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DESCRIPCION
Tiras de ensayo analitico.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de la Invencién

La presente invencién se relaciona, en general, con tintas de reagente y, en particular, con tiras de ensayo
analitico relacionadas.

Descripcion de Técnica Relacionada

El uso de tintas de reagente enzimatico en tiras de ensayo analitico ha experimentado una extendida
explotacién comercial. Por ejemplo, las tintas de reagente enzimatico se han empleado en tiras de ensayo analitico
con base electroquimica para la determinacién de glucosa en sangre total. Tales tintas de reagente enzimatico y
tiras de ensayo analitico se han descrito, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos numeros 7.465.380;
7.462.265; 7.291.256; 7.112.265; 5.708.247; 7.250.105; la publicacion pre-concedida de Estados Unidos n°
2004/0026243; y la publicacion internacional n® W0O2004039600. La explotacion comercial de tintas de reagente
enzimatico ha llevado como consecuencia a un mayor interés en los métodos usados para fabricar tales tintas.

US2006/0260940A1 describe una tira de ensayo de glucosa desechable. Una capa de separacion
reagente/sangre integrada no conductora contiene un relleno, una enzima efectiva para oxidar glucosa, y un
mediador efectivo para transferir electrones de la enzima. El relleno puede ser una silice hidrofébica donde durante
el proceso de fabricacion, las particulas se rompen por homogenizacion.

WO02006/096619A2 describe una composicion de reagente que contiene GDH-PQQ como un co-factor de
enzima. Una composicion preferente incluye polimeros hidrofilicos, silice hidrofilica no tratada amorfa, tampones,
surfactantes, y un mediador.

US2006/0226008 describe una tinta conductora miscible con agua que incorpora un agente modificador de
reologia, tal como humo de silice hidrofilica o humo de silice hidrofébica.

RESUMEN DE LA INVENCION
La presente invencién se define de la siguiente manera en la reivindicacién 1:
Una tira de ensayo analitico que comprende:

un sustrato; y

una capa de reagente dispuesta sobre una parte del sustrato, incluyendo la capa de reagente una tinta de
reagente enzimatico que comprende:

una cantidad de material de silice hidrofébica;

una cantidad de surfactante; y

una cantidad de enzima,

donde las cantidad del material de silice hidrofébica y el surfactante en la tinta de reagente enzimatico se
predeterminan usando:

una primera relaciéon entre mojabilidad de un material de silice hidrof6ébica representativo y al menos una
primera curva de calibrado o intercepcion de una tira de ensayo analitico que incluye una tinta de reagente
enzimatico que contiene el material de silice hidrofébica representativo, definiendo la primera relacion una
mojabilidad minima que proporciona una primera curva de calibrado o intercepcion aceptable que
proporciona una determinacién adecuadamente exacta y precisa de un analito de interés; y

una segunda relacion que define la mojabilidad de una mezcla del material de silice hidrofoébica y el
surfactante en una variedad de cantidades relativas del material de silice hidrofébica y el surfactante,

de tal manera que las cantidades del material de silice hidrofébica y el surfactante proporcionen al menos la
mojabilidad minima definida por la primera relaciéon durante la fabricacion del tinte de reagente enzimatico. En las
reivindicaciones dependientes se definen mas realizaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las caracteristicas nuevas de la invencién se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Se
obtendra una mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencion con referencia a la
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siguiente descripcion detallada que expone realizaciones ilustrativas, en las que se utilizan los principios de la
invencion, y los dibujos acompafiantes, de los que:

La FIG. 1 es un diagrama de flujo que representa fases en un proceso para la fabricaciéon de una tinta de
reagente enzimatico adecuado para su uso con una realizacién de la presente invencion;

La FIG. 2 es un gréafico que representa una relacion entre mojabilidad (medida como altura de capa de gel
(mm) en una solucién 30% metanol y agua) de un material de silice hidrofébica representativo y una
caracteristica de calibrado (es decir, curva de calibrado) de una tira de ensayo analitico con base
electroquimica que emplea una tinta de reagente enzimatico que comprende el material de silice hidrofilica
representativo.

La FIG. 3 es un grafico de barras de mojabilidad (medida como volumen de gel en una solucién 30% metanol)
de una mezcla de un material de silice hidrofébica particular (es decir, H18) y un surfactante particular (es
decir, Tergitol) en una variedad de cantidades relativas de H18 y Tergitol representadas como un porcentaje
Tergitol vlv;

La FIG. 4 es un grafico de barras de mojabilidad (medida como volumen de gel en una solucién 30% metanol)
para mezclas de un material de silice hidrofébica particular (es decir, Cab-0-Sil) con una variedad de
surfactantes particulares, todos en concentraciones relativas de 0,1% v/v;

La FIG. 5 es un grafico de curva de calibrado contra porcentaje surfactante (v/v) para una tina de reagente
enzimético que comprende material de silice hidrofébica Cab-o-Sil y surfactante Tergitol;

La FIG. 6 es una vista en perspectiva en despiece simplificada de una tira de ensayo analitico de acuerdo con
una realizacién de la presente invencion; y

La FIG. 7 es un gréfico que representa una relacion entre volumen de gel y altura de gel como puede emplease
en el uso de altura y volumen de gel como una medida de mojabilidad en métodos descritos en el presente
documento.

DESCRICPION DETALLADA DE REALIZACIONESE ILUSTRATIVAS

La siguiente descripcion detallada deberia leerse con referencia a los dibujos. Los dibujos representan
realizaciones ejemplares con el Unico fin explicativo y no pretenden limitar el alcance de la invencién. La descripcion
detallada ilustra a modo de ejemplo, no a modo de limitacion, los principios de la invencidén. Esta descripcion
permitira claramente a un experto en la técnica hacer y usar la invencion, y describe varias realizaciones,
adaptaciones, alternativas y usos de la invencién, incluyendo lo que en el presente se cree que es el mejor modo de
realizar la invencion.

La FIG. 1 es un diagrama de flujo que representa fases en un proceso 100 para la fabricacion de una tinta de
reagente enzimatico (tal como tinta de reagente enzimatico imprimible en una pantalla con una viscosidad en el
rango de 36.000 a 48.000 cP) para su uso en tiras de ensayo analitico de acuerdo con una realizacion de la presente
invencién. Las tintas de reagente enzimatico fabricadas de acuerdo con el método 100 pueden usarse, por ejemplo,
en tiras de ensayo analitico con base electroquimica configuradas para la determinacion de glucosa en muestras de
sangre total. Tales tiras de ensayo analitico con base electroquimica se describen, con respecto a tintas de reagente
convencionales, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos nimeros 5.120.420; 5.288.636; 5.628.890; y
6.461.496.

Ademas, una tira de ensayo analitico de acuerdo con una realizacion de la presente invencion que emplea una
tinta de reagente enzimatico esta representada en la FIG. 6 y se describe en la exposicién relacionada mas abajo.
Sin embargo, una vez considerado por la presente divulgacion, un experto en la técnica puede emplear métodos
descritos en el presente documento para fabricar tintas de reagente enzimatico para cualquier tipo adecuado de tira
de ensayo analitico.

El proceso 100 incluye determinar una primera relacion entre la mojabilidad de un material de silice hidrofébica
representativo (por ejemplo, un material de humo de silice hidrofébica) y al menos una primera caracteristica de
calibrado (una curva de calibrado y/o una intercepcion de calibrado) de una tira de ensayo analitico que incluye una
tinta de reagente enzimatico que contienen el material de silice hidrofébica representativo (véase etapa 110 de la
FIG. 1). Ademas, la primera relacion asi determinada define una mojabilidad minima que proporciona una primera
caracteristica de calibrado aceptable. Un experto en la técnica reconocera que una caracteristica de calibrado
“aceptable” se refiere a caracteristicas que proporcionan una determinacion adecuadamente exacta y precisa de un
analito de interés (por ejemplo, glucosa).

La FIG. 2 es un grafico que representa tal primera relacion entre mojabilidad de un material de silice hidrofébica
representativo disponible en el mercado bajo el nombre comercial Cab-o-Sil (Cabot Corp, Billerica, Massachusetts,
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USA) y la curva de calibrado de tiras de ensayo analitico con base electroquimica configuradas para la
determinacién de glucosa en sangre que utilizan tinta de reagente enzimatico que contiene el material de silice
hidrofébica representativo. En la FIG. 2, la mojabilidad se mide como una altura de capa de gel por el procedimiento
descrito mas abajo. Para la configuracion de la tira de ensayo analitico empleada para generar la FIG. 2, una curva
de calibrado aceptable es una curva de calibrado superior a aproximadamente 0,017 uA/mg/dL y esté indicada en la
FIG. 2 por la linea horizontal discontinua.

La primera relacién derivada para un material de silice hidrofébica representativo (tal como Cab-o-Sil) ha
resultado ser inesperadamente beneficiosa para métodos que emplean un material de silice hidrofébica particular
diferente (es decir, no idéntico) en etapas posteriores. Por ejemplo, cuando el material de silice hidrofébica
representativo es Cab-o-Sil TS610, la primera relacion puede emplearse incluso cuando la determinacion de una
segunda relacion y etapas combinantes (descritas con mas detalle mas abajo) usan los materiales de silice
hidrofébicas disponibles en el mercado H15, H18 (ambos disponibles en Wacker Chemie AG, Stuttgart, Alemania), o
Aerosil (disponible en Evonik Degussa LTD, Dusseldorf, Alemania). Por lo tanto, los métodos descritos en el
presente documento son simples y faciles de usar con una amplia variedad de materiales de silice hidrofébica que
incluyen, por ejemplo, materiales de humo de silice.

La FIG. 2 indica claramente que la curva de calibrado es una funcién lineal de la mojabilidad del material de
silice hidrofébica (como lo representa la linea sélida lineal). Deberia sefalarse que se emplearon varios lotes de
fabricacién del material de silice hidrofobica representativo para generar la FIG. 2. Tal variabilidad de lote a lote en la
mojabilidad del material de silice hidrofébica da como resultado una tinta de reagente enzimatico con caracteristicas
aceptables de calibrado (tal como un curva superior a 0,017 en la FIG. 2) para ciertos lotes o caracteristicas
inaceptables (es decir, una curva menor de 0,017 en la FIG. 2) para otros lotes cuando se emplean técnicas de
fabricacion convencionales. Sin embargo, los métodos descritos en el presente documento permiten
beneficiosamente el uso exitoso de una amplia variedad de materiales de silice hidrofébica mientras suministran
variabilidad de lote a lote en los materiales de silice hidrofébica.

Una vez considerado por la presente divulgacion, un experto en la técnica reconocera que medios adecuados
para determinar la mojabilidad diferentes a la altura de capa de gel o volumen de capa de gel pueden emplearse en
métodos descritos en el presente documento. Por ejemplo, pueden emplease técnicas espectroscipicas para medir
la mojabilidad. Ademés, pueden emplearse otros materiales de silice hidrofébica representativos adecuados y
pueden emplearse otras caracteristicas de calibrado (tal como intercepcion de calibrado) en realizaciones de la
presente invencion.

En la etapa 120 de la FIG. 1, el proceso 100 incluye la determinacion de una segunda relacion que define la
mojabilidad de una mezcla de un material de silice hidrofébica particular y un surfactante particular en una variedad
de cantidades relativas del material de silice hidrofdbica particular y el surfactante particular.

Como se ha sefialado anteriormente, el material de silice hidrofébica particular puede ser el mismo que el
material hidrofébico representativo empleado en la etapa 110 o un material de silice hidrofobica diferente (es decir,
no idéntico). Ejemplos de materiales de silice hidrofébica que pueden emplearse en métodos descritos en el
presente documento, por ejemplo, los materiales de silice hidrofébica disponibles en el mercado H15 y H18 (Wacker
Chemie AG, Stuttgart, Alemania; una silice sintética, hidrofébica y amorfa producida mediante hidrdlisis con llama) y
el material de silice hidrofobica disponible en el mercado Aerosil (Evonik Degussa LTD, Dusseldorf, Alemania). Cab-
0-Sil, H15 y H18 son ejemplos de materiales de humo de silice, también conocidos como silices pirogénicas.

La FIG. 3 es un grafico de barras de mojabilidad (medida como volumen de gel en una solucién 30% metanol)
de una mezcla de un material de silice particularmente hidrofébico (es decir, H18) y un surfactante particular (es
decir, Tergitol) en una variedad de cantidades relativas de H18 y Tergitol representadas como porcentaje Tergitol
v/v. La FIG. 3, por lo tanto, sirve para ilustrar una segunda relacion ejemplar entre mojabilidad de una mezcla de una
silice hidrofilica particular (es decir, H18) y un surfactante particular (Tergitol) y cantidades relativas del material de
silice hidrofilico particular y surfactante particular en la mezcla. Deberia sefalarse que en la FIG. 3, la nota v/v se
refiere a la proporcion volumétrica de surfactante en 8 ml de solucion metanol-agua con el surfactante estando
presente en un peso constante de 0,1 g (véase la descripcion del procedimiento de mojabilidad mas abajo).

Se ha determinado que los surfactantes no iénicos son particularmente adecuados para su uso en métodos
descritos en el presente documento. Por ejemplo, la FIG. 4 es un gréafico de barras de mojabilidad (medida como
volumen de gel en una solucion 30% metanol) para mezclas de un material de silice hidrofébica particular (es decir,
Cab-o0-Sil) con una variedad de surfactantes, todos en concentraciones relativas de 0,1% v/v. La linea horizontal
discontinua de la FIG. 3 indica la mojabilidad minima requerida para proporcionar una caracteristica aceptable de
calibrado (tal como curva de calibrado y/o intercepcion de calibrado). En la FIG. 4, la nota v/v de nuevo se refiere a la
proporcion volumétrica de surfactante en 8 ml de solucién metanol-agua con el surfactante estando presente en un
peso constante de 0,1 g (véase la descripcion del procedimiento de mojabilidad mas abajo).

El grupo de control de la FIG. 4 no tuvo surfactante afiadido y una mojabilidad que es insuficiente para
proporcionar una caracteristica aceptable de calibrado. La FIG. 4 ilustra que la adicion de varios surfactantes causa
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un aumento en la mojabilidad del material de silice hidrofébica hasta alcances variables. Tergitol e Igepal, cuando se
afiaden a la concentracion final de 0,1% v/v dan como resultado el mayor aumento en mojabilidad. Niaproof (un
surfactante i6nico) da como resultados solamente un aumento marginal en mojabilidad.

Tanto Igepal como Tergitol son surfactantes (no idnicos) que contienen anillo aromatico de éter de poliglicol.
Tales surfactantes no i6nicos parecen ser los reagentes mas adecuados para conseguir la maxima mojabilidad.
Triton X 100 es un surfactante (no iénico) de polietilenglicol tert-octilfenil éter. Esta clase de surfactantes no mejora la
mojabilidad hasta el mismo alcance que Igepal o Tergitol pero pueden ser adecuados para su uso en métodos
descritos en el presente documento. Niaproof, sodio 7-etil-2-metil-4-undecil sulfato, es un surfactante anionico y dio
como resultados el menor aumento de mojabilidad cuando se emple6 en 0,1% vi/v.

Cuando se comparan las FIGs. 3 y 4, deberia sefalarse que H18 es un material de silice extremadamente
hidrofébico y, por lo tanto, se necesitan mayores cantidades relativas de surfactante para aumentar la mojabilidad
hasta el alcance necesario para conseguir una caracteristica aceptable de calibracién en comparacion con Cab-o-Sil.
Sin embargo, incluso un material de silice extremadamente hidrofébico tal como H18 puede resultar adecuado para
Su uso en tintas de reagente enzimatico mediante métodos descritos en el presente documento.

En referencia de nuevo a la FIG. 1, en la etapa 130 del proceso 100 una cantidad de material de silice
hidrofébica particular, una cantidad de surfactante particular, y una cantidad de enzima se combinan para formar una
tinta de reagente enzimético. Ademas, las cantidades del material de silice hidrofébica particular y el surfactante
particular se predeterminan en base a la segunda relacion para proporcionar al menos la minima mojabilidad
definida por la primera relacion y, por lo tanto, una caracteristica aceptable y predeterminada de calibrado. Por
ejemplo, la cantidad de surfactante puede predeterminarse de tal manera que su concentracién sea apropiada para
proporcionar la mojabilidad deseada de la cantidad de material de silice hidrofébica durante la etapa de combinacién
mientras se fabrica una tinta de reagente enzimatico y, de este modo, una caracteristica aceptable y predeterminada
de calibrado.

Los métodos descritos en el presente documento son beneficiosos porque permiten el uso rapido de materiales
de silicio hidrofébico en tintas de reagente enzimético aunque la naturaleza hidrofébica de los materiales
hidrofébicos excluya normalmente su uso. En otras palabras, los materiales de silice que son demasiado
hidrofébicos para un uso rapido se hacen adecuados para su uso incorporando una cantidad de surfactante que se
determina mediante la primera y segunda relacion descritas en el presente documento. Por ejemplo, la FIG. 4 indica
gue el lote de control de material de silice hidrofébica Cab-o-Sil es demasiado hidrofobico para un uso exitoso en
una tinta de reagente enzimatico. Sin embargo, la incorporacion de Tergitol en una cantidad aproximadamente de
0,1% (v/v) (es decir, en una concentracion volumétrica de 0,1% durante la etapa de combinacién) da como resultado
el material de silice hidrofébica adecuado para su uso sin procesos de fabricacidon costosos o que consumen mucho
tiempo. Esta conclusion se apoya en los datos de la FIG. 5 que ilustra que la adicién de Tergitol a Cab-o-Sil permite
una curva adecuada de calibrado (es decir, una curva de calibrado superior a 0,017) mientras la ausencia de
surfactante dio como resultado una curva inaceptable de calibrado (es decir, una curva de calibrado inferior a 0,017).
En este aspecto, deberia sefialarse que en la FIG. 5, el % v/v Tergitol es un porcentaje volumétrico basado en la
adicion de Tergitol a una solucion tampdén antes de la combinacion con Cab-o-Sil (véase la seccion mas debajo de
Preparacion de Tinta de Reagente Enzimatico).

Se conjetura sin quedar ligado, que la combinaciéon de un material de silice hidrofébica y un surfactante en
cantidades por realizaciones de la presente invencion produce una capa de reagente sobre tiras de ensayo analitico
con una estructura adecuadamente abierta (porosidad) y/o densidad que da como resultado caracteristicas
aceptables de calibracion. Aunque tal densidad y porosidad pueden controlarse hasta tal alcance aumentando varios
tiempos de mezcla durante la preparacion de tinta enzimatica, tales aumentos pueden llevar a un calentamiento
degradador y extensos tiempos y costes de preparacion.

Ademas, los resultados experimentales indican que la inclusion de surfactante de acuerdo con realizaciones de
la presente invencion no afecta negativamente a la funcionalidad de la tira de ensayo analitico. Por ejemplo, no se
encontraron efectos adversos con respecto a los compuestos obstructores potenciales, tales como L-Dopamina,
acido urico, acido ascorbico, paracetamol (acetaminofeno) y acido gentisico y la estabilidad de la tira de ensayo
analitico fue idéntica a la de las tiras de ensayo analitico que no contenian surfactante.

La primera y segunda relacion descritas en el presente documento pueden determinarse usando un equipo
sencillo de laboratorio. Los métodos descritos en el presente documento son, por lo tanto, beneficiosamente baratos.
Ademas, ya que los métodos emplean materiales de silice hidrofébica simples (tales como materiales de humo de
silice), obvian la necesidad de emplear materiales de silice sofisticados con propiedades hidrofilicas e hidrofébicas.

Una tinta de reagente enzimatico adecuada para realizaciones de la presente invencion incluye una cantidad
de material hidrofébico (por ejemplo, una cantidad de un material de humo de silice), una cantidad de surfactante (tal
como un surfactante no idnico); y una cantidad de enzima (por ejemplo, glucosa oxidasa). Las cantidades del
material de silice hidrofébica y el surfactante presente en la tinta de reagente enzimatico se predeterminan en base a
la primera y segunda relacion. La primera relacion es una relacion entre mojabilidad de un material de silice
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hidrofébica representativo y una primera caracteristica de calibrado de una tira de ensayo analitico que incluye una
tinta de reagente enzimatico que contienen el material de silice hidrofébica representativo. Ademas, tal primera
relacién define una mojabilidad minima que proporciona una primera caracteristica aceptable de calibrado. La
segunda relacion es una relaciéon que define la mojabilidad de una mezcla del material de silice hidrofobica y el
surfactante en una variedad de cantidades relativas del material de silice hidrofébica y el surfactante. Las cantidades
relativas del material de silice hidrofébica y el surfactante en la tinta de agente enzimatico se predeterminan para
proporcionar al menos la mojabilidad minima definida por la primera relacién, y por lo tanto, una primera
caracteristica aceptable de calibrado.

Una vez considerado por la divulgacion, un experto en la técnica reconocera que las tintas de reagente
enzimatico adecuadas para la presente invenciéon son aquellas tintas que estan fabricadas de acuerdo con los
métodos descritos en el presente documento. Por lo tanto, los componentes, caracteristicas y beneficios descritos en
el presente documento con respecto a los métodos descritos en el presente documento también pueden aplicarse a
tintas de reagente enzimatico descritas en el presente documento.

Un ejemplo de una tinta de reagente enzimatico adecuada para la presente invencién tiene la siguiente
formulacion:

Antiespumante DC 1500 20,3% por masa
Alcohol de polivinilo 0,7% por masa
Acido citrico 0,6% por masa
Citrato de trisodio 2,0% por masa
Surfactante Tergitol 0,07% por masa
Copolimero polivinilpirrolidona-vinil acetato 0,7% por masa
Hidroxietilcelulosa 3,5% por masa
Silice hidrofébica Cab-o-Sil 5,0% por masa
Ferricianuro de potasio 20% por masa
Glucosa oxidasa 1,9% por masa
Agua 65% por masa

Un método adecuado para preparar la tinta de reagente enzimético descrita inmediatamente anteriormente se
detalla mas abajo. Una vez considerado por esta divulgacion, incluyendo la preparacion de tinta enzimatica descrita
mas abajo, un experto en la técnica reconocera que la cantidad especifica de surfactante particular empleado en
métodos descritos en el presente documento es dependiente no solamente de la primera y segunda relacion
descritas en el presente documento sino también de detalles del proceso de fabricacion que un experto en la técnica
entenderd facilmente. Por ejemplo, en la preparacion de tinta de reagente enzimatico mas abajo, se afiade una
cantidad de 10 ml de Tergitol a un volumen de tampén de aproximadamente 10.000 ml para conseguir una cantidad
deseada de 0,1% v/v, con el 0,1% v/v habiéndose determinado en base a la primera y segunda relacion de un
método descrito en el presente documento. El surfactante esta entonces presente en % v/v deseado (tal como % v/v
superior a 0,10% v/v) cuando se combina con el material de silice hidrofébica.

En general, las tiras de ensayo analitico de acuerdo con la presente invencion incluyen un sustrato y una capa
de reagente dispuesta sobre una parte del sustrato. La capa de reagente incluye una tinta de reagente enzimatico
que comprende una cantidad de material de silice hidrofébica, una cantidad de surfactante; y una cantidad de
enzima. Las cantidades relativas del material de silice hidrofobica y el surfactante en la tinta de reagente enziméatico
se predeterminan usando una primera y una segunda relacién. La primera relacion es entre mojabilidad de un
material de silice hidrofébica representativo y al menos una primera caracteristica de calibrado (tal como curva de
calibrado y/o intercepcion de calibrado) de una tira de ensayo analitico que incluye una tinta de reagente enzimatico
gue contiene el material de silice hidrofébica representativo. Ademas, la primera relacion define una mojabilidad
minima que proporciona una primera caracteristica aceptable de calibrado.

La segunda relacion define la mojabilidad de una mezcla del material de silice hidrofébica y el surfactante en
una variedad de cantidades relativas del material de silice hidrofébica y el surfactante. Las cantidades relativas
predeterminadas del material de silice hidrofébica y el surfactante empleadas en la tinta de agente enzimatico
proporcionan al menos la mojabilidad minima definida por la primera relacion y por lo tanto, una primera
caracteristica aceptable de calibrado.

La FIG. 6 es una vista en perspectiva en despiece simplificada de una tira de ensayo analitico 200 de acuerdo
con la presente invencion que esta configurada para determinar glucosa en una muestra de sangre.

La tira de ensayo analitico con base electroquimica 200 incluye un sustrato eléctricamente aislante 212
(también referido simplemente como sustrato), una capa de conductor que sigue un modelo 214 (definiendo tres
electrodos), una capa de aislamiento 216 (con ventana de exposicion al electrodo 217 que se extiende a través de la
misma), una capa de reagente 218, una capa adhesiva siguiendo un modelo 220, una capa hidrofilica 222 y una
pelicula superior 224.
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El sustrato eléctricamente aislante 212 puede ser cualquier sustrato eléctricamente aislante conocido por un
experto en la técnica incluyendo, por ejemplo, un sustrato de nylon, un sustrato de policarbonato, un sustrato de
poliimida, un sustrato de cloruro de polivinilo, un sustrato de polietileno, un sustrato de polipropileno, un sustrato de
poliéster glicolado (PETG), o un sustrato de poliéster. El sustrato eléctricamente aislante puede tener cualquier
dimensién adecuada incluyendo, por ejemplo, una dimensién de anchura de aproximadamente 5 mm, una dimensién
de longitud de aproximadamente 27 mm y una dimensién de grosor de aproximadamente 0,5 mm.

La capa aislante 216 puede formarse, por ejemplo, de una tinta aislante imprimible en pantalla. Tal tinta
aislante imprimible en pantalla esta disponible en el mercado en Ercon de Wareham, Massachusetts, Estados
Unidos, bajo el nombre “Insulayer”. La capa adhesiva siguiendo un modelo 220 puede formarse, por ejemplo, de un
adhesivo sensible a la presion imprimible en pantalla disponible en Apollo Adhesives, Tamworth, Staffordshire, Reino
Unido.

La capa hidrofilica 222 puede ser, por ejemplo, una pelicula clara con propiedades hidrofilicas que impulsan la
humectacion y el relleno de la tira de ensayo analitico con base electroquimica 200 por una muestra de fluido (por
ejemplo, una muestra de sangre total). Tales peliculas claras estan disponibles en el mercado en, por ejemplo, 3M
de Minneapolis, Minnesota, Estados Unidos. La capa superior 224 puede ser, por ejemplo, una pelicula clara
sobreimpresa con tinta negra decorativa. Una pelicula clara adecuada esta disponible en el mercado en Tape
Specialities, Tring, Hertfordshire, Reino Unido.

La capa de reagente 218 puede incluir cualquier reagente enzimético adecuado, con la seleccion de reagentes
enzimaticos siendo dependiente del analito que se determinara. Por ejemplo, si se tiene que determinar glucosa en
una muestra de sangre, la capa de reagente 218 puede incluir oxidasa o glucosa deshidrogenasa junto con otros
componentes necesarios para la operacion funcional. Sin embargo, de acuerdo con realizaciones de la presente
invencion, la capa de reagente 218 incluye, al menos, una tinta de reagente enzimatico descrito en el presente
documento.

La tira de ensayo analitico con base electroquimica 200 puede fabricarse, por ejemplo, mediante formacion
alineada secuencial de una capa conductora siguiendo un modelo 214, un capa de aislamiento 216 (con ventana de
exposicion al electrodo 217 que se extiende a través de la misma), una capa de reagente 218, una capa adhesiva
siguiendo un modelo 220, una capa hidrofilica 222 y una pelicula superior 224 en un sustrato eléctricamente aislante
212. Puede usarse cualquier técnica adecuada conocida por un experto en la técnica para realizar tal formacion
alineada secuencial, incluyendo, por ejemplo, impresion en pantalla, fotolitografia, fotograbado, deposicién quimica
de vapor y técnicas de laminacion de cinta.

Procedimiento para medir mojabilidad como altura de gel o volumen de gel

Materiales y reagentes: balanza analitica, cubetas de cristal para pesar, Vortice Genie 2 de Scientific Industries,
centrifugador giratorio 16 de Hettich Universal, calibradores de Mitutoyo Absolute Digimatic, tubos centrifugadores
graduados de plastico de TPP 91015, agua AnalarR, metanol (grado espectrofotométrico), material de silice
hidrofébica y surfactante como sea apropiado.

Metodologia: pesar 0,1 g de material de silice hidrofébica y, si es apropiado, una cantidad deseada de
surfactante usando la balanza analitica y las cubetas de cristal para pesar. Transferir el material de silice hidrofébica,
y el surfactante si se desea, a un tubo centrifugador de plastico. Afiadir 8 ml de solucién 30% (v/v) metanol/agua.
Dispersar el material de silice hidrof6bica y, si el surfactante si esta presente, agitar el tubo centrifugador y después
introducir en un vértice la mezcla resultante durante 3 minutos usando el programa maximo del Vértice Genie 2 de
Scientific Industries. Después, colocar el tubo centrifugador en el centrifugador giratorio 16 de Hettich Universal
asegurando que los cubos centrifugadores estén equilibrados. Centrifugar durante 54 minutos a 4.500 rpm.

Retirar los tubos centrifugadores y, con los calibradores de Mitutoyo Absolute Digimatic, medir la altura de la
capa de gel (que esta en la parte inferior del tubo) y la altura del humo de silice no mojado (parte superior del tubo).
Si se desea, la tabla o ecuacion de la FIG. 6 puede emplearse para convertir la altura de gel (en mm) en volumen de
gel (en ml).

Preparacién de tinta de reagente enzimatico usando material de silice hidrofébica

El siguiente procedimiento se empled para preparar la tinta de reagente enzimatico descrita en el presente
documento.

Se prepard una solucion de acido citrico antiespumante PVA combinando 0,5 ml de Antiespumante DC 1500
(disponible en el mercado en BDH/Merek Ltd.) con 750 gramos de agua (AnalaR de BDH/Merck, Ltd.). Después se
afiadieron 90 gramos de alcohol de polivinilo (“PVA”, Sigma-Adrich, MW 85.000-124.000, hidrolizado 87%-89%) a la
solucion y se homogenizé a > 7000 RPM durante 2 horas. Después de la homogenizacion, se mezclaron 81,5
gramos de acido citrico en la solucion.
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Se prepar6 una solucién ajustadora de pH mezclando 270 gramos de citrato de trisodio en 1000 ml de agua. El
pH de la solucion acida citrica antiespumante PVA se ajustd después a pH 5 afladiendo una cantidad suficiente de la
solucién de citrato de trisodio.

La solucién con pH 5 se filtr6 a través de una malla de 125 micrones y se transfiri6 a un bote de acero
inoxidable de 30 litros. Se afiadi6 agua adicional al bote de acero de 30 litros hasta que el peso total de la solucion
fue 9250 gramos. Después se afiadieron 44,5 mL de antiespumante DC 1500 al bote de acero inoxidable. Se
afiadieron 10 mL de Tergitol al bote de acero inoxidable.

Una cuchilla mezcladora de 90 mm de diametro se uni6é a una mezcladora Dispersmat y se monté en el bote de
acero inoxidable de manera que la cuchilla mezcladora estuviera 2 cm por encima de la parte inferior del bote. La
mezcladora se fij6 a 800 RPM y después se afadieron 90 gramos de polivinilpirrolidona-vinil acetato (co-polimero
PVP/VA S-630, disponible en el mercado en ISP Company, y que tiene una proporcion 60/40 y un peso molecular de
24.000 30.000) y 449 gramos de hidroxietilcelulosa (“HEC”, disponible en el mercado en Natrosol 250G) durante los
dos primeros minutos de mezcla. Después, la velocidad de mezcla se incrementé a 5500 RPM y continué durante
cinco minutos adicionales, dando como resultado una soluciéon HEC.

Después del periodo de mezcla, la solucion HEC se transfirié a un barril de 15 litros y se mezcl6é suavemente
(es decir, rodar) durante 12 a 25 horas. La viscosidad se midié después y confirmé estar en dentro del rango de
13.000 a 17.000 cP (medida a 25 °C y 5 RPMs).

La solucién HEC rodada se equilibré entre 7 °C y 10 °C. Después, 9000 gramos de la solucién HEC rodada y
equilibrada se mezclaron con 675 gramos de material de silice hidrofébica (Cab-o-Sil disponible en el mercado en
Cabot Corp., Billerica, Massachusetts, 01821, Estados Unidos) en un bote de acero inoxidable de 30 litros para
formar una mezcla HEC/silice.

Una cuchilla mezcladora de 175 mm de diametro se unid a la mezcladora Dispersmat y se mont6 en el bote de
acero inoxidable de manera que la cuchilla mezcladora estuviera en la parte inferior del bote. La mezcla combinada
de HEC/silice se mezclé a 2600 RPM durante 16 minutos. La densidad de la formulacién se midié después (usando
un picnémetro Cole-Parmer) ?ara determinar que estuviera en el rango de desde aproximadamente 0,86 g/cm3 a
aproximadamente 1,015 g/cm®.

La mezcla HEC/silice se transfirio después un barril de 15 litros y se hizo rodar suavemente durante 8 a 16
horas. La viscosidad se midié después y confirmo estar entre 37.000 y 50.000 cP (medida a 25 °C y 10 RPMs).

4515 gramos de mezcla de HEC/silice se combinaron con 1386 gramos de ferricianuro de potasio y 126
gramos de glucosa oxidasa en un bote de acero inoxidable de 15 litros. Una cuchilla mezcladora de 125 mm de
didmetro se unié a la mezcladora Dispersmat y se montd en el bote de acero inoxidable de manera que la cuchilla
mezcladora estuviera en la parte inferior del bote y la mezcla se mezclé a 1500 RPM durante 15 minutos. Después
de mezclar, el pH estuvo en el rango de desde aproximadamente 4,8 a 5,4 y la viscosidad estuvo en el rango de
desde aproximadamente 36.000 a 48.000 cP (medida a 25 °C y 10 RPM). A partir de entones, la tinta de reagente
enzimatico estuvo preparada para impresion en pantalla en electrodos y/o sustratos durante la fabricacion de tiras de
ensayo analiticas con base electroquimica configuradas para la determinacion de glucosa en una muestra de
sangre.

Se pretende que las siguientes reivindicaciones definan el alcance de la invencion y que los dispositivos y
métodos, composiciones y dispositivos dentro del alcance de estas reivindicaciones estén cubiertos por las mismas.
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REIVINDICACIONES
1. Una tira de ensayo analitico que comprende:

un sustrato; y

una capa de reagente dispuesta sobre una parte del sustrato, incluyendo la capa de reagente una tinta de
reagente enzimatico que comprende:

una cantidad de material de silice hidrofébica;

una cantidad de surfactante; y

una cantidad de enzima,

donde las cantidades del material de silice hidrofébica y el surfactante en la tinta de reagente enzimatico se
predeterminan usando:

una primera relacién entre mojabilidad de un material de silice hidrofébica representativo y al menos una
primera curva o intercepcion de calibrado de una tira de ensayo analitico que incluye una tinta de reagente
enzimatico que contiene el material de silice hidrofébica representativo, definiendo la primera relacion una
mojabilidad minima que proporciona una primera curva o intercepcion de calibrado aceptable que proporciona
una determinacion adecuadamente exacta y precisa de un analito de interés; y

una segunda relacion que define la mojabilidad de una mezcla del material de silice hidrofébica y el surfactante
en una variedad de cantidades relativas del material de silice hidrofébica y el surfactante,

de tal manera que las cantidades del material de silice hidrofébica y el surfactante proporcionen al menos la
mojabilidad minima definida por la primera relacion durante la fabricacion del tinte de reagente enzimatico.

2. Latira de ensayo analitico de la reivindicacion 1 donde el material de silice hidrofébica representativo y el material
de silice hidrof6bica particular son materiales hidrofobicos de humo de silice.

3. La tira de ensayo analitico de la reivindicacion 1 donde el surfactante particular es un surfactante no ionico.

4. La tira de ensayo analitico de la reivindicacion 3 donde el surfactante no i6nico es un surfactante no iénico que
contiene anillo aromético de éter de poliglicol.

5. La tira de ensayo analitico de la reivindicacion 1 donde la mojabilidad se determina como altura de gel en una
solucién de metanol y agua.

6. La tira de ensayo analitico de la reivindicacion 1 donde la mojabilidad se determina como volumen de gel en una
solucién de metanol y agua.

7. La tira de ensayo analitico de la reivindicacion 1 donde la tinta de reagente enzimatico es una tinta de reagente
enzimético imprimible en pantalla con una viscosidad en el intervalo comprendido entre 36.000 y 48.000 cP.

8. La tira de ensayo analitico de la reivindicacién 1 donde la tira de ensayo analitico es una tira de ensayo analitico
con base electroquimica configurada para la determinacion de glucosa en una muestra de sangre.

9. La tira de ensayo analitico de la reivindicacion 1 donde la enzima es glucosa oxidasa.
10. La tira de ensayo analitico de la reivindicacién 1 donde la cantidad de surfactante es tal que el surfactante esta

presente en una concentracion de al menos 0,10% v/v durante la fabricacién de la tinta de reagente enzimatico y en
una concentracion de al menos 0,07% v/v por masa en la tinta de reagente enzimético.
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