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DESCRIPCION
Sensor electroquimico
Campo de la invencion
Esta invencion se refiere a una celda electroquimica para determinar la concentracion de un analito en un vehiculo.
Técnica antecedente

La invencion que se describe en este documento es una mejora o una modificacion de la invencién descrita en la
solicitud de los autores pendiente de tramitacion PCT/AU96/00365 (WO-A-97/00441), cuyo contenido se incorpora a este
documento por referencia.

La invencién se describira en este documento con particular referencia a un biosensor adaptado para medir la
concentracién de glucosa en sangre.

Se sabe medir la concentracion de un componente que se ha de analizar en una muestra liquida acuosa colocando la
muestra en una zona de reaccidon en una celda electroquimica que comprende dos electrodos que tienen una
impedancia que los hace adecuados para medicién amperométrica. Se deja que reaccione el componente que se ha de
analizar directa o indirectamente con un reactivo redox de modo que forme una sustancia oxidable (o reducible) en una
cantidad correspondiente a la concentracion del componente que se ha de analizar. La cantidad de sustancia oxidable (o
reducible) presente se estima a continuacién electroquimicamente. En general este método requiere suficiente
separacién de los electrodos de manera que los productos de electrolisis en un electrodo no puedan alcanzar al otro
electrodo ni interferir con los procesos en el otro electrodo durante el periodo de medicion.

En la solicitud pendiente de tramitacién de los autores se describe un nuevo método para determinar la concentracion de
la forma reducida (u oxidada) de una especie redox en una celda electroquimica de la clase que comprende un electrodo
de trabajo y un electrodo contador (0 contador/referencia) espaciado del electrodo de trabajo por una distancia
predeterminada. El método implica aplicar una diferencia de potencial eléctrico entre los electrodos y seleccionar el
potencial del electrodo de trabajo de manera que la velocidad de electro-oxidaciéon de la forma reducida de la especie
quimica (o de la electro-reduccion de la forma oxidada) se controla por difusion. El espaciado entre el electrodo de
trabajo y el electrodo contador se selecciona de manera que los productos de reaccion del electrodo contador lleguen al
electrodo de trabajo. Determinando la corriente en funcion del tiempo después de la aplicacién del potencial y antes de la
consecucion de corriente en estado estacionario y estimando a continuacién la magnitud de la corriente en estado
estacionario, el método anteriormente descrito permite estimar el coeficiente de difusion y/o la concentracion de la forma
reducida (u oxidada) de las especies.

La solicitud pendiente de tramitacion de los autores ejemplifica este método con referencia al uso de una "celda
electroquimica de capa delgada" que emplea un sistema GOD/ferrocianuro. Segun se usa en este documento la
expresion "celda electroquimica de capa delgada” se refiere a una celda que tiene electrodos espaciados muy proximos
de manera que el producto de reaccion del electrodo contador llegue al electrodo de trabajo. En la practica, la separacion
de electrodos en una celda de este tipo para medir glucosa en sangre sera menos de 500 micrometros, y preferiblemente
menos de 200 micrometros.

La quimica usada en la celda electroquimica ejemplificada es como sigue:

glucosa + GOD - &cido glucénico + GOD* reaccion 1

GOD* + 2ferricianuro - GOD + 2ferrocianuro reaccion 2

donde GOD es la enzima glucosa oxidasa, y GOD* es la enzima "activada". Ferricianuro ([Fe(CN)s]*) es el "mediador"
que devuelve la GOD* a su estado catalitico. GOD, un catalizador enzimatico, no se consume durante la reaccién
siempre que esté presente mediador en exceso. Ferrocianuro ([Fe(CN)s]*) es el producto de la reaccion total. Idealmente
no hay ferrocianuro inicialmente, aunque en la practica a menudo hay una pequefia cantidad. Después de que la
reaccion se termina la concentracion de ferrocianuro (medida electroquimicamente) indica la concentracion inicial de
glucosa. La reaccién total es la suma de las reacciones 1y 2:

GOD
glucosa + 2ferricianuro > acido glucoénico + 2ferrocianuro reaccion 3
"Glucosa" se refiere especificamente a -D-glucosa.

La técnica anterior sufre una serie de inconvenientes. En primer lugar, el tamafio de muestra requerido es mayor de lo
deseable. En general seria preferible que se pudieran hacer las mediciones sobre muestras de volumen reducido porque
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esto a su vez facilita el uso de métodos menos invasivos para obtener muestras.

En segundo lugar, seria deseable generalmente mejorar la precision de la medicion y eliminar o reducir las variaciones
debidas, por ejemplo, a la asimetria de la celda u otros factores que se introducen durante la produccion en gran cantidad
de microceldas. Igualmente, seria deseable reducir los efectos "de borde" del electrodo.

En tercer lugar, dado que las celdas son desechables después de usar, es deseable que permitan la produccién en gran
cantidad a coste relativamente bajo.

Exposicion de la invencion

Segun la presente invencion se proporciona un sensor electroquimico para la determinacion analitica de glucosa en una
muestra liquida de sangre, comprendiendo el sensor:

una primera hoja de material eléctricamente resistivo que define una primera pared terminal de una celda electroquimica
y que tiene dispuesta sobre ella un electrodo;

una segunda hoja de material eléctricamente resistivo que define una segunda pared terminal de una celda
electroquimica y que tiene dispuesta sobre ella un electrodo;

una tercera hoja de material eléctricamente resistivo que tiene un orificio que se extiende a través de la tercera hoja y que
define una pared lateral de la celda electroquimica, en la que el espacio entre la primera pared terminal y la segunda
pared terminal comprende un espacio capilar;

una primera muesca en un borde lateral del sensor, que se extiende a través de la primera hoja, la segunda hoja y la
tercera hoja, en la que una muestra liquida de sangre en contacto con la muesca es arrastrada espontaneamente por
accion capilar adentro de la celda electroquimica;

una segunda muesca en un segundo borde lateral del sensor, que se extiende a través de la primera hoja, la segunda
hoja y la tercera hoja, en comunicacién con la celda y adaptada para permitir que escape aire desde la celda
electroquimica; y

un sistema glucosa oxidasa / ferricianuro para medir la concentracion inicial de glucosa en la muestra liquida.
Descripcion de realizaciones preferidas

La invencion se describirda ahora particularmente solo a manera de ejemplo con referencia a los dibujos esquematicos
que se acompanan en los que:

La figura 1 muestra el producto de la etapa 2 de fabricacion en planta.
La figura 2 muestra el producto de la figura 1 en perfil.

La figura 3 muestra el producto de la figura 1 en alzado.

La figura 4 muestra el producto de la etapa 3 de fabricacion en planta.
La figura 5 muestra el producto de la figura 4 en seccién trasversal sobre la linea 5-5 de la figura 4.
La figura 6 muestra el producto de la etapa 5 de fabricacion en planta.
La figura 7 muestra el producto de la figura 6 en perfil.

La figura 8 muestra el producto de la figura 6 en alzado.

La figura 9 muestra el producto la etapa 7 de fabricacion en planta.

La figura 10 es una seccién trasversal de la figura 9 sobre la linea 10-10.
La figura 11 muestra el producto de la figura 9 en alzado.

La figura 12 muestra una celda segun la invencion en planta.

La figura 13 muestra la celda de la figura 12 en perfil.

La figura 14 muestra la celda de la figura 12 en alzado.
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La figura 15 muestra una pequena porcion de una segunda realizacion de la invencién en seccion ampliada.

La construccion de una celda electroquimica de capa delgada se describira ahora a manera de ejemplo del método de
fabricacion mejorado.

Etapa 1: Una hoja 1 de Melinex® (un poli(tereftalato de etileno) ['PET"] quimicamente inerte y eléctricamente resistivo)
de aproximadamente 13 cm x 30 cm y 100 micrometros de espesor se extendié en plano sobre una hoja de papel
antiadhesivo 2 y se revistié usando una barra MYAR Numero 2 con un espesor de 12 micrometros en humedo
(aproximadamente 2-5 micrometros en seco) con un adhesivo 3 basado en agua activado por calor (sistema ICI
Novacoat que usa catalizador:adhesivo). A continuacién se evapor6 el agua por medio de un secador de aire caliente
que deja una superficie de adhesivo de contacto. A continuacién se dio la vuelta a la hoja sobre un papel antiadhesivo y
se revistid de manera similar el reverso con el mismo adhesivo 4, se secd, y se aplicé un papel antiadhesivo protector 5 a
la superficie de adhesivo que quedaba al descubierto. Se recortaron los bordes para obtener una hoja revestida
uniformemente por ambos lados con adhesivo pegajoso de contacto protegido por papel antiadhesivo.

Etapa 2: La hoja con los papeles antiadhesivos protectores se cort6 en tiras 7, cada una de aproximadamente 18 mm x
210 mm (figuras 1-3).

Etapa 3: Una tira 7 de PET revestido con adhesivo de la etapa 2 con papel antiadhesivo 2, 5 sobre los respectivos lados,
se colocé en un conjunto de troquelado (que no se muestra) y se sujetd con mordazas. Se adapté el conjunto de
troquelado para taladrar la tira con un agujero localizador 10 en cada extremo y, por ejemplo, con 37 agujeros circulares
11 cada uno de 3,4 mm de diametro con centros equiespaciados a 5 cm a lo largo de una linea entre los agujeros
localizadores 10. El area de cada agujero 11 es aproximadamente de 9 mm cuadrados.

Etapa 4: Una hoja 12 de PET Mylar® de aproximadamente 21 cm cuadrados y 135 micrémetros de espesor se colocd en
una camara de pulverizacion catodica para revestir con paladio 13. El revestimiento por pulverizacién catddica tuvo lugar
a un vacio entre 400 y 600 Pa y en atmdsfera de gas argén. Se revistié paladio sobre el PET a un espesor de 100-1.000
angstroms. Se forma asi una lamina 14 que tiene un revestimiento de paladio por pulverizacion catddica 13.

Etapa 5: La hoja 14 de PET revestido con paladio de la etapa 4 se cortd a continuacion en tiras 14 y 15 y se us6 un
troquel para taladrar dos agujeros de localizacion 16 en cada tira, en un extremo (figuras 6, 7 y 8). Las tiras 14y 15
solamente difieren en que las dimensiones de las tiras 14 son 25 mm x 210 mm y las dimensiones de las tiras 15 son 23
mm x 210 mm.

Etapa 6: Una tira espaciadora 7 preparada como en la Etapa 3 se colocé a continuacion en una plantilla de guiado (que
no se muestra) que tenia dos clavijas localizadoras (cada una correspondiente a cada agujero localizador 10 de la tira 7)
y se retird el papel antiadhesivo 2. Una tira 14 de PET revestido con paladio preparado como en la Etapa 5, se extendi6 a
continuacién sobre la capa adhesiva, con la superficie de paladio hacia abajo, usando las clavijas de la plantilla de guiado
para alinear los agujeros localizadores 16 con la tira 7 de PET subyacente. Esta combinacion se pas6 a continuacién por
una laminadora que comprendia un conjunto de rodillos de apriete, uno de los cuales estaba adaptado para calentar el
lado que lleva la tira 14 de PET revestido con paladio. El rodillo del lado opuesto de la tira 7 se mantuvo frio. Por este
medio, solo se activd el adhesivo entre el paladio de la tira 14 y la tira 7 de PET.

Etapa 7: A continuacion se dio la vuelta a la tira 7 de PET y se localiz6 en la plantilla de guiado con el revestimiento
despegable hacia arriba. Se peld el revestimiento despegable y se colocd una segunda tira 15 revestida con paladio con
el lado del paladio hacia abajo sobre la superficie de adhesivo que quedaba al descubierto usando las clavijas
localizadoras para alinear las tiras. Este conjunto se pasé ahora otra vez por la laminadora de la etapa 6, esta vez con el
rodillo caliente adyacente al Mylar® revestido de paladio que se afadié en la etapa 7 de manera que se activo el
adhesivo intermedio (figuras 9, 10y 11).

Etapa 8: El conjunto de la etapa 7 se devolvi6 al conjunto de troquelado y se taladraron muescas 17 en localizaciones de
manera que se extendieran entre los agujeros circulares 11 previamente taladrados en el PET de Melinex® y el borde de
la tira 17. Las muescas 16 se extienden de manera que interceptan la circunferencia de cada celda circular. A
continuacién se guillotiné la tira para dar 37 "tiras sensoras" individuales, siendo cada tira de aproximadamente 5 mm de
ancho y teniendo cada tira una celda de cavidad de capa delgada (figuras 12, 13y 14).

Se produce asi una celda segun se muestra en las figuras 12, 13 y 14. La celda comprende un primer electrodo que esta
constituido de la capa de PET 12, una capa de paladio 13, una capa de adhesivo 3, una hoja de PET 1, una segunda
capa de adhesivo 4, un segundo electrodo que comprende la capa de paladio 13, y una capa de PET 12. La lamina 1
define una celda cilindrica 11 que tiene un espesor en la direccion axial de la celda que corresponde al espesor de la
capa 1 de la hoja de PET de Melinex® junto con el espesor de las capas 3 y 4 de adhesivo. La celda tiene paredes
terminales circulares de paladio. Se proporciona acceso a la celda en el borde lateral de la celda donde las muescas 16
intersecan con la celda 11.

Segun la invencién, una muestra que se va a analizar se introduce en la celda por accion capilar. La muestra se coloca
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en contacto con la muesca 16 y se introduce espontaneamente en la celda por accién capilar, el aire se desplaza de la
celda expulsandose por la muesca opuesta 16. Se puede incluir un tensioactivo en el espacio capilar para ayudar a la
introduccion de la muestra.

Los sensores estan provistos de medios de conexion por ejemplo conectores de bordes de modo que los sensores se
pueden colocar en un circuito de medida. En una realizacion preferida esto se consigue haciendo el espaciador 1 mas
corto que las hojas 14, 15 que llevan paladio y haciendo la hoja 15 de menor longitud que la 14. Esto forma una region de
toma de corriente 20 que tiene areas de contacto 21, 22 conectadas eléctricamente con los electrodos de trabajo y
contadores respectivamente. Un enchufe macho de lengieta simple que tenga las correspondientes superficies
conductoras de acoplamiento se puede usar entonces para la conexién eléctrica. Se pueden idear conectores de otra
forma.

Los compuestos quimicos para uso en la celda pueden estar soportados sobre los electrodos o las paredes de la celda,
pueden estar soportados sobre un soporte independiente contenido dentro de la celda o pueden ser autoportantes.

En una realizacion, los compuestos quimicos para uso en la celda se imprimen en la superficie de paladio del electrodo
inmediatamente después de la etapa 1, etapa en la que el paladio recién depositado es mas hidréfilo. Por ejemplo, se
puede imprimir una disolucién que contiene ferricianuro de potasio 0,2 molar y 1% en peso de glucosa oxidasa
deshidrogenasa sobre la superficie de paladio. Deseablemente, los compuestos quimicos se imprimen solamente en las
areas que formaran una pared de la celda y con preferencia los compuestos quimicos se imprimen sobre la superficie por
medio de una impresora de chorro de tinta. De esta manera, la deposicién de compuestos quimicos se puede controlar
con precision. Si se desea, los compuestos quimicos que deseablemente estan separados hasta que se requieren para
uso, se pueden imprimir respectivamente en los electrodos primero y segundo. Por ejemplo, se puede imprimir una
composicion GOD/ferrocianuro sobre un electrodo y un tampén sobre el otro. Aunque es altamente preferido aplicar los
compuestos quimicos a los electrodos antes de montar una celda, también se pueden introducir los compuestos
quimicos en la celda como una disolucion después de la etapa 6 o la etapa 8 mediante pipeta a la manera tradicional y
se retira posteriormente el disolvente mediante evaporacion o secado. Los compuestos quimicos no necesitan imprimirse
sobre la pared de la celda o los electrodos y en vez de ello se pueden impregnar en una gasa, membrana, material textil
no tejido o similar contenido en la cavidad, o que la llena, (por ejemplo insertado en la celda 11 antes de las etapas 6 o
7). En oftra realizacion los productos quimicos se forman en una masa porosa que se puede introducir en la celda como
perlas o granulos. Como alternativa, los compuestos quimicos se pueden introducir como un gel.

En una segunda realizacion de la invencién, se hace en primer lugar un estratificado 21 a partir de una tira 14 segun se
obtiene en la etapa 5 emparedado adhesivamente entre dos tiras 7 segun se obtienen en la etapa 3. El laminado 20
sustituye a la hoja 1 en la etapa 5 y se ensambla con electrodos como en las etapas 6 y 7.

Se obtiene asi una celda como se muestra en la figura 15 que difiere de las celdas de las figuras 9 a 11 en que la celda
tiene un electrodo anular dispuesto entre el electrodo primero y el segundo. Se puede usar este electrodo, por ejemplo,
como electrodo de referencia.

Se entendera que en la produccion de la celda en grandes cantidades, se pueden ensamblar las piezas como un
estratificado en una linea continua. Por ejemplo, una hoja continua 1 de PET se podria taladrar en primer lugar y a
continuacién se podria aplicar continuamente adhesivo imprimiendo sobre la hoja restante. Los electrodos (preimpresos
con disolucién del producto quimico y secados) se podrian alimentar directamente como un estratificado en el lado
revestido con adhesivo. Entonces se podria aplicar adhesivo al otro lado de la hoja taladrada de nlcleo y a continuacién
se podria alimentar el electrodo como un estratificado al segundo lado.

El adhesivo se podria aplicar como una pelicula entrelazada de fusion en caliente. Como alternativa, la hoja de nicleo se
podria revestir con adhesivo en primer lugar y se podria taladrar a continuacion.

Secando los compuestos quimicos sobre cada electrodo antes de la etapa de pegado la superficie del electrodo se
protege de la contaminacion.

Aunque se ha descrito la celda con referencia a PET de Mylar® y Melinex®, se pueden utilizar otros materiales
quimicamente inertes y eléctricamente resistivos y se pueden elegir otras dimensiones. Los materiales usados para la
hoja espaciadora 1 y para soportar los electrodos de referencia y contadores pueden ser iguales o pueden diferir uno del
otro. Aunque se ha descrito la invencién con referencia a electrodos de paladio, se pueden usar otros metales tales como
platino, plata, oro, cobre o similares y se puede hacer que reaccione plata con cloruro para formar un electrodo de
plata/cloruro de plata o con otros haluros. Los electrodos no necesitan ser del mismo metal.

Aunque se ha descrito el uso de adhesivos activados por calor, las piezas se pueden ensamblar mediante uso de
adhesivos de fusion en caliente, estratificados fundibles y otros métodos.

Las dimensiones del sensor se pueden variar facilmente segln requisitos.

Aungue se prefiere enormemente que los electrodos cubran las aberturas terminales de la celda, en otras realizaciones
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(no ilustradas) los electrodos no cubren completamente las aberturas terminales de la celda. En ese caso, es deseable
que los electrodos estén sustancialmente en registro que se superpone.

Las formas preferidas de la invencion en las que los electrodos cubren los orificios de la celda 11 tienen la ventaja de que
el area de electrodo se define de manera precisa simplemente perforando el agujero 11. Ademas, los electrodos
proporcionados de esta manera son paralelos, se solapan, tienen sustancialmente el mismo area y estan desprovistos
sustancial o completamente de efectos “de borde”.

Aungue en la realizacién descrita cada sensor tiene una cavidad de celda, se pueden proporcionar sensores con dos o
mas cavidades. Por ejemplo, se puede proporcionar una segunda cavidad con una cantidad predeterminada del analito y
puede funcionar como celda de referencia.

Como sera evidente para los expertos en la técnica a partir de las ensefianzas contenidas en este documento, se puede
combinar una caracteristica de una realizacion que se describe en este documento con caracteristicas de otras
realizaciones que se describen en este documento o con otras realizaciones que se describen en la solicitud de los
autores pendiente de tramitacion.
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REIVINDICACIONES

1. Un sensor electroquimico para la determinacién analitica de glucosa en una muestra liquida de sangre,
comprendiendo el sensor:

una primera hoja de material eléctricamente resistivo que define una primera pared terminal de una celda electroquimica
y que tiene dispuesta sobre ella un electrodo;

una segunda hoja de material eléctricamente resistivo que define una segunda pared terminal de una celda
electroquimica y que tiene dispuesta sobre ella un electrodo;

una tercera hoja de material eléctricamente resistivo que tiene un orificio que se extiende a través de la tercera hoja y que
define una pared lateral de la celda electroquimica, en la que el espacio entre la primera pared terminal y la segunda
pared terminal comprende un espacio capilar;

una primera muesca en un borde lateral del sensor, que se extiende a través de la primera hoja, la segunda hoja y la
tercera hoja, en la que una muestra liquida de sangre en contacto con la muesca es arrastrada espontaneamente por
accion capilar adentro de la celda electroquimica;

una segunda muesca en un segundo borde lateral del sensor, que se extiende a través de la primera hoja, la segunda
hoja y la tercera hoja, en comunicacién con la celda y adaptada para permitir que escape aire desde la celda
electroquimica; y

un sistema glucosa oxidasa / ferricianuro para medir la concentracion inicial de glucosa en la muestra liquida.

2. Un sensor electroquimico segun la reivindicacion 1, en el que los electrodos no cubren completamente las aberturas
terminales de la celda.

3. Un sensor electroquimico segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que cada una de las hojas
esta unida mediante un adhesivo.

4. Un sensor electroquimico segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el adhesivo es un
adhesivo pegajoso de contacto.

5. Un sensor electroquimico segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el adhesivo es una
pelicula entrelazada de fusion en caliente.

6. Un sensor electroquimico segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende adicionalmente
un conector de borde, por lo que el sensor se puede colocar en un circuito de medicion.

7. Un sensor electroquimico segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que al menos una de las
hojas de material eléctricamente resistivo comprende poli(tereftalato de etileno).

8. Un sensor electroquimico segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende adicionalmente
un tampdn y un tensioactivo para ayudar a arrastrar una muestra liquida de sangre adentro de la celda electroquimica.

9. Un sensor electroquimico segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que los electrodos
comprenden un revestimiento de paladio por pulverizacién catédica, que tiene un espesor de 100 a 1.000 angstroms.
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