no son conforme a la presente invencion, la fabricacién de sensores
consiste, tipicamente, en depositar una capa de deteccién que contiene una enzima sobre un electrodo de trabajo,
modelar sobre la capa de deteccion la capa de membrana que limita la difusion y, opcional pero preferiblemente,
también sobre el contra-electrodo y el electrodo de referencia. El procedimiento operatorio que figura a continuacién
se refiere a la fabricacion de un sensor de dos electrodos tal como el representado en las Figuras 2A-2C. Sensores
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gque poseen otras configuraciones tales como un disefio de tres electrodos, pueden prepararse empleando métodos
similares.

Un ejemplo particular de fabricacion de un sensor en el que las cifras son aproximadas, se proporciona ahora. Se
preparé una solucion de la capa de deteccion a partir de una soluciéon de HEPES 7,5 mM (0,5 ul, pH 8), que contenia
1,7 ug del compuesto L, mediador polimérico de osmio, descrito en la solicitud publicada, del Tratado de
Cooperacion de Patentes (PCT), publicacion internacional no. WO 01/36660 A2; 2,1 ug de glucosa oxidasa
(Toyobo); y 1,3 ug de éter diglicidilico de polietilenglicol (peso molecular 400). La férmula del compuesto L se
muestra a continuacion

MH
acr
. N [T B
0 I
% CH,

La solucidon de la capa de deteccion se depositdé sobre electrodos de trabajo de tinta-carbono y se curé a
temperatura ambiente durante dos dias para producir varios sensores. Se preparé una solucion de membrana
mezclando 4 volimenes de un polimero de la Férmula 4 anterior, disueltos a 64 mg/l en solucién tampon de EtOH,
60%/ HEPES, 20% (10 mM, pH 8), y un volumen de éter diglicidilico de polietilenglicol (peso molecular 200), disuelto
a 4 mg/ml en solucién tampén de EtOH, 80%/HEPES, 20% (10 mM, pH 8). Los sensores descritos fueron
sumergidos tres veces en la solucion de membrana, aproximadamente 5 segundos por inmersién, con un periodo de
tiempo de aproximadamente 10 minutos de intervalo entre inmersiones consecutivas. Después los sensores fueron
curados a temperatura ambiente y humedad normal durante 24 horas.

Una estructura quimica aproximada de una seccién de una membrana tipica preparada segun la presente invencion
se ilustra en la Figura 1. Una membrana tal puede emplearse en una diversidad de sensores, tales como los
sensores de dos o tres electrodos que se han descrito en esta memoria. A titulo de ejemplo, la membrana puede
ser utilizada en un sensor amperomeétrico de glucosa de dos electrodos, como se muestra en la Figura 2A-2C
(colectivamente, Figura 2) y se describe mas adelante.

El sensor amperométrico de glucosa, 10, de la Figura 2, comprende un sustrato, 12, situado entre un electrodo de
trabajo, 14, basado, tipicamente, en carbono, y un contra-electrodo/electrodo de referencia de Ag/AgCl, 16. Un
sensor o capa de deteccion, 18, se sitla sobre el electrodo de trabajo. Una membrana o capa de membrana, 20,
encapsula el sensor de glucosa completo,10, con inclusién del contra-electrodo/electrodo de referencia de Ag/AgCl.

La capa de deteccidn, 18, del sensor de glucosa, 10, consiste en glucosa oxidasa y un mediador polimérico
constituido por un complejo de osmio de potencial bajo, reticulados, segun se describe en la Solicitud PCT
publicada, antes citada, publicacion internacional no. WO 01/36660 A2. La formulacion que contiene la enzima y el
mediador, que puede ser utilizada en la capa de deteccién, y métodos para aplicarla a un sistema de electrodos, son
conocidos en la técnica, por ejemplo, segin la patente de EE.UU. No. 6.134.461. Segun la presente invencion, la
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capa de membrana se form6 sumergiendo tres veces el sensor en una solucidbn de membrana que comprendia
4 mg/ml de éster diglicidilico de polietilenglicol (peso molecular 200, aproximadamente) y 64 mg/ml de un polimero
de la Formula 4 anterior, en el que [n/(n+l+p)] x 100% =~ 10%; [I/(n+l+p)] x 100% ~ 80%; y [p/(n+l+p)] X 100% ~ 10%,
y curando a temperatura ambiente y humedad normal durante 24 horas por lo menos, por ejemplo la 2 dias,
aproximadamente, el sensor sumergido tres veces. El valor de q para una capa de membrana tal puede ser > 950,
aproximadamente, donde n,ly p son 1, 8y 1, respectivamente.

Modificacion de la superficie de la membrana

Los polimeros de la presente invencion tienen un gran namero de grupos heterociclicos nitrogenados, tales como
grupos de piridina, solo un pequefio porcentaje de los cuales se utiliza en la reticulacion durante la formacion de la
membrana. Asi pues, la membrana posee un exceso de estos grupos presentes tanto dentro de la matriz de la
membrana como sobre la superficie de la membrana. Opcionalmente, la membrana puede ser modificada después
colocando otra capa de material sobre la superficie de la membrana rica en grupos heterociclicos nitrogenados o rica
en piridina. Por ejemplo, la superficie de la membrana puede ser modificada afiadiendo una capa de polietilenglicol
para intensificar la biocompatibilidad. En general, la modificacién puede consistir en revestir la superficie de la
membrana con una solucién de modificacién, tal como una solucién que comprende las moléculas deseadas que
poseen un grupo alquilante reactivo, lavando luego la solucién de revestimiento con un disolvente adecuado para
retirar las moléculas en exceso. Esta modificacion debe dar por resultado una monocapa de las moléculas
deseadas.

La membrana, 20, del sensor de glucosa, 10, que se ilustra en la Figura 2, puede modificarse del modo
anteriormente descrito.

Ejemplos experimentales

A continuacion se proporcionan ejemplos de experimentos que demuestran las propiedades y/o la eficacia de
sensores que poseen membranas que limitan la difusion segun la presente invencién. Las cifras que se
proporcionan son aproximadas.

Experimento de calibracién

En un primer ejemplo, se llevé a cabo un experimento de calibracién en el que quince sensores que carecian de
membranas fueron ensayados simultaneamente (Grupo 1) y, por separado, ocho sensores que tenian membranas
que limitan la difusién segun la presente invencion, fueron ensayados al mismo tiempo (Grupo 2), todos a 37°C. En
el Grupo 2, las membranas habian sido preparadas a partir de polimeros de la Fémula 4 anterior y agentes
reticulantes del tipo de éter diglicidilico de polietilenglicol (PEGDGE) de peso molecular 200, aproximadamente. En
el experimento de calibraciéon del Grupo 1y del Grupo 2, los sensores fueron colocados en una solucion tamponada
con PBS (pH 7) y se midi6 la corriente de salida de cada uno de los sensores a medida que se aumentaba la
concentracion de glucosa. Las corrientes de salida medidas (uA para el Grupo 1; nA para el Grupo 2) fueron
promediadas después para los dos grupos, 1y 2, y representadas graficamente frente a las concentraciones de
glucosa (mM) segun se ilustra en la gréafica de calibracion de la Figura 3.

Como se ilustra, la curva de calibracion de los sensores del Grupo 1 que carecen de membranas, es
aproximadamente lineal a lo largo de un intervalo muy pequefio de concentraciones de glucosa, desde cero hasta
aproximadamente 3 mM, 6 5 mM a lo sumo: Este resultado indica que los sensores que carecen de membrana son
insuficientemente sensibles al cambio de concentraciones de glucosa en concentraciones de glucosa elevadas tales
como 10 mM, lo que estd muy por debajo del limite superior de la concentracién de glucosa, importante desde el
punto de vista clinico de 30 mM, aproximadamente. Por el contrario, la curva de calibracion de los sensores del
Grupo 2 que disponian de membranas que limitan la difusion segun la presente invencion, es sustancialmente lineal
a lo largo de un intervalo relativamente amplio de concentraciones de glucosa, por ejemplo, desde cero hasta 30 mM
aproximadamente, como se demuestra por la linea de mejor ajuste (y = 1,2502x + 1,1951; R?~ 0,997), que se ilustra
también en la Figura 1. Este resultado demuestra la considerable sensibilidad de los sensores provistos de
membranas para las concentraciones de glucosa, en concentraciones de glucosa baja, media y alta, y de particular
importancia en el limite alto de concentraciones de glucosa relevantes desde el punto de vista clinico, de 30 mM,
aproximadamente.

Experimento de estabilidad

En un segundo ejemplo, se llevd a cabo un experimento de estabilidad en el que fueron ensayados
simultdneamente, a 37°C, un sensor que carecia de membrana y un sensor que tenia una membrana que limita la
difusion segun la presente invencion. El sensor provisto de membrana disponia de una membrana preparada
partiendo del mismo polimero y del mismo agente reticulante que los de los sensores del Grupo 2 antes descrito en
el experimento de calibracion. En este experimento de estabilidad, cada sensor fue colocado en una solucion
tamponada que contenia PBS (pH 7) que tenia una concentracion fija de glucosa, 30 mM, y se midié la corriente de
salida de cada sensor. Las corrientes de salida medidas (uA para el sensor sin membrana; nA para el sensor
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provisto de membrana) fueron representadas graficamente frente al tiempo (horas) como ilustra la grafica de
estabilidad de la Figura 4.

Como se muestra, la curva de estabilidad del sensor sin membrana decae rapidamente con el tiempo, a una
velocidad de caida de aproximadamente 4,69% pA por hora. Este resultado indica falta de estabilidad del sensor sin
membrana. Por el contrario, la curva de estabilidad del sensor provisto de membrana segun la presente invencion,
muestra una constancia relativa a lo largo del tiempo, o sin caida apreciable con el tiempo, siendo la velocidad de
caida solo de 0,06% nA por hora. Este resultado demuestra la considerable estabilidad y fiabilidad de dichos
sensores. Es decir, en una concentracion de glucosa de 30 mM, mientras que el sensor sin membrana pierde
sensibilidad a una velocidad de casi 5% por hora a lo largo de un periodo de 20 horas, aproximadamente, el sensor
provisto de membrana segun la presente invencién no mostro, practicamente, pérdida de sensibilidad durante el
mismo periodo.

Experimento de capacidad de respuesta

Idealmente, la membrana de un sensor electroquimico no debe impedir la comunicacién entre la capa de deteccion
del sensor y el fluido o fluido biolégico que contiene el analito de interés. Es decir, la membrana debe responder
rapidamente a los cambios de concentracion del analito.

En un tercer ejemplo, se llevo a cabo un experimento de capacidad de respuesta en el que ocho sensores que
tenian membranas de difusion segun la preente invencion, fueron ensayados simultdneamente (Grupo 3), todos a
37°C. Los sensores del Grupo 3 tenian membranas preparadas partiendo del mismo polimero y de los mismos
agentes reticulantes que los de los sensores del Grupo 2 descritos en el experimento de calibracién anterior. En este
experimento de capacidad de respuesta, los ocho sensores fueron colocados en una solucion tamponada que
contenia PBS (pH 7) cuya concentracion de glucosa fue aumentada escalonadamente a lo largo del tiempo, como
ilustran las concentraciones de glucosa indicadas en la Figura 5, y se midi6 la corriente de salida de cada uno de los
sensores. Las corientes de salida medidas (nA) fueron promediadas luego para el Grupo 3 y representadas
graficamente frente al tiempo (tiempo real, hora:minuto:segundo), como muestra la grafica de capacidad de
respuesta de la Figura 5.

La curva de capacidad de respuesta de los sensores del Grupo 3, que tenian membranas que limitan la difusion
segun la presente invencion, tiene escalones discretos que simulan de un modo rapido los aumentos escalonados
de la concentracion de glucosa. Como se ilustra, la corriente de salida salta rapidamente desde una meseta a la
siguiente una vez aumentada la concentracion de glucosa. Este resultado demuestra la considerable capacidad de
respuesta de los sensores provistos de membranas de la presente invencion. La capacidad de respuesta de estos
sensores electroquimicos provistos de membranas les hace ideales para detectar analitos, tal como para detectar
glucosa.

Experimento de mocién-sensibilidad

Idealmente, la membrana de un sensor electroquimico no debe resultar afectada por la mocién o movimiento de
fluidos o fluidos biolégicos que contienen el analito de interés. Esto es particularmente importante para un sensor
que esta implantado en un cuerpo, tal como un cuerpo humano, ya que el movimiento puede causar ruido asociado
a la mocién y puede ser bastante frecuente.

En este cuarto ejemplo, se llevé a cabo un experimento de mocién-sensibilidad en el que se ensay6 un sensor A que
carecia de membrana y, por separado, se ensay0 un sensor B que tenia una membrana que limita la difusion segin
la presente invencion, todo a 37°C. El sensor B tenia una membrana preparada partiendo del mismo polimero y el
mismo agente reticulante que los de los sensores del Grupo 2 descrito en el experimento de calibracién. En este
experimento, para cada uno de los ensayos, el sensor se coloco en un vaso de precipitados con una solucién
tamponada que contenia PBS (pH 7) y un agitador magnético. La concentracién de glucosa de la solucién se
aumento de modo escalonado a lo largo del tiempo, de la misma manera descrita en el experimento anterior de
capacidad de respuesta, segun indican las diversasa marcas de mM de la Figura 6. El agitador se activd durante
cada aumento escalonado de la concentracién de glucosa y se inactivd algun tiempo después, como ilustran los
rétulos “agitacion” y “sin agitar” indicados en la Figura 6. Esta activacion y desactivacién del agitador se repitié de
modo ciclico a varios niveles de concentraciones de glucosa y se midid la corriente de salida de cada uno de los
sensores durante todo el experimento. Las corrientes de salida medidas (uA para el sensor A; nA para el sensor B)
fueron representadas graficamente frente al tiempo (minutos), como muestra la grafica de mocién-sensibilidad de la
Figura 6.

Como se indica, la corriente de salida del sensor A, sin membrana, estd muy afectada porr las condiciones de
agitacion frente a las de sin agitar a lo largo del intervalo de concentraciones de glucosa utilizado en el experimento.
Por el contrario, la corriente de salida del sensor B, que tiene membranas que limitan la difusién segun la presente
invencién, esta virtualmente inafectado por las condiciones de agitacion frente a las de sin agitar hasta una
concentracion de glucosa de 10 mM, aproximadamente, y sélo ligeramente afectado por estas condiciones en una
concentracion de glucosa de 15 mM, aproximadamente. Este resultado demuestra la considerable estabilidad de los
sensores provistos de membranas del la presente invencidon en ambientes tanto agitados como sin agitar. La
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estabilidad de estos sensores electroquimicos provistos de membranas en un medio ambiente de movimiento de
fluidos, les hace idelaes para detectar un analito dentro de un cuerpo en movimiento.

Experimento de reproducibilidad de sensores

El revestimiento por inmersion, o moldeo, de membranas se lleva a cabo, tipicamente, usando maquinas de
inmersion tales como la DSG DIL-160 de NIMA Technology del Reino Unido. El moldeo reproducible de membranas
ha sido considerado bastante dificil de conseguir (Chen, T., et al., In Situ Assembled Mass-Transport Controlling
Micromembranes and Their Application in Implanted Amperometric Glucose Sensors, Anal.. Chem., Vol. 72, No. 16,
Paginas 3757-3763 (2000)). Sorprendentemente, los sensores provistos de membranas de la presente invencion
pueden ser producidos bastante reproduciblemente, como se demuestra en el experimento descrito ahora.

Cuatro lotes de sensores (Lotes 1-4) fueron preparados por separado sumergiendo los sensores tres veces en una
solucion de membrana empleando equipo de moldeo y dejando curar después. En cada uno de los cuatro lotes, las
soluciones de membrana fueron preparadas partiendo del polimero de Férmula 4 y éter diglicidilico de polietilenglicol
(PEDGE) como agente reticulante, de peso moleclar 200, aproximadamente (como en el Grupo 2 y los otros Grupos
descritos anteriormente), utilizando el mismo procedimiento operatorio. Las soluciones de membrana para los Lotes
1y 2 fueron preparadas por separado para cada uno y por separado de la solucién de membrana utilizada para los
Lotes 3 y 4. La solucion de membrana para los lotes 3 y 4 fue la misma, aun cuando los sensores del Lote 3 y del
Lote 4 fueron revestidos por inmersion en momentos diferentes usado un equipo de moldeo distinto. Es decir, los
Lotes 1, 2 y 3 fueron revestidos por inmersion usando un sistema construido, no comercial, y el Lote 4 fue revestido
por inmersion usando el sistema DSG D1L 160 a que se ha aludido antes.

Se llevaron a cabo ensayos de calibracién sobre cada lote de sensores, a 37°C. Para cada lote, los sensores fueron
colocados en solucién tamponada que contenia PBS (pH 7) y se midio la corriente de salida (nA) de cada uno de los
sensores a medida que se aumentaba la concentracion de glucosa (mM). Para cada sensor de cada uno de los
cuatro lotes se prepar6 una curva de calibracion basada en una grafica de la salida de corriente frente a
concentraciéon de glucosa, como muestra la Figura 7B (Lote 1: 5 sensores), Figura 7C (Lote 2: 8 sensores), Figura
7D (Lote 3: 4 sensores) y Figura 7E (Lote 4: 4 sensores). Las pendientes medias de las curvas de calibracion de
cada lote fueron las siguientes:

Lote 1: Pendiente media = 1,10 nA/mM (CV = 5%);
Lote 2: Pendiente media = 1,27 nA/mM (CV = 10%);
Lote 3: Pendiente media = 1,15 nA/mM (CV = 5%); y
Lote 4: Pendiente media = 1,14 nA/mM (CV = 7%).

Ademas, para cada lote, la salida de corriente de los sensores del lote fue promediada y representada graficamente
frente a la concentracion de glucosa como muestra la Figura 7A. La pendiente media de los lotes 1-4 fue 1,17
nA/mM (CV = 7,2%).

Las pendientes de las curvas dentro de cada lote y de lote a lote estan agrupadas muy estrechamente, lo que
muestra una variacion considerablemente pequefia. Los resultados demuestran que los sensores preparados con
membranas segun la presente invencion, proporcionan resultados bastante reproducibles tanto dentro de un lote
como de lote a lote.

Los ejemplos anteriores demuestran muchas de las ventajas de las membranas de la presente invencion y de los
sensores que emplean tales membranas.Las ventajas particulares de los sensores que emplean las membranas de
la presente invencion incluyen sensibilidad, estabilidad, capacidad de respuesta, compatibilidad con movimientos,
facilidad de calibracion y facilidad y reproducibilidad de fabriccion.

Diversios aspectos y caracteristicas de la presente invencidon han sido explicados o descritos con respecto a
opiniones o teorias, aun cuando ha de entenderse que la invencién no se sujeta a una opinién o teoria particular.
Diversas modificaciones y procesos, asi como también numerosas estructuras a las que la presente invencion puede
ser aplicable, resultaran evidentes con facilidad para los expertos en la técnica hacia la que esta dirigida la presente
invencion, mediante la revision de la memoria descriptiva. Aun cuando los diversos aspectos y caracteristicas de la
presente invencion han sido descritos con respecto a varias realizaciones y ejemplos especiificos de esta memoria,
ha de entenderse que la invencion es derecho habiente a proteccion dentro del alcance total de las reivindicaciones
adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una membrana reticulada que comprende un polimero que tiene la férmula:

AN AN
LA NCA
| ™ '
A

- 1

en la que la linea horizontal continua representa la cadena principal de un polimero; A es un grupo alquilo sustituido
con un constituyente hidrosoluble; D esta seleccionado entre fenilalquilo, alcoxiestireno, hidroxialquilo, alcoxialquilo,
alcoxicarbonilalquilo, un constituyente que contiene polietilenglicol y un constituyente polihidroxilado; y cada uno de
n, I, py q es, independientemente, un nimero positivo.

2.- La membrana segun la reivindicacion 1, en la que A esta cargado negativamente.

3.- La membrana segun la reivindicacion 1, en la que A esté seleccionado entre un sulfonato, un carboxilato y un
fosfato.

4.- La membrana segun la reivindicacion 1, en la que A esta seleccionado entre sulfopropilo, sulfobutilo,
carboxipropilo, y carboxipentilo.

5.- La membrana segun la reivindicacion 1, en la que A tiene la formula L-G, en la que L es un engarce de alquilo
lineal o ramificado, de C2-C12, y G es un grupo carboxi o sulfonato cargado negativamente.

6.- La membrana segun la reivindicacion 5, en la que L esta sustituido con un grupo arilo, alcoxi, alquenilo, alquinilo,
-F, -Cl, -OH, aldehido, cetona, éster o amida.

7.- La membrana segun la reivindicacion 1, en la que D es estireno o metacrilato de alquilo de C1-C18.
8.- La membrana segun la reivindicacion 1, en la que el peso molecular medio del polimero es superior a 50.000.
9.- La membrana segun la reivindicacion 1, en la que el peso molecular medio del polimero es superior a 200.000.

10.- La membrana segun la reivindicacion 1, en la que el polimero comprende, ademas, un copolimero que contiene
B dde modo que el polimero tiene la formula:

NIENENESEE
AN AN A
“"\T:"" HT;—-” ""*-..N..f"'l
i A B J,

en la que B es un modificador y m es un ndmero positivo.

11.- La membrana segun la reivindicacion 10, en la que B esta seleccionado entre un agente quelante, un
constituyente cargado negatuvamente, un constituyente hidrocarbonado hidréfobo, un constituyente hidréfilo
hidroxilado o polihidroxilado, un polimero de silicona, y un polietilenglicol.

12.- La membrana segun la reivindicaciéon 10, en la que B es un polietilenglicol que tiene un peso molecular de
desde 100 a 20.000.

13.- La membrana segén la reivindicaciéon 10, en la que B es un polietilenglicol que tiene un peso molecular de
desde 200 a 2000.

14.- La membrana segun la reivindicacién 10, en la que [n/(n+m+|+p)]x100% es desde 1% a 25%.
15.- La membrana segun la reivindicacién 10, en la que [m/(n+m+I+p)]x100% es desde 1% a 15%.

16.- La membrana segun la reivindicacion 10, en la que [I/(n+m+1+p)]x100% es desde 20% a 90%.
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17.- La membrana segun la reivindicacién 10, en la que [p/(n+m+l+p)]x100% es desde 1% a 50%.

18.- La membrana segun la reivindicacion 1, en la que al menos un constituyente heterociclico nitrogenado del
polimero esta seleccionado, independientemente, entre piridina, imidazol, oxazol, tiazol, pirazol y cualquiera de sus
derivados.
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Figura 1
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