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DESCRIPCION
Procedimiento de ensayo multielectrodo
Antecedentes

Los biosensores proporcionan un analisis de un fluido biolégico, tal como sangre completa, suero, plasma, orina,
saliva, fluido intersticial, o fluido intracelular. Por lo general, los biosensores tienen un dispositivo de medicion que
analiza una muestra que reside en un sensor de ensayo. La muestra esta por lo general en forma liquida y ademas
de ser un fluido bioldgico, puede ser un derivado de un fluido biolégico, tal como un extracto, una dilucién, un filtrado,
0 un precipitado reconstituido. El analisis realizado por el biosensor determina la presencia y/o la concentracion de
uno o mas analitos, tales como alcohol, glucosa, acido Urico, lactato, colesterol, bilirrubina, acidos grasos libres,
triglicéridos, proteinas, cetonas, fenilalanina o enzimas, en el fluido biolégico. El analisis puede ser util en el
diagnéstico y el tratamiento de anomalias fisioldgicas. Por ejemplo, un individuo diabético puede usar un biosensor
para determinar el nivel de glucosa en sangre completa para los ajustes de la dieta y/o la medicacion.

Numerosos biosensores analizan un analito individual y usan diversas técnicas para mejorar la exactitud y/o la
precision del analisis. La exactitud se puede expresar en términos de la desviacion de la lectura de analito del
sistema del sensor en comparacion con una lectura de analito de referencia, representando los mayores valores de
desviaciéon una menor exactitud, mientras que la precision se puede expresar en términos de la dispersién o varianza
entre multiples mediciones. Se puede usar informacion de calibracion para mejorar la exactitud y/o la precision del
analisis y se puede leer a partir de un sensor de ensayo en el dispositivo de medicion antes del analisis. El
dispositivo de medicién usa la informacion de calibracion para ajustar el analisis del fluido bioldgico en respuesta a
uno o mas parametros, tales como el tipo de fluido bioldgico, el analito o analitos particulares, y las variaciones de
fabricacion del sensor de ensayo. Los biosensores se pueden implementar usando dispositivos de medicion de
sobremesa, portatiles, y similares. Los dispositivos de medicion portatiles pueden ser de mano y permitir la
identificacion y/o la cuantificacion de un analito en una muestra. Algunos ejemplos de sistemas de medicion
portatiles incluyen los medidores Ascensia Breeze® y Elite® de Bayer HealthCare en Tarrytown, Nueva York,
mientras que algunos ejemplos de sistemas de medicion de sobremesa incluyen la Estacion de Trabajo
Electroquimica (Electrochemical Workstation) disponible en CH Instruments en Austin, Texas.

La entrada de sefial eléctrica en el sensor de ensayo del dispositivo de medicién puede ser un potencial o una
corriente y puede ser constante, variable, o una combinacién de los mismos, tal como cuando se aplica una sefial de
CA con una compensacion de sefial de CC. La sefial de entrada se puede aplicar en forma de un pulso individual o
en pulsos, secuencias, o ciclos multiples. El analito o la especie medible experimenta una reaccién redox cuando la
sefial de entrada se aplica a la muestra. La reaccion redox genera una sefial de salida que se pueden medir de
forma constante o periédica durante una salida transitoria y/o de estado estacionario. A diferencia de la sefal de
salida transitoria que es cambiante, la salida de estado estacionario se observa cuando el cambio de una sefial con
respecto a su variable de entrada independiente (tiempo, etc.) es basicamente constante, tal como dentro de + 10 o
+ 5 %.

Se pueden usar diversos procedimientos electroquimicos tales como colorimetria, amperimetria, voltimetria, o
similares. A diferencia de la colorimetria, la amperimetria y la voltimetria miden generalmente la tasa a la que se
oxida o reduce el analito para determinar la concentracién de analito en la muestra. En la amperimetria, se aplica
una sefial eléctrica de potencial (tension) constante a los conductores eléctricos del sensor de ensayo mientras que
la sefial de salida medida es una corriente. En la voltimetria, se aplica un potencial variable a una muestra de fluido
biolégico. También se pueden usar procedimientos de amperimetria con desconexion ciclica y voltimetria con
desconexion ciclica que incluyen ciclos alternantes de excitacion y relajacion.

El "efecto de hematocrito" es un factor que puede reducir la exactitud y/o la precisién de un analisis realizado en una
muestra de sangre completa. Ademas de agua, glucosa, proteinas, cetonas, y otras moléculas bioldgicas, las
muestras de sangre completa contienen globulos rojos. El hematocrito es el volumen de muestra de sangre completa
ocupado por gldbulos rojos con respecto al volumen total de la muestra de sangre completa y a menudo se expresa
como un porcentaje. Cuanto mayor se desvia el porcentaje de hematocrito del % de hematocrito de la calibracion del
sistema para una muestra de sangre completa, mayor es la desviacion (error) entre las lecturas de analito obtenidas
a partir del biosensor. Por ejemplo, un sistema de biosensor convencional que tiene un conjunto de constantes de
calibracion (pendiente y ordenada en el origen para una muestra de sangre completa que contiene un hematocrito
de un 40 %, por ejemplo) informara tres concentraciones de glucosa diferentes para muestras de sangre total que
tienen concentraciones idénticas de glucosa, pero porcentajes de hematocrito de un 20 %, un 40 %, y un 60 %. De
ese modo, incluso aunque las concentraciones de glucosa de la sangre completa sean las mismas, el sistema
informara que la muestra de sangre completa con un hematocrito de un 20 % contiene mas glucosa que la muestra
de sangre completa con un hematocrito de un 40 %, y que la muestra de sangre completa con un hematocrito de un
60 % contiene menos glucosa que la muestra de sangre completa con un hematocrito de un 40 %. Dado que los
biosensores convencionales se configuran generalmente para informar las concentraciones de glucosa suponiendo
un contenido de hematocrito de un 40 % para la muestra de sangre completa, cualquier medicién de glucosa
realizada en una muestra de sangre que contiene un hematocrito menor o igual que un 40 % incluira cierto error de
desviacion atribuible al efecto de hematocrito.
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La desviacion de hematocrito se puede expresar mediante la siguiente ecuacion:
Desviacion de %Hct =100 % x (Gm = Gret)/Gref,

donde Gn y Grer son las lecturas de glucosa medida y de glucosa de referencia, respectivamente, para cualquier
nivel de hematocrito. Cuanto mayor es el valor absoluto de la desviacion de %Hct, mayor es el efecto de
hematocrito.

Ademas del efecto de hematocrito, también pueden producirse inexactitudes de medicién cuando la concentracion
de la especie medible no correlaciona con la concentracion de analito. Por ejemplo, cuando el biosensor determina
la concentracion de un mediador reducido generado en respuesta a la oxidacion de un analito, cualquier mediador
reducido no generado por oxidacion del analito conducira a una indicacion de que esta presente mas analito en la
muestra del que es correcto debido al fondo del mediador.

Conociendo la sefial de salida atribuible a los factores que no responden a la concentracion del analito, se puede
restar la parte falsa de la sefial de salida. Los sistemas convencionales han intentado aislar las partes no
responsivas de la sefial de salida colocando multiples parejas de electrodos de trabajo y contraelectrodos en un
depodsito de muestra comun. Al modificar los reactivos usados para formar los electrodos, estos sistemas intentan
separar las partes responsivas y no responsivas del analito mediante la sustraccion de las dos sefiales de salida.

Por ejemplo, los sistemas de sensor convencionales pueden tener multiples areas de deteccion en una camara de
muestra indivisa, donde cada electrodo de trabajo se confronta con un electrodo de referencia. En otro aspecto,
estos sistemas pueden tener un electrodo de referencia individual. Los sistemas de estos tipos pueden proporcionar
un sistema de calibracién del sensor en el ensayo con dos patrones conocidos o pueden proporcionar sistemas de
electrodos distintos para la determinacion de analito, interferencia, y hematocrito, por ejemplo. Una desventaja
comun de estos sistemas es la cAmara de muestra individual, donde los sistemas de electrodo/areas de deteccion
adyacentes se pueden contaminar quimicamente entre si debido a la difusion y/o movimiento del liquido. Esta
desventaja puede ser especialmente problematica cuando un sistema de reactivo requiere un tiempo de ensayo mas
prolongado que otro y/o cuando el sensor de ensayo se altera mecanicamente después del llenado con muestra.

Se conoce un biosensor con multiples parejas de electrodos, que proporciona una lectura de glucosa corregida con
hematocrito del documento de Patente EP1742045.

Dado que es necesaria mas y mas informacion con respecto a los analitos presentes en las muestras biolégicas para
el diagnostico, existe la necesidad creciente de monitorizacion de rutina para multiples especies bioldgicas de
importancia médica. Por lo tanto, existe una necesidad constante de biosensores mejorados, especialmente los que
pueden proporcionar mediciones de concentracion con un aumento de exactitud y/o precision para multiples analitos.
Los sistemas, dispositivos, y procedimientos de la presente invencién evitan o mejoran al menos una de las
desventajas asociadas a los biosensores convencionales.

Sumario

Se desvela un procedimiento de medicion de al menos un analito en una muestra que incluye oxidar o reducir
quimica o bioquimicamente al menos un analito en una muestra; aplicar una primera sefial de entrada a la muestra
con un electrodo de trabajo y un primer contraelectrodo; aplicar una segunda sefal de entrada con un potencial
diferente que la primera sefial de entrada a la muestra con el electrodo de trabajo y un segundo contraelectrodo;
analizar las sefiales de salida de la primera y la segunda sefiales de entrada para determinar una concentracion de
una primera especie medible en la muestra con el potencial del primer contraelectrodo, y una concentracion de una
segunda especie medible en la muestra con el potencial del segundo contraelectrodo; y convertir al menos una de la
primera y la segunda concentraciones de especie medible en la concentracion de al menos un analito en la muestra.
El procedimiento se define mediante las caracteristicas de la reivindicacion 1.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran, o se haran, evidentes para el experto en la materia después
del examen de las siguientes figuras y descripcion detallada.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se puede entender mejor por referencia a los siguientes dibujos y descripcion. Los componentes en las
figuras no son necesariamente a escala, prestandose atencion en su lugar a la ilustraciéon de los principios de la
invencion. Ademas, en las figuras, los numerales referenciados similares indican las partes correspondientes en
todas las diferentes vistas.

La Figura 1A representa una disposicion de sensor de ensayo no adecuada para el procedimiento de la presente
invencion, donde la muestra se introduce en la parte superior de un area primaria a través de un puerto de
muestra y fluye de forma basicamente simétrica para llenar cuatro regiones de analisis secundarias.

La Figura 1B representa el sensor de ensayo de la Figura 1A con la adicion de un electrodo de referencia.

La Figura 1C representa el sensor de ensayo de la Figura 1A con contraelectrodos separados, que se puede
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usar para el procedimiento de la presente invencion.
La Figura 1D representa el sensor de ensayo de la Figura 1C con la adicion de un electrodo de referencia.

La Figura 2A representa una disposicion de sensor de ensayo donde la introduccién de la muestra se produce
desde un puerto de muestra en un lado del sensor de ensayo al interior de un area primaria y a continuacion
fluye de forma asimétrica para llenar dos regiones de analisis secundarias.

La Figura 2B representa un sensor de ensayo que tiene la disposicion de electrodo de la Figura 2A, pero con una
disposicion diferente de las regiones de analisis secundarias.

La Figura 3A representa un disefio de sensor de ensayo de canal recto donde la muestra fluye desde un area
primaria a través de una primera ubicacion de electrodo de potencial para alcanzar una segunda ubicacion de
electrodo de potencial.

Las Figuras 3B a 3G representan disefos alternativos para regiones de analisis secundarias donde la muestra no
fluye a través de mas de una ubicacion de electrodo de potencial.

La Figura 4A muestra un voltamograma de un disefio de sensor de ensayo de canal recto, tal como se
representa en la Figura 3A.

La Figura 4B muestra el voltamograma ciclico de un disefio de canal en Y, tal como se representa en la Figura
3E.

La Figura 5A muestra un grafico de corriente de quimioamperimetria frente al tiempo que establece que para un
sensor de ensayo de canal recto del tipo usado en la Figura 4A, se observé un pico de ferrocianuro en el
electrodo de trabajo en aproximadamente 5 segundos de la introduccién de la muestra.

La Figura 5B muestra un grafico de corriente de quimioamperimetria frente al tiempo que establece que para un
sensor de ensayo de canal en Y del tipo usado en la Figura 4B, basicamente ningun ferrocianuro alcanzé el
electrodo de trabajo después de 30 segundos de la introduccién de la muestra.

La Figura 5C es un grafico de corriente de quimioamperimetria frente al tiempo que establece que el disefio de
canal en Y proporciona un aislamiento quimico superior entre las ubicaciones de electrodo de potencial que un
disefio de canal en T.

La Figura 5D establece que tres disefios de canal en Y fueron resistentes a tal mezcla desde la perturbacion
mecanica.

La Figura 6A representa un sensor de ensayo no adecuado para el procedimiento de la presente invencion, que
tiene una disposicion escalonada de las regiones de analisis secundarias donde la muestra entra por un puerto
de muestra a un area primaria en la forma de un canal desde el que se ramifican dos regiones de analisis
secundarias.

La Figura 6B representa una disposicion de sensor de ensayo que se puede usar para el procedimiento de la
presente invencion, donde la muestra entra por el puerto de muestra a un area primaria en la forma de un canal
desde el que se ramifican tres reacciones secundarias.

La Figura 7A y la Figura 7B representan sensores de ensayo de acuerdo con la presente invencion, que tienen
disefios escalonados de la region de analisis secundaria.

La Figura 8A representa una variacion del sensor de ensayo de la Figura 7A que se puede usar para el
procedimiento de la presente invencién, donde estan conectados eléctricamente multiples electrodos de trabajo.

La Figura 8B representa una variacion del sensor de ensayo de la Figura 7A no adecuada para el procedimiento
de la presente invencion, donde estan conectados eléctricamente multiples contraelectrodos.

La Figura 9A representa un mediador de transferencia de un electron que transfiere un electron.
La Figura 9B representa un mediador de transferencia de multiples electrones que transfiere dos electrones.

La Figura 10A representa un sistema que tiene tres contraelectrodos direccionables independientemente, que
operan cada uno con un potencial diferente, y tres electrodos de trabajo conectados eléctricamente, que tienen
cada uno un sistema mediador que opera a un potencial diferente.

La Figura 10B muestra voltamogramas ciclicos de hexaamina de rutenio (lll), ferrocianuro, y una molécula
organica electroactiva.

La Figura 10C es un grafico que relaciona el potencial de operacion de contraelectrodo y la proporcion del par
conjugado redox.
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La Figura 10D representa los sistemas de transferencia de carga de multiples contraelectrodos direccionables
independientemente.

La Figura 10E muestra voltamogramas ciclicos que establecen los diferentes potenciales de operacion que se
pueden proporcionar a uno o mas electrodos de trabajo mediante multiples contraelectrodos direccionables
independientemente.

La Figura 11A establece que los sistemas de transferencia de carga de la Figura 10E se pueden reemplazar con
multiples proporciones de par conjugado redox para proporcionar multiples potenciales al sistema.

La Figura 11B representa los perfiles de corriente obtenidos cuando el potencial en un electrodo de trabajo
basicamente aislado quimicamente se controla repetidamente en una secuencia por tres contraelectrodos
basicamente aislados quimicamente y direccionables independientemente, que tienen cada uno un potencial
diferente proporcionado por sistemas de transferencia de carga diferentes.

La Figura 12A representa una representacion esquematica de un sistema biosensor que determina la
concentracion de un analito en una muestra de un fluido biolégico.

Las Figuras 12B a 12F representan las multiples variaciones potenciostaticas que se pueden usar con el
generador de sefial de la Figura 12A, donde solo las figuras 12B a 12D muestran variaciones que se pueden
usar con la presente invencion.

La Figura 13 representa un analisis electroquimico para determinar la presencia y/o la concentracion de al menos
un analito en una muestra, de acuerdo con la presente invencion.

La Figura 14A representa la sefial de entrada de una secuencia de pulso amperimétrico con desconexion ciclica
secuencial usada en combinacién con un sensor de ensayo que tiene contraelectrodos y electrodos de trabajo
direccionables independientemente.

La Figura 14B representa la sefial de entrada de una secuencia de pulso amperimétrico con desconexion ciclica
simultanea usada en combinacién con un sensor de ensayo que tiene contraelectrodos y electrodos de trabajo
direccionables independientemente.

La Figura 15 muestra los resultados de promediar los resultados de hasta cuatro analisis distintos para el mismo
analito para determinar la concentracién del analito en la muestra.

La Figura 16 representa el decaimiento de corriente obtenido a partir de un experimento del promedio de sefal.

Descripcion detallada

Se desvela un sistema biosensor que incluye sensores de ensayo que tienen al menos tres regiones de analisis
direccionables independientemente. Cada regiéon de analisis incluye un electrodo y esta basicamente aislada
quimicamente. De ese modo, los electrodos de trabajo y los contraelectrodos de una pareja de electrodos pueden
residir en ambientes basicamente aislados quimicamente. Un electrodo de trabajo se combina con dos o mas
contraelectrodos, donde cada contraelectrodo reside en un ambiente basicamente aislado quimicamente. De ese
modo, el sistema incluye al menos dos contraelectrodos que operan con diferentes potenciales. La direccionabilidad
independiente de las regiones de analisis basicamente aisladas quimicamente proporciona un analisis
electroquimico con multiples potenciales.

Mediante la operacién con mas de un potencial, se analizan muestras que incluyen multiples analitos. Se realizan
multiples analisis independientes del mismo analito para aumentar la exactitud y/o la precision del analisis. Ademas
de multiples analitos y multiples analisis, la configurabilidad del sistema permite el aumento de la exactitud y/o la
precision ya que se puede determinar la parte de la sefial de salida atribuible a interferentes de muestra,
hematocrito, fondo de mediador, temperatura, variabilidad de fabricacion, desactivacion de reactivo, y similares. Los
interferentes del analito son especies quimicas, electroquimicas, fisioldégicas, o bioldgicas que dan como resultado
una desviacion positiva o negativa en la concentracion del analito determinada. Una vez conocidos, estos efectos se
pueden usar para alterar o se pueden retirar de la concentraciéon de analito determinada. También se puede
proporcionar informacion de calibracion mediante regiones de analisis que no responden a un analito.

La Figura 1A representa una disposicion de sensor de ensayo 100 donde la muestra se introduce en la parte
superior de un area primaria 110 a través de un puerto de muestra 115 y fluye de forma basicamente simétrica para
llenar cuatro regiones de analisis secundarias 150. Cada una de las regiones de analisis secundarias 150 incluye un
respiradero 120 para permitir que la muestra haga salir el aire de las regiones de analisis secundarias 150 durante el
llenado. El respiradero 120 puede tener cualquier forma que sea compatible con la forma de las regiones de analisis
secundarias 150, tal como circular o poligonal. El diametro o anchura maxima del respiradero 120 puede ser
cualquier tamafio que proporcione el flujo de muestra deseado en las regiones de analisis secundarias 150, siendo
preferentes valores de aproximadamente 0,02 mm a aproximadamente 1,5 mm.

Un contraelectrodo individual 130 ocupa el area primaria, mientras que un electrodo de trabajo 141-144 esta
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presente en cada region de analisis secundaria 150. Aunque se representa con el contraelectrodo 130 en el area
primaria 110 y los electrodos de trabajo 141-144 en las regiones de analisis secundarias 150, la ubicacion de los
electrodos de trabajo y los contraelectrodos se podria invertir de modo que multiples contraelectrodos rodeen un
electrodo de trabajo individual (no se muestra). En otro aspecto, los electrodos pueden no ocupar el mismo plano.
Por ejemplo, algunos electrodos se pueden disponer horizontalmente mientras otros se disponen verticalmente. En
otro ejemplo, algunos electrodos se pueden colocar mas altos que otros de modo que el fluido bioldgico alcance los
electrodos inferiores en primer lugar. Se pueden usar otras configuraciones de electrodos. Por ejemplo, la Figura 1B
representa el sensor de ensayo de la Figura 1A con la adicion de un electrodo de referencia 170 para proporcionar
un potencial no variable.

La Figura 1C representa el sensor de ensayo 100 donde en lugar de un contraelectrodo individual 130, se
proporcionan cuatro contraelectrodos independientes 131-134 en el area primaria central 110. Aunque se representa
con los contraelectrodos en el area primaria y los electrodos de trabajo en las regiones de andlisis secundarias, la
ubicacion de cualquier electrodo de trabajo y cualquier contraelectrodo se puede invertir (no se muestra). Se pueden
usar otras configuraciones de los electrodos.

La Figura 1D representa el sensor de ensayo de la Figura 1C con la adicion de un electrodo de referencia 170 en
cada region de analisis secundaria para proporcionar un potencial no variable. Uno o mas de los electrodos de
referencia 170 pueden operar con uno o mas potenciales para proporcionar un potencial no variable en cada
analisis. Dado que el potencial de operaciéon de los contraelectrodos puede variar, se pueden usar uno o mas
electrodos de referencia para establecer una referencia con el potencial en los contraelectrodos ademas de
establecer una referencia con el potencial de los electrodos de trabajo como es habitual en los sistemas
convencionales.

Aunque no se muestra en la figura, para los sensores de ensayo implementados en aplicaciones de monitorizacion
continua, tales como para electrodos implantados en un organismo vivo o en contacto continuo de otro modo con un
fluido bioldgico, el uso de multiples electrodos de referencia puede proporcionar un aumento de la exactitud y/o la
precision de las concentraciones de analito determinadas. El aumento puede producirse debido a una reduccién en
los problemas asociados con el potencial cambiante de los electrodos de trabajo implantados en un organismo vivo o
en contacto continuo de otro modo con un fluido biolégico.

En la Figura 1A y en la Figura 1B, los conductores 160 conducen desde cada electrodo hacia la parte posterior del
sensor de ensayo 100 donde cada uno de los conductores 160 puede estar conectado a un dispositivo de medicion,
permitiendo que cada electrodo de trabajo 141-144 se direccione independientemente. De ese modo, cuando el
conductor 160 esta conectado a un electrodo individual, el electorado esta direccionado independientemente. Los
conductores 160 puede permanecer direccionables independientemente o dos cualesquiera o mas pueden estar
conectados eléctricamente (no se muestra). De ese modo, cuando mas de un electrodo esta conectado
eléctricamente al mismo conductor, los electrodos no estan direccionados independientemente ya que estan
direccionados eléctricamente en conjunto. Por ejemplo, al conectar eléctricamente dos de los electrodos de trabajo
141-144, tales como 141 y 144, el sensor de ensayo resultante 100 tendria tres electrodos de trabajo direccionables
independientemente y un contraelectrodo 130.

Cuando se configura con un contraelectrodo individual 130 y cuatro electrodos de trabajo direccionables
independientemente 141-144, el sensor de ensayo 100 de la Figura 1Ay la Figura 1B puede realizar potencialmente
un analisis diferente en cada uno de los electrodos de trabajo 141-144. El contraelectrodo individual 130 puede
proporcionar un potencial individual al sistema mediante el uso de un sistema de transferencia de carga que opera
con un potencial individual. Dependiendo del dispositivo de medicion, el contraelectrodo individual 130 puede
proporcionar mas de un potencial al sistema.

Si se invierten los tipos de electrodo para el sensor de ensayo 100 de la Figura 1Ay la Figura 1B de modo que haya
cuatro contraelectrodos direccionables independientemente y un electrodo de trabajo individual, la electroquimica en
el electrodo de trabajo se podria medir potencialmente con cuatro potenciales diferentes. La direccionabilidad
independiente de los contraelectrodos permite que cada contraelectrodo se forme con un sistema de transferencia
de carga diferente, alterando de ese modo el potencial proporcionado al electrodo de trabajo durante el analisis. Si el
electrodo de trabajo incluye reactivos que interactian con uno o mas analitos con cuatro potenciales diferentes, cada
interaccion con el analito se puede medir independientemente mediante el direccionamiento eléctrico al
contraelectrodo apropiado. Preferentemente, cada contraelectrodo direccionable independientemente opera con un
potencial o un intervalo de potencial individual.

En las Figuras 1C y 1D, los conductores 160 conducen desde cada electrodo hacia la parte posterior del sensor de
ensayo 100 donde cada uno de los conductores 160 puede estar conectado a un dispositivo de medicion. Esta
disposicion permite que cada electrodo de trabajo 141-144 y cada contraelectrodo 131-134 estén direccionados
independientemente. Los conductores 160 pueden permanecer aislados eléctricamente o dos cualesquiera o mas
pueden estar conectados eléctricamente (no se muestra). Por ejemplo, al conectar eléctricamente dos de los
contraelectrodos, tales como 132 y 133, el sensor de ensayo resultante tendria cuatro electrodos de trabajo
direccionables independientemente y tres contraelectrodos direccionables independientemente. Se puede conectar
eléctricamente cualquier combinacién de electrodos.
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Los electrodos de trabajo direccionables independientemente permiten potencialmente que se pueda medir una
reaccion quimica diferente en cada electrodo de trabajo 141-144. Tener contraelectrodos direccionables
independientemente 131-134 de diferentes potenciales de operacion permite que un electrodo de trabajo se pueda
operar frente a mas de un potencial de contraelectrodo. De ese modo, se pueden medir independientemente dos
quimicas de transferencia de carga presentes en el mismo electrodo de trabajo mediante dos contraelectrodos
direccionables independientemente donde el primer contraelectrodo opera con el potencial de la primera quimica de
transferencia de carga y el segundo contraelectrodo opera con el potencial de la segunda quimica de transferencia
de carga.

El sensor de ensayo 100 de la Figura 1C proporciona direccionabilidad independiente para cuatro electrodos de
trabajo 141-144 y cuatro contraelectrodos 131-134. Debido a que cada uno de los contraelectrodos 131-134 puede
proporcionar un potencial diferente, se pueden realizar potencialmente dieciséis analisis diferentes. De ese modo, la
electroquimica de un electrodo de trabajo individual se puede medir con cuatro potenciales diferentes y se puede
aplicar el potencial de un contraelectrodo individual frente a cuatro quimicas de electrodo de trabajo diferentes. El
sensor de ensayo de la Figura 1D, que tiene cuatro electrodos de referencia direccionables independientemente 170,
puede proporcionar hasta cuatro potenciales no variables diferentes al sistema. El dispositivo de mediciéon puede
usar uno o mas de los potenciales no variables para controlar o determinar el potencial de operacién en los
electrodos de trabajo 141-144 y en los contraelectrodos 131-134.

Para el sensor de ensayo 100 de la Figura 1A a la Figura 1D, las regiones de analisis secundarias 150 pueden tener
areas de aproximadamente 0,5 mm® y alturas de aproximadamente 0,125 mm para proporcionar volimenes
interiores de aproximadamente 62 nl cada una. Las regiones de analisis secundarias preferentes tienen volimenes
interiores de 100 nl e inferiores, siendo mas preferentes voliumenes interiores de 70 nl e inferiores. Se pueden usar
regiones de analisis secundarias mas grandes y mas pequenas.

La Figura 2A representa una disposicion de sensor de ensayo 200 donde la introduccion de la muestra se produce
desde un puerto de muestra 215 en un borde frontal 214 del sensor de ensayo 200 en un area primaria 210 y a
continuacion fluye de forma asimétrica para llenar una primera region de analisis secundaria 251 y una segunda
region de analisis secundaria 252. El flujo de muestra es asimétrico debido a que la segunda region de analisis
secundaria 252 es mas larga que la primera regién de analisis secundaria 251. Las regiones de analisis secundarias
251, 252 pueden incluir un respiradero 220 para permitir que la muestra haga salir el aire de la region durante el
llenado.

En la entrada, la muestra atraviesa una primera pareja de electrodos definida por el electrodo de trabajo 241 y el
contraelectrodo 231. Mientras continda atravesando la primera pareja de electrodos, la muestra fluye hacia la
segunda y la tercera parejas de electrodos, definidas por el electrodo de trabajo 242 y el contraelectrodo 232
(segunda pareja) y por el electrodo de trabajo 243 y el contraelectrodo 233 (tercera pareja). La muestra que fluye a
través de las parejas de electrodos primera y tercera contintia fluyendo a continuacidon hasta atravesar la cuarta
pareja de electrodos, definida por el electrodo de trabajo 244 y el contraelectrodo 234. De ese modo, la muestra
atraviesa la cuarta pareja de electrodos después de las parejas de electrodos primera y tercera. Cuando los
atraviesa la muestra, una composicion de reactivo 280 proporciona conductividad eléctrica entre las parejas de
electrodo de trabajo y contraelectrodo. La direccionabilidad independiente de las parejas de electrodos permite que
se monitorice el llenado de las regiones de analisis secundarias 251, 252. Se pueden usar otras configuraciones de
los electrodos, por ejemplo se puede invertir la ubicacién de cualquier electrodo de trabajo y cualquier
contraelectrodo (no se muestra).

Mediante la monitorizacion del llenado de las regiones de analisis secundarias 251, 252, el sensor de ensayo 200
proporciona un sistema de deteccién de bajo nivel de llenado para evitar o descartar los analisis asociados con
tamafos de muestra que tienen un volumen insuficiente. Debido a que los valores de concentracién obtenidos a
partir del sensor de ensayo con bajo nivel de llenado pueden ser inexactos, la capacidad de evitar o descartar estos
analisis inexactos puede aumentar la exactitud de los valores de concentraciéon obtenidos. Los sistemas de
deteccion de bajo nivel de llenado convencionales tienen uno o mas indicadores, tal como un electrodo conductor,
que detectan el llenado parcial y/o completo del depodsito de muestra en el sensor de ensayo. Al tener la capacidad
de monitorizar el llenado entre multiples regiones de analisis secundarias, son posibles determinaciones mas
exactas del estado de llenado del sensor de ensayo 200. La sefal eléctrica se puede usar para indicar si la muestra
esta presente y si la muestra llena parcial o completamente una region de analisis especifica.

La Figura 2B representa el sensor de ensayo 200 que tiene la disposicion de electrodos de la Figura 2A, pero con
una disposicion diferente de las regiones de analisis secundarias. Se proporciona un area primaria 210 que incluye
la primera pareja de electrodos con las tres regiones de analisis secundarias hienas simétricamente 253, 254, 255.
En la entrada, la muestra atraviesa la primera pareja de electrodos y a continuacion se mueve para atravesar
independientemente de las parejas de electrodos segunda, tercera, y cuarta. Globalmente, el flujo de fluido
permanece asimétrico debido a la primera pareja de electrodos que ocupa el area primaria, llenandose de ese modo
antes que las regiones de analisis secundarias. Cada una de las regiones de analisis secundarias 253, 254, 255
puede incluir un respiradero 220 para permitir que la muestra haga salir el aire durante el llenado del sensor de
ensayo 200.
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Una composicién de reactivo individual 280 se puede extender entre cada una de las cuatro parejas de electrodo de
trabajo y contraelectrodo como se muestra. Un conductor 260 que conduce desde cada electrodo hacia la parte
posterior del sensor de ensayo 200 donde se puede conectar a un dispositivo de medicion, permite que cada
electrodo esté direccionado independientemente. Mientras cada electrodo esta direccionado independientemente,
cada pareja de electrodos comparte el mismo entorno quimico debido a que la misma capa de reactivo entra en
contacto tanto con el electrodo de trabajo como con el contraelectrodo de cada pareja. Los electrodos pueden
permanecer aislados eléctricamente o dos cualesquiera o mas pueden estar conectados eléctricamente (no se
muestra). Se pueden afadir uno o mas electrodos de referencia para proporcionar un potencial no variable (no se
muestra).

Aunque se representa con los contraelectrodos agrupados centralmente y los electrodos de trabajo alrededor del
perimetro, se puede invertir la ubicacion de cualquier electrodo de trabajo y contraelectrodo. Los cuatro electrodos
de trabajo independientes proporcionan cuatro composiciones de reactivo diferentes para realizar potencialmente
cuatro analisis diferentes. Aunque los cuatro contraelectrodos independientes se pueden operar cada uno con un
potencial diferente para proporcionar 16 analisis posibles, la separacion de 90° entre cada pareja de electrodos
puede hacer esto impracticable.

La Figura 3A representa un disefio de sensor de ensayo de canal recto donde la muestra fluye desde el area
primaria 310 a través de una primera ubicacion de electrodo de potencial 320 para alcanzar una segunda ubicacion
de electrodo de potencial 330. Las Figuras 3B a 3G representan disefios alternativos del sensor de ensayo para
regiones de analisis secundarias donde la muestra no fluye a través de mas de una ubicacién de electrodo de
potencial. La Figura 3B representa un disefio de canal en T usado en algunos sensores convencionales. La Figura
3C representa un disefio de multiples canales en T donde estan presentes las ubicaciones de electrodo de potencial
adicionales 340 y 350. Se pueden afiadir partes en "T" adicionales si se desean ubicaciones de electrodos de
potencial adicionales.

La Figura 3H representa un sensor de ensayo con multiples canales en T 300 que tiene tanto un electrodo de trabajo
direccionable independientemente 331 como un contraelectrodo direccionable independientemente 332 en cada una
de las cuatro regiones de anadlisis secundarias 333. De ese modo, cada pareja de electrodo de trabajo y
contraelectrodo comparte el mismo entorno quimico, pero cada pareja de electrodos esta basicamente aislada
quimicamente de cualquier otra pareja. Un sistema de transferencia de carga de composicién de reactivo combinado
336 se deposita en cada pareja de electrodos. Cada uno de los electrodos de trabajo 331 y cada uno de los
contraelectrodos 332 esta formado a partir de un conductor 334 que termina en un contacto 335. El contacto 335a y
el contacto 335b corresponden al electrodo de trabajo y el contraelectrodo, respectivamente, de la region de analisis
secundaria 333a. La anchura de cada una de las regiones de analisis secundarias 333 es 1,2 mm, mientras que la
anchura del area primaria 310 es 1,5 mm. La distancia en linea recta entre las parejas de electrodos opuestas a las
regiones de analisis secundarias es 3,46 mm. Se especifica que la anchura del electrodo de trabajo de cada pareja
es 0,50 mm separado del contraelectrodo por aproximadamente 0,05 mm a aproximadamente 0,25 mm. Los circulos
dibujados en cada uno de los electrodos de trabajo 331 son el area de cobertura proyectada de la composicion de
reactivo. Se pueden usar otras anchuras de region de analisis secundaria, anchuras y separaciones de electrodo, y
areas de cobertura de composicién de reactivo.

La Figura 3l representa un sensor de ensayo de multiples canales en T 300 que tiene un electrodo de trabajo
direccionable independientemente 331 en cada una de cuatro regiones de analisis secundarias basicamente
aisladas quimicamente y un contraelectrodo direccionable independientemente 332 en cada una de cuatro regiones
de analisis secundarias opuestas 333. De ese modo, cada electrodo esta basicamente aislado quimicamente de
cualquier otro electrodo. Cada electrodo se forma a partir de un conductor 334 que termina en un contacto 335.

La Figura 3D representa una desviacion de los disefios de canal en T debido a que las regiones de analisis
secundarias estan escalonadas de modo que no se puede trazar una linea recta 370 que pase a través de las
regiones de analisis secundarias y un area primaria entre dos ubicaciones de electrodo de potencial cualesquiera. La
ventaja potencial de tal disefio escalonado es la resistencia a la mezcla entre las regiones de analisis secundarias
opuestas si el sensor de ensayo se perturba mecanicamente mientras se llena con la muestra. Perturbar
mecanicamente significa aplicar una fuerza suficiente al sensor de ensayo para hacer que la muestra fluida se
mueva.

Ademas de no superar el ensayo de la linea recta, los disefios de canal en Y de las Figuras 3E a 3G resisten la
mezcla entre ubicaciones de electrodo de potencial que estan mas préximas entre si que para los disefios de las
Figuras 3B a 3C debido a que la separacion de las regiones de analisis secundarias no solamente depende de la
distancia entre las ubicaciones de los electrodos de potencial para el aislamiento basico quimico. La separacion
quimica en un canal en Y también se puede beneficiar de que la mezcla posee un flujo alrededor de la parte en "v"
de la "Y" para mezclarse. Dado que los electrodos se pueden espaciar mas préximos entre si, pero todavia resisten
la mezcla de la muestra, el volumen total del depdsito de muestra de un disefio de canal en Y puede ser menor con

respecto a un disefio de canal en T que tiene una separaciéon quimica similar.

Los disefios de depdsito de muestra preferentes tienen regiones de analisis secundarias que se ramifican desde el
area primaria 310 con un angulo 390 de menos de 90°, como se representa en la Figura 3F. De esta manera, €l
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fluido puede entrar en el sensor de ensayo y alcanzar las ubicaciones de electrodo de potencial sin realizar un giro
de 90°. Esto puede permitir que la muestra entre rapidamente en el sensor de ensayo mientras se reduce el
potencial de mezcla de reactivo por conveccion de la muestra debido a la vibracion. Los disefios mas preferentes
carecen de la linea recta 370 como se representa en la Figura 3B y la Figura 3C entre electrodos que pasa a través
de las regiones de analisis secundarias y un area primaria y tienen regiones de analisis secundarias que se ramifican
desde el area primaria con un angulo de menos de 90°. También se pueden usar otros disefos, tales como los que
tienen una o mas curvas en el area primaria y/o las regiones de analisis secundarias y aquellos donde las regiones
de analisis secundarias se ramifican desde el area primaria con un angulo mayor de 90°; sin embargo, el aumento
de los requisitos de tamafio de muestra y la disminucion de las velocidades de llenado de muestra pueden ser
factores limitantes.

La Figura 3J representa un sensor de ensayo del canal en Y 300 que tiene tanto un electrodo de trabajo
direccionable independientemente 331 como un contraelectrodo direccionable independientemente 332 en cada una
de dos regiones de andlisis secundarias 333. De ese modo, cada pareja de electrodo de trabajo y contraelectrodo
comparte el mismo entorno quimico, pero cada pareja esta basicamente aislada quimicamente de la pareja opuesta.
Mientras el electrodo de trabajo 331 atraviesa la segunda region de analisis 333, el contraelectrodo 332 esta definido
por el borde del perimetro de la regidon de analisis secundaria 333, que a su vez se forma a partir del conductor 334.
Las regiones de analisis secundarias 333 se ramifican desde el area primaria 310 con un angulo de
aproximadamente 45°. Cada uno de los conductores 334 termina en un area de contacto 335. Se podrian usar otros
disefios de electrodos, tales como aquellos en los que se forma un electrodo individual en una o mas regiones de
analisis secundarias. También se pueden usar otros angulos de ramificacion para las regiones de analisis
secundarias.

El sustrato del sensor de ensayo 300 tiene una anchura de 11,8 mm y una longitud de 30 mm. La anchura del area
primaria 310 es 1,2 mm. La distancia entre los bordes externos proyectados de las dos deposiciones de composicion
de reactivo es 0,8 mm. Las areas de contacto 335 tienen cada una una anchura de 2,9 mm vy el diametro de la
deposicion de composicion de reactivo en cada una de las dos regiones de analisis secundarias 333 es 1,8 mm. Se
pueden usar otras dimensiones de sustrato, anchuras de area primaria y area de contacto, y diametros de
deposicién de composicién de reactivo.

Ademas del numero y tipo de electrodos y del grado de direccionabilidad eléctrica independiente de los electrodos, el
grado de aislamiento quimico proporcionado por las regiones de analisis secundarias del depdsito de muestra afecta
al numero de analisis que se pueden realizar con un sensor de ensayo. Basicamente aislado quimicamente significa
que la mezcla por difusién o conveccion de los reactivos basicamente no se produce entre las regiones de analisis
secundarias durante el tiempo de uno o mas analisis.

Si una pareja de electrodo de trabajo y contraelectrodo esta basicamente aislada quimicamente de otras parejas de
electrodo de trabajo y contraelectrodo, pero no entre si, la pareja puede realizar analisis compatibles con la quimica
presente en la pareja. Tal configuracion puede permitir una mezcla por difusion rapida de los reactivos presentes en
el electrodo de trabajo y el contraelectrodo de la pareja. Por el contrario, si el electrodo de trabajo y el
contraelectrodo estan basicamente aislados quimicamente de otros electrodos de trabajo y contraelectrodos y entre
si, cada electrodo puede participar potencialmente en un analisis con cualquier otro electrodo, si fuera direccionable
independientemente. De ese modo, si esta basicamente aislado quimicamente, se pueden usar composiciones de
reactivo diferentes para proporcionar un electrodo con un entorno de analisis quimico que es diferente al de los otros
electrodos. En combinacion, el aislamiento basico quimico entre las regiones de analisis permite que se usen
diferentes reactivos en cada electrodo de trabajo y/o contraelectrodo, mientras que la direccionabilidad eléctrica
independiente permite que cada electrodo de trabajo se mida independientemente.

Las regiones de analisis secundarias pueden estar basicamente aisladas quimicamente dependiendo del area de
seccion transversal de las entradas a las regiones secundarias, las distancias entre dos electrodos cualesquiera
dentro de las regiones de analisis secundarias, la disposicion fisica de las regiones de analisis secundarias entre si,
y con respecto al area primaria, y similares. Ademas de estas consideraciones, el aislamiento basico quimico se
puede perder inicialmente debido a la mezcla de reactivos ya que la muestra fluye a través del contraelectrodo o
contraelectrodos (Figura 1A a Figura 1D) o las parejas de electrodos en la entrada y en los lados del sensor de
ensayo (Figura 2A y Figura 2B). De esta manera, la muestra puede transportar la composicion de reactivo a
multiples parejas de electrodos. Por el contrario, tal mezcla de flujo se puede eliminar basicamente cuando la
muestra no fluye a través de mas de un electrodo (Figura 3B-Figura 3J).

La Figura 4A muestra el grafico de voltimetria ciclica de un disefio de canal recto como se representa en la Figura
3A. La primera pareja de electrodos mas cercana al puerto de muestra us6 una composicion de reactivo que incluyo
ferrocianuro potasico 0,5 M, mientras que la segunda pareja de electrodos mas cercana al término del canal usé una
composicion de reactivo que incluyo la molécula organica electroactiva representada posteriormente mediante la
Estructura |I. En aproximadamente siete segundos o menos, se observaron dos picos, representando el pico de la
izquierda la oxidacion del estado reducido de la molécula de Estructura | y representando el pico de la derecha la
oxidacion del ferrocianuro, que se habia dispuesto inicialmente en la primera pareja de electrodos. En
aproximadamente 20 ciclos completos, el pico de la molécula de Estructura | desaparecid, lo que sugiere que el
ferricianuro oxidé la molécula de Estructura I.
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Durante el analisis, se cree que el ferrocianuro de la primera pareja de electrodos se oxidé en el segundo electrodo
para formar ferricianuro en la segunda pareja de electrodos. A continuacion, el ferricianuro formando oxidé
quimicamente la especie reducida de la molécula de Estructura | en la segunda pareja de electrodos. Estos
resultados establecieron que la combinacidon quimica entre las parejas de electrodos se produjo rapidamente en un
disefio de canal recto. El experimento demuestra que el agente oxidante mas fuerte, tal como el ferricianuro en este
caso, asumira la mediacién de otros mediadores, tales como la molécula de Estructura I, si los electrodos no estan
basicamente aislados quimicamente. Se cree que esta contaminacion es atribuible a una combinacién de la muestra
que atraviesa el contraelectrodo antes de alcanzar el electrodo de trabajo, difusion, y conveccion en el depdsito de
canal recto.

Por el contrario, la Figura 4B muestra los voltamogramas ciclicos de un disefio de canal en Y como se representa en
la Figura 3E. Se coloco un electrodo cerca del término de cada region de analisis secundaria. Se observa solo la
oxidacion de la molécula de Estructura | después de 20 ciclos completos (mas de 20 minutos), lo que establece que
se consiguié el aislamiento basico quimico durante al menos 10 minutos con el disefio de regién de analisis
secundaria de canal en Y. Estos experimentos se realizaron usando una Estacién de Trabajo Electroquimica de CH
Instruments, modelo CHI 660A que trabajaba con una version del software 2.05, a aproximadamente 22 °C y una
humedad relativa de aproximadamente un 45 %. La muestra era tampon fosfato a pH 7,0 que contenia fosfato
sodico 0,1 M y aproximadamente un 16 % (p/p) de polimero PVP que tenia un peso molecular promedio en peso de
aproximadamente 2000.

Se observé un efecto similar para el ensayo de quimioamperimetria, donde se mide la corriente en funcion del
tiempo. En la Figura 5A un grafico de corriente frente al tiempo establecié que para un sensor de canal recto del tipo
usado en la Figura 4A, se observo un segundo pico con un potencial de operacién de 400 mV en el electrodo de
trabajo en aproximadamente 5 segundos de la introduccion de la muestra. La introduccion de la muestra genero6 el
primer pico en el grafico. El segundo pico correlaciona con la segunda onda voltimétrica de ferrocianuro en la Figura
4A. En la Figura 5B, se muestra que basicamente ninguna cantidad de ferrocianuro alcanzoé el electrodo de trabajo
después de 30 segundos, lo que establece que se consiguid el aislamiento basico quimico con el sensor de ensayo
de region de analisis secundaria de canal en Y. En estos experimentos, el pico pronunciado principal represento la
primera muestra estableciendo comunicacion eléctrica entre los electrodos. El ensayo de amperimetria se realizd
usando la Estacion de Trabajo Electroquimica de CH Instruments a aproximadamente 22 °C y una humedad relativa
de aproximadamente un 45 %. La muestra era tampoén fosfato a pH 7,0 que contenia fosfato sédico 0,1 M y
aproximadamente un 16 % (p/p) de polimero PVP que tenia un peso molecular promedio en peso de
aproximadamente 2000.

La Figura 5C es un grafico de corriente amperimétrica que establece que el disefio de canal en Y proporciona un
aislamiento quimico superior entre las ubicaciones de electrodo de potencial que un disefio de canal en T. Como se
muestra mediante la linea de canal en Y 501, se observé aislamiento basico quimico en 1000 segundos entre las
ubicaciones de electrodo de potencial, como se representa mediante las posiciones 320 y 330 de la Figura 3E. Por el
contrario, como se muestra mediante los picos del canal en T 502, 503 se observé un fallo de aislamiento quimico y
oxidacion de la molécula de Estructura | después de aproximadamente 84 o después de aproximadamente 650
segundos para los dos sensores de ensayo de canal en T, tal como se representa en la Figura 3B. La gran
variabilidad entre las variables de tiempo de 84 y 650 segundos se puede atribuir a la susceptibilidad del disefio de
canal en T a la mezcla por conveccion debido a perturbacion mecanica durante el analisis. La Figura 5D establece
que los tres disefios de canal en Y fueron resistentes a tal mezcla debida a perturbacion mecanica. El bajo aumento
de corriente observado después de aproximadamente 800 segundos puede indicar una baja mezcla por difusion.

La Figura 6A representa un sensor de ensayo 600 que tiene una disposicion escalonada de las regiones de analisis
secundarias 651, 652 donde la muestra entra por un puerto de muestra 615 en un area primaria 610 en forma de un
canal desde el que se ramifican dos regiones de analisis secundarias 650. Un conductor 690 se puede extender en
el area primaria 610 para proporcionar capacidad de deteccién de bajo nivel de llenado en el sensor de ensayo 600.
De forma similar, la Figura 6B representa una disposicion de sensor de ensayo donde la muestra entra por el puerto
de muestra 615 en un area primaria 610 en forma de un canal desde el que se ramifican tres regiones secundarias
651-653. Cada una de las regiones secundarias 651-653 incluye un electrodo o conductor direccionable
independientemente.

En la Figura 6A, la muestra llena la primera region secundaria 651 de la derecha, y a continuacién la segunda region
secundaria 652 de la izquierda. En la Figura 6B, la muestra llena la tercera region secundaria 653 de la izquierda, a
continuacion la primera region secundaria 651 de la derecha, y a continuacion la segunda region secundaria 652 de
la izquierda.

El volumen de muestra total mantenido por el sensor de ensayo 600 que tiene al menos dos o tres regiones de
analisis secundarias puede ser 210 nl o inferior. Cada una de las regiones de analisis secundarias y el final del area
primaria 610 opuesto al puerto de muestra 615 pueden incluir un respiradero 620 que permita que la muestra haga
salir el aire durante llenado. Mediante la division del depdsito de muestra definido por el area primaria 610 y las
regiones de analisis secundarias 651-653 en una o mas areas primarias que llenan multiples regiones secundarias,
el sensor de ensayo 600 se puede llenar mas rapido que un depdsito de muestra basicamente indiviso, tal como el
disefio de canal recto representado en la Figura 3A, de un volumen igual o similar debido al efecto de accién capilar
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impulsado por la tensién superficial. De ese modo, al subdividir el depdsito de muestra en regiones de analisis
secundarias mas pequefias, donde cada una puede contener un electrodo, una pareja de electrodos, uno o mas
conductores, o una combinacion de los mismos, se puede aumentar la velocidad de llenado del sensor de ensayo
600. Se puede proporcionar aislamiento basico quimico entre las regiones secundarias durante el llenado y durante
el andlisis para llenar las regiones secundarias desde el area primaria de esta manera.

A medida que la muestra fluye principalmente al respiradero mas cercano 620, las regiones secundarias 651-653 se
llenan de una forma basicamente secuencial desde el area primaria 610. Debido al llenado secuencial de las
regiones secundarias 651-653, el dispositivo de medicién puede monitorizar la velocidad y el flujo de la muestra a
medida que se llenan las regiones de analisis secundarias 651-653. El flujo de la muestra también se puede
monitorizar equipando el sensor de ensayo 600 con un electrodo o conductor cerca del puerto de muestra 615 y/o
cerca del respiradero 620 del area primaria 610. De ese modo, el dispositivo de mediciéon puede monitorizar uno o
mas conductores y/o electrodos para determinar las condiciones de llenado del sensor de ensayo 600. También se
puede monitorizar de esta manera el llenado de los disefios de llenado no secuenciales; sin embargo, el sistema
puede ser o no ser capaz de monitorizar independientemente el llenado de cada regién de andlisis secundaria.

Aunque no se muestra en la figura, el area principal 610 se puede proporcionar con multiples puertos 615 para
permitir la muestra se introduzca desde mas de una ubicacion, tal como en un perimetro y una ubicacién superior.
De forma similar, el sensor de ensayo 600 se puede proporcionar con dos o mas depdsitos de muestra separados,
que tienen cada uno un area primaria y dos o mas regiones secundarias, para permitir que se analicen multiples
muestras. Al alterar la estructura del respiradero del depdsito, se pueden introducir diferentes muestras a través de
multiples puertos de muestra en el mismo depdsito, pero permanecen basicamente aisladas quimicamente durante
el andlisis. Se pueden usar ofras relaciones entre el area o areas primarias y las regiones secundarias.

El area primaria 610 y/o una o mas regiones secundarias 651-653 pueden incluir materiales que alteran el flujo que
modifican el flujo de la muestra a medida que se distribuye a través del depdsito de muestra. Por ejemplo, se pueden
usar tratamientos, revestimientos, o materiales hidrofilicos y/o hidrofébicos para dirigir preferentemente la ruta de
flujo y/o la velocidad de llenado de muestras acuosas. En otro aspecto, el area primaria 610 y/o las regiones
secundarias 651-653 pueden incluir caracteristicas estructurales, tales como paredes, ranuras, o canales, que
dirigen preferentemente la ruta de flujo y/o la velocidad de llenado de la muestra. En otro aspecto, se pueden colocar
materiales que alteran quimicamente o fisicamente la composicion de la muestra en el area primaria 610 y/o las
regiones secundarias 651-653. Por ejemplo, se puede colocar un material que filtra los glébulos rojos de la muestra
en una parte del area primaria para retirar las células antes de que la muestra alcance una regidon secundaria.

La Figura 7A y la Figura 7B representan sensores de ensayo 700 que tienen disefios escalonados de region de
analisis secundaria como se ha discutido previamente. El disefio de la Figura 7A incluye ocho regiones de analisis
secundarias con angulos de aproximadamente 90° con el area primaria 710, mientras que en la Figura 7B es un
disefio de canal en Y similar. El sensor de ensayo 700 incluye un total de nueve regiones de andlisis secundarias,
incluyendo la region en el final del area primaria 710, cada una ocupada por un electrodo o conductor. La figura
representa cuatro contraelectrodos direccionables independientemente 731-734 y cuatro electrodos de trabajo 741-
744, cada uno presente en una de las ocho regiones secundarias. Aunque los contraelectrodos 731-734 residen en
un lado del area primaria 710 y los electrodos de trabajo 741-744 residen en el otro lado, la disposicién puede ser
mixta. Por ejemplo, las dos primeras regiones de analisis secundarias llenadas con la muestra pueden ser electrodos
de trabajo mientras que las dos segundas regiones de analisis secundarias llenadas con la muestra pueden ser
contraelectrodos.

Un electrodo opcional, tal como un electrodo de referencia 770, esta presente en el final del area primaria 710
opuesto al puerto de muestra 715. El electrodo de referencia 770 también se podria colocar en la regién secundaria
mas posterior con respecto a donde se introduce la muestra o cerca del puerto de muestra 715, por ejemplo. De ese
modo, se pueden ubicar uno o mas electrodos de referencia en el area primaria 710 y/o las regiones secundarias
para proporcionar un potencial no variable al sistema. Al residir en un ambiente basicamente aislado quimicamente
de las regiones secundarias, los electrodos opcionales pueden proporcionar informacién de llenado o informacion
acerca de la muestra.

Un conductor 790 conectado eléctricamente al contraelectrodo 731 se extiende al area primaria 710 cerca del puerto
de muestra 715. Aunque no direccionable independientemente, el conductor 790 puede proporcionar informacion de
llenado al dispositivo de medicion. Son posibles otras configuraciones de los electrodos y/o conductores. Cada
region secundaria y el final de area primaria 710 pueden incluir un respiradero (no se muestra).

Los ocho electrodos 731-734 y 741-744 se pueden direccionar independientemente mediante el dispositivo de
medicion. Dado que las regiones secundarias estan basicamente aisladas quimicamente, cada una puede incluir una
composicion de reactivo que proporciona una quimica diferente para interactuar con los constituyentes de la
muestra. Debido a que la composicion de reactivo puede ser diferente para cada uno de los electrodos de trabajo
741-744, el sistema de transferencia de carga puede ser diferente para cada uno de los contraelectrodos 731-734, y
cada electrodo se puede direccionar independientemente, pueden ser posibles cuatro analisis diferentes cuando
esta presente una composicion de reactivo individual en cada uno de los electrodos de trabajo 741-744. De esta
manera, cada composicion de reactivo de electrodo de trabajo se puede usar con un contraelectrodo dedicado. De
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forma similar, si cada uno de los electrodos de trabajo 741-744 se proporciona con dos composiciones de reactivo
que tienen diferentes potenciales redox, puede ser posible un total de ocho analisis diferentes. Finalmente,
proporcionar cada electrodo de trabajo con cuatro composiciones de reactivo que tienen diferentes potenciales redox
puede proporcionar hasta dieciséis analisis diferentes, ya que cada electrodo de trabajo se puede direccionar
independientemente con cada uno de los cuatro contraelectrodos. Las consideraciones practicas, tales como la
interaccion indeseada entre mas de una composicion de reactivo en un electrodo de trabajo, puede limitar el nimero
real de andlisis que se pueden realizar con el sistema. Se pueden usar otras construcciones de depdsito de muestra
y configuraciones de los electrodos.

La Figura 8A representa una variacion del sensor de ensayo de la Figura 7A donde estan conectados eléctricamente
multiples electrodos de trabajo 841-844. Los contraelectrodos permanecen direccionables independientemente. De
esta manera, cada contraelectrodo puede proporcionar un potencial diferente a los electrodos de trabajo conectados
eléctricamente. Mediante la conexion eléctrica de uno o mas de los electrodos de trabajo, se puede operar el
electrodo de trabajo que tiene un potencial redox mas cercano al del potencial del contraelectrodo seleccionado. En
este modo de operacién, cada electrodo de trabajo puede tener un sistema mediador diferente, teniendo cada
sistema mediador un potencial redox diferente. Mediante la operacién paso a paso del potencial de operacion del
sistema desde bajo a alto usando los diferentes potenciales de los contraelectrodos, se pueden direccionar
progresivamente los diferentes sistemas mediadores de los electrodos de trabajo. Se pueden usar ofras
construcciones de deposito de muestra y configuraciones de los electrodos.

La Figura 8B representa una variaciéon de la Figura 7A donde estan conectados eléctricamente multiples
contraelectrodos 831-834. Los electrodos de trabajo permanecen direccionables independientemente. Mediante la
conexion eléctrica de uno o mas de los contraelectrodos, el contraelectrodo que tiene un sistema de transferencia de
carga con el potencial mas elevado puede proporcionar el potencial al sistema. De esta manera, se puede medir la
electroquimica que responde al analito en cada electrodo de trabajo. Se pueden usar otras construcciones de
depdsito de muestra y configuraciones de los electrodos.

Con respecto a los sensores de ensayo descritos previamente, los electrodos de trabajo y los contraelectrodos
presentes en las regiones de analisis secundarias se pueden separar en 1000 micrometros o mas. También se
pueden usar distancias de separacion de electrodos menores de 1000 micrometros. El patréon de los electrodos no
se limita a los mostrados en las figuras, siendo compatible en su lugar cualquier patrén con el area primaria y las
regiones de analisis secundarias del sensor de ensayo. Preferentemente, los electrodos se forman mediante una
deposicion rectangular de la composicion de reactivo y/o un sistema de transferencia de carga. La deposicion se
puede realizar mediante impresion serigrafica, inyeccion de tinta, micropipeteo, deposicion con aguja, u otros
procedimientos.

Las capas de reactivo se forman cuando la composicion de reactivo se aplica al conductor. Por ejemplo, la capa de
reactivo que forma un electrodo de trabajo puede incluir una enzima, un mediador, y un aglutinante, mientras que la
capa de reactivo que forma el contraelectrodo puede incluir un mediador y un aglutinante. Los analitos experimentan
la reaccion electroquimica en el electrodo de trabajo mientras que en el contraelectrodo se produce la reaccion
electroquimica opuesta para permitir el flujo de corriente entre los electrodos. Por ejemplo, si un analito experimenta
una oxidacion en el electrodo de trabajo, se produce la reduccién en el contraelectrodo.

Ademas de los electrodos de trabajo y los contraelectrodos, los sensores de ensayo pueden incluir electrodos de
referencia que proporcionan un potencial de referencia no variable al sistema. Aunque se conocen muiltiples
materiales de electrodo de referencia, es habitual una mezcla de plata (Ag) y cloruro de plata (AgCl) debido a la
insolubilidad del metal y sus sales correspondientes en el entorno acuoso de la muestra. Dado que la proporcion de
Ag metalica con respecto al CI" no cambia significativamente en la muestra, el potencial del electrodo no cambia
significativamente. Si se aumenta el tamafio y/o se modifica con un metal conductor, un electrodo de referencia
también se puede usar como contraelectrodo debido a que pasara corriente. Sin embargo, un contraelectrodo no
puede servir como electrodo de referencia debido a que carece de la capacidad de aislar la semicelda que
proporciona el potencial de referencia de la solucién de muestra.

Los conductores que forman los electrodos pueden residir en uno o mas sustratos, dependiendo de la disposicién de
los electrodos. El sustrato se puede preparar a partir de cualquier material que sea compatible con la formacion y la
operacion del biosensor. Los materiales preferentes para el sustrato incluyen tereftalato de polietileno (PET),
policarbonato (PC), poliimida (Pl), polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), cloruro de polivinilo (PVC),
polioximetileno (POM), monémero fundido de nailon (MC), tereftalato de polibutiieno (PBT), una resina
polimetacrilica (PMMA), una resina ABS (ABS), y vidrio. Los materiales mas preferentes a partir de los que se
forman uno o mas sustratos incluyen tereftalato de polietileno (PET), policarbonato (PC), y poliimida (PI), siendo
preferente el tereftalato de polietileno (PET) en el presente. Para formar un sensor de ensayo, se pueden combinar
dos sustratos en forma de una base y una tapa para formar un depdsito de muestra que tiene al menos un puerto de
muestra y al menos un respiradero. Entre los sustratos pueden residir conductores, espaciadores, y otros
componentes.

El material o materiales usados para formar los conductores en uno o mas sustratos pueden incluir cualquier
conductor eléctrico. Los conductores eléctricos preferentes son no ionizantes, de modo que el material no
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experimente una oxidacion neta o una reducciéon neta durante el analisis de la muestra. Los conductores se pueden
preparar a partir de materiales tales como metales sélidos, pastas de metal, carbono conductor, pastas de carbono
conductoras, polimeros conductores, y similares. Los conductores incluyen preferentemente una capa delgada de
una pasta de metal o metal, tal como oro, plata, platino, paladio, cobre, o tungsteno. Se puede depositar un
conductor superficial en la totalidad o en una parte del conductor. EI material conductor superficial incluye
preferentemente carbono, oro, platino, paladio, o las combinaciones de los mismos. Si no esta presente un
conductor superficial en un conductor, el conductor se prepara preferentemente a partir de un material no ionizante.

El conductor y el material conductor superficial opcional se pueden depositar en el sustrato mediante cualquier
medio compatible con la operaciéon del sensor de ensayo, incluyendo deposicién de lamina, deposicion de vapor
quimico, deposicion de suspension, metalizacion, y similares. En otro aspecto, los conductores se pueden formar
mediante el procesamiento de una capa conductora en un patrén usando técnicas de laser y/o mascara.

La composiciéon o composiciones de reactivo usadas para formar los electrodos se pueden depositar en forma sélida,
semisodlida, liquida, de gel, gelular, coloidal, u otra forma, y pueden incluir reactivos y opcionalmente un aglutinante.
Las composiciones de reactivo pueden tener viscosidades que varian de aproximadamente 1 cp a aproximadamente
100 cp. Las composiciones de reactivo mas preferentes tienen viscosidades que varian de aproximadamente 1 cp a
aproximadamente 20 cp o de aproximadamente 4 cp a aproximadamente 10 cp. Se pueden usar composiciones de
reactivo con otras viscosidades. Las viscosidades se determinaron con un viscosimetro Brookfield Modelo DV3
equipado con un montaje ULA para la medicion de las composiciones de reactivo que tienen viscosidades inferiores
a 300 cp. Las mediciones de viscosidad se realizaron a temperatura ambiente con la temperatura del instrumento
ajustada a 25°C. Las mediciones se realizaron con tasas de cizalladura de 50, 100, 200 y 300 cps (ciclos por
segundo) para proporcionar una indicacion de si la composiciéon se considera poco espesa 0 espesa. Se uso una
solucion tampon fosfato 100 mM como control, que por lo general proporciona lecturas de viscosidad en el intervalo
de aproximadamente 1 a aproximadamente 1,3 cp con diferentes tasas de cizalladura.

El aglutinante es preferentemente un material polimérico que es al menos parcialmente soluble en agua. El
aglutinante puede formar un gel o un material de tipo gel cuando se hidrata. Algunos materiales poliméricos
parcialmente solubles en agua adecuados para su uso como aglutinante pueden incluir 6xido de polietileno (PEO),
carboximetil celulosa (CMC), alcohol polivinilico (PVA), hidroxietilén celulosa (HEC), hidroxipropil celulosa (HPC),
metil celulosa, etil celulosa, etil hidroxietil celulosa, carboximetil etil celulosa, polivinilpirrolidona (PVP),
poliaminoacidos, tales como polilisina, sulfonato de poliestireno, gelatina y derivados de la misma, acido poliacrilico y
derivados y sales del mismo, acido polimetacrilico y derivados y sales del mismo, almidén y derivados del mismo,
anhidrido maleico y sales del mismo, geles basados en agarosa y derivados de los mismos. El aglutinante puede
incluir uno o mas de estos materiales en combinacion. Entre los materiales aglutinantes anteriores, son preferentes
PEO, PVA, CMC, y HEC, siendo CMC mas preferente en el presente para biosensores. Se pueden usar otros
aglutinantes.

Son preferentes los aglutinantes que tienen pesos moleculares de 10.000 a 900.000, y preferentemente de 30.000 a
300.000 (promedio en peso). Se pueden usar aglutinantes que tengan otros pesos moleculares. Los pesos
moleculares se pueden determinar mediante cromatografia por exclusion de tamafio (SEC), y se expresan
generalmente como promedios en peso o promedios en numero.

La composicién de reactivo usada para formar el electrodo de trabajo incluye preferentemente una biomolécula que
responde al analito de interés. Las biomoléculas pueden incluir sistemas enzimaticos activos, tales como
oxidorreductasas. Las biomoléculas también pueden incluir biopolimeros, tales como acidos nucleicos, proteinas, y
péptidos. Se pueden usar otras biomoléculas.

Las oxidorreductasas catalizan la transferencia de electrones y facilitan la oxidacion o la reduccion del analito e
incluyen "oxidasas", que facilitan las reacciones de oxidacion donde el oxigeno molecular es el aceptor de
electrones; "reductasas", que facilitan las reacciones de reduccioén donde el analito se reduce y el oxigeno molecular
no es el analito; y "deshidrogenasas", que facilitan las reacciones de oxidacion en las que el oxigeno molecular no es
el aceptor de electrones. Véase, por ejemplo, Oxford Dictionary of Biochemistry and Molecular Biology, edicion
revisada, A.D. Smith, Ed., Nueva York: Oxford University Press (1997) Pag. 161, 476, 477, y 560. Por ejemplo, la
siguiente Tabla |, proporciona oxidorreductasas utiles en el analisis de los analitos enumerados.

Tabla |
Oxidorreductasa Analito
Glucosa deshidrogenasa B-glucosa
Glucosa oxidasa B-glucosa
Colesterol esterasa; colesterol oxidasa Colesterol
Lipoproteina lipasa; glicerol quinasa; glicerol-3-fosfato oxidasa Triglicéridos
Lactato oxidasa; lactato deshidrogenasa; Lactato
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(continuacion)

Oxidorreductasa Analito

diaforasa

Piruvato oxidasa Piruvato

Alcohol oxidasa Alcohol

Bilirrubina oxidasa Bilirrubina

Uricasa Acido drico

Glutation reductasa NAD(P)H

Mondxido de carbono oxidorreductasa Mondxido de carbono

Las biomoléculas pueden incluir grupos funcionales amina capaces de interacciones por enlace de hidrégeno. Las
biomoléculas que tienen pesos moleculares promedio en peso de 10.000 a 500.000 y preferentemente de 100.000 a
400.000 que mantienen actividad biolégica después de deposicion son preferentes. En el caso de las
oxidorreductasas, se pueden usar de 0,01 a 100 Unidades (U), preferentemente de 0,05 a 10 U, y mas
preferentemente de 0,1 a 5 U por sensor de ensayo o analisis. En otro aspecto, se usan al menos 1,3 U de la
oxidorreductasa.

La capa de reactivo formada a partir de la deposicion de la composicién de reactivo en el conductor puede incluir un
sistema enzimatico especifico para el analito que puede facilitar la reaccién del analito mientras se mejora la
especificidad del sistema sensor con respecto al analito, especialmente en muestras bioldgicas complejas. El
sistema enzimatico puede incluir una o mas enzimas, cofactores, y/o otros restos que participen en la reaccion redox
con el analito. Por ejemplo, se puede usar una alcohol oxidasa para proporcionar un biosensor que sea sensible a la
presencia de alcohol en una muestra. Tal sistema podria ser util en la mediciéon de concentraciones de alcohol en
sangre. En otro ejemplo, se puede usar glucosa deshidrogenasa o glucosa oxidasa para proporcionar un biosensor
que sea sensible a la presencia de glucosa en una muestra. Este sistema podria ser util en la medicion de
concentraciones de glucosa en sangre, por ejemplo en pacientes que se conoce o se sospecha que tienen diabetes.

Los sistemas enzimaticos preferentes son independientes de oxigeno, y de ese modo no se oxidan basicamente por
el oxigeno. Una de tales familias de enzimas independientes de oxigeno es glucosa deshidrogenasa (GDH).
Mediante el uso de diferentes coenzimas o cofactores, GDH puede estar mediada de diferente manera mediante
diferentes mediadores. Dependiendo de su asociacion con GDH, un cofactor, tal como flavina adenina dinucleétido
(FAD), se puede soportar firmemente por la enzima hospedadora, tal como en el caso de FAD-GDH; o un cofactor,
tal como pirroloquinolinaquinona (PQQ), se puede unir covalentemente a la enzima hospedadora, tal como con
PQQ-GDH. EIl cofactor de cada uno de estos sistemas enzimaticos se puede soportar permanentemente por la
enzima hospedadora o la coenzima y la apoenzima se pueden reconstituir antes de que el sistema enzimatico se
afiada a la composicion de reactivo. La coenzima también se puede afadir independientemente al resto de enzima
hospedadora en la composicion de reactivo para ayudar a la funcién catalitica de la enzima hospedadora, tal como
en los casos de nicotinamida adenina dinucledtido NAD/NADH® o nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
NADP/NADPH®. Oftros sistemas de enzima deshidrogenasa Utiles incluyen alcohol deshidrogenasa, lactato
deshidrogenasa, B-hidroxibutirato deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, glucosa deshidrogenasa,
formaldehido deshidrogenasa, malato deshidrogenasa, y 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

La capa de reactivo también puede incluir un mediador para comunicar los resultados de la reaccion del analito al
conductor. Los mediadores se pueden oxidar o reducir y pueden transferir uno o mas electrones. Un mediador es un
reactivo en un analisis electroquimico y no es el analito de interés, pero proporciona la medida indirecta del analito.
En un sistema sencillo, el mediador experimenta una reaccién redox en respuesta a la oxidacion o la reduccién del
analito. El mediador oxidado o reducido experimenta a continuacion la reaccion opuesta en el electrodo de trabajo
del sensor de ensayo y se puede regenerar a su nimero de oxidacion original. De ese modo, el mediador puede
facilitar la transferencia de electrones desde el analito al electrodo de trabajo.

Los mediadores se pueden separar en dos grupos basados en su actividad electroquimica. Los mediadores de
transferencia de un electron son restos quimicos capaces de aceptar un electrén adicional durante las condiciones
de la reaccion electroquimica. Los mediadores de transferencia de multiples electrones son restos quimicos capaces
de aceptar mas de un electron durante las condiciones de la reacciéon. Como se representa en la Figura 9A, los
mediadores de transferencia de un electron puede transferir un electron desde la enzima al electrodo de trabajo,
mientras que como se representa en la Figura 9B, un mediador de transferencia de multiples electrones puede
transferir dos electrones.

Algunos ejemplos de mediadores de transferencia de un electron incluyen compuestos tales como 1,1-dimetil
ferroceno, ferrocianuro y ferricianuro, y hexaamina de rutenio (Ill) y rutenio (ll). Los mediadores de dos electrones
incluyen en las quinonas e hidroquinonas organicas, tales como fenantrolina quinona; derivados de fenotiazina y
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fenoxazina; 3-(fenilamino)-3H-fenoxazinas; fenotiazinas; y 7-hidroxi-9,9-dimetil-9H-acridin-2-ona y sus derivados.
Algunos ejemplos de mediadores de dos electrones adicionales incluyen las moléculas organicas electroactivas que
se describen en los documentos de Patente de Estados Unidos con niumeros 5.393.615; 5.498.542; y 5.520.786, por
ejemplo.

Los mediadores de transferencia de dos electrones preferentes incluyen 3-fenilimino-3H-fenotiazinas (PIPT) y 3-
fenilimino-3H-fenoxazinas (PIPO). Los mediadores de dos electrones mas preferentes incluyen el acido carboxilico o
una sal, tal como sales de amonio, de derivados de fenotiazina. En el presente, los mediadores de dos electrones
especialmente preferentes incluyen acido (E)-2-(3H-fenotiazina-3-ilidenamino)benceno-1,4-disulfonico (Estructura 1),
acido  (E)-5-(3H-fenotiazina-3-ilidenamino)isoftalico ~ (Estructura  Il),  (E)-3-(3H-fenotiazina-3-ilidenamino)-5-
carboxibenzoato de amonio (Estructura Ill), y las combinaciones de los mismos. Las férmulas estructurales de estos
mediadores se presentan a continuacion. Aunque solo se muestra la forma de diacido de la Estructura |, se incluyen
las sales de mono y dimetal alcalino del acido. En el presente, la sal de sodio del acido es preferente para el
mediador de Estructura |. También se pueden usar las sales de metales alcalinos de la Estructura II.

DOH

Estructura |

COOH

Estructura Il

Estructura Il

En otro respecto, los mediadores de dos electrones preferentes tienen un potencial redox que es al menos 100 mV
inferior, mas preferentemente al menos 150 mV inferior, que el ferricianuro.

El sistema de transferencia de carga es uno cualquiera o una combinacion de especies electroquimicamente activas
que pueden transferir uno o mas electrones desde o a un contraelectrodo. Por ejemplo, si el electrodo de trabajo de
un sistema transfiere electrones a un contraelectrodo a través del dispositivo de medicién, el sistema de
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transferencia de carga del contraelectrodo acepta electrones del contraelectrodo para permitir la medicion del flujo
de corriente a través del sistema. Al aceptar electrones con un potencial o intervalo de potencial especifico, el
sistema de transferencia de carga influye en el potencial con el que el electrodo de trabajo puede transferir
electrones para la medicion. El sistema de transferencia de carga puede incluir o no incluir el mediador presente en
el electrodo de trabajo; pero si lo hace, al menos una parte del mediador en el contraelectrodo tiene preferentemente
un estado de oxidacion diferente que el mediador en el electrodo de trabajo.

Debido a que se producira en primer lugar la reaccién electroquimica con el menor potencial, al proporcionar los
electrodos de trabajo con una o mas biomoléculas que responden a un analito, tal como una oxidorreductasa, y/o
mediadores que transportan carga en potenciales crecientes, se puede analizar secuencialmente la electroquimica
de multiples electrodos de trabajo desde el potencial de operacién mas bajo al mas alto. Si los electrodos de trabajo
y los contraelectrodos se pueden direccionar independientemente, un electrodo de trabajo que tiene un potencial
redox especifico para un analito se puede emparejar selectivamente con un contraelectrodo que tiene el potencial
deseado. Si los potenciales redox del analito, la biomolécula que responde al analito, y/o el mediador de los
electrodos de trabajo direccionables independientemente son diferentes, se pueden medir sefiales de salida distintas
para analisis individuales cuando se usan contraelectrodos conectados eléctricamente. Por el contrario, si los
potenciales redox de las especies de transferencia de carga de los contraelectrodos direccionables
independientemente son diferentes, se pueden medir sefiales de salida distintas para analisis individuales cuando se
usan electrodos de trabajo conectados eléctricamente. Cuando multiples contraelectrodos tienen diferentes especies
de transferencia de carga pero estan conectados eléctricamente, el contraelectrodo que tiene el potencial mas alto
proporcionara el potencial de operacion al electrodo de trabajo hasta que el potencial del sistema caiga al del

La Figura 10A representa un sistema que tiene tres contraelectrodos direccionables independientemente (CE-CEs3),
que operan cada uno con un potencial diferente, y tres electrodos de trabajo conectados eléctricamente, que tienen
cada uno un sistema mediador que opera con un potencial diferente. A medida que el potencial de operacion del
sistema aumenta en los contraelectrodos CE, a CEgs, las caracteristicas redox de los mediadores (Medi-Meds) en los
electrodos de trabajo conectados eléctricamente se pueden medir independientemente. Por ejemplo, cuando CE1 se
acopla con el electrodo de trabajo, Med; reacciona en el electrodo. Cuando CE; se acopla con el electrodo de
trabajo, Med1 y Med; reaccionan en el electrodo. Finalmente, cuando CE3; se acopla con el electrodo trabajo, los tres
sistemas mediadores pueden reaccionar en el electrodo de trabajo.

Se pueden proporcionar multiples potenciales de operacion al sistema alterando el sistema de transferencia de carga
depositado en los diferentes conductores que forman los contraelectrodos. El potencial proporcionado por un
contraelectrodo especifico se puede alterar con sistemas de transferencia de carga que incluyen diferentes especies
redox (restos que se pueden oxidar y/o reducir) y/o diferentes proporciones de pares conjugados redox (restos
reducidos y oxidados de la misma especie redox) de una especie redox, tal como ferrocianuro/ferricianuro. Algunos
ejemplos de especies redox diferentes para su uso en sistemas de transferencia de carga que incluyen especies
redox solubles o insolubles, donde las especies redox solubles son solubles en agua (pH 7, 25 °C) a un nivel de al
menos 1,0 gramos por litro y excluyen metales elementales o iones metalicos solos que son insolubles o
moderadamente solubles en agua. Las especies redox Utiles incluyen moléculas organicas electroactivas, complejos
metalicos de organotransicion, y complejos de coordinacion de metales de transicion. A diferencia de los complejos
metalicos de organotransicion y los complejos de coordinacion, las moléculas organicas electroactivas carecen de un
metal capaz de experimentar oxidacion o reduccion. Las especies redox preferentes para su uso en sistemas de
transferencia de carga incluyen hexaamina de rutenio (lll), ferricianuro, y moléculas organicas electroactivas, tales
como PIPT y PIPO. La Figura 10B muestra voltamogramas ciclicos de hexaamina de rutenio (lll), ferricianuro, y las
moléculas organicas electroactivas representadas anteriormente en la Estructura I/ll/lll. Como se observa en el
grafico, las posiciones de potencial relativo de cada especie redox estan separadas por aproximadamente 200 mV.

Algunos ejemplos de diferentes proporciones de pares conjugados redox son la proporcion de ferrocianuro con
respecto a ferricianuro en el sistema de transferencia de carga. Por ejemplo, se puede usar una proporcion de
9,5:0,5 para el contraelectrodo de potencial mas bajo, mientras que se pueden usar proporciones de 8:2, 5:5, 2:8, y
0,5:9,5 para proporcionar contraelectrodos que tienen potenciales de operacidon progresivamente crecientes. Se
puede usar ferricianuro puro para proporcionar un contraelectrodo que tiene el potencial de operaciéon mas alto para
los seis contraelectrodos. De esta manera, se pueden formar seis contraelectrodos direccionables
independientemente usando diferentes proporciones de pares conjugados redox, proporcionando cada uno un
potencial diferente al sistema. De ese modo, se pueden obtener diferencias de potencial menores que las obtenibles
con especies redox diferentes, tales como al menos 50 mV, o al menos 100 mV, usando diferentes proporciones de
los pares conjugados de una especie redox.

La relacion del potencial de operacion del contraelectrodo frente a la proporcion del par conjugado redox esta
caracterizada por la ecuacion de Nernst y se muestra en la Figura 10C. Dependiendo de si se produce oxidaciéon o
reduccion en el contraelectrodo durante el analisis, se puede proporcionar el potencial deseado al contraelectrodo
seleccionando la proporcion del par conjugado redox apropiada para el sistema de transferencia de carga
depositado. Mediante la seleccion de diferentes proporciones de los pares conjugados redox para los sistemas de
transferencia de carga, el potencial del sistema de transferencia de carga puede variar en aproximadamente
6150 mV para diferentes proporciones de ferrocianuro/ferricianuro. De ese modo, ademas del uso de diferentes
especies redox para proporcionar diferentes potenciales de operaciéon a multiples contraelectrodos, se pueden usar
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diferentes proporciones de los conjugados de las especies redox. El aislamiento basico quimico, que se puede
proporcionar mediante la separacion fisica entre las regiones secundarias, permite que los diferentes sistemas de
transferencia de carga de cada contraelectrodo proporcionen diferentes potenciales de operacion al sistema durante
el analisis.

La Figura 10D representa la circunstancia en la que los sistemas de transferencia de carga de multiples
contraelectrodos direccionables independientemente (CE;- CE3) proporcionan diferentes potenciales de operacion
absolutos, tales como -200 mV, 0 mV, y +200 mV, mientras se mantiene basicamente el mismo potencial de
operacion relativo de 0,4 V entre los contraelectrodos y los electrodos de trabajo. La pareja redox central se puede
asignar arbitrariamente a un potencial fijo de cero frente a un Electrodo de Hidrégeno Convencional, un Electrodo de
Calomelanos Saturado, o similares. De ese modo, la hexaamina de rutenio tiene un potencial redox que es
aproximadamente 200 mV menor y el ferricianuro tiene un potencial redox que es aproximadamente 200 mV mayor
que el de la molécula de Estructura I/ll/1ll. Mediante la operacién de los contraelectrodos con diferentes potenciales
de operacion absolutos con respecto a un potencial conocido, el sistema puede analizar independientemente los
diferentes sistemas mediadores (Med-Meds) en los electrodos de trabajo conectados eléctricamente WE1a WEs.

La Figura 10E muestra voltamogramas ciclicos que establecen los diferentes potenciales de operacion que se
pueden proporcionar a uno o mas electrodos de trabajo por parte de multiples contraelectrodos direccionables
independientemente. Se fabricd un sensor de ensayo que tiene un disefio multiple en T con ocho regiones de
analisis secundarias, tal como se ha representado previamente en la Figura 3l. Se proporcionaron cuatro de las
regiones de analisis secundarias con electrodos de trabajo direccionables independientemente y se proporcionaron
cuatro de las regiones de analisis secundarias con contraelectrodos direccionables independientemente. Cada
electrodo de trabajo se formé con una composicién de reactivo que incluia un 0,5 % peso/peso (p/p) de aglutinante
HEC, la molécula de Estructura | 50 mM, y 2 U/ml del sistema enzimatico PQQ-GDH en un tampén fosfato a pH 7. El
primer contraelectrodo se formo con un sistema de transferencia de carga que incluia un 0,5 % (p/p) de aglutinante
HEC y hexaamina de rutenio 100 mM en tampon fosfato a pH 7. El segundo contraelectrodo se formd con un
sistema de transferencia de carga que incluia un 0,5 % (p/p) de aglutinante HEC y la molécula de Estructura | 100
mM en tampén fosfato a pH 7. El tercer y el cuarto contraelectrodos se formaron con un sistema de transferencia de
carga que incluia un 0,5 % (p/p) de aglutinante HEC y ferricianuro 100 mM en tampon fosfato a pH 7.

Después de la introduccion de una muestra que incluia 300 mg/dl de glucosa, el Instrumento CH realizé un barrido
con una velocidad de 25 mV/s para uno de los electrodos de trabajo y cada uno del primero, el segundo, y el tercero
contraelectrodos. Como se muestra en la Figura 10B, el potencial del contraelectrodo de hexaamina de rutenio, linea
1010, presenta un pico a un potencial aproximadamente 400 mV mayor que el ferricianuro, linea 1030, presentando
un pico la molécula de Estructural | aproximadamente en el punto medio, linea 1020. De esta manera, los resultados
observados para los voltamogramas ciclicos de la Figura 10 B se reprodujeron en un disefio de sensor de ensayo
multiple en T que tiene multiples regiones de analisis secundarias. De ese modo, se demostré la capacidad del
sensor de ensayo para operar con multiples potenciales usando multiples contraelectrodos con diferentes sistemas
de transferencia de carga.

La Figura 11A establece que los sistemas de transferencia de carga de la Figura 10E se pueden reemplazar con
multiples proporciones del par conjugado redox para proporcionar multiples potenciales al sistema. Se prepard un
sensor de ensayo como en la Figura 10E, pero el primer contraelectrodo se formé con un sistema de transferencia
de carga que incluia un 0,5 % (p/p) de aglutinante HEC y una proporcion 1:9 de ferricianuro: ferrocianuro 200 mM en
tampon fosfato a pH 7, el segundo contraelectrodo se formé con un sistema de transferencia de carga que incluia un
0,5 % (p/p) de aglutinante HEC y una proporcién 1:1 de ferricianuro:ferrocianuro 200 mM en tampon fosfato a pH 7,
el tercer contraelectrodo se formd con un sistema de transferencia de carga que incluia un 0,5 % (p/p) de aglutinante
HEC y una proporciéon 9:1 de ferricianuro:ferrocianuro 200 mM en tampdn fosfato a pH 7, y el cuarto contraelectrodo
se formé con un sistema de transferencia de carga que incluia un 0,5 % (p/p) de aglutinante HEC y ferricianuro
basicamente puro 200 mM en tampon fosfato a pH 7.

Después de la introduccion de una muestra que incluia 300 mg/dl de glucosa, el instrumento realizé un barrido con la
velocidad de 25 mV/s para uno de los electrodos de trabajo y cada uno del primero, el segundo, el tercero, y el
cuarto contraelectrodos. La Figura 11A mostréo que el primer contraelectrodo tenia un potencial de pico de
aproximadamente 0,149 V (W1-C1), el segundo contraelectrodo tenia un potencial de pico de aproximadamente
0,060 V (W2-C2), el tercer contraelectrodo tenia un potencial de pico de aproximadamente -0,007 V (W3-C3), y el
cuarto contraelectrodo tenia un potencial de pico de aproximadamente -0,047 VV (W4-C4). De ese modo, se demostro
la capacidad del sensor de ensayo para operar con multiples potenciales que usan miltiples contraelectrodos con
sistemas de transferencia de carga que dependen de diferentes proporciones de un par conjugado redox.

La Figura 11B representa los perfiles de corriente obtenidos cuando el potencial en un electrodo de trabajo
basicamente aislado quimicamente se controla repetidamente en secuencia mediante tres contraelectrodos
basicamente aislados quimicamente y direccionables independientemente, que tienen cada uno un potencial
diferente proporcionado por sistemas de transferencia de carga diferentes. Se prepard un sensor de ensayo como en
la Figura 10E, pero los electrodos de trabajo multiples se reemplazaron con un electrodo de trabajo individual. Se
obtuvo un primer pico 1110 en cada una de las seis series de tres picos a partir del primer contraelectrodo, se obtuvo
un segundo pico 1120 en cada una de las seis series de tres picos a partir del segundo contraelectrodo, y se obtuvo
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un tercer pico 1130 en cada una de las seis series de tres picos a partir del tercer contraelectrodo. Los primeros
picos 1110 demostraron el nivel de corriente obtenido mediante el uso de hexaamina de rutenio como sistema de
transferencia de carga en el primer contraelectrodo. Los segundos picos 1120 demostraron el nivel de corriente
obtenido mediante el uso de la molécula de Estructura | como sistema de transferencia de carga en el segundo
contraelectrodo. Los terceros picos 1130 demostraron en nivel de corriente obtenido mediante el uso de ferricianuro
como sistema de transferencia de carga en el tercer contraelectrodo. De esta manera, para el mismo potencial,
diferentes potenciales de contraelectrodo direccionaran diferentes puntos de oxidacion de la misma onda de
oxidacion. De ese modo, ademas de demostrar la capacidad de que multiples contraelectrodos controlan el potencial
de operacion en el electrodo de trabajo, se establecio la capacidad del sistema para realizar tres andlisis distintos en
el electrodo de trabajo con una sefial de entrada con desconexion ciclica.

La Figura 12A representa una representacion esquematica de un sistema biosensor 1200 que determina una
concentracion de analito en una muestra de un fluido biolégico usando una sefial de entrada. El sistema biosensor
1200 incluye un dispositivo de medicion 1202 y un sensor de ensayo 1204, que se puede implementar en un
instrumento analitico, incluyendo un dispositivo de sobremesa, un dispositivo portatil o de mano, o similar. El sistema
biosensor 1200 se puede utilizar para determinar concentraciones de analito, incluyendo las de glucosa, acido Urico,
lactato, colesterol, bilirrubina, y similares.

Aunque se muestra una configuracion particular, el sistema biosensor 1200 puede tener otras configuraciones,
incluyendo las que tienen componentes adicionales. Por ejemplo, el sensor de ensayo 1204 se puede adaptar para
uso externo, interno, o parcialmente interno con respecto a un organismo vivo. Cuando se usa de forma externa a un
organismo vivo, se introduce una muestra del fluido biolégico en un depdsito de muestra en el sensor de ensayo
1204. El sensor de ensayo 1204 se puede colocar en el dispositivo de medicién antes, después, o durante la
introduccion de la muestra para el analisis. Cuando se usa de forma interna o parcialmente interna en un organismo
vivo, el sensor de ensayo se puede sumergir continuamente en la muestra o la muestra se puede introducir
intermitentemente en el sensor.

El sensor de ensayo 1204 tiene una base 1206 que forma un depdsito 1208 con una abertura 1212. El deposito
1208 puede estar formado por una tapa con un respiradero. El depdsito 1208 define un volumen parcialmente
encerrado, pero se puede abrir a la muestra (no se muestra). De ese modo, la muestra puede fluir de forma continua
a través del sensor de ensayo o se puede interrumpir para el analisis.

El deposito 1208 puede contener una composicion que ayude en la retencion de una muestra liquida tal como
polimeros hinchables en agua o matrices poliméricas porosas. Los reactivos se pueden depositar en el depdsito
1208. Los reactivos pueden incluir una o mas enzimas, sistemas enzimaticos, mediadores, aglutinantes, y especies
similares. El aglutinante puede incluir diversos tipos de pesos moleculares de polimeros, tales como HEC (hidroxietil
celulosa), CMC (carboximetil celulosa), y/o PEO (6xido de polietileno). Ademas de aglutinar los reactivos entre si, el
aglutinante puede ayudar en la filtracion de glébulos rojos, evitando que revistan las superficies del electrodo 1211.
El sensor de ensayo 1204 también puede tener una interfase de muestra 1214 dispuesta adyacente al deposito
1208. La interfase de muestra 1214 puede rodear parcial o completamente el depdsito 1208. El sensor de ensayo
1204 puede tener otras configuraciones. Por ejemplo, el sensor de ensayo 1204 se puede adaptar para uso
transdérmico formando el depdsito 1208 con un material poroso o detras de un material poroso en el que se
mantiene la muestra.

La interfase de muestra 1214 tiene conductores 1290 conectados al menos a un electrodo de trabajo y al menos a
dos contraelectrodos. Los electrodos pueden estar basicamente en el mismo plano o en mas de un plano, tal como
cuando estan enfrentados. Los electrodos se pueden disponer en una superficie de la base 1206 que forma el
depdsito 1208. Los electrodos se pueden extender o proyectar en el depodsito 1208. También se pueden extender
uno o mas conductores 1290 en el depdsito 1208 para proporcionar una funcionalidad no proporcionada por los
electrodos. Una capa dieléctrica puede cubrir parcialmente los conductores y/o los electrodos. Los contraelectrodos
se pueden usar para equilibrar el potencial en uno o mas electrodos de trabajo durante el analisis. El potencial
equilibrado se puede proporcionar mediante la formacioén del contraelectrodo a partir de un material inerte, tal como
carbono, incluyendo una especie redox soluble, tal como ferricianuro, en el depdsito 1208. Alternativamente, el
potencial de equilibrado puede ser un potencial de referencia conseguido mediante la formacién del contraelectrodo
a partir de un par redox de referencia, tal como Ag/AgCl, para proporcionar un contraelectrodo-electrodo de
referencia combinado. La interfase de muestra 1214 puede tener otros electrodos y conductores.

El dispositivo de medicion 1202 incluye circuiteria eléctrica 1216 conectada a una interfase del sensor 1218 y un
dispositivo de visualizacion 1220. La circuiteria eléctrica 1216 incluye un procesador 1222 conectado a un generador
de sefial 1224, un sensor de temperatura opcional 1226, y un medio de almacenamiento 1228.

El generador de sefial 1224 proporciona una sefial de entrada eléctrica a la interfase del sensor 1218 en respuesta
al procesador 1222. La sefial de entrada eléctrica se puede transmitir mediante la interfase del sensor 1218 a la
interfase de muestra 1214 para aplicar la sefial de entrada eléctrica a la muestra del fluido biolégico. La sefal de
entrada eléctrica se puede transmitir a través de todos o de una parte de los conductores 1290 en la interfase de
muestra 1214. La sefial de entrada eléctrica puede ser un potencial o una corriente y puede ser constante, variable,
0 una combinacion de los mismos, tal como cuando se aplica una sefial de CA con una compensacion de sefial de
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CC. La sefial de entrada eléctrica se puede aplicar en forma de un pulso individual o en multiples pulsos,
secuencias, o ciclos. El generador de sefal 1224 también puede registrar una sefial de salida desde la interfase del
sensor en forma de un generador-registrador.

El generador de sefial 1224 puede incluir el potenciostato de la Figura 12B, que puede conmutar entre multiples
contraelectrodos y electrodos de trabajo direccionables independientemente, o puede incluir el sistema de
potenciostato multiple de la Figura 12C. La Figura 12D representa un potenciostato que se puede implementar en el
generador de sefial para conmutar entre cuatro contraelectrodos y un electrodo de trabajo conectado eléctricamente.
La Figura 12E representa un potenciostato implementado para conmutar entre cuatro electrodos de trabajo y un
contraelectrodo conectado eléctricamente. La Figura 12F representa un potenciostato implementado para conmutar
entre cuatro electrodos de referencia y un electrodo de trabajo conectado eléctricamente. Los uno o mas
potenciostatos pueden proporcionar diferentes potenciales de operacién a la interfase de muestra 1214. El
generador de sefial 1224 se pueden configurar donde un generador de funcién desencadena entradas de onda con
desconexion ciclica al potenciostato. El generador de sefial 1224 puede tener otras configuraciones.

El sensor de temperatura opcional 1226 determina la temperatura de la muestra en el depésito del sensor de ensayo
1204. La temperatura de la muestra se puede medir, calcular a partir de la sefial de salida, o suponer que es igual o
similar a una medicion de la temperatura ambiente o la temperatura de un dispositivo que implementa el sistema
biosensor. La temperatura se puede medir usando un termistor, termémetro, u otro dispositivo de medicién de
temperatura. Se pueden usar otras técnicas para determinar la temperatura de la muestra.

El medio de almacenamiento 1228 puede ser una memoria magnética, optica, o semiconductora, otro dispositivo de
almacenamiento, o similar. El medio de almacenamiento 1228 puede ser un dispositivo de memoria fijo, un
dispositivo de memoria extraible, tal como una tarjeta de memoria, de acceso remoto, o similar.

El procesador 1222 implementa el analisis del analito y el tratamiento de datos usando un codigo de software legible
por ordenador y los datos almacenados en el medio de almacenamiento 1228. El procesador 1222 puede iniciar el
analisis del analito en respuesta a la presencia del sensor de ensayo 1204 en la interfase del sensor 1218, la
aplicacién de una muestra al sensor de ensayo 1204, en respuesta a una entrada del usuario, o similar. El
procesador 1222 controla el generador de sefial 1224 para proporcionar la sefial de entrada eléctrica a la interfase
del sensor 1218. El procesador 1222 puede recibir la temperatura de la muestra desde el sensor de temperatura
opcional 1226.

El procesador 1222 recibe la sefal de salida desde la interfase del sensor 1218. La sefial de salida se genera en
respuesta a la reaccion redox de la especie medible en la muestra. La sefial de salida eléctrica del sensor de ensayo
puede ser una corriente (que se genera mediante amperimetria o voltimetria), un potencial (que se genera mediante
potenciometria/galvanometria), o una carga acumulada (que se genera mediante colorimetria). La sefial de salida se
correlaciona con la concentracion de uno o mas analitos en la muestra usando una o mas ecuaciones de correlacion
en el procesador 1222. Los resultados del analisis del analito se pueden enviar al dispositivo de visualizacién 1220 y
se pueden almacenar en el medio de almacenamiento 1228.

Las ecuaciones de correlacion entre las concentraciones del analito y las sefiales de salida se pueden representar
graficamente, matematicamente, una combinacion de los mismos, o similares. Las ecuaciones de correlacion se
pueden representar mediante una tabla de nimeros de programa (PNA), otra tabla de consulta, o similar que se
almacena en el medio de almacenamiento 1228. Se pueden proporcionar instrucciones con respecto a la
implementacion del analisis del analito mediante el cédigo de software legible por ordenador almacenado en el
medio de almacenamiento 1228. El cédigo puede ser codigo objeto o cualquier otro cddigo que describa o controle la
funcionalidad que se describe en el presente documento. Los datos del analisis del analito se pueden someter a uno
0 mas tratamientos de datos, incluyendo la determinacioén de las tasas de decaimiento, constantes K, proporciones, y
similares en el procesador 1222.

La interfase del sensor 1218 tiene contactos 1295 que conectan o comunican eléctricamente con los conductores
1290 en la interfase de muestra 1214 del sensor de ensayo 1204. La interfase del sensor 1218 transmite la sefial de
entrada eléctrica desde el generador de sefial 1224 a través de un conector en la interfase del sensor 1218 a los
contactos 1295 en la interfase de muestra 1214. La interfase del sensor 1218 también transmite la sefal de salida
desde la muestra a través de los contactos 1295 al procesador 1222 y/o el generador de sefial 1224.

El dispositivo de visualizacion 1220 puede ser analdgico o digital. El dispositivo de visualizacion también puede ser
un dispositivo de visualizacion LCD adaptado para presentar una lectura numérica.

En uso, se transfiere una muestra liquida para analisis al depésito 1208 mediante la introduccion del liquido en el
puerto de muestra 1212. La muestra liquida fluye a través del puerto de muestra 1212, llenando el depésito 1208
mientras se expulsa el aire contenido previamente. La muestra liquida reacciona quimicamente con los reactivos
depositados en las regiones de analisis secundarias del depdsito 1208.

El sensor de ensayo 1202 se dispone adyacente al dispositivo de medicion 1202. Adyacente incluye posiciones en
las que la interfase de muestra 1214 esta en comunicacion eléctrica con la interfase del sensor 1208. Comunicacion
eléctrica incluye la transferencia de sefiales de entrada y/o salida entre los contactos en la interfase del sensor 1218
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y los conductores 1290 en la interfase de muestra 1214.

La Figura 13 representa un analisis electroquimico 1300 para determinar la presencia y/o la concentracion de al
menos un analito en una muestra. En la introduccion de la muestra 1310, la muestra se introduce en el sensor de
ensayo. En la reaccion redox 1320, una parte del analito de la muestra experimenta una reaccién redox. En la
transferencia de electrones 1330, los electrones se transfieren opcionalmente desde el analito a un mediador. En la
primera aplicacion de sefial de entrada 1340, se aplica una sefal de entrada entre un electrodo de trabajo y un
primer contraelectrodo. En la segunda aplicacion de sefial de entrada 1350, se aplica una sefial de entrada de un
potencial diferente entre un electrodo de trabajo y un segundo contraelectrodo. En la determinacion de muestra
1350, se determina la presidencia y/o la concentracion de una o mas especies medibles en la muestra a partir de
una o mas sefiales de salida, y en la transmision de la concentracion de muestra 1360, la concentracion de la
especie medible determinada se puede presentar, almacenar, procesar posteriormente, y similar.

En la introduccién de la muestra 1310, la muestra se introduce en la parte del sensor del sistema, tal como un sensor
de ensayo. El sensor de ensayo incluye al menos un electrodo de trabajo y al menos dos contraelectrodos. Los
electrodos pueden incluir una o mas capas de composicion de reactivo. El electrodo de trabajo puede incluir una
capa de barrera de difusion que esta integrada en una capa de composicion de reactivo o que es distinta de la capa
de composicién de reactivo. La capa de barrera de difusion proporciona un espacio poroso que tiene un volumen
interno donde puede residir la especie medible. Los poros de la capa de barrera de difusiéon se pueden seleccionar
de modo que las especies medibles se puedan difundir en la capa de barrera de difusién, mientras que los
constituyentes de la muestra fisicamente mas grandes, tales como los glébulos rojos, se excluyen basicamente.
Cuando el electrodo de trabajo incluye una capa de barrera de difusion distinta, la capa de reactivo puede estar o no
estar dispuesta sobre la capa de barrera de difusion. Dependiendo de la naturaleza del analisis 1300, los
conductores pueden servir como electrodos. A este respecto, los reactivos pueden estar presentes en la muestra, tal
como si se depositan adyacentes a los electrodos.

En la reaccion redox 1320 de la Figura 13, una parte del analito presente en la muestra se oxida o se reduce quimica
o bioquimicamente, tal como mediante una oxidorreductasa o especie similar. Esta reacciéon redox se produce a
medida que la muestra hidrata los reactivos. Después de la oxidaciéon o la reduccién, se pueden transferir
opcionalmente los electrones entre el analito y un mediador en la transferencia de electrones 1330. De ese modo, se
forma una especie medible ionizada, tal como a partir del analito o un mediador, que tiene una concentracién de
muestra que responde al analito. Puede ser beneficioso proporcionar un retraso temporal inicial, o "periodo de
incubacién", para que los reactivos reaccionen con el analito.

En la primera aplicacién de sefial de entrada 1340 de la Figura 13, el sistema aplica una sefial de entrada a la
muestra usando un primer contraelectrodo. Las sefiales de entrada son sefales eléctricas, tales como corriente o
potencial, y pueden ser una secuencia de pulsos de excitacion separados por relajaciones. El sistema puede aplicar
una o mas sefales de entrada a la muestra, incluyendo las que se usan para determinar la presencia y/o la
concentracion del analito y las que se usan para determinar otros factores, tales como el contenido de hematocrito
de la muestra y el estado de llenado del sensor de ensayo.

Ademas de la primera aplicacién de sefial de entrada 1340, se puede introducir un potencial de sondeo inicial antes
de la primera aplicaciéon de sefial de entrada 1340 para determinar la presencia de la muestra. También se puede
aplicar un potencial entre cualquier pareja de electrodos y/o conductores para retirar material del electrodo y/o la
superficie del conductor, para alterar la quimica de un electrodo, o para oxidar o reducir una parte del sistema de
transferencia de carga. Tal potencia se puede aplicar antes del analisis.

En la segunda aplicacion de sefal de entrada 1350 de la Figura 13, el sistema aplica una segunda sefial de entrada
con un potencial diferente a la muestra usando un segundo contraelectrodo. La capacidad para seleccionar el
potencial de trabajo de los multiples electrodos de trabajo y/o la capacidad para seleccionar el potencial de
operacion de los multiples contraelectrodos proporcionan un sistema biosensor con la capacidad de realizar
multiples tipos de analisis. Durante un analisis, se puede medir el potencial entre cualquier pareja de los multiples
electrodos de trabajo, contraelectrodos, y/o electrodos de referencia para proporcionar informacion util. Al
proporcionar el depdsito de muestra con muiltiples regiones de analisis secundarias llenadas secuencialmente, se
puede monitorizar el progreso del llenado del depdsito por la muestra usando las dos o mas aplicaciones de sefal de
entrada 1340, 1350.

En la determinacion de muestra 1360, el dispositivo de medicién analiza las sefiales de salida que responden a las
dos sefales de entrada para determinar la presencia y/o la concentracion de al menos una especie medible en la
muestra para cada potencial. Si la oxidorreductasa o la especie similar usada en la reaccién redox 1320 reacciona
con un analito individual, se puede proporcionar especificamente a una parte de la sefal eléctrica generada. Dado
que se puede ionizar mas de una especie medible mediante diferentes partes de la sefial de entrada, se puede
determinar la presencia, y/o la concentracion de multiples analitos, mediadores, interferentes, y similares. También
se pueden analizar ademas corriente, tiempo, y/o otros valores. Por ejemplo, las corrientes determinadas para un
analito, mediador, o interferente se pueden modificar con las corrientes determinadas para otro analito, mediador, o
interferente con el fin de aumentar el rendimiento de medicién del sistema.
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Las senales de entrada con desconexion ciclica, tales como amperimétrica con desconexion ciclica, voltimétrica con
desconexion ciclica, y/o las combinaciones de las mismas, se pueden usar para direccionar el potencial de un
mediador especifico y resolver el conjunto de ecuaciones lineales. Cuando se usa un sensor de ensayo que tiene
contraelectrodos eléctricamente independientes y electrodos de trabajo conectados eléctricamente, por ejemplo, se
pueden determinar las concentraciones de tres especies medibles diferentes resolviendo las ecuaciones (1) a (3):

ibaja =A*S + Int,, (1)
imedia = ibaja * 12 = K1*(A1*S1 + Inty) + k2*(A2*S2 + Int), (2)
laita = imedia * i3 = k1*(A1*S1 + Intq) + k2*(A2*S2 + Int2) + k3*(A3*S3 + int3), (3)

donde ibaja, imedia € iaita SON corrientes del acoplamiento con contraelectrodos de potenciales bajo, medio y alto; A1, A2
y Az son las concentraciones de las tres especies medibles diferentes; k1, k2 y ks son constantes de proporcionalidad
que expresan la diferencia de corriente entre dos de los potenciales de operacion; y S e Int son la pendiente y la
ordenada en el origen para cada sistema de calibracion de analito, respectivamente.

La Figura 14A representa la sefial de entrada de una secuencia de pulso amperimétrica con desconexién ciclica
secuencial en combinacion con un sensor de ensayo que tiene contraelectrodos y electrodos de trabajo
direccionables independientemente (WE+-WE.,). En este caso, un electrodo de trabajo opera cada vez, y la sefial de
entrada se introduce secuencialmente para cada pareja de electrodos. De esta manera, no se requiere un
potenciostato de multiples potenciales para determinar la sefial de salida de las multiples parejas de electrodos. La
Figura 14B representa la sefal de entrada de una secuencia de pulso amperimétrica con desconexion ciclica
simultanea usada en combinacion con un sensor de ensayo que tiene contraelectrodos y electrodos de trabajo
direccionables independientemente (WE+-WE4). En este caso las cuatro parejas de electrodos se operan
simultaneamente con el mismo potencial para tal excitacion. Aunque no se muestra en la figura, la sefial de entrada
se podria aplicar simultdneamente a dos o mas de los electrodos mientras se aplica secuencialmente a los demas
electrodos.

Mediante la conexién de multiples contraelectrodos direccionables independientemente a un convertidor de
corriente/tension, las corrientes de salida resultantes de los andlisis se pueden medir por separado. Esta operacion
se puede combinar con una sefial de entrada con desconexién ciclica donde un contraelectrodo esta desconectado,
mientras que un segundo contraelectrodo esta conectado. La cascada resultante de corrientes de mediciéon de los
contraelectrodos independientes proporciona una forma de analizar mdltiples analitos y otros componentes de la
muestra. Se pueden resolver las combinaciones lineales de ecuaciones para determinar la concentracion y/o otros
parametros de analitos individuales.

Las sefiales de entrada aplicadas tienen unas tensiones de 0,05 a 1,0 V, preferentemente de 0,1 a 0,8 V, y mas
preferentemente de 0,2 a 0,5 V. Las sefiales de entrada se pueden proporcionar con una duracion de 0,01 segundos
a 3 minutos, dependiendo del analito o analitos de interés. Por ejemplo, se puede completar un analisis de glucosa
en menos de 5 segundos mientras que otros analitos se pueden beneficiar de sefales de entrada de mayor
duracion. Si la sefial de entrada incluye multiples excitaciones y relajaciones, la duraciéon de cada excitacion puede
ser de 0,01 a 7 segundos, preferentemente de 0,5 a 3 segundos, y mas preferentemente de 0,1 a 2 segundos para
la glucosa, por ejemplo. Se pueden usar otras duraciones de sefial de entrada y excitacion.

En la transmisién de la concentracion de la muestra 1370 de la Figura 13, el dispositivo de medicién convierte al
menos una concentracion de especie medible en una concentracion de analito de muestra y puede presentar,
almacenar para futura referencia, procesar adicionalmente, y/o usar una o mas de las concentraciones de especie
medible determinadas para calculos adicionales. Por ejemplo, el valor determinado para un analito, mediador, o
interferente se puede modificar con el valor determinado para otro analito, mediador, o interferente con el fin de
aumentar el rendimiento de medicién del sistema.

También se puede usar un contraelectrodo que tiene una especie oxidable presente en el sistema de transferencia
de carga como electrodo de trabajo que carece de oxidorreductasa, proporcionando de ese modo la capacidad de
analizar el hematocrito y determinar el componente de fondo de la sefial de salida. La concentracion de analito se
puede modificar con esta y otra informacién para aumentar la exactitud y/o la precision. Se puede usar un
contraelectrodo como electrodo de trabajo durante un circuito abierto para medir uno o mas parametros de
hematocrito. En otro aspecto, se pueden correlacionar una o mas sefales de salida con una curva de calibracién o
una tabla de consulta para determinar la desviacion de hematocrito o la desviacion atribuible a un interferente.

Dependiendo de la naturaleza del analito, se puede usar la concentracion de un analito para alterar la lectura de otro
analito. Por ejemplo, cuando la concentracion de un primer analito interfiere positivamente con la concentracion de
un segundo analito, la concentracion del primer analito se puede restar de la concentracion del segundo analito para
aumentar la exactitud y/o la precision del valor de concentracion determinado para el segundo analito.

La Figura 15 muestra los resultados de promediar los resultados de hasta cuatro analisis separados para el mismo
analito con el fin de determinar la concentracion del analito en la muestra. Como se muestra en el grafico, al
aumentar el nimero de analisis realizados distintos de uno a tres, el 98 % de los valores de concentracion obtenidos
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entran dentro de + 15 % del limite de desviacidon cuando se compara con un instrumento YSI de referencia. Aunque
los datos subyacentes al grafico se obtuvieron a partir de sensores de ensayo distintos, los sensores de ensayo que
tienen dos o mas regiones de analisis secundarias se pueden configurar para realizar el mismo analisis en mas de
una region secundaria ademas de analizar diferentes analitos. De ese modo, las multiples regiones de analisis
secundarias basicamente aisladas quimicamente pueden proporcionar los beneficios del promediado de sefial con
un sensor de ensayo individual.

La capacidad de realizar el mismo analisis multiples veces en un sensor de ensayo individual puede aumentar
significativamente la exactitud y/o la precisién de la concentracion de analito determinada. De ese modo, el
promediado de sefial hecho posible al realizar el mismo analisis multiples veces en el mismo sensor de ensayo
puede proporcionar una mejora de la relacion sefal-ruido para el sensor de ensayo al reducir el ruido aleatorio (que
se caracteriza por el valor sd de desviacion estandar) en una tasa de 1/vn con respecto a los sistemas sensores
convencionales.

La Figura 16 representa los decaimientos de corriente obtenidos cuando una sefial de entrada amperimétrica con
desconexion ciclica se aplica a ocho electrodos direccionables individualmente y basicamente aislados
quimicamente. Los electrodos se configuraron en un disefio multiple en T con cuatro electrodos de trabajo que se
oponen a cuatro contraelectrodos a través del canal primario, tal como se ha representado previamente en la Figura
3l. Cada electrodo de trabajo se formé con una composiciéon de reactivo que incluia un 0,5 % (p/p) de aglutinante
HEC, 50 ml de la molécula de Estructura I, y 2 U/ml de sistema enzimatico PQQ-GDH en tampén fosfato a pH 7.
Cada contraelectrodo se formé con un sistema de transferencia de carga que incluia un 0,5 % (p/p) de aglutinante
HEC vy ferricianuro basicamente puro 100 mM en tampdn fosfato a pH 7.

Para realizar el experimento, se introdujo una muestra que incluia 100 mg/dl de glucosa en tampdn fosfato a pH 7 en
el sensor de ensayo y se aplicé una sefial de entrada amperimétrica con desconexiéon ciclica que incluia dos
excitaciones iniciales que tenian anchuras de pulso variables seguidas de siete excitaciones que tenian una anchura
de pulso de 0,375 segundos. Las ultimas siete excitaciones se separaron por periodos de relajacion de un segundo.
Hacia el final de la excitacion aplicada en el punto temporal de dos segundos, por ejemplo, se promedian los cuatro
valores de corriente correspondientes a cada pareja de electrodos (W1-C1, W2-C2, W3-C3, y W4-C4). A partir de
este promedio de cuatro valores de corriente, se puede determinar una concentracién de analito de la muestra
usando una o mas ecuaciones de correlaciéon o un procedimiento similar. De esta manera, se pueden obtener los
beneficios en la exactitud y/o la precision discutidos previamente obtenidos de promediar multiples analisis a partir
de un sensor de ensayo individual.

Aunque se han descrito diversas realizaciones de la invencion, sera evidente para los expertos habituales en la
materia que son posibles otras realizaciones o implementaciones dentro del alcance de la invencién. Por lo tanto, la
invencion solo esta restringida por las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento (1300) de medicién de al menos un analito en una muestra, que comprende:

oxidar o reducir quimica o bioquimicamente al menos un analito en una muestra;

aplicar una primera sefial de entrada a la muestra con un electrodo de trabajo y un primer contraelectrodo,
caracterizado por aplicar una segunda sefial de entrada con un potencial diferente que la primera sefial de
entrada a la muestra con el electrodo de trabajo y un segundo contraelectrodo, donde el electrodo de trabajo, el
primer contraelectrodo y el segundo contraelectrodo son direccionables individualmente y residen en un entorno
diferente sustancialmente aislados quimicamente, de modo que no se produce sustancialmente una mezcla
difusiva o convectiva de los reactivos entre los entornos sustancialmente aislados quimicamente durante el
tiempo del andlisis;

analizar las sefiales de salida de la primera y la segunda sefiales de entrada para determinar una concentracion
de una primera especie medible en la muestra con el potencial del primer contraelectrodo, una concentracion de
una segunda especie medible en la muestra con el potencial del segundo contraelectrodo; y

convertir al menos una de las concentraciones de la primera y la segunda especies medibles en la concentracion
del al menos un analito en la muestra.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, ademas caracterizado por:

aplicar una tercera sefial de entrada con un potencial diferente que la primera y la segunda sefiales de entrada a
la muestra con el electrodo de trabajo y un tercer contraelectrodo, donde el electrodo de trabajo y el tercer
contraelectrodo estan en entornos sustancialmente aislados quimicamente, donde el primer contraelectrodo, el
segundo contraelectrodo, y el tercer contraelectrodo estan en entornos sustancialmente aislados quimicamente;
analizar la sefal de salida de la tercera sefal de entrada para determinar una concentracién de una tercera
especie medible en la muestra; y convertir al menos una de las concentraciones de la primera, la segunda, y la
tercera especies medibles en la concentracion del al menos un analito en la muestra.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, ademas caracterizado por:

convertir la concentracién de la primera especie medible en la concentracion de al menos un analito en la
muestra;

alterar, con la concentracion de la segunda especie medible,

el valor de concentracion del al menos un analito en la muestra o

una ecuacion de correlacion a partir de la que se determina el valor de concentracién del al menos un analito en
la muestra.

4. El procedimiento de la reivindicacion 2, ademas caracterizado por:

alterar, con la concentracion de la segunda especie medible,

el valor de concentracion de al menos un analito en la muestra o

una ecuacion de correlacién a partir de la que se determina el valor de concentracién del al menos un analito en
la muestra.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde los potenciales diferentes de las
sefales de entrada estan separados por al menos 50 mV o al menos 100 mV.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, ademas caracterizado por proporcionar
una configuracion de potencial diferente con especies redox diferentes.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, donde al menos dos contraelectrodos tienen especies redox diferentes,
seleccionada la diferencia entre el grupo que consiste en un metal frente a una molécula organica electroactiva y la
identidad elemental de un metal.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, ademas caracterizado por proporcionar una
configuracion de potencial diferente con especies redox que tienen diferentes proporciones de los conjugados de un
par redox.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, ademas caracterizado por al menos un par conjugado redox de
ferrocianuro y ferricianuro.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, ademas caracterizado por variar el potencial del sistema de
transferencia de carga en aproximadamente 150 mV.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, donde al menos un par conjugado redox es
ferricianuro puro.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11,
donde la proporcién del conjugado de un par redox es 9,5:0,5, 8:2, 5:5, 2:8, 0 0,5:9,5, 0
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donde la proporcién del par conjugado es al menos una de 1:9, 1:1, y 9:1.
13. Los procedimientos de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, ademas caracterizados por:

aplicar seis sefales de entrada a la muestra con potenciales diferentes;

analizar las senales de salida de las seis senales de entrada;

determinar las concentraciones de seis especies medibles en la muestra con los potenciales diferentes; y
convertir al menos una de las seis concentraciones de especies medibles en la concentracién de al menos un

analito en la muestra.

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el potencial de operacion
absoluto es -200 mV, 0 mV, o 200 mV, y el potencial de operacion relativo es aproximadamente 0,4 V.

15. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde al menos una de las sefiales de
entrada tiene un potencial de sondeo o un potencial aplicado antes del analisis.
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