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DESCRIPCION
Tintas reactivas enzimaticas para su uso en tiras reactivas que tiene un cédigo de calibracion predeterminado.
Campo de la invencion

La invencion se refiere a tintas reactivas enziméticas, o tintas de enzima, Utiles en tiras reactivas
electroquimicas. En particular, la invencion se refiere a tintas reactivas para su uso en tiras reactivas electroquimicas
que tienen un codigo predeterminado de calibracion.

Antecedentes de lainvencién

Las tiras reactivas electroguimicas estan disefiadas para medir la concentracién de un analito, tal como
glucosa, en una muestra de fluido corporal. En el caso de la medicion de glucosa en una muestra de sangre, la
medicién de glucosa se basa en la oxidacion selectiva de glucosa, por ejemplo, por la enzima glucosa oxidasa. La
glucosa se oxida a acido gluconico por la forma oxidada de glucosa oxidasa y la enzima oxidada se convierte en su
estado reducido. Después, la enzima reducida se vuelve a oxidar mediante reacciéon con un mediador, tal como
ferricianuro. Durante esta re-oxidacién, el mediador de ferricianuro se reduce a ferrocianuro.

Cuando estas reacciones se realizan con un voltaje de ensayo aplicado entre dos electrodos, la re-
oxidacion del mediador reducido en la superficie de electrodo crea una corriente de ensayo. Ya que, en un ambiente
ideal, la cantidad de mediador reducido creado durante la reaccién quimica es directamente proporcional a la
cantidad de glucosa en la muestra colocad entre los electrodos, la corriente de ensayo generada es proporcional al
contenido de glucosa de la muestra.

Los medidores de ensayo que usan este principio permiten a un individuo probar y analizar una muestra de
sangre y determinar la concentracion de glucosa en sangre en cualquier momento dado. El medidor de ensayo
detecta la corriente de glucosa generada y la convierte en una lectura de concentracion de glucosa usando un
algoritmo que relaciona la corriente de ensayo con una concentracion de glucosa por medio de una férmula
matematica simple. En general, los medidores de ensayo funcionan en conjunto con una tira reactiva desechable
que incluye una cdmara receptora de muestra y al menos dos electrodos dispuestos en la camara receptora de
muestra ademas de la enzima y el mediador.

Tal prueba de glucosa que usa un medidor de ensayo y tira reactiva usa informacién de calibracion de lotes
sobre la tira reactiva, tal como inclinacion de lote y valores de interseccion, determinados a partir de la fabricacion de
un lote particular de tiras. Cuando un usuario realiza una prueba de glucosa usando un tira de un lote particular de
tiras, usuario debe introducir la informacién de la inclinacion de lote y la interseccién de lote en el medidor de ensayo
en forma de un cddigo de calibracion si la informacion varia de lote a lote. Si un usuario olvida explicar un cambio en
los factores de calibracién cuando usa un lote diferente de tiras reactivas, hay una posibilidad de que pueda ocurrir
un resultado impreciso de medicion de glucosa. Tal error puede llevar a que el usuario cometa errores en la dosis de
insulina dando como resultado un episodio de hipo- o hiperglucemia.

Para superar esta desventaja de usar tiras reactivas, los fabricantes de tiras reactivas han desarrollado tiras
reactivas y métodos para fabricar las tiras, en los que pueden prepararse lotes de tiras reactivas que no requieran
que el usuario introduzca ninguna informacion de calibracién antes de realizar una medicion de prueba porque
puede producirse un alto porcentaje de lotes de tiras reactiva que tienen una inclinacién de lote y una interseccion de
lote relativamente constante. Asi, los lotes de tiras reactivas tienen efectivamente la misma calibracién y, cuando las
tiras de ensayo se usan un medidor para prueba de glucosa fabricado con la informacion de calibracion, no es
necesario ningun codigo de calibracion del usuario durante cada uso de las tiras reactivas.

US 6.241.962 describe una tira reactiva de glucosa desechable para su uso en un medidor de ensayo del
tipo que recibe una tira reactiva desechable y una muestra de sangre de un paciente y realiza un andlisis
electroquimico hecho usando un reactivo integrado no conductor/capa de separacién de sangre que contiene un
relleno, una enzima efectiva para oxidar glucosa, por ejemplo, glucosa oxidasa, y n mediador efectivo para transferir
electrodos de la enzima. La formulacién de capa integrada se imprime sobre un elemento de carbdn conductor para
formar un electrodo de trabajo. El relleno se selecciona para que tenga un equilibrio de hidrofobicidad e hidrofilicidad
de tal manear que una vez seco forme una red bi-dimensional sobre la superficie del elemento conductor.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1A es una vista en perspectiva, en despiece de una tira reactiva.
La Figura 1B es una vista superior en planta de la tira de la Figura 1A.

La Figura 1C es una vista ampliada de una parte de la tira reactiva de la Figura 1A.
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La Figura 2 es un diagrama de dispersion de tendencia versus nivel de glucosa de las tintas de los
Ejemplos 2 a 6.

La Figura 3 es un grafico de valores Delta_150 versus area de superficie para las tintas de los Ejemplos 2 a

La Figura 4 es un gréfico de valores Delta_150 versus contenido de carbén para las tintas de los Ejemplos
2a6.

Descripcion detallada de laiinvencién

Es un descubrimiento de la invencion que la tendencia, en respuesta a los altos y bajos niveles de glucosa,
de un lote de tira de ensayo puede estar impactada por la seleccion de humos de silice usaos en la tinta de la
enzima de las tiras. Mas especificamente, es un descubrimiento de la invencion que el uso de al menos dos humos
de silice, uno con una mayor area de superficie y contenido de carbon que la otra, en la tinta de enzima de las tiras
reactiva proporcionen una tendencia de tira reactiva en los extremos bajo y alto de glucosa que corresponde al rango
objetivo deseado proporcionando asi una método mejorado para la produccion de lotes de tiras reactiva con un Unico
cadigo de calibracion con producciones buenas. En una realizacion, las tiras reactivas del proceso tienen valores de
tendencia que corresponden a rangos objetivos predeterminados, por ejemplo, a rangos objetivos predeterminados.

En una realizacién la invencion proporciona una composicion de tinta de enzima que comprende, consiste
esencialmente en una enzima capaz de reconocer de manera selectiva glucosa en una muestra de sangre, un
mediador y uno o mas materiales capaces de regular el transporte de masa del mediador de manera que las
tendencias en respuesta a uno o mas de un valor bajo de glucosa y un valor alto de glucosa corresponde a un
objetivo predeterminado para una codigo de calibracion predeterminado.

La invencion puede encontrar su mayor utilidad en tintas de enzima para su uso en tiras reactivas con base
electroquimica para la determinacién de niveles de glucosa en muestras de sangre total. Mas preferentemente, las
tintas de enzima de la invencidn se usan en tiras reactivas electroquimicas para medir glucosa, cuyos electrodos
tienen electrodos co-planares. Mas preferentemente las tintas de la invencién se usan en tiras reactivas de tipo
ULTRA™ como se desvela en las patentes de Estados Unidos niumeros 5.708.247, 5.95.836 (aqui falta un numero),
7.112.265, 6.241.862, 6.284.125, 7.462.265 y publicaciones de patentes de Estados Unidos nimeros 20100112678
y 20100112612.

Las tintas de la invencion contienen al menos dos materiales hidrofébicos de humo de silice que son
quimicamente equivalente, los que significa que los materiales tienen la misma estabilidad y estdn compuestos de
sustancialmente los mismos materiales, pero difieren en area de superficie medida por BET y contenido total de
carbon. Por “area de superficie medida por BET” se entiende que el area de superficie BET de silice hidrofilica.

Los humos de silice Utiles en la invencion pueden ser cualquier silice capaz de proporcionar la respuesta de
tendencia deseada en altos y bajos niveles de glucosa. Se cree que esto puede llevarse a cabo usando materiales
que regulen el transporte de masa del mediador manteniendo de este modo la funciones del electrodo contador/de
referencia a lo largo de la duracién del ensayo. Los humos de silice utiles en la invencién estan disponibles en el
mercado o pueden producirse mediante métodos conocidos tales como quema de tetracloruro de silicio en una llama
de oxigeno-hidrégeno o a partir de vaporizacion de arena de cuarzo en un arco eléctrico. Los silices adecuados
|ncluyen sin limitacion, aquellos bajo Ios nombres comerciales HDK® disponible en Wacker Chemie GmbH, CAB-O-
SIL® disponible en Cabot y AEROSIL® disponible en Evonik deGussa Ltd. Preferentemente, los humos de silice
usados son silices HDK.

Un experto en la técnica reconocera que cualquier material que sea soluble en agua, inerte y pueda
modificar el transporte de masa del mediador en la almohadilla reactiva de solvatacion de la tira reactiva puede
usarse en lugar de humos de silice. Sin embargo, las silices pueden proporcionar el mejor material ya que la silice
tipicamente se usa en el reactivo y puede mezclase facilmente con un segundo silice.

En la presente |nvenC|on un material de silice con un éarea de superficie medida por BET de
aproximadamente 130 a 170 m?/g y contenido de carbén de aproximadamente 0,8 a 1,2 por ciento de peso se
combina con un segundo material de silice que tiene un area de superficie medida por BET de aprOX|madamente
270 a 330 m /g y contenido de carb6n de aproximadamente 1,4 a 2,6 por ciento de peso. Para fines de la invencion,
el area de superficie se calcula usando la teoria BET para adsorcion fisica de moléculas de gas sobre una superficie
sélida de acuerdo con el procedimiento de ensayo DIN ISO 9277/DIN 66132. Preferentemente, los humos de silice
usados son silices HDK y mas preferentemente son una combinacion de silices HDK H15 y HDK H30.

La cantidad de cada uno de los silices usados en la invencion es una cantidad efectiva para proporcionar el
grado deseado de respuesta de tendencia en uno o ambos de los niveles alto y bajo de glucosa. Tipicamente, la
cantidad del humo de silice con la menor area de superficie y la menor cantidad de carbén, tal como HDK H15, sera
de aproximadamente 99 a aproximadamente 1, preferentemente de 75 a aproximadamente 45 y mas
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preferentemente de aproximadamente 71 a aproximadamente 68 por ciento de peso de la cantidad total de humo de
silice usado en la tinta de enzima. La cantidad del silice con la mayor area de superficie y el mayor contenido de
carbon, tal como HDK30, sera de aproximadamente 1 a aproximadamente 99, preferentemente de 25 a
aproximadamente 55, y mas preferentemente de aproximadamente 29 a aproximadamente 32 por ciento de peso.

Los humos de silice pueden combinarse con una enzima y mediador adecuados para formar la tinta
reactiva de enzima. Las enzimas Utiles son cualquier enzima que sea capaz de reconocer de manera selectiva
glucosa en una muestra de sangre y preferentemente sea una enzima de reduccién-oxidaciéon (redox) incluyendo,
sin limitacién, glucosa oxidasa o glucosa deshidrogenasa. La glucosa deshidrogenasa puede ser un co-factor de
pirroloquinolina quinona o un co-factor de flavin adenin dinucleétido. Mas preferentemente, la enzima es glucosa
oxidasa. Los mediadores adecuados incluyen sin limitacion, ferricianuro, hexamina tricloruro de rutenio o similares.
Preferentemente, el mediador es ferricianuro de potasio. Los componentes adicionales de la tinta enzimatica pueden
ser, sin limitacion, un tampdn, un promotor de adhesion, preferentemente alcohol de polivinilo (“APV”), una gente
formador de pelicula, preferentemente polivinil pirrolidona-acetato de vinilo, un compuesto anti-espuma, un agente
gelificante y espesante, preferentemente hidroxietilcelulosa (“HEC”), agua, preferentemente de grado Analar, y
combinaciones de los mismos.

Una formulacion mas preferente de la tinta enzimatica de la invencién es: aproximadamente 0,3 por ciento
por masa de un compuesto anti-espuma; aproximadamente 0,6 por ciento por masa de APV; aproximadamente 0,6
por ciento por masa de acido citrico; aproximadamente 1,9 por ciento por masa de citrato trisodio; aproximadamente
0,6 por ciento por masa de copolimero polivinilpirrolidona-acetato de vinilo; aproximadamente 3,27 por ciento por
masa de hidroxietilcelulosa; aproximadamente 3,6 por ciento por masa de humo de silice con un area de superficie
medida por BET de aproximadamente 130 a 170 m2/g y contenido de carb6n de aproximadamente 1,8 a 1,2% de
peso; aproximadamente 1,3 por ciento por masa de un humo de silice que tiene un area de superficie medida por
BET de aproximadamente 270 a 330 y un contenido de carbén de aproximadamente 1,2 a 2,6% de peso;
aproximadamente 0,03 por ciento por masa de hexacianoferrato de potasio Il; y 23 por ciento por masa de
ferricianuro de potasio; y 2,1 por ciento por masa de glucosa oxidasa y aproximadamente 62,4 por ciento por agua
en gradeo de masa Analar. La tinta reactiva enzimatica de la invencion puede estar hecha mediante cualquier
proceso convencional.

La tendencia de las tiras de la invencién puede calibrarse mediante cualquier método conveniente que
incluye sin limitacion el siguiente método. Una cantidad, tipicamente alrededor de 1500 tiras, se seleccionan
aleatoriamente del lote. Se pincha sangre de 12 donantes diferentes en cada uno de los seis niveles de glucosa y se
da sangre a ocho tiras de donantes y niveles idénticos para que se realicen 12 x 6 x 8 = 576 pruebas para cada lote.
Estas se comparan con la concentracion real de glucosa en sangre midiendo éstas usando un analizador estandar
de laboratorio tal como un Yellow Springs Instrument (“YSI”). Se traza un grafico de concentracion de glucosa
medida en comparacién con la concentracidon de glucosa real (o corriente medida versus corriente YSI), y se incluye
una formula y = mx+c minimos cuadrados en el grafico para dar un valor para la pendiente de lote m e intercepcion
de lote c para el resto de las tiras del lote o remesa. La diferencia en respuesta a altos y bajos contenidos de glucosa
en sangre puede describirse mediante cualquier método que mida el cambio de tendencia durante un rango
operacional. Por ejemplo, la linealidad puede describirse por el término a en la calibracidon cuadratica axA2 + mx + c,
donde m es la pendiente y ¢ es la intercepcion de pendiente. Otra medida convenientes es el linealidad métrica Delta
150 que se define como la diferencia entre la tendencia porcentual en 500 mg/dl glucosa y en 150 mg/dl y puede
representarse mediante la siguiente ecuacion:

Delta_150 = %inclinacionsoomg/ai - %einclinacionisomgadi

La cantidad de humos de silice en la tinta de enzima puede usase para afectar a la difusion de ferricianuro
de potasio en la tira 'y, asi, alterar la eficiencia de electrodo contador-electrodo de referencia. Esto puede usarse para
alterar la tendencia en uno o ambos de los niveles altos y bajo de glucosa. Después de fijar la cantidad de humos de
silice, puede realizarse una verificacion de que se ha conseguido una linealidad sustancialmente igual a los valores
objetivos. Si la linealidad es sustancialmente igual a los valores objetivos, entonces los métodos avanzaran a la
produccién de lotes a gran escala. Sin embargo, si la segunda linealidad no es sustancialmente igual al rango diana,
entonces la proporciona de los humos de silice usados se ajusta y se prepararan y prueban mas tiras para verificar
que las cantidades modificadas proporcionan la tendencia que se desea. Esto puede repetirse si es necesario.

Deberia sefialarse que otros factores que incluyen, sin limitacion, la cantidad de mediador, el lote de tinta
conductora, lotes de mediador oxidado, tiempo de mezcla, proceso de mezcla, tiempo de reposo, pre-
acondicionamiento del sustrato, tipo de malla, deformabilidad de malla, longitud de electrodo de trabajo, area de
electrodo de trabajo, separacion de electrodo de trabajo y distancia de periodo, pueden afectar a uno o ambos de la
pendiente de intercepcién e lote. Estos pueden controlarse para ser suficientemente idénticos durante cada ciclo de
manera que se obtengan una pendiente e intercepcién sustancialmente constantes de lote a lote. Preferentemente,
el area del electrodo de trabajo y la cantidad de mediador reducido se controlan, como lo describe la publicacion de
patente de Estados Unidos N° 20090208743A1- para conseguir una constante e intercepcion sustancialmente
constantes.
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Una tira reactiva que usa la tinta de enzima de la invencién puede fabricarse usando cualquier método
conocido conveniente incluyendo, sin limitacién, impresion en red, impresion en pantalla y combinaciones de los
mismos. Por ejemplo, la tira puede fabricarse mediante formacién secuencial alineada de una capa conductora
marcada, capa de aislamiento, capa reactiva, capa adhesiva marcada, capa hidrofébica y una pelicula superior en
un sustrato eléctricamente aislante.

Una impresion en red ejemplar es del siguiente modo. Se usa un sustrato que puede ser nylon,
policarbonato, poliimida, cloruro de polivinilo, polietileno, polipropileno, poliéster glicolado, poliéster y combinaciones
de los mismos. Preferentemente, el sustrato es poliéster, mas preferentemente Melinex ST328, que es fabricado por
DuPont Teijin Films. Antes de entrar en una 0 mas estaciones de impresion, el sustrato puede pre-acondicionarse
para reducir la cantidad de expansion y elasticidad que puede ocurrir en el proceso de fabricacion de tiras. En la
etapa de pre-acondicionamiento, el sustrato puede calentarse a una temperatura, que no excedera en los siguientes
pasos de impresion. Por ejemplo, el sustrato puede calentarse a aproximadamente 160 °C. Generalmente, el
calentamiento tiene lugar bajo tensién de aproximadamente 150N y 180N, mas tipicamente alrededor de 165N.
Alternativamente, en el pre-acondicionamiento del sustrato puede calentarse a una temperatura suficiente para
eliminar la elasticidad irreversible, de nuevo opcionalmente mientras estd bajo tensibn como se ha descrito
anteriormente.

Preferentemente, el sustrato se mantiene bajo una tension de aproximadamente 165N a lo largo del
proceso con el fin de mantener el registro de las capas que se imprimiran. El sustrato también se somete a varias
temperaturas de aproximadamente 140 °C o menos con el fin de secar las tintas secas durante cada etapa de
impresion. Opcionalmente, antes de la impresion puede usarse un sistema de limpieza que limpia, o imprime, el lado
superior y el lado inferior del sustrato usando un sistema de vacio y cepillado.

Pueden usarse una o mas impresiones con carbén con particulas metalicas, tinta de plata/cloruro de plata o
tintas basadas en paladio o cualquier combinacién de las mismas en una etapa de impresion para proporcionar una
capa de electrodo. En una realizacién, antes del proceso de impresion e inmediatamente después del secado, el
sustrato pasa sobre un primer rodillo frio, para enfriar rdpidamente el sustrato a una temperatura predeterminada,
tipicamente a temperatura ambiente de alrededor de 18-21 °C y tipicamente 19,5 °C +/- 0,5 °C. Después de que los
patrones de carbdn impreso se hayan depositado en el proceso de impresion, el sustrato puede pasar sobre un
segundo rodillo frio.

Puede usarse cualquier tinta adecuada para su uso como una tinta de aislamiento y aplicable en una
estacion de impresion en un proceso de fabricacion de red sin limitacion, Ercon E6110-116 Jet Black Insulayer Ink,
gue puede comprarse en Ercon, Inc. Inmediatamente después del secado, el sustrato, incluyendo el carbén impreso
y los patrones de aislamiento, pasa sobre un tercer rodillo frio como se ha descrito anteriormente.

Después tiene lugar una primera impresion con tinta de enzima usando una tinta de la invencion. Después
del primer proceso de impresion con tinta de enzima e inmediatamente después del secado, el sustrato, que incluye
carbon impreso y patrones de aislamiento, pasa sobre un cuarto rodillo frio. Puede proporcionarse una o mas
humidificacién de lado superior, lado inferior o lateral. Por ejemplo, una disposiciéon de tuberias puede proporcionar
una corriente de aire humidificado sustancialmente constante por arriba, por abajo y por lo lados en el sustrato y
capas asegurando que el contenido de agua de la tinta se mantenga en un nivel constante. La cantidad y disposicion
de humidificacién, tipicamente tuberias que transportan aire humidificado, dependeran, entre otras cosas, de la
cantidad de humidificacién requerida, el contenido de gua de la tinta, la humedad y temperatura del aire circundante,
la temperatura del sustrato cuando se acercas a la estacién de impresion enzimatica, la temperatura del rodillo de
impresion, el tamafio de la pantalla y la exposicion de la pantalla al aire no humidificado que lo rodea.

La Figura 1A es una vista en perspectiva en despiece de una tira reactiva ejemplar 100, que puede incluir
siete capas dispuestas en el sustrato 5. La Figura 1B es una vista ejemplar superior en planta de las capas
individuales de la Figura 1A. Las siete capas dispuestas en el sustrato 5 pueden ser una capa conductora 50, que
también puede referirse como una capa de electrodo 50, una capa de aislamiento 16, dos capas reactivas
superpuestas 22ay 22b, una capa adhesiva 60, una capa hidrofilica 70 y una capa superior 80.

Para la tira reactiva 100, como se ilustra en las Figura 1A, 1B y 1C, la capa conductora 50 puede incluir un
electrodo de referencia 10, un primer electrodo de trabajo 12, un segundo electrodo de trabajo 14, una primera
almohadilla de contacto 13, una segunda almohadilla de contacto 15, una almohadilla de contacto de referencia 11,
una primera trayectoria de electrodo de trabajo 8, una segunda trayectoria de electrodo de trabajo 9, una trayectoria
de electrodo de referencia 7 y una barra de deteccion de tira 17. La capa conductora puede estar formada por tinta
de carbon. La primera almohadilla de contacto 13, la segunda almohadilla de contacto 15 y la almohadilla de
contacto de referencia 11 pueden estar adaptadas para conectarse eléctricamente a un medidor de ensayo. La
primera trayectoria de electrodo de trabajo 8 proporciona una secuencia eléctricamente continua desde el primer
electrodo de trabajo 12 a la primera almohadilla de contacto 13. Similarmente, la segunda trayectoria de electrodo de
trabajo 9 proporciona una secuencia eléctricamente continua desde el segundo electrodo de trabajo 14 a la segunda
almohadilla de contacto 15. Similarmente, la trayectoria del electrodo de referencia 7 proporciona una secuencia
eléctricamente continua desde el electrodo de referencia 10 a la almohadilla de contacto de referencia 11. La barra



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2539229 T3

de deteccion de barra 17 esta eléctricamente conectada a la almohadilla de contacto de referencia 11. Un medidor
de ensayo puede detectar que la tira reactiva 100 se ha insertado apropiadamente midiendo una continuidad entre la
almohadilla de contacto de referencia 11 y una barra de deteccion de tira 17, como se ilustra en las Figura 1A, 1By
1C.

La capa de tinta de enzima puede estar dispuesta sobre una parte de la capa conductora 50, sustrato 5,
una capa de aislamiento 16 como se ilustran en las Figura 1A y 1B. En una realizacion, dos capas sucesivas de tinta
de enzima 22a y 22b pueden estar impresas en pantalla en la capa conductora 50, tipicamente superponiéndose
también ligeramente a la capa de aislamiento 16. Para la tira reactiva 100, la capa adhesiva 60 puede incluir una
primar almohadilla adhesiva 24, una segunda almohadilla adhesiva 26, una tercera almohadilla adhesiva 28, como
se ilustra en las Figura 82 a 8F y 9. La capa adhesiva 60 puede depositarse en la tira reactiva 100 después de la
deposicion de capa reactiva 22. La primera almohadilla adhesiva 24 y la segunda almohadilla adhesiva 26 pueden
estar alineadas para estar inmediatamente adyacentes a, o tocar, o parcialmente superponerse a la capa reactiva
22. La capa adhesiva 60 puede incluir un adhesivo sensible a la presién de copolimero acrilico con base de agua
gue esta disponible en el mercado en Tape Specialties LTD, que esta localizado en Tring, Herts, Reino Unido (parte
#A6435). La capa adhesiva 60 esta dispuesta en una parte de la capa de aislamiento 16, capa conductora 50 y
sustratos 5. La capa adhesiva 60 se une a la capa hidrofilica 70 en la tira reactiva 100.

La capa hidrofilica 70 puede incluir una parte hidrofilica distal 32 y una parte hidrofilica proximal 34, como
se ilustra en las Figuras 8A y 8B. La capa hidrofilica 70 puede ser un poliéster que tenga una superficie hidrofilica tal
como un revestimiento anti-vaho, que esta disponible en el mercado en 3M.

La capa final que se afiadira a la tira reactiva 100 es la capa superior 80, como se ilustra en las Figuras 1A
y 1B. La capa superior 80 puede incluir una parte clara 36 y una parte opaca 38, como se ilustra en las Figuras 1A'y
1B. La parte superior 80 esta dispuesta y adherida a la capa hidrofilica 70. La capa superior 80 puede ser un
poliéster que tenga un revestimiento adhesivo en un lado. Deberia sefialarse que la parte clara 36 sustancialmente
se superpone a la parte hidrofilica distal 32, lo que permite al usuario confirmar visualmente que la camara receptora
de muestra 92 puede llenarse de manera suficiente. La parte opaca 38 ayuda al usuario a observar una alto grado
de contraste entre una fluido coloreado tal como, por ejemplo, sangre dentro de la camara receptora de muestra 92 y
la parte opaca 38.

La invencion se aclarar4 ademas tomando en consideracion los siguientes ejemplos no limitativos.

Ejemplos
Ejemplo 1
Se empled el siguiente procedimiento para preparar una tinta enziméatica ejemplar de la invencion.

Se preparé una solucion de acido citrico anti-espuma APV combinando 0,5 ml de Antiespuma DC 1500
(disponible en BDH/Merek Ltd.) con 7500 gramos de agua (AnalaR, disponible en BDH/Merck Ltd.). Después se
afadieron 90 gramos de APV (Sigma-Aldrich, PM 85.000-124.000, 87%-89% hidrolizado) a la solucién y se
homogenizaron a >7000 RPM durante 2 horas. Después de la homogenizacion, 81,5 gramos de acido citrico se
mezclaron en la solucion.

Se prepard una solucion ajustadora de pH mezclando 270 gramos de citrato trisodio en 1000 ml de agua.
El pH de la solucion de acido citrico anti-espuma APV se ajusté después a pH 5 afiadiendo una cantidad suficiente
de solucién de citrato trisodio.

La soluciéon con pH 5 se filtré a través de un tamiz de 125 micrones y se transfirié a un bote de acero
inoxidable de 30 litros. Se afiadié mas agua al bote de acero de 30 litros hasta que el peso total de la solucién fue
9250 gramos. Después se afiadieron 4,5 mL de Anti-espuma DC 1500 al bote de acero inoxidable.

Una cuchilla mezcladora de 90 mm de diametro se uni6 a la mezcladora Dispersmat y se monté en el bote
de acero inoxidable para que la cuchilla mezcladora estuviera 2 centimetros por encima de la parte inferior del bote.
La mezcladora se fij6 a 800 RPM y después se afiadieron 90 gramos de polivinilpirrolidona-acetato de vinilo (co-
polimero PVP/AV S-630, disponible en el mercado en ISP Company, y que tiene una proporcién 60/40 y una peso
molecular de 24.000 a 30.000) y 449 gramos de HEC (disponible en el mercado como Natrosol 250G) durante los
dos primeros minutos de la mezcla. Después, la velocidad de la mezcla aumenté a 5500 RPM y continué durante
cinco minutos mas, dando como resultado una solucién de HEC.

Después del periodo de mezcla, la solucion de HEC se transfirid6 a un barril de 15 litros y se mezcld
suavemente (eso es, se estird) durante 12 a 25 horas. Después se midi6 la viscosidad y se confirmd que estaba en
el rango de 13.000 a 17.000 cP (medido a 25 °C y 5 RPM).
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La solucién de HEC estirada se equilibré entre 7 °C y 10 °C. Después, 9000 gramos de la solucién de HEC
estirada y equilibrada se mezclaron con 446 gramos de material de silice hidrofébica H15 y 209 gramos de material
de silice hidrofébica H30 (grado Wacker HDK, disponible en el mercado en Wacker Chemie AG) en un bote de acero
inoxidable de 30 litros para formar una mezcal HEC/silice.

Una cuchilla mezcladora de 175 mm de diametro se unié a la mezcladora Dispersmat y se monté en el bote
de acero inoxidable para que la cuchilla estuviera un la parte inferior del bote. La mezcla combinada de HEC/silice
se mezclo a 2600 RPM durante 16 minutos. Después se midié la densidad de la formulacién (usando un picnémetro
Cole-Palmer) para determinarse en el rango de desde 0,9650-1,0150 g/cm?’.

La mezcla de HEC-silice se transfirié después a un barril de 15 litros y se estir6 suavemente durante 8 a 16
horas. Después se midi6 la viscosidad y se confirm6 que estaba entre 37.000 y 50.000 cP (medida a 25 °C y 10
RPM).

Se combinaron 415 gramos de mezcla de HEC-silice con 1386 gramos de ferricianuro de potasio, 1,6 g de
hexacianoferrato de potasio y 126 gramos de glucosa oxidasa en un bote de acero inoxidable de 15 litros. Una
cuchilla mezcladora de 125 mm de diametro se unié a la mezcladora Dispersmat y se montd en el bote de acero
inoxidable para que la cuchilla estuviera un la parte inferior del bote y la mezcla se mezcl6é a 1500 RPM durante 15
minutos. Después de mezclar, el pH estaba en el rango de aproximadamente 4,8 a 5,4 y la viscosidad estaba en el
rango de aproximadamente 36.000 a 48.000 cP (medida a 25 °C y 10 RPM).

Ejemplos 2a 6

El métodos del Ejemplo 1 se us6 para preparar tintas de enzima excepto en que las cantidades de humos
de silice usadas fueron las expuestas en la Tabla 1 mas abajo.

Tabla 1
Ejemplo %H30 %H15 Mezcla
Area de superficie Area de superficie Area de superficie
Contenido de Carbén Contenido de Carbén Contenido de Carbén
2 0% 100% -
300 m%g 150 m?/g 150 m?/g
2 1 1
3 100% 0% -
300 m%g 150 m?/g 300 m%/g
2 1 2
4 20% 80% -
300 m?/g 150 m%g 180 m%g
2 1 1,2
5 50% 50% -
300 m?/g 150 m%g 225 m?/g
2 1 1,5
6 80% 20% ---
300 m?/g 150 m%g 270 m?/g
2 1 1,8

Las tiras se fabricaron usando la tinta de enzima de acuerdo con el proceso expuesto en la especificacion
antes mencionada. Las tiras se calibraron seleccionando aleatoriamente 1500 tiras. Se pinch6é sangre de 12
donantes diferentes a cda uno de los 6 niveles (50, 100, 150, 200, 300 y 500 mg) de glucosa y se dio sangre a 8 tiras
de donantes y niveles idénticos de manera que se realizaron un total de 12 x 6 x 8 = 576 pruebas para cada lote.
Estas se compararon con la concentracion real de glucosa en sangre midiendo éstas usando un analizador estandar
de laboratorio, un Yellow Springs Instrument 2300 (“YSI”). Se trazé un grafico de concentracién de glucosa medida
en comparacion con la concentracion de glucosa real (o corriente medida versus corriente YSI), y se incluyé una
férmula y = mx+c minimos cuadrados en el grafico para dar un valor para la pendiente de lote m e intercepcion de
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lote c. Ademas, se calcularon la tendencia (nivel de 50 mg) y la tendencia porcentual (niveles 100-500 mg) para cada
nivel de glucosa junto con Delta_150 para la mezcla de tinta de cada ejemplo. La tendencia, la tendencia porcentual
y Delta_150 se muestran en la Tabla 2 més abajo. Un diagrama de dispersion o tendencia porcentual versus nivel de
glucosa se muestra en la Figura 2.

Tabla 2

Ej. Tendencia media (50 mg) Delta

% tendencia (100-500 mg) 150

50 100 150 200 300 500

2 -4,2 -6,1 -5,4 -4,7 -5,2 -9,4 -4,1
3 -7,3 -10,0 -7,2 -4,2 -1,9 0,6 7,7
4 -5,9 -8,8 -7,2 -6,6 -5,8 -8,7 -1,6
5 -6,2 -8,5 -6,5 -4,9 -3,9 -4,4 2,1
6 -6,4 -8,6 -5,6 -3,4 -0,8 0,5 6,2

Los resultados demuestran que las tintas de enzima con mayores niveles de humo de silice H30 produjeron
mayores lecturas de glucosa en 500 mg/dl produciendo un valor pequefio de tendencia. Las tintas con poco o nada
de H30 tuvieron lecturas mas bajas de glucosa en 500 mg/dl. Un grafico de Delta_150 trazado en comparacion con
el area efectiva normal del humo de silice conseguido con la mezcla H30-H50 como el preparado y la regresion
resultante se muestra en la Figura 3.

Se muestra una fuerte correlacion entre Delta_150 y el &rea especifica. Un grafico de Delta_150 trazado en
comparacioén con el contenido porcentual de carbén de cada grado (H30 y H15) asumiendo que los grados contenian
la cantidad nominal de carb6n para ese grado y la regresion resultante se muestran en la Figura 4. El mismo valor
alto de R-cuadrado de 99,6% indica una fuerte correlacion entre Delta_150 y el contenido de carbon.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de tinta de enzima, que comprende una enzima capaz de reconocer de manera selectiva una
glucosa en una muestra de sangre, un mediador y una primer y segundo humo de silice, donde el primer humo de
silice comprende un area de superficie medida por BET de aproximadamente 130 a 170 m /g y un contenido de
carbon de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,23 porciento de peso g el segundo humo de silice comprende
una superficie medida por BET de aproximadamente 270 a 330 m‘g y un contenido de carbono de
aproximadamente 1,4 a aproximadamente 2,6 por ciento de peso.

2. La tinta de enzima de la reivindicacién 1, donde el primer humo de silice esta presente en una cantidad de
aproximadamente 99 a 1 por ciento de peso de la cantidad total de los humos de silice y el segundo humo de silice
esta presente en una cantidad de aproximadamente 1 a aproximadamente 99 por ciento de peso.

3. La tinta de enzima de la reivindicacion 1, donde el primer humo de silice esta presente en una cantidad de
aproximadamente 75 a 45 por ciento de peso de la cantidad total de los humos de silice y el segundo humo de silice
esta presente en una cantidad de aproximadamente 25 a aproximadamente 55 por ciento de peso.

4. La tinta de enzima de la reivindicacién 1, donde la enzima se selecciona del grupo consistente en glucosa
oxidasa, glucosa deshidrogenasa, glucosa deshidrogenasa con un co-factor de pirroloquinolina quinona, y glucosa
deshidrogenasa con un co-factor de flavin adenin dinucle6tido y el mediador se selecciona del grupo consistente en
ferricianuro y hexamina tricloruro de rutenio.

5. La tinta de enzima de la reivindicacion 1, donde la enzima es glucosa oxidasa y el mediador es ferricianuro.

6. Una tinta de enzima de la reivindicacion 1, que comprende aproximadamente 0,3 por ciento por masa de un
compuesto anti-espuma, aproximadamente 0,6 por ciento por masa de alcohol de polivinilo, aproximadamente 0,6
por ciento por masa de &cido citrico, aproximadamente 1,9 por ciento por masa de citrato trisodio, aproximadamente
0,6 por ciento por masa de copolimero polivinilpirrolidona-acetato de vinilo, aproximadamente 3,27 por ciento por
masa de hidroxietilcelulosa, aproximadamente 3,6 por ciento por masa de un primer humo de silice con un area de
superficie medida por BET de aproximadamente 130 a 170 m /g y contenido de carbon de aproximadamente 1,8 a
1,23 por ciento de peso, aproximadamente 1,3 por ciento por masa de un segundo humo de silice con un éarea de
superficie medida por BET de aproximadamente 270 a 330 m?/g y un contenido de carbon de aproximadamente 1,2
a 2,6 por ciento de peso, aproximadamente 0,03 por ciento por masa de hexacianoferrato de potasio I,
aproximadamente 23 por ciento por masa de ferricianuro de potasio; aproximadamente 2,1 por ciento por masa de
glucosa oxidasa y aproximadamente 62,4 por ciento por masa de agua.

7. Una tira reactiva que comprende al menos dos electrodos co-polares, donde al menos uno de los electrodos
comprende una composicion de tinta de enzima que comprende una enzima capaz de reconocer de manera
selectiva una glucosa en una muestra de sangre, un mediador y una primer y segundo humo de silice, donde el
primer humo de silice comprende un area de superficie medida por BET de aproximadamente 130 a 170 m /g y un
contenido de carbon de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,23 pormento de peso y el segundo humo de
silice comprende una superficie medida por BET de aproximadamente 270 a 330 m /g y un contenido de carbono de
aproximadamente 1,4 a aproximadamente 2,6 por ciento de peso.

8. La tira reactiva de la reivindicacién 7, donde el primer humo de silice estd presente en una cantidad de
aproximadamente 99 a 1 por ciento de peso de la cantidad total de los humos de silice y el segundo humo de silice
esta presente en una cantidad de aproximadamente 1 a aproximadamente 99 por ciento de peso.

9. La tira reactiva de la reivindicacién 7, donde el primer humo de silice esta presente en una cantidad de
aproximadamente 75 a 45 por ciento de peso de la cantidad total de los humos de silice y el segundo humo de silice
esta presente en una cantidad de aproximadamente 25 a aproximadamente 55 por ciento de peso.

10. La tira reactiva de la reivindicacion 7, donde la enzima se selecciona del grupo consistente en glucosa oxidasa,
glucosa deshidrogenasa, glucosa deshidrogenasa con un co-factor de pirroloquinolina quinona, y glucosa
deshidrogenasa con un co-factor de flavin adenin dinucleétido y el mediador se selecciona del grupo consistente en
ferricianuro y hexamina tricloruro de rutenio.

11. Latira reactiva de la reivindicacién 7, donde la enzima es glucosa oxidasa y el mediador es ferricianuro.

12. La tira reactiva de la reivindicacion 7, donde la tinta de enzima comprende aproximadamente 0,3 por ciento por
masa de un compuesto anti-espuma, aproximadamente 0,6 por ciento por masa de alcohol de polivinilo,
aproximadamente 0,6 por ciento por masa de &cido citrico, aproximadamente 1,9 por ciento por masa de citrato
trisodio, aproximadamente 0,6 por ciento por masa de copolimero polivinilpirrolidona-acetato de vinilo,
aproximadamente 3,27 por ciento por masa de hidroxietilcelulosa, aproximadamente 3,6 por ciento por masa de un
primer humo de silice con un area de superficie medida por BET de aproximadamente 130 a 170 m /g y contenido
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de carbdén de aproximadamente 1,8 a 1,23 por ciento de peso, aproximadamente 1,3 por ciento por masa de un
segundo humo de silice con un area de superficie medida por BET de aproximadamente 270 a 330 mzlg y un
contenido de carbdn de aproximadamente 1,2 a 2,6 por ciento de peso, aproximadamente 0,03 por ciento por masa
de hexacianoferrato de potasio Il, aproximadamente 23 por ciento por masa de ferricianuro de potasio;
aproximadamente 2,1 por ciento por masa de glucosa oxidasa y aproximadamente 62,4 por ciento por masa de
agua.
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Linealidad métrica (Delta 150) versus area especifica de mezcla de silice
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Delta 150

Linealidad métrica (Delta 150) versus contenido de carbén e mezcla de silice
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