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DESCRIPCION
Biosensor.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un biosensor para medir la concentracion de un componente especifico de una
disolucién de muestra.

Antecedentes de la técnica

Un biosensor es un sensor que utiliza las capacidades de identificacion de moléculas de materiales bioldgicos tales
como microorganismos, enzimas y anticuerpos, para aplicar los materiales biolégicos como elementos de
reconocimiento de moléculas. De manera especifica, el biosensor utiliza una reaccién que se produce cuando un
material biolégico inmovilizado reconoce un componente diana especifico, tal como el consumo de oxigeno por la
respiracién de un microorganismo, una reaccion enzimatica o luminiscencia.

Entre los biosensores, los sensores enzimaticos se han desarrollado en aplicaciones practicas, y por ejemplo, se
utilizan sensores enzimaticos para glucosa, acido lactico, colesterol, lactosa, acido Urico, urea y aminoacido, en
mediciones médicas y la industria alimentaria. Un sensor enzimatico reduce un aceptor de electrones mediante un
electron generado por una reaccién entre una enzima y un sustrato incluido en una disoluciéon de muestra como
muestra, y el dispositivo de medicién mide electroquimicamente la cantidad de oxidacion-reduccion del aceptor de
electrones, para realizar asi un analisis cuantitativo de la muestra.

La figura 5 muestra una perspectiva explosionada de un biosensor con sistema de tres electrodos como ejemplo de
tal biosensor.

El biosensor mostrado en la figura 5 se fabrica tal como sigue. Después de formarse una capa conductora de la
electricidad sobre un sustrato 1 aislante mediante un procedimiento de deposicion por pulverizacion o un
procedimiento de serigrafia, se forman ranuras utilizando un laser o similar para producir un electrodo de trabajo 2,
un contraelectrodo 3 y un electrodo de deteccion 4, y entonces se forma sobre esos electrodos una capa 5 de
reactivo que incluye una enzima que reacciona con un componente especifico en una disolucion de muestra, y un
portador de electrones. Ademas se unen entre si un separador 6 que presenta una muesca 6a y una cubierta 8
sobre la capa 5 de reactivo y los electrodos 2, 3 y 4, formando asi una cavidad 7 en la que se suministra la
disolucion de muestra. Aunque el suministro de la disolucion de muestra desde la cavidad 7 al biosensor se realiza
mediante un fenédmeno de capilaridad, el suministro suave de la disolucion de muestra se realiza dotando la cubierta
8 de un orificio 9 de ventilacion para dejar que el aire de la cavidad 7 salga fuera del biosensor.

Cuando se aplica la disolucion de muestra a una entrada de la cavidad 7 del biosensor asi configurado, se
suministra la disolucion de muestra desde la entrada de la cavidad 7 hacia la cavidad 7 mediante el fenémeno de
capilaridad, y cuando alcanza la posicién de la capa 5 de reactivo el componente especifico en la disoluciéon de
muestra reacciona con el reactivo incluido en la capa 5 de reactivo. La cantidad de cambio de corriente que se
produce debido a esta reaccion se lee con un dispositivo de medicidn externo que esta conectado a través de los
cables 10, 11 y 12 del electrodo de trabajo 2, el contraelectrodo 3 y el electrodo de deteccion 4, respectivamente. El
valor de corriente leido se convierte en la concentracion del componente especifico para determinar la cantidad del
componente especifico en la disolucién de muestra.

El documento EP 1 785 483 describe un biosensor de glucosa que comprende una glucosa deshidrogenasa
dependiente de PQQ como enzima y una celda electroquimica.

El documento WO 2004/038401 describe un biosensor de glucosa convencional.

La bibliografia no de patentes, Laurinavicius V et al: “Oxygen insensitive glucose biosensor based on PQQ
dependent dehydrogenase” Analytical letters, vol. 32, n.° 2, 1999, paginas 299-316, describe un biosensor de
glucosa que comprende una glucosa deshidrogenasa dependiente de PQQ como enzima.

Documento de patente 1: solicitud de patente japonesa publicada n.° 2000-171428.

Documento de patente 2: solicitud de patente japonesa publicada n.° 2001-343350.

Documento de patente 3: solicitud de patente japonesa publicada n.° 2002-207022.
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Descripcion de lainvencién
Problemas que va aresolver lainvencion

Sin embargo, el biosensor convencional presenta el problema de que no puede obtenerse un resultado correcto de
inspeccion debido a una influencia del hematocrito si la disolucién de muestra es sangre. Especialmente, se utiliza
con frecuencia un sensor enzimatico para glucosa para la medicion en el momento de la inyeccion de insulina antes
de las comidas o la evaluacién para hipoglucemia, y existe la posibilidad de inducir una administracion excesiva de
insulina o de no detectar el nivel de glucemia si se presenta una concentracion de glucosa superior al valor real
debido a la influencia del hematocrito. Por tanto, se desea un biosensor altamente preciso que no se vea afectado
por la influencia del hematocrito cuando la disolucion de muestra es sangre.

Ademas, el biosensor convencional presenta el problema de que no puede obtenerse un resultado correcto de la
inspeccion debido a la influencia de la temperatura ambiente. Aunque el resultado de la inspeccién se corrige
utilizando un dispositivo de control de la temperatura o similar para resolver este problema, puede realizarse una
correccion errénea si el dispositivo de control de la temperatura no puede responder a un cambio rapido de
temperatura y hace un reconocimiento falso de la temperatura, y no puede obtenerse un resultado correcto de
inspeccion. Por consiguiente, se requiere un biosensor que dificimente se vea afectado por la temperatura
ambiente.

La presente invencion se realiza para resolver los problemas descritos anteriormente y presenta como objetivo
proporcionar un biosensor altamente preciso que pueda evitar la influencia del hematocrito y la influencia de la
temperatura ambiente.

Medidas para resolver los problemas

Con el fin de resolver los problemas descritos anteriormente la presente invencion proporciona un biosensor tal
como se define en la reivindicacion 1.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un diagrama que ilustra la influencia del hematocrito sobre las caracteristicas de respuesta del sensor
en el caso en el que se aflada BSA a una capa de reactivo en un biosensor segin un primer ejemplo de la presente
invencion.

La figura 2 es un diagrama que ilustra la influencia de la temperatura sobre las caracteristicas de respuesta del
sensor, en el caso en el que se afiada BSA a una capa de reactivo en el biosensor segun el primer ejemplo.

La figura 3 es un diagrama que ilustra la influencia del hematocrito sobre las caracteristicas de respuesta del sensor,
en el caso en el que se afiada BSA a una capa de reactivo en un biosensor segin un ejemplo de referencia de la
presente invencion.

La figura 4 es un diagrama que ilustra la influencia de la temperatura sobre las caracteristicas de respuesta del
sensor, en el caso en el que se aflada BSA a una capa de reactivo en el biosensor segun el ejemplo de referencia.

La figura 5 es una vista en perspectiva explosionada de un biosensor con sistema de tres electrodos convencional.
Descripcion de los nameros de referencia

.. Sustrato

.. electrodo de trabajo
.. contraelectrodo

.. electrodo de deteccién
.. capa de reactivo

.. Separador

a ...muesca

.. cavidad

.. Cubierta

... orificio de ventilaciéon
10, 11, 12 ... cables
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Mejor modo de poner en préactica la invencion

A continuacién en la presente memoria se describird un ejemplo preferido de la presente invencion con referencia a
los dibujos. En el ejemplo de la presente invencién descrito a continuacion en la presente memoria se mostrara a
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modo de ejemplo un sensor enzimatico que adopta una enzima como elemento de identificacién molecular que
reacciona especificamente con un componente especifico en una disoluciéon de muestra

Primer ejemplo
Se describira un biosensor segun un primer ejemplo de la presente invencion.

El biosensor de este primer ejemplo se caracteriza porque se afiade una proteina solubilizada a la capa 5 de
reactivo del biosensor mostrado en la figura 5. En este primer ejemplo se utiliza como enzima glucosa
deshidrogenasa que presenta flavina-adenina dinucledtido como coenzima (denominada a continuacion en la
presente memoria FAD-GDH). Ademas se utiliza como proteina solubilizada albdmina sérica bovina (denominada a
continuacion en la presente memoria BSA).

A continuacion en la presente memoria, se describira la funcién y el efecto de este primer ejemplo.

La figura 1 es un diagrama que ilustra la influencia del hematocrito sobre las caracteristicas de respuesta del sensor
cuando se afiade BSA a la capa 5 de reactivo en el biosensor del primer ejemplo. En la figura 1, el eje de ordenadas
muestra la divergencia de la sensibilidad del sensor cuando el valor del hematocrito es del 45% y el eje de abscisas
muestra el valor del hematocrito.

Como disoluciéon de muestra, se utiliza sangre completa que presenta una concentracion de glucosa ajustada a
350 mg/dl. Ademas, la cantidad de enzima de FAD-GDH es de 2 U (unidades) por sensor.

Se mide el valor de respuesta del sensor haciendo variar la concentracion de BSA afiadida a la capa 5 de reactivo,
que constituye el biosensor del primer ejemplo, desde 0 hasta 0,0035 mg por 1 U de enzima, en otras palabras,
desde 0 hasta 0,007 mg por sensor en la disolucién de reactivo.

Como resultado de la medicion, en el intervalo de concentracion en el que el valor del hematocrito es del 25 al 65%,
no se encuentra ningun cambio en el valor de respuesta del sensor, incluso cuando se afiade BSA. Por otra parte,
en el intervalo de concentracion baja en el que el valor del hematocrito es del 25% e inferior, la influencia del
hematocrito sobre las caracteristicas de respuesta del sensor se reduce de acuerdo con la cantidad de BSA
anadida.

De este modo, cuando estan contenidas FAD-GDH y BSA en la capa 5 de reactivo, el efecto de la adicién de BSA se
aprecia en el intervalo de concentracion baja en el que el valor del hematocrito es del 0 al 25%, mientras que no se
aprecia ningun efecto de la adicién de BSA en el intervalo de concentracion en el que el valor del hematocrito es del
25 % y superior.

La figura 2 es un diagrama que ilustra la influencia de la temperatura sobre las caracteristicas de respuesta del
sensor cuando se afiade BSA a la capa 5 de reactivo en el biosensor del primer ejemplo. En la figura 2 el eje de
ordenadas muestra la divergencia de la sensibilidad a una temperatura de 25°C y el eje de abscisas muestra la
temperatura.

Como disoluciéon de muestra se utiliza sangre completa que presenta una concentracién de glucosa ajustada a
350 mg/dl. Ademas la cantidad de enzima de FAD-GDH es de 2 U por sensor.

Se miden las caracteristicas de respuesta del sensor haciendo variar la concentracion de BSA afiadida a la capa 5
de reactivo, que constituye el biosensor del primer ejemplo, desde 0 hasta 0,0035 mg por 1 U de enzima, en otras
palabras, desde 0 hasta 0,007 mg por sensor en la disolucion de reactivo.

Como resultado de la medicion, en el intervalo de temperatura comprendido entre 5 y 25°C no se encuentra ningun
cambio en el valor de respuesta del sensor, incluso cuando se afiade BSA. Por otra parte, en el intervalo de
temperatura alta de 25°C y superior, la influencia de la temperatura sobre las caracteristicas de respuesta del sensor
se reduce de acuerdo con la cantidad de BSA afnadida.

De este modo, cuando estan contenidas FAD-GDH y BSA en la capa 5 de reactivo, el efecto de la adicién de BSA se
aprecia en el intervalo de temperatura superior a 25°C, mientras que no se aprecia ningun efecto de la adicion de
BSA en el intervalo de temperatura de 25°C e inferior.

Por consiguiente, puede determinarse que las caracteristicas tanto del hematocrito como de la temperatura pueden
potenciarse cuando se incluye BSA en la capa 5 de reactivo en una cantidad de 0,0035 mg por 1 U de enzima o de
0,007 mg por sensor.

Segun el biosensor de este primer ejemplo, ya que una gran cantidad de BSA esta contenida en la capa 5 de
reactivo, que incluye la enzima FAD-GDH, puede mejorarse la influencia del hematocrito y la temperatura sobre las
caracteristicas de respuesta del sensor.
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Ejemplo de referencia.
Se describira un biosensor segun el ejemplo de referencia de la presente invencion.

El biosensor de este ejemplo de referencia se caracteriza porque se afiade una proteina solubilizada a la capa 5 de
reactivo del biosensor mostrado en la figura 5. En este ejemplo de referencia se utiliza como enzima glucosa
deshidrogenasa que presenta pirrolo-quinolin-quinona como coenzima (denominada a continuacion en la presente
memoria PGG-GDH) Ademas se utiliza albumina sérica bovina (denominada a continuacion en la presente memoria
BSA) como proteina solubilizada.

A continuacién en la presente memoria se describira la funcion y el efecto de este ejemplo de referencia.

La figura 3 es un diagrama que ilustra la influencia del hematocrito sobre las caracteristicas de respuesta del sensor
cuando se afiade BSA a la capa 5 de reactivo en el biosensor del ejemplo de referencia. En la figura 3 el eje de
ordenadas muestra la divergencia de la sensibilidad del sensor cuando el valor del hematocrito es del 45% vy el eje
de abscisas muestra el valor del hematocrito.

Como disoluciéon de muestra se utiliza sangre completa que presenta una concentracién de glucosa ajustada a
350 mg/dl. Ademas la cantidad de enzima de PQQ-GDH es de 1,7 U por sensor.

Se mide el valor de respuesta del sensor haciendo variar la concentracion de BSA afiadida a la capa 5 de reactivo,
que constituye el biosensor del ejemplo de referencia, desde 0 hasta 0,008 mg por 1 U de enzima, en otras palabras,
desde 0 hasta 0,014 mg por sensor en la disolucién de reactivo.

Como resultado de la medicidn, no se aprecia ningun efecto de la adicion de BSA sobre el valor de respuesta del
sensor en la region en la que el valor del hematocrito es del 25 al 65%. Por otra parte, en el intervalo de
concentracion baja en el que el valor del hematocrito es del 25% e inferior, la influencia del hematocrito sobre las
caracteristicas de respuesta del sensor se reduce de acuerdo con la cantidad de BSA afadida.

De este modo, cuando estan contenidas PQQ-GDH y BSA en la capa 5 de reactivo, el efecto de la adicion de BSA
se aprecia en el intervalo de concentracion bajo en el que el valor del hematocrito es del 0 al 25%, mientras que no
se aprecia ningun efecto de la adicién de BSA en el intervalo de concentracion en el que el valor del hematocrito es
del 25% y superior.

La figura 4 es un diagrama que ilustra la influencia de la temperatura sobre las caracteristicas de respuesta del
sensor cuando se afiade BSA a la capa 5 de reactivo en el biosensor del ejemplo de referencia. En la figura 2 el eje
de ordenadas muestra la divergencia de la sensibilidad a una temperatura de 25°C y el eje de abscisas muestra la
temperatura.

Como disolucion de muestra se utiliza plasma sanguineo que presenta una concentracion de glucosa ajustada a
350 mg/dl. La cantidad de enzima de PQQ-GDH es de 1,7 U por sensor.

Se miden las caracteristicas de respuesta del sensor haciendo variar la concentracion de BSA afiadida a la capa 5
de reactivo, que constituye el biosensor del ejemplo de referencia, desde 0 hasta 0,008 mg por 1U de enzima, en
otras palabras, desde 0 hasta 0,014 mg por sensor en la disolucion de reactivo.

Como resultado de la medicidn, en el intervalo de temperatura de 25 a 45°C no se aprecia ningin cambio en el valor
de respuesta del sensor, incluso cuando se afiade BSA. Por otra parte, en el intervalo de temperatura baja de 25°C e
inferior, la influencia de la temperatura sobre las caracteristicas de respuesta del sensor se reduce de acuerdo con la
cantidad de BSA afadida.

De este modo, cuando estan contenidas PQQ-GDH y BSA en la capa 5 de reactivo, el efecto de la adicion de BSA
se aprecia cuando la temperatura es inferior a 25°C, mientras que no se aprecia ningun efecto de la adicion de BSA
cuando la temperatura es de 25°C o superior.

Por consiguiente, puede determinarse que las caracteristicas tanto del hematocrito como de la temperatura pueden
potenciarse cuando se incluye BSA en la capa 5 de reactivo en una cantidad de 0,004 a 0,008 mg por 1 U de
enzima, o de 0,0007 a 0,014 mg por sensor. Ademas, ya que el efecto no cambia cuando se afiade BSA en una
cantidad superior a 0,004 mg por 1 U de enzima o superior a 0,007mg por sensor, puede determinarse que el valor
Optimo de BSA es de 0,004 mg por 1 U de enzima o 0,007 mg por sensor.

Segun el biosensor de este ejemplo de referencia, ya que una gran cantidad de BSA esta contenida en la capa de
reactivo que incluye la enzima PQQ-GDH, puede mejorarse la influencia del hematocrito y la temperatura sobre las
caracteristicas de respuesta del sensor.



10

15

ES 2392 628 T3

Aunque en el primer ejemplo se adopta FAD-GDH como enzimas en la capa 5 de reactivo, pueden adoptarse otras
enzimas utilizadas para inspeccién clinica, tales como colesterol oxidasa, colesterol esterasa, colesterol
deshidrogenasa, lipoproteina lipasa, catalasa, peroxidasa, lactato oxidasa, lactato deshidrogenasa, ureasa, uricasa,
glucosa oxidasa, glucosa deshidrogenasa, hexoquinasa, acido ascorbico oxidasa, acido ascorbico deshidrogenasa,
diaforasa y similares.

Aunque en el primer ejemplo y en el ejemplo de referencia se adopta BSA como proteina solubilizada, también
pueden obtenerse los mismos efectos cuando se adoptan albumina de huevo, gelatina, coldgeno o similares. Puede
determinarse que el valor 6ptimo de la cantidad de la proteina solubilizada afiadida es 0,004 mg por 1 U de enzima o
0,007 mg por sensor.

Aungue en el primer ejemplo y en el ejemplo de referencia se describe un biosensor con sistema de tres electrodos,
puede utilizarse un biosensor con sistema de dos electrodos.

Aplicabilidad industrial

Puede utilizarse un biosensor de la presente invencion como sensor enzimatico de alta precisién, que puede reducir
la influencia del hematocrito asi como la influencia de la temperatura.
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REIVINDICACIONES
1. Biosensor para medir la concentracion de un componente especifico en una disoluciéon de muestra, en el que
estan previstos unos electrodos que incluyen por lo menos un electrodo de trabajo y un contraelectrodo sobre un
sustrato aislante,

una proteina solubilizada esta contenida en una capa de reactivo que incluye un reactivo que reacciona
especificamente con el componente especifico en la disoluciéon de muestra,

la proteina solubilizada es albumina sérica bovina, albumina de huevo, gelatina o colageno,

la capa de reactivo incluye por lo menos una enzima y un portador de electrones, y dicha capa de reactivo esta
formada sobre los electrodos, o esta formada, de tal manera que los electrodos estan dispuestos en un area de
difusion en la que el reactivo de la capa de reactivo es disuelto en la disolucion de muestra que va a difundirse, y

la enzima es glucosa deshidrogenasa que presenta flavina-adenina dinucle6tido como coenzima.

2. Biosensor segun la reivindicacion 1, en el que la cantidad de la proteina solubilizada contenida esta dentro de un
intervalo comprendido entre 0,0004 y 0,008 mg por 1 U de enzima.

3. Biosensor segun la reivindicacion 1, en el que la cantidad de la proteina solubilizada contenida esta dentro de un
intervalo comprendido entre 0,0007 y 0,014 mg por sensor.

4. Biosensor segln la reivindicacion 2, en el que la cantidad de la proteina solubilizada contenida esta dentro de un
intervalo comprendido entre 0,0035 y 0,004 mg por 1 U de enzima.

5. Biosensor segun la reivindicacion 3, en el que la cantidad de la proteina solubilizada contenida es de 0,007 mg
por sensor.
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