ES 2 568 464 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacién: 2 568 464
Gint. cl.;

C12Q 1/26 (2006.01)
C12Q 1/32 (2006.01)
C12Q 1/54 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  21.07.2011  E 11743441 (5)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 16.03.2016  EP 2596115

Titulo: Composiciones que contienen tampdn zwiteriénico y usos en dispositivos y métodos
electroanaliticos

Prioridad: @ Titular/es:

23.07.2010 US 367243 P F. HOFFMANN-LA ROCHE AG (100.0%)
Grenzacherstrasse 124

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la 4070 Basel, CH
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

29.04.2016 CARRINGTON, NATHAN, ALLEN;
DUVALL, STACY HUNT y
VAN DYKE, LEON SCOTT

Agente/Representante:
ISERN JARA, Jorge

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2568 464 T3

DESCRIPCION
Composiciones que contienen tampdn zwiteridnico y usos en dispositivos y métodos electroanaliticos

La invencién descrita en la presente memoria se refiere a composiciones, dispositivos y usos en la deteccion
analitica y/o cuantificacién de un analito. En particular, la invencion se refiere a la deteccion electroanalitica y/o
cuantificacion de la glucosa.

El término "reactivo" tal como se utiliza en toda la presente descripcion se refiere a un "reactivo seco".

El seguimiento de la concentracién de compuestos biolégicamente significativos para la deteccion y tratamiento
precoces de riesgos sanitarios se ha convertido en un sélido campo de desarrollo que ha mejorado la salud de la
humanidad. Los compuestos bioldgicamente significativos que son la diana analitica de una tecnologia particular se
denominan analitos. Resulta de importancia significativa para la salud humana el seguimiento de la glucosa en la
sangre intravascular. El andlisis de la glucosa en sangre se ha adoptado tan ampliamente y la tecnologia ha
avanzado tan significativamente que los individuos pueden analizar personalmente su propia sangre. La
cuantificacion de la concentracion de glucosa en sangre se ha convertido en un componente importante del control
de la propia salud de las personas. En particular, la informacién puede ser utilizada para ayudar a determinar las
dosis apropiadas de insulina para el diabético, bajo control médico.

Uno de los métodos desarrollados para el seguimiento de las concentraciones de glucosa en sangre ha sido la
utilizacion de biosensores electroquimicos. Los biosensores electroquimicos se basan principalmente en reacciones
quimicas catalizadas enzimaticamente que incluyen el analito de interés. En el caso del seguimiento de la glucosa,
la reaccion quimica relevante es la oxidacién de la glucosa en gluconolactona. Esta oxidacion esta catalizada por
una diversidad de enzimas, algunos de los cuales puede contener un coenzima unido, tal como la nicotinamida
adenina dinucledtido (fosfato) (NAD(P)), mientras que otros pueden contener un cofactor unido, tal como la flavin-
adenina dinucledtido (FAD) o pirroloquinolin-quinona (PQQ).

El documento n°® US 2008/0.248.514 A1 da a conocer un método para cuantificar la glucosa en una solucién, que
comprende medir un potencial eléctrico mediante potenciometria utilizando una glucosa deshidrogenasa que
requiere un compuesto flavina como coenzima.

Un tipo de biosensor electroquimico utiliza una tira de ensayo desechable que incluye la celda eléctrica (electrodo)
requerido, los reactivos quimicos y una camara para depositar una muestra. Se utiliza una diversidad de tiras de
ensayo para medir las concentraciones de glucosa en sangre para el seguimiento del nivel de azlcar en la sangre
de las personas diabéticas. Mas concretamente, dichas tiras de ensayo incluyen una camara de reaccion en la que
se deposita una composicién de reactivo. Las composiciones de reactivo utilizadas dentro de la tira de ensayo
pueden variar, y han variado, sustancialmente. En una clase de tiras de ensayo, los reactivos se depositan dentro de
la tira de ensayo en forma de una pelicula o capa delgada, uniforme y seca. Al introducir una muestra en la camara
de la tira de ensayo, la composicién de reactivo se rehidrata en la muestra de manera que los reactivos puedan
reaccionar con el analito. Las reacciones entre los reactivos y el analito resultan en que varian las propiedades
electroquimicas de la solucién. Esta variaciéon de propiedades puede seguirse utilizando un dispositivo electronico
que esta disefiado para leer la tira de ensayo. Debe entenderse que puede utilizarse una amplia diversidad de
dispositivos convencionales para leer las tiras de ensayo indicadas en la presente memoria.

Inesperadamente se ha descubierto en la presente invencién que los tampones zwiteriénicos pueden incluirse en
una amplia diversidad de sistemas de reactivos y mejorar la cinética de la deteccién y/o la mediciéon de la glucosa.
En particular, se ha descubierto que los tampones zwiteridnicos pueden mejorar el tiempo hasta la sefial maxima y/o
mejorar la magnitud de la sefial maxima en comparacién con otros tampones. Se apreciara que dicho tiempo més
corto hasta la sefial maxima puede permitir que la respuesta de DC se estabilice mas rapidamente y conduzca a una
mayor precision en comparacion con otros tampones que alcanzan mas lentamente el maximo de respuesta de DC.
Sin respaldo tedrico se cree en la presente memoria que los tampones zwiteridnicos pueden incrementar la tasa
global de la reaccion enzimatica con la glucosa. Sin respaldo tedrico se cree en la presente memoria que la tasa de
reaccion incrementada de FAD-GDH con la glucosa podria permitir la utilizacion de secuencias de ensayo con
tiempos de incubacién mas cortos.

También se ha descubierto inesperadamente en la presente memoria que los tampones zwiteriénicos pueden
mejorar la estabilidad, tal como la estabilidad de almacenamiento, de las composiciones de reactivo que resultan
utiles para la deteccion y/o la medicién de la glucosa. En particular, se ha descubierto que los tampones
zwiteridnicos pueden mejorar la estabilidad frente a la temperatura de la composiciéon de reactivo. Ademas, se ha
descubierto inesperadamente en la presente memoria que los tampones zwiteriénicos pueden conducir a una
reduccion global de la interferencia del sodio.

En una realizacién ilustrativa de la invencién, se describe una composicidon de reactivo. En un aspecto, la
composicién de reactivo resulta util para detectar y/o medir la glucosa en una muestra. En otro aspecto, la
composicion de reactivo incluye uno o mas enzimas para detectar la glucosa, tal como una o mas glucosa
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deshidrogenasas, una o mas glucosa oxidorreductasas y combinaciones de las mismas. En otro aspecto, la
composicion de reactivo incluye uno o mas cofactores, coenzimas o una combinacién de los mismos para el enzima
0 enzimas. En otro aspecto, la composicion de reactivo incluye uno o mas mediadores, precursores de mediador o
una combinacién de los mismos. En otro aspecto, la composicion de reactivo incluye uno o mas tampones
zwiteridnicos. En otra realizacién, la composicion de reactivo incluye ademas uno o mas adyuvantes. Debe
entenderse que la composicion de reactivo puede configurarse en cualquiera de entre una diversidad de formatos,
incluyendo los formatos indicados en la presente memoria, tales como una composicion de reactivo seca sobre una
tira de ensayo.

En otra realizacién, se describen métodos para detectar y/o medir la glucosa en una muestra. Los métodos incluyen
la etapa de poner en contacto una muestra que contiene glucosa con una composicién de reactivo descrita en la
presente memoria.

En otra realizacién, se describen sensores electroquimicos para detectar y/o medir la glucosa en una muestra. Entre
los sensores electroquimicos se incluye una composicion de reactivo indicada en la presente memoria.

En otra realizacién, se describen dispositivos para detectar y/o medir la glucosa en una muestra. Los dispositivos
incluyen un componente que comprende una composicion de reactivo indicada en la presente memoria.

La fig. 1 muestra las curvas cinéticas de la respuesta de DC (pA) frente al tiempo (ms) para tres sensores
ilustrativos basados en un enzima PQQ-GDH utilizando reactivos, entre ellos: (A) un tampén PIPES, (b) un
tampon de B-glicerofosfato y (C) un tampén de fosfato.

La fig. 2 muestra las curvas cinéticas de la respuesta de DC (pA) frente al tiempo (ms) para dos sensores
ilustrativos basados en un enzima FAD-GDH utilizando reactivos, entre ellos: (A) un tampén PIPES y (b) un
tampon de fosfato.

La fig. 3 muestra las curvas cinéticas de la respuesta de DC (pA) frente al tiempo (ms) para tres sensores
ilustrativos utilizando reactivos que incluian: (A) un tampén MOPS a un pH de 7,5, (b) un tampén de B-
glicerofosfato a un pH de 7,5 y (C) un tampdn de B-glicerofosfato a un pH de 7,0.

La fig. 4 muestra las curvas cinéticas para la respuesta de DC (uA) frente al tiempo (ms) a 500 mg/dl de glucosa
en una muestra acuosa para diez sensores ilustrativos, basadas en FAD-GDH utilizando reactivos que incluian:
(A1) un tampon PIPES operando a 42°C, (A2) un tampén de fosfato operando a 42°C, (B1) un tampén PIPES
operando a 30°C, (B2) un tampédn de fosfato operando a 30°C, (C1) un tampén PIPES operando a 24°C, (C2) un
tampon de fosfato operando a 24°C, (D1) un tampon PIPES operando a 12°C, (D2) un tampdn de fosfato
operando a 12°C, (E1) un tampdn PIPES operando a 6°C, (E2) un tampon de fosfato operando a 6°C.

La fig. 5 muestra las curvas cinéticas para la respuesta de DC (uA) frente al tiempo (ms) a -200 mg/dl de glucosa
en una muestra de sangre humana estabilizada para seis sensores ilustrativos, basadas en FAD-GDH utilizando
reactivos que incluian: (F1) un tampén PIPES operando a 24°C, (F2) un tampon de fosfato operando a 24°C,
(G1) un tampon PIPES operando a 18°C, (G2) un tampén de fosfato operando a 18°C, (H1) un tampén PIPES
operando a 6°C, (H2) un tampdn de fosfato operando a 6°C.

La fig. 6 muestra una comparacion entre los CV de las respuestas de DC de los viales para sensores ilustrativos
que incluian un tampén PIPES (columnas negras) o un tampon de fosfato (columnas blancas).

La fig. 7 muestra la respuesta elevada de estabilidad de la glucosa frente al tiempo de exposicion de sensores
ilustrativos basada en tiras de FAD-GDH que incluian un tampén PIPES (cuadrados) o un tampén de fosfato
(rombos).

En otra realizacion, se describe en la presente memoria una composicién de reactivo. En un aspecto, la composicion
de reactivo puede utilizarse para detectar y/o medir la glucosa en una muestra. La composicién de reactivo
comprende uno o mas enzimas, tales como una o mas glucosa deshidrogenasas, una o mas glucosa
oxidorreductasas, y combinaciones de los mismos, (b) uno o mas cofactores, coenzimas o una combinacion de los
mismos para el enzima o enzimas, (c) uno o mas mediadores, precursores de mediadores 0 una combinacion de los
mismos, y (d) uno o mas tampones zwiteriénicos.

En otra realizacion, el tampdn zwiteridnico es un tampoén de acido aminoalcanoico. En otra realizacion, el tampon
zwiteriénico es un tampén de acido aminoalquilsulfénico. Entre los tampones zwiteridnicos ilustrativos se incluyen,
aunque sin limitarse a ellos, el acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES), el acido piperazin-N,N'-bis(2-
etanosulfénico) (PIPES), el acido N-(2-acetamido)-2-aminoetanosulfénico (ACES), el acido (4-(2-hidroxietil)-1-
piperazin-etanosulfonico (HEPES), la N-(tri(hidroximetil)metil)glicina (tricina), la N,N-bis(2-hidroxietil)glicina (bicina),
el acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS), el acido N-ciclohexil-3-aminopropanosulfonico (CAPS), el acido
N,N-bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico (BES) y el acido N-(hidroxietil)piperazin-N'-2-hidroxipropanosulfénico
(HEPPSO). En otra realizacion, el tampdn zwiteriénico es PIPES. En otra realizacién, el tampdn zwiterionico es
MOPS.

Entre los cofactores y coenzimas ilustrativos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, pirrologuinolin-quinona (PQQ),
nicotin-adenina dinucledtido (NAD, tal como en la glucosa deshidrogenasa con nicotin-adenina dinucleétido (GDH-
NAD), el dinucléotido flavin-adenina (FAD), tal como en la glucosa deshidrogenasa con flavin-adenina dinucleétido
(FAD-GDH) y similares. Se apreciara que las formas de tipo salvaje (incluyendo las formas naturales) y las formas
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mutantes (incluyendo las formas preparadas sintéticamente) de dichos enzimas, los cofactores enzimaticos y los
coenzimas pueden incluirse en las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria.

Entre los enzimas dutiles para el analisis de la glucosa en los sistemas electroquimicos se incluyen las
oxidorreductasas, tales como las glucosa oxidasas (GOD), las glucosa deshidrogenasas (GDH), que también
pueden denominarse glucosa desoxidorreductasas (Gluc-DOR), y similares. Entre las glucosa deshidrogenasas
(GDR) ilustrativas se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, GDH de tipo salvaje, GDH mutantes y similares. En otra
realizacion ilustrativa, el enzima es una GDH mutante que es menos sensible o que es insensible a la maltosa. Debe
entenderse que pueden incluirse coenzimas, tales como GDH-NAD, FAD-GDH vy similares, en las composiciones de
reactivo indicadas en la presente memoria. Se describen enzimas ilustrativos adicionales en la solicitud publicada de
patente us n° http://patft.uspto.gov/netacgi/nph-
Parser?Sect1=PTO1&Sect2=HITOFF&Jd=PALL&p=1&u=%2Fnetahtml-%2FPTO%2Fsrchnu
m.htm&r=1&f=G&1=50&s1=7163616.PN.&OS=PN/7163616&RS=PN/7163616-h0#hOhttp://pat-
ft.uspto.gov/netacgi/nph-Parser?Sect1=PTO1&Sect2=HTTOFF&Jd=PALL &p=1&u=%2Fnetahtm|%2FPTO%2Fsrchnu
m.htm&r=1&f=G&1=50&s1=7163616.PN.&OS=PN/7163616&RS=PN/7163616 -h2#h22008/0248514, y en la patente
US n° 7.732.179. En otra realizacion ilustrativa, el enzima es una GDH mutante que es mas estable térmicamente.

Se describen enzimas PQQ-GDH mutantes ilustrativos adicionales, incluyendo los enzimas PQQ-GDH mutantes que
muestran insensibilidad a la maltosa, en las patentes US n°® 7.547.535, n® 7.547.524 y n® 7.732.179.

Se describen coenzimas ilustrativos adicionales, tales como los coenzimas FAD-GDH, en la patente US n°
7.662.600.

Se proporcionan tipicamente mediadores y precursores de mediadores en la composicion de reactivo con el fin de
facilitar la transferencia de electrones durante una cadena deseada de reacciones de oxidacion-reduccion que
finalmente produce una especie electroactiva. Las especies electroactivas, al medirlas, sirven para indicar el
resultado del analisis electroquimico deseado, tal como la presencia o la concentracién de un analito diana. Un
mediador generalmente es un compuesto que participa en la cadena de dichas reacciones de intercambio de
electrones en la forma proporcionada en la composiciéon de reactivo, tipicamente en un estado oxidado o reducido
reversible. Un precursor mediador, por otra parte, es un compuesto que tal como se proporciona en la composicion
de reactivo debe experimentar él mismo una 0 mas reacciones secundarias después de que la composicion de
reactivo entre en contacto con una muestra liquida con el fin de producir una forma de un compuesto mediador
capaz de participar en las reacciones de intercambio de electrones. Tipicamente la reaccién o reacciones
secundarias no son reversibles, de manera que una vez se ha formado el compuesto mediador, no puede volver a la
forma del precursor de mediador. Entre las familias mas comunes de mediadores y precursores de mediadores se
incluyen, por ejemplo, las benzoquinonas, los complejos de metales de transicién (por ejemplo el ferrocianuro de
potasio), los derivados de osmio (por ejemplo los complejos de bipiridilo de osmio) y los derivados de nitrosoanilina.
Entre los mediadores y precursores de mediador ilustrativos especificos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
N,N’-bis-(2-hidroxietil)-p-nitrosoanilina,  N,N’-dimetil-p-nitrosoanilina, = N,N’-dietil-p-nitrosoanilina, = N-metil-N’-(4-
nitrosofenil)-piperazina, N-(2-hidroxietil)-5-nitrosoindolina, 2,4-dimetoxi-nitrosobenceno, N,N’-bis-(2-metoxietil)-4-
nitrosoanilina, N-(4-nitrosofenil)-morfolina, N-(2,2-dietoxi-etil)N’-(4-nitrosofenil)-piperazina, p-nitrosofenol y 3-metoxi-
4-nitrosofenol.

Entre los mediadores y precursores de mediador ilustrativos adicionales se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, N-
(2-hidroxietil)-N’-p-nitrosofenil-piperazina, N,N-bis-(2-hidroxietil)-p-nitrosoanilina, o-metoxi-[N,N-bis-(2-hidroxietil)]-p-
ni-trosoanilina, p-hidroxinitrosobenceno, N-metil-N’-(4-nitrosofenil)-piperazina, p-quinona dioxima, N,N-dimetil-p-
nitrosoanilina, N,N-dietil-p-nitrosoanilina, N-(4-nitrosofenil)-morfolina, N-bencil-N-(5’-carboxipentil)-p-ni-trosoanilina,
N,N-dimetil-4-nitroso-1-naftilamina, N,N,3-trimetil-4-nitrosoanilina, N-(2-hidroxietil)-5-nitrosoindolina, N,N-bis-(2-
hidroxietil)-3-cloro-4-nitrosoanilina, 2,4-dimetoxi-nitrosobenceno, N,N-bis-(2-metoxietil)-4-nitrosoanilina, 3-metoxi-4-
nitrosofenol, N-(2-hidroxietil)-6-nitroso-1,2,3, tetrahidroquinolina, N,N-dimetil-3-cloro-4-nitrosoanilina, N,N-bis-(2-
hidroxietil)-3-fluoro-4-nitrosoanilina, N,N-bis-(2-hidroxietil)-3-metiltio-4-nitrosoanilina, N-(2-hidroxietil)-N-(2-(2-
metoxietoxi)-etil)-4-nitrosoanilina, N-(2-hidroxietil)-N-(3-metoxi-2-hidroxi-1-propil)-4-nitrosoanilina, N-(2-hidroxietil)-N-
(3-(2-hidroxietoxi)-2-hidroxi-1-propil)-4-nitrosoanilina y N-(2-hidroxietil)-N-(2-(2-hidroxietoxi)-etil)-4-nitrosoanilina.

Entre los mediadores y precursores de mediador ilustrativos adicionales se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, 3-
(4’-cloro-fenilimino)-3H-fenotiazina, 3-(4’-dietilamino-fenilimino)-3H-fenotiazina, 3-(4’etil-fenilimino)-3H-fenotiazina, 3-
(4’-trifluorometil-fenilimino)-3H-fenotiazina, 3-(4’-metoxicarbonil-fenilimino)-3H-fenotiazina, 3-(4’-nitro-fenilimino)-3H-
fenotiazina, = 3-(4’-metoxi-fenilimino)-3H-fenotiazina,  7-acetil-3-(4’-metoxicarbonilfenilimino)-3H-fenotiazina,  7-
trifluorometil-3-(4’-metoxicarbonilfenilimino)-3H-fenotiazina, 3-(4’-omega-carboxi-n-butil-fenilimino)-3H-fenotiazina, 3-
(4’-aminometil-fenilimino)-3H-fenotiazina, 3-(4’-(2"-(5"-(p-aminofenil)-1,3,4-oxadiazoil)fenilimino)-3H-fenotiazina, 3-
(4’-B-aminoetil-fenilimino)-3H-fenotiazina, 6-(4’-etil-fenil)amino-3-(4’-etil-fenilimino)-3H-fenotiazina, 6-(4’-[2-(2-
etanoloxi)etoxi]etoxifenil)amino-3-(4’-[2-(2-etanoloxi)etoxi]etoxi-fenilimino-3H-fenotiazina, 3-(4-[2-(2-
etanoloxi)etoxi]etoxi-fenilimino-3H-fenotiazina, acido 3-(4’-fenilimino)-3H-fenotiazinaboronico, (3-(3’,5’-dicarboxi-
fenilimino)-3H-fenotiazina, 3-(4’-carboxi-fenilimino)-3H-fenotiazina, 3-(3’,5’-dicarboxi-fenilimino)-3H-fenoxazina, &cido
3-(3',5'-fenilimino)-3H-fenotiazinadisulfénico, acido 3-(3-fenilimino)-3H-fenotiazinasulfénico y combinaciones de los
mismos.
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Se indican mediadores y precursores de mediadores ilustrativos adicionales en las patentes US n° http://patft.usp-
to.gov/netacgi/nph-Parser?Sect1=PTO1&Sect2=HITOFF&d=PALL&p=1&u=%2Fnetahtm1%2FPTO%2Fsrchnu
mM.htm&r=1&f=G&s1=50&s1=5,122,244.PN.&OS=PN/5.122,244&RS=PN/5,122,244 -h0#h0http://patft.uspto.gov/neta-
cgi/nph-Parser?

Sect1=PTO1&Sect2=HITOFF&Jd=PALL&p=1&u=%2Fnetahtm1%2FPTO%2Fsrchnu m.htm&r=1&f=
G&1=50&s1=5.122,244 PN.&OS=PN/5,122,244&RS=PN/5,122,244 -h2#h25.122.244, n° 5.286.362, n° 5,858,691 y
http://patft.uspto.gov/netacgi/nph-Parser?Sect1=PTO1&Sect2=HITOFF&d-
PALL&p=i&u=%2Fnetahtm|%2FPTO%2Fsr-

chnu mM.htm&r=1&=G&I=50&s1=7163616.PN.&OS=PN/7163616&RS=PN/7163616 -
hO#hOhttp://patft.uspto.gov/netac-gi/nph-
Parser?Sect1=PTO1&Sect2=HITOFF&d=PALL&p=1&u=%2Fnetahtm|%2FPTO%2Fsrchnu m.htm&r=1&f=
G&I=50&s1=7163616.PN.&OS=PN/7163616&RS=PN/7163616 -h2#h27,163,616, y en el documento n° WO
98/35225. Los procedimientos para preparar mediadores indicados en la presente memoria también se indican en la
patente US n° http://patft.uspto.gov/netacgi/nph-Pars-er?

Sect1=PTO1&Sect2=HITOFF&d=PALL &p=1&u=%2Fnetahtm|%2FPTO%2Fsrchnu m.htm&r=1&f=G&I=50&s1=
5,122,244 PN.&OS=PN/5,122,244&RS=PN/5,122,244 -h0#hOhttp://patft.uspto.gov/netacgi/nph-Pars-er?
Sect1=PTO1&Sect2=HITOFF&d=PALL &p=1&u=%2Fnetahtm|%2FPTO%2Fsrchnu m.htm&r=1&f=G&1=50&s1=

5,122,244 .PN.&OS=PN/5,122.244&RS=PN/5,122,244 -h2#h25,122,244.

En otra realizacion, las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria incluyen uno o mas tampones
adicionales. Entre los tampones ilustrativos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, el acido fosforico, el acido beta-
glicerofosférico, y similares, e incluyendo sales, hidratos y/o solvatos de los anteriormente indicados.

La composicién de reactivo puede incluir ademas una diversidad de adyuvantes para incrementar las propiedades o
caracteristicas de los reactivos. Por ejemplo, la composicion puede incluir materiales complementarios para facilitar
la aplicacién de la composicion de reactivo sobre la tira de ensayo y para mejor su adherencia a la tira. La
composicion puede incluir ademas materiales que incrementen su tasa de hidratacion y/o que incrementen su
influencia sobre la accién capilar para llenar la camara con la muestra de ensayo. Ademas, la composicion de
reactivo puede incluir componentes seleccionados para potenciar las propiedades fisicas de la composiciéon de
reactivo seca resultante y la incorporacion de una muestra de ensayo liquida para el analisis. Entre los ejemplos de
materiales adyuvantes para la utilizacion con la composicién de reactivo se incluyen espesantes, moduladores de la
viscosidad, formadores de pelicula, estabilizadores, tampones, detergentes, agentes gelificantes, rellenos, agentes
de apertura de pelicula, agentes colorantes y agentes que proporcionan tixotropia. Los materiales o componentes
adyuvantes pueden impactar sobre la aplicacion, reproducibibilidad y propiedades fisicas de la composicidon de
reactivo.

En otra realizacion, las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria incluyen uno o mas agentes
formadores de pelicula y/o tixotrdpicos, y/o dispersantes. Entre los agentes formadores de pelicula y/o tixotrépicos
y/o dispersantes ilustrativos se incluyen, aunque sin limitacién, silices, tales como Kieselsure Sipemate FK 320 DS
de Degussa AG, polivinilpirrolidonas, dispersion de propionato de polivinilo y similares, e incluyendo sales, hidratos
y/o solvatos de los anteriormente indicados.

En otra realizacién, las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria incluyen uno o mas
moduladores de la viscosidad o agentes de ajuste de la viscosidad. Entre los agentes ilustrativos de ajuste de la
viscosidad se incluyen, aunque sin limitacion, polisacéridos, almidones y gomas, tales como pectina, goma guar,
goma garrofin (semilla de algarrobo), goma konjac, goma xantano, alginatos y agar), caseina, gelatina y ficocoloides,
celulosa y derivados semisintéticos de celulosa (carboximetilcelulosa, metilcelulosa, hidroximetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, metilhidroxietilcelulosa), tales como gomas xantano, tales como Keltrol F. de CP Kelco US, Inc.,
carboximetilcelulosa, tales como Aqualon.RTM, CMC 7F PH de Hercules Inc., Aqualon Division, alcohol polivinilico y
carboxi-vinilatos, bentonita, silicatos y silice coloidal, y similares, e incluyendo sales, hidratos y/o solvatos de los
anteriormente indicados.

En otra realizacion, las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria incluyen uno o mas
estabilizadores. Entre los estabilizadores ilustrativos se incluyen, aunque sin limitacién, cloruro de calcio, sacéridos,
tales como trehalosa, tales como dihidrato de D-(+)-trehalosa, de Sigma Chemical Co., acidos grasos mono- o
diinsaturados, acidos policarboxilicos, tales como succinato sédico, y similares, e incluyendo sales, hidratos y/o
solvatos de los anteriormente indicados.

En otra realizacion, las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria incluyen uno o mas detergentes
y/o surfactantes. Entre los detergentes y/o surfactantes ilustrativos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, jabones
solubles en agua, asi como compuestos activos en superficie sintéticos solubles en agua, tales como alcali, alcalino-
térreos o sales amonicos sustituidos opcionalmente de acidos grasos superiores, por ejemplo acido oleico o
estearico, mezclas de acidos grasos naturales, por ejemplo de aceite de coco o de sebo, sulfatos grasos, ésteres de
acidos sulfonicos, sales de acidos alquilsulfénicos, sales de taurina de acidos grasos, amidas de acidos grasos y
esteramidas. Entre los detergentes ilustrativos para la presente invencion se incluyen una esteramida, n-octanoil-N-
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metilglucamida, comercializados bajo el nombre comercial Mega-8 de Dojindo Molecular Technologies, Inc., y una
sal de acido graso, sal sédica de N-metil-oleil-taurato, tal como Geropon T77 de Rhodia HPCIlI (Home, Personal
Care and Industrial Ingredients).

En otra realizacion, entre las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria se incluyen uno o mas
agentes de ajuste del pH. Entre los agentes ilustrativos de ajuste del pH se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
acidos tales como acidos minerales, incluyendo acido clorhidrico, acido sulfurico y similares; bases, tales como
hidréxido sédico, hidroxido potasico, bicarbonato sédico, carbonato sédico, carbonato potasico y similares.

Debe entenderse que todas las posibles combinaciones de cada una de las realizaciones anteriores se describen en
la presente memoria aunque sin limitacion. Por ejemplo, la descripcion anteriormente proporcionada debe
entenderse que incluye composiciones de reactivo ilustrativos que comprenden enzimas PQQ-GDH, incluyendo
enzimas PQQ-GDH mutantes y PIPES. Las composiciones ilustrativas adicionales de reactivos comprenden
enzimas PQQ-GDH, incluyendo enzimas PQQ-GDH mutantes, PIPES, y uno o mas mediadores o precursores de
mediadores, tales como una o mas nitrosoanilinas, y similares. Las composiciones ilustrativas adicionales de
reactivos comprenden enzimas PQQ-GDH, incluyendo enzimas PQQ-GDH mutantes, PIPES, y uno o mas reactivos
formadores de pelicula, tales como uno o mas copolimeros de acetato de polivinilo-propionato, dispersiones de
propionato de polivinilo, polivinilpirrolidonas y similares. Las composiciones ilustrativas adicionales de reactivos
comprenden enzimas PQQ-GDH, incluyendo enzimas PQQ-GDH mutantes, PIPES, y uno o mas agentes
modificadores de la viscosidad, tales como uno o mas derivados semisintéticos de celulosa, tales como
hidroxietilecelulosa y similares. Las composiciones ilustrativas adicionales de reactivos comprenden enzimas PQQ-
GDH, incluyendo enzimas PQQ-GDH mutantes, PIPES, y uno o mas reactivos formadores de pelicula, tales como
uno o mas copolimeros de acetato de polivinilo-propionato, dispersiones de propionato de polivinilo,
polivinilpirrolidonas y similares, y uno o mas agentes modificadores de la viscosidad, tales como uno o mas
derivados semisintéticos de celulosa, tales como hidroxietilcelulosa y similares. Las composiciones ilustrativas
adicionales de reactivos comprenden enzimas PQQ-GDH, incluyendo los enzimas PQQ-GDH mutantes y MOPS.
Las composiciones ilustrativas adicionales de reactivos comprenden enzimas PQQ-GDH, incluyendo enzimas PQQ-
GDH mutantes, MOPS y uno o mas mediadores o precuresores de mediadores, tales como una o mas
nitrosoanilinas, y similares. Las composiciones ilustrativas adicionales de reactivos comprenden enzimas PQQ-GDH,
incluyendo enzimas PQQ-GDH mutantes, MOPS y uno o mas reactivos formadores de pelicula, tales como uno o
mas copolimeros de acetato de polivinilo-propionato, dispersiones de propionato de polivinilo, polivinilpirrolidonas y
similares. Las composiciones ilustrativas adicionales de reactivos comprenden enzimas PQQ-GDH, incluyendo
enzimas PQQ-GDH mutantes, MOPS, y uno o mas agentes modificadores de la viscosidad, tales como uno o mas
derivados semisintéticos de celulosa, tales como hidroxietilecelulosa y similares. Las composiciones ilustrativas
adicionales de reactivos comprenden enzimas PQQ-GDH, incluyendo enzimas PQQ-GDH mutantes, MOPS, y uno o
mas reactivos formadores de pelicula, tales como uno o mas copolimeros de acetato de polivinilo-propionato,
dispersiones de propionato de polivinilo, polivinilpirrolidonas y similares, y uno o mas agentes modificadores de la
viscosidad, tales como uno o méas derivados semisintéticos de celulosa, tales como hidroxietilcelulosa y similares.
Los anteriormente indicados son ilustrativos de las combinaciones indicadas en la presente memoria.

Debe entenderse que uno o mas de los aditivos especificos indicados en la presente memoria puede mostrar
propiedades adicionales y en consecuencia puede clasificarse en una o mas de las clases indicadas en la presente
memoria.

Los reactivos indicados en la presente memoria se preparan y se incorporan en cualquiera de entre una amplia
diversidad de sensores electroquimicos, tales como tiras de ensayo, utilizando métodos convencionales, incluyendo,
tal como se indica en la solicitud publicada de patente US n°® 2005/0016844.

En otra realizacion, se describen sensores electroquimicos para detectar y/o medir la glucosa en una muestra. Entre
los sensores electroquimicos se incluye una composicion de reactivo indicada en la presente memoria.

Los componentes ilustrativos adicionales que estan opcionalmente incluidos en las composiciones de reactivo
indicadas en la presente memoria se describen en la patente US n°® 5.122.244.

En otra realizacion, las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria se encuentran incluidas en un
sensor electroquimico. Los sensores electroquimicos ilustrativos presentan la forma de tiras de ensayo desechables,
tales como las tiras de ensayo indicadas en las patentes US n® 7.276.146 y n° 7.276.147, y en las solicitudes
publicadas de patente US n° 2005/0016844, n°® 2005/0013731 y n° 2005/0019212.

En otra realizacion, las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria se encuentran incluidas en un
sensor electroquimico. Entre los sensores electroquimicos ilustrativos se incluyen una camara receptora de
muestras para una muestra liquida y una composicion de reactivo indicada en la presente memoria para producir
una sefal electroquimica en presencia de glucosa. En una variacién, el sensor comprende una tira de ensayo
desechable, tal como una tira de ensayo que presenta una construccion laminar que proporciona una abertura en el
borde que comunica con la camara receptora de muestras. El reactivo se dispone dentro de la camara receptora de
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muestras en posicion para proporcionar la sefal electroquimica a un electrodo de trabajo también posicionado
dentro de la camara.

En otra realizacion, las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria estan incluidas en un sensor
que se utiliza en combinacién con un medidor para detectar y/o medir la glucosa en el liquido de muestra. En un
aspecto, el medidor incluye una conexién con los electrodos del sensor y circuitos para evaluar la sefal
electroquimica correspondiente a la presencia y/o concentracién de la glucosa. En variaciones opcionales, el
medidor puede incluir ademas medios para determinar que el liquido de muestra ha sido recibido por el sensor y/o
que la cantidad de liquido de muestra es suficiente para el ensayo. En otro aspecto, el medidor puede almacenar y
mostrar los resultados del andlisis, o alternativamente puede proporcionar los datos a un dispositivo separado.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "sensor electroquimico” se refiere de manera general a un
dispositivo configurado para detectar la presencia y/o medir la concentracion de un analito mediante las reacciones
electroquimicas de oxidacion y reduccion dentro del sensor. Dichas reacciones se transducen en una sefal eléctrica
que puede correlacionarse con la presencia y/o una cantidad o concentracion del analito.

El sensor electroquimico puede presentar la forma de una tira de ensayo. La tira de ensayo incluye un sistema de
electrodos que comprende un grupo de electrodos de medicion, por ejemplo por lo menos un electrodo de trabajo y
un contraelectrodo, dentro de una camara receptora de muestras. La camara receptora de muestras esta
configurada de manera que el liquido de muestra que entra en la camara se ponga en contacto electrolitico tanto con
el electrodo de trabajo como con el contraelectrodo. Lo anterior permite que fluja una corriente eléctrica entre los
electrodos medidores, realizando la electrooxidacion o electrorreduccion del analito.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un "electrodo de trabajo" es generalmente un electrodo en el que el
analito se electrooxida o electrorreduce con o sin la intervencion de un mediador redox. El término "contraelectrodo”
se refiere de manera general a un electrodo que se empareja con el electrodo de trabajo y a través del cual pasa
una corriente electroquimica igual en magnitud y de signo contrario a la corriente que pasa a través del electrodo de
trabajo. El término "contraelectrodo" pretende incluir de manera general contraelectrodos que también funcionan
como electrodos de referencia (es decir, contraelectrodos/electrodos de referencia).

El electrodo de trabajo y contraelectrodo, y las partes restantes del sistema de electrodos pueden formarse a partir
de una diversidad de materiales, tal como es conocido de la técnica. Los electrodos deberian presentar una
resistencia eléctrica relativamente baja y deberian ser electroquimicamente inertes en el intervalo operativo de la tira
de ensayo. Entre los conductores adecuados para el electrodo de trabajo se incluyen oro, paladio, platino, carbono,
titanio, didxido de rutenio y 6xido de indio-estafio, e iridio, asi como otros. El contraelectrodo puede prepararse de
los mismos materiales o de materiales diferentes, por ejemplo plata/cloruro de plata. En una realizacion ilustrativa, el
electrodo de trabajo y contraelectrodo son ambos electrodos de oro.

Los electrodos pueden aplicarse al sustrato base de cualquier manera que rinda electrodos de conductividad e
integridad adecuadas. Los procedimientos ejemplares son bien conocidos de la técnica y entre ellos se incluyen, por
ejemplo, la pulverizacién, la impresion, etc. En una realizacion ilustrativa, se proporcionan electrodos de oro
mediante recubrimiento del sustrato base seguido de la eliminacion selectiva de partes del recubrimiento para rendir
el sistema de electrodos. Un método de eliminacion ilustrativo es la ablacién Iaser, incluyendo la ablacién laser de
campo ancho, tal como se da a conocer en la patente US n°® 7.073.246, titulada "Method of Making a Biosensor"
[Método de fabricacion de un biosensor].

El sistema de electrodos puede presentar una diversidad de configuraciones adecuadas al funcionamiento de la tira
de ensayo y el medidor. Para cualquier realizacion, el electrodo de trabajo y el contraelectrodo pueden posicionarse
y dimensionarse para minimizar el volumen de liquido de muestra requerido para cubrirlos. También resulta
preferible que los electrodos se configuren para mantener un flujo de corriente de suficiente magnitud para que
resulte medible utilizando un medidor manual relativamente econémico.

A titulo de ejemplo adicional, una realizacion ilustrativa incluye un contraelectrodo que se extiende en torno a ambos
lados del electrodo de trabajo. Por lo tanto, el contraelectrodo presenta dos elementos, uno delante del electrodo de
trabajo y el otro, detrds del electrodo de trabajo, ya que el liquido de muestra entra en la cdmara receptora de
muestras. Mas concretamente, el contraelectrodo incluye dos elementos que se extienden a través de la camara
receptora de muestras. Cada uno de dichos elementos presenta una anchura de 250 ym. El elemento electrodo de
trabajo presenta una anchura de aproximadamente 250 ym y se encuentra espaciado respecto a cada uno de los
dos elementos contraelectrodos por aproximadamente 255 ym. Se apreciara que ésta es solo una de varias
configuraciones para los electrodos de medicion.

En otra realizacion, el sensor electroquimico incluye trazos y contactos como parte del sistema de electrodos. Los
trazos y las placas de contacto pueden proporcionarse de diversas maneras consistentes con su funcién deseada
respecto a la tira de ensayo. Dichos componentes del sistema de electrodos pueden estar compuestos del mismo
material que los electrodos y pueden aplicarse en el sustrato base de la misma manera y simultaneamente a la
aplicacion de los electrodos. En una realizacion ilustrativa, los trazos y placas de contacto son de oro y se forman
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mediante ablacién laser, particularmente tal como se indica en la patente US n° 7.073.246. Sin embargo, pueden
utilizarse materiales y métodos de aplicacion alternativos.

En otra realizacion, las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria se encuentran incluidas en una
tira de ensayo. En un aspecto, la tira de ensayo incluye varios componentes basicos, incluyendo, aunque sin
limitacion, un cuerpo pequefio que define una camara en la que se recibe el liquido de muestra para el ensayo. La
camara receptora de muestra puede rellenarse con el liquido de muestra por medios adecuados, tales como
mediante accion capilar, aunque también opcionalmente de manera asistida por presion o vacio. En otro aspecto, la
camara receptora de muestras incluye electrodos y una composiciéon de reactivo indicada en la presente memoria
adecuada para producir una sefial electroquimica indicativa de glucosa en el liquido de muestra.

La tira de ensayo incluye un reactivo quimico dentro de la camara receptora de muestras para la reaccion con el
analito de ensayo para producir la sefal electroquimica que representa la presencia del analito en el liquido de
muestra. La composicion de reactivo puede incluir una diversidad de componentes activos seleccionados para
determinar la presencia y/o la concentracién de diversos analitos. Por lo tanto, la quimica del ensayo se selecciona
con respecto al analito que debe evaluarse. Tal como es bien conocido de la técnica, existen numerosas reacciones
disponibles para la utilizacion con cada uno de los diversos analitos. Por ejemplo, en una realizacion preferente, la
tira de ensayo de la presente invencidén puede incluir uno o mas enzimas, coenzimas y cofactores, que pueden
seleccionarse para determinar la presencia de glucosa en la sangre. Por lo tanto, la seleccidon de una reaccién
apropiada se encuentra perfectamente dentro de los conocimientos del experto en la materia, y no se requiere una
descripcién adicional en la presente memoria que permita la preparacion y utilizacion de las tiras de ensayo con
diversos analitos.

En otra realizacién, la tira de ensayo es un dispositivo relativamente pequefio que se dimensiona para ser compacto
y facil de almacenar y utilizar. A titulo ilustrativo, la longitud de la tira presenta una longitud comprendida en el
intervalo de entre aproximadamente 20 y aproximadamente 50 mm y una anchura de entre aproximadamente 5 y
aproximadamente 15 mm, o de entre aproximadamente 7 y aproximadamente 9 mm. En otro aspecto, la tira de
ensayo incluye una ranura o abertura de ventilacion con el borde del medidor, que puede dimensionarse para
proporcionar un area de asidero en el que no se encuentre presente liquido de muestra y/o para reducir o prevenir la
presencia de contaminacién con sangre del area de contacto del medidor. Las dimensiones ilustrativas de la ranura
o abertura de ventilacion puede encontrarse comprendida en el intervalo de entre aproximadamente 5 y
aproximadamente 35 mm, o de por lo menos aproximadamente 13 mm. La longitud total de la parte de tira de
ensayo es, a titulo ilustrativo, de aproximadamente 6,0 mm o inferior, a lo largo del eje largo de la tira de ensayo.

En otro aspecto, la tira de ensayo es de construccion laminar y es relativamente delgada. A titulo ilustrativo, el grosor
total de la tira de ensayo puede ser de entre aproximadamente 500 y aproximadamente 525 mm. En otro aspecto, el
grosor de la parte de tira de ensayo que se inserta en el contacto del medidor es inferior al grosor total, tal como de
aproximadamente 250 mm.

En ofra realizacioén, la capa de reactivo presenta un grosor de entre aproximadamente 1 y 20 micrometros. En otra
realizacion, la capa de reactivo presenta un grosor de entre aproximadamente 2 y 6 micrometros. En otra realizacion,
la camara presenta una altura de entre aproximadamente 50 um y aproximadamente 200 um. En otra realizacion, la
camara presenta una altura de entre aproximadamente 120 ym y aproximadamente 180 um. En otra realizacion, la
camara presenta un volumen inferior a 1,0 pl. En otra realizacion, la camara presenta un volumen inferior a 0,5 ul. En
otra realizacién, la camara presenta un volumen de entre aproximadamente 0,15 pl y aproximadamente 1,4 yl. En
otra realizacién, la camara presenta un volumen de entre aproximadamente 0,4 pl y aproximadamente 0,7 pl.

En ofra realizacién, la tira de ensayo incluye un sustrato base que comprende un material de aislamiento que
soporta el sistema de electrodos y otros componentes. Entre los sustratos base ilustrativos se incluyen plasticos
tales como polimeros de vinilo, poliimidas, poliésteres y estirenos que pueden proporcionar propiedades eléctricas y
estructurales deseables. Entre los sustratos base ilustrativos se incluyen plasticos tales como un material polimérico
flexible, incluyendo, aunque sin limitacidn, el poliéster, tal como materiales de poliéster de alta temperatura, naftalato
de polietileno (PEN) y poliimida, o mezclas de dos o mas de los anteriormente indicados. Se encuentran disponibles
comercialmente poliimidas adecuados por ejemplo bajo el nombre comercial Kapton, Melinex 329, de E.l. duPont de
Nemours and Company, de Wilmington, Del. (duPont), y similares.

La composicion de reactivo puede depositarse sobre la superficie de la tira de ensayo utilizando una diversidad de
métodos de recubrimiento convencionales, incluyendo las técnicas de recubrimiento por cortina, el recubrimiento de
fundido en caliente, el recubrimiento de pantalla giratoria, cuchilla 'Doctor Blade' o recubrimiento por cuchilla al aire,
recubrimiento con barra de Meyer y recubrimiento de rodillo inverso.A titulo ilustrativo, la composicién de reactivo se
aplica a la malla mediante un procedimiento de recubrimiento con boquilla ranurada. La composicidon de reactivo
puede depositarse sobre la malla flexible en forma de una composicion himeda de un grosor de entre
aproximadamente 40 upm y aproximadamente 100 pm. Alternativamente, la composicion de reactivo puede
depositarse en forma de una composicion humeda de un grosor de entre aproximadamente 60 um vy
aproximadamente 80 ym. La composicion puede aplicarse en forma de una capa uniformemente delgada de un
reactivo directamente sobre los electrodos de medicion y a lo largo de una longitud de una malla de multiples tiras de
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ensayo, en forma de una banda estrecha continua. En otra realizacion, la banda estrecha presenta una anchura de
entre aproximadamente 7 mm y 8 mm y un grosor en seco de entre aproximadamente 3 ym y aproximadamente 20
um. La composiciéon puede aplicarse ademas sobre otros electrodos que pueden residir en la camara receptora de
muestras, dependiendo de la funcionalidad deseada de dichos electrodos externos. En otra realizacion, se fabricaron
tiras de ensayo utilizando un procedimiento rodillo a rodillo.

En otra realizacién, se describen tiras de ensayo que presentan una camara receptora de muestras pequena de
menos de 1 microlitro o de menos de 0,5 microlitros. La camara receptora de muestras incluye una capa de reactivos
uniforme que evita efectos de borde y de menisco no deseables.

En otra realizacion, se describen tiras de ensayo que presentan extremos de insercion de medidor y de receptor de
muestras, primer y segundos lados, y un eje longitudinal central que se encuentra orientado de manera
sustancialmente paralela a los dos lados. En otra realizacion, la tira de ensayo define una direccién de baja desde el
extremo receptor de muestras hasta el extremo de insercion de medidor. En otra realizacion, la tira de ensayo
incluye un sustrato base que presenta un electrodo formado sobre el mismo. Una capa espaciadora se encuentra
sobre el sustrato base y presenta un hueco o cavidad que define por lo menos parcialmente la camara receptora de
muestras. En otra realizacion, la capa de reactivos se encuentra dispuesta en la camara receptora de muestras y
cubre una parte del sustrato base y el electrodo. En otra realizacién, la capa de reactivos se encuentra interpuesta
entre la capa espaciadora y el sustrato base y se extiende hasta el primer y segundo lados del sustrato base y se
extiende ademas hasta el extremo receptor de muestras de la tira de ensayo.

En otra realizacion, la camara receptora de muestras define un canal alineado con el eje longitudinal y presenta una
abertura receptora de muestras dispuesta en el extremo receptor de muestras. En otra realizacion, la capa de
reactivos se extiende a la abertura receptora de muestras. Se aprecia que esta disposicion puede garantizar que una
capa de reactivos uniforme y lisa recubre la mayor parte o la totalidad del suelo de la camara receptora de muestras,
evitando de esta manera discontinuidades del borde, efectos de menisco y otras heterogeneidades en la capa de
reactivos.

En otra realizacion, la tira de ensayo incluye una capa de cubierta sobre la capa espaciadora. A titulo ilustrativo, la
capa de cubierta incluye una abertura de ventilacion que comunica con la camara receptora de muestras,
permitiendo de esta manera la salida de aire de la camara a medida que entra liquido en la misma. En otra
realizacién, la capa de reactivos se extiende en direccion hacia abajo hasta la abertura de ventilacién, incluso
ligeramente después de ella. Se apreciara que el liquido de muestra entra en la camara receptora de muestras por
accion capilar, forma una capa uniforme y delgada de reactivos hasta que se detiene en la abertura de ventilacion,
que se proporciona en forma de ranura siendo un lado de la misma hidrofébico, deteniendo eficazmente de esta
manera el movimiento de la muestra mas alla de la misma.

En otra realizacién, los electrodos sobre el sustrato base incluyen un electrodo de trabajo y un contraelectrodo,
ambos cubiertos con la capa de reactivos. A titulo ilustrativo, la capa de reactivos se extiende en direccién de flujo
mas alla de los electrodos.

En otra realizacion, la capa de reactivos define primer y segundo bordes laterales de la capa de reactivos que se
alinean sustancialmente con el primer y segundo lados de la tira de ensayo. A titulo ilustrativo, la capa de reactivos
forma ademas un borde terminal de la capa de reactivos que esta alineada con el extremo receptor de muestras de
la tira de ensayo. En otra realizacién, los bordes de la capa de reactivos se forman como parte del procedimiento de
troquelado que forma las tiras de ensayo individuales a partir de una malla de mayor tamafo, proporcionando un
borde liso y uniforme que evita efectos de borde no deseables.

En otra realizacion, la tira de ensayo incluye una capa adhesiva interpuesta entre la capa espaciadora y el sustrato
base. A titulo ilustrativo, se forma la capa adhesiva con un perfil del borde que esta alineado con el borde periférico
de la camara receptora de muestras. En otra realizacion, el adhesivo forma un sello en torno a la periferia de la
camara receptora de muestras, evitando de esta manera que el liquido de muestra se disperse lateralmente fuera de
la camara y se extienda bajo la capa espaciadora.

En otra realizaciéon, la capa de reactivos no soélo puede hacerse muy delgada sino también mostrar una
homogeneidad elevada en toda la malla del &rea de reaccion. A titulo ilustrativo, la capa de reactivos en el area de
ensayo o camara receptora de muestras es plana y de grosor uniforme. Debe entenderse que pueden producirse
variaciones del grosor en la tira recubierta, aunque se encuentran limitadas a titulo ilustrativo a los bordes externos
de 0,2 cm (o0 menos) de la tira.

En otra realizacion, la tira de ensayo incluye una capa de cubierta que presenta una ranura. A titulo ilustrativo, la
ranura divide la capa de cubierta en dos partes y proporciona una abertura de ventilacién que permita la salida de
aire de la cavidad o camara receptora de muestras formada en la tira de ensayo a medida que entra liquido. En otra
realizacion, la capa de cubierta es transparente, de manera que el usuario pueda ver a su través y la ranura sirve
ademas como linea de llenado. De esta manera, el usuario puede observar cémo entra el liquido de muestra en la
tira de ensayo, progresa por la cavidad capilar y después se detiene en la ranura o linea de llenado. Lo anterior
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proporciona una confirmacion positiva para el usuario de que el tamafo de muestra es suficiente y que la tira de
ensayo se ha llenado correctamente.

En otra realizacién, la tira de ensayo incluye un camara receptora de muestras que presenta una parte acampanada
que termina en una abertura receptora de muestras. A titulo ilustrativo, la parte acampanada proporciona un
reservorio del que puede llevarse liquido de muestra hasta el interior del capilar o camara receptora de muestras,
que ayuda al usuario a introducir la muestra en el dispositivo de ensayo y reduce las pausas en la dosificacion. En
otras realizaciones, la capa hidrofilica de reactivos se extiende hasta el extremo de dosificacién o lado de la tira de
ensayo y estimula ademas la dispersion de la muestra hasta el interior de la camara receptora de muestras y reduce
adicionalmente de esta manera las pausas en la dosificacion.

Las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria pueden aplicarse a titulo ilustrativo en la superficie
de la tira de ensayo utilizando un procedimiento descrito en la patente US n°® 7.749.437.

En otra realizacion, las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria pueden incluirse dentro o sobre
un sensor electroquimico para la deteccion y/o la medicion de la glucosa en una muestra. A titulo ilustrativo, la
muestra puede ser una muestra acuosa, una muestra de sangre y similares. A titulo ilustrativo, el sensor
electroquimico incluye un electrodo, tal como, aunque sin limitacion, un electrodo descrito en las patentes US n°
6.662.439 y n° 7.073.246.

En otra realizacion, las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria pueden incluirse dentro o
sobre, o utilizarse conjuntamente con un dispositivo para la deteccién y/o la medicién de la glucosa en una muestra.
A titulo ilustrativo, la muestra puede ser una muestra acuosa, una muestra de sangre y similares. A titulo ilustrativo,
el dispositivo puede incluir algoritmos y métodos para el procesamiento de una sefal generada directamente o
indirectamente por la composicién de reactivo, tales como, aunque sin limitacion, los métodos y algoritmos descritos
en las patentes US n° 6.645.368, n° 7.407.811, n° 7.488.601, n° 7.452.457, n° 7.597.793, n° 7.494.816 y n°
7.569.126.

En otra realizacion, se describen métodos para detectar y/o medir la glucosa en una muestra. Los métodos incluyen
la etapa de poner en contacto una muestra que contiene glucosa con una composicion de reactivo descrita en la
presente memoria. Debe entenderse que la composicion de reactivo puede configurarse en cualquiera de entre una
diversidad de formatos, incluyendo los formatos indicados en la presente memoria, tales como una composicion de
reactivo seca sobre una tira de ensayo. En ofra realizacion, las composiciones de reactivo indicadas en la presente
memoria se incluyen en un sistema que resulta Util para evaluar la glucosa en un liquido de muestra. El sistema
incluye dispositivos y métodos para evaluar el liquido de muestra para la glucosa. Tal como se indica en mayor
detalle posteriormente, la evaluacion puede ir desde la deteccidon de la presencia de la glucosa hasta la
determinacion de la concentracién de la misma. En otra realizacidn, la muestra es un liquido biolégico, tal como
sangre o liquido intersticial.

En referencia a la muestra de ensayo, a titulo ilustrativo la mayoria de la camara es hueca antes de ser utilizada. En
la camara para muestras, de tamafio muy pequefio, de las tiras de ensayo descritas en la presente memoria, la capa
de reactivos es, a titulo ilustrativo, delgada y uniforme. Debido a que la camara receptora de muestras es muy
pequefa, de capacidad inferior a aproximadamente 1 pl, la profundidad o altura vertical de la camara también es
muy pequefa. En consecuencia, la capa de reactivos puede no ocupar la mayor parte de la cavidad interna de la
camara. La capa de reactivos puede ser suficientemente delgada para dejar un espacio amplio para la muestra de
ensayo en la camara. Ademas, la muestra de ensayo liquida hidratara o disolvera la capa delgada de reactivos mas
rapidamente. A titulo ilustrativo, el mediador, o precursor de mediador, y los productos redox del mediador se
difunden a través de la capa/gradiente de reactivos y en el interior de la misma hasta los electrodos. Los
componentes reactivos e intermediarios presentaran una distancia corta de difusion a través de una capa delgada de
reactivos; por lo tanto, la difusion hasta los electrodos se producira en menos tiempo. Ademas, la eficiencia de
captura de los productos redox mediadores en un electrodo sera mayor para una capa delgada de enzima que para
una capa gruesa. A la inversa, una capa de reactivos gruesa requerira mas tiempo para que la muestra de ensayo
liquida se hidrate o se disuelva, y una capa de reactivos gruesa incrementara el tiempo que se requiere para que el
mediador/productos redox mediadores alcancen los electrodos. Este tiempo incrementado debe de retrasar el
tiempo de determinacion de la concentracion del analito e introducira errores en la determinacion.

Se aprecia en la presente memoria que las heterogeneidades de grosor pueden conducir a variabilidad en la
determinacion de la concentracion del analito. En otra realizacion, la capa de reactivos presenta un grosor uniforme
en toda la camara receptora de muestras. A titulo ilustrativo, la capa de reactivos no es mas gruesa en el perimetro
de la camara receptora de muestras contiguo a las paredes laterales verticales que definen la camara que en la
parte central de la camara. En consecuencia, la capa de reactivos no muestra un perfil de menisco.

En otra realizacion, la composicién de reactivo se formula como solucién viscosa que puede depositarse como una

capa uniforme delgada sobre la capa base. A titulo ilustrativo, la composicién de reactivo incluye espesantes y

agentes tixotropicos que potencian las propiedades fisicas de la capa de reactivos. Los espesantes se seleccionan

para proporcionar una matriz liquida espesa que presenta los componentes restantes dispersados homogéneamente
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en la misma. Los agentes espesantes y tixotrépicos inhiben ademas que el material liquido o semipastoso se deslice
0 se extienda sobre la superficie de la capa base después de depositarlo y antes de que se seque. Tras depositar la
composicion de reactivo, se seca rapidamente hasta formar una matriz facilmente hidratable.

La composicion de reactivo ventajosamente se seca con rapidez secando al aire o por calor. Tras el secado, la capa
de reactivos depositada a titulo ilustrativo muestra un grosor de entre aproximadamente 1 micrometro y
aproximadamente 20 micrémetros. En otra realizacion, la capa de reactivos seca muestra un grosor de entre
aproximadamente 2 micrémetros y aproximadamente 6 micrometros.

Ejemplos

Preparacion de composiciones de reactivo. Los componentes de la composicion de reactivo a titulo ilustrativo se
mezclaron con agua, proporcionando una suspension viscosa homogénea. El orden de adicién no es esencial. Se
afadié una cantidad suficiente de la solucién tampoén para mantener la composicién de reactivo al pH deseado, tal
como un pH de aproximadamente 7. A titulo ilustrativo, los componentes seleccionados se premezclaron con agua,
proporcionando una diversidad de soluciones madre que podian combinarse para rendir la composicion de reactivo
final. Por ejemplo, puede prepararse una solucion tampon mediante la combinacion de las sales fosfato v,
opcionalmente, el succinato sodico. Entre otras soluciones madre se incluyen: agentes espesantes, es decir KeltrolF
y carboximetilcelulosa; surfactantes, es decir Geropon T77 y Mega 8; el enzima y el coenzima o cofactor, y el
mediador.

En referencia a la fig. 1, se muestra el rendimiento cinético del enzima PQQ-GDH utilizado en el reactivo en el caso
de que los tampones sean PIPES, B-glicerofosfato y fosfato. Las tiras de ensayo fabricadas utilizando las
composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria recibieron una solucién acuosa de control que contenia
aproximadamente 500 mg/dl de glucosa. Se aplicé un potencial de 450 mV a los electrodos de la tira. Tal como se
muestra en la fig. 1, se realizdé un seguimiento durante el tiempo de la respuesta de DC. En particular, se registro
para cada tira de ensayo el tiempo requerido para que la respuesta alcanzase el maximo. El tiempo requerido para
que la respuesta de DC alcanzase el maximo es indicativo de la cinética de la reaccién enzimatica de la glucosa. En
el caso de que el tiempo requerido para que la respuesta de DC alcance su maximo sea corto, la cinética puede
describirse como rapida. A la inversa, en el caso de que el tiempo requerido para que la respuesta de DC alcance su
maximo sea largo, la cinética puede describirse como lenta. Tal como puede observarse en la fig. 1, en referencia
especificamente al trazo A, la tira de ensayo con un reactivo a base de PIPES alcanzé el maximo del pico de DC
aproximadamente tras 2.300 ms. En referencia a los trazos B y C, las tiras de ensayo con un reactivo a base de
tampon de fosfato o un tampdén de B-glicerofosfato alcanzan los maximos de pico de DC aproximadamente tras
4.000 ms.

Se llevaron a cabo estudios acelerados de estabilidad para evaluar la diferencia de estabilidad entre un enzima
PQQ-GDH en combinacion con un tampdn PIPES ejemplar y un enzima PQQ-GDH en combinacion con un tampén
fosfato comparativo. Se almacenaron durante cuatro semanas tiras de ensayo fabricadas con las composiciones de
reactivo ejemplares y comparativas, una se almacend a 4°C y la otra, a 45°C. A continuacion las tiras se sometieron
a ensayo utilizando soluciones de linealidad con niveles diana de glucosa de 45 mg/dl (LIN 2), 307 mg/dl (LIN 4) y
559 mg/dl (LIN 6). Se determind la respuesta media de DC de las tiras mantenidas a 45°C para cada nivel de
glucosa y esta respuesta seguidamente se compard con la respuesta de DC de las tiras mantenidas a 4°C. Los
resultados de estos ensayos se muestran en la Tabla 1, posteriormente. Las tiras de ensayo que contenian un
reactivo, incluyendo un tampoén PIPES, mostraban una estabilidad incrementada en comparaciéon con tanto el
reactivo que incluia el tampon B-glicerofosfato como el reactivo que incluia el tampén fosfato. Concretamente, para
niveles de glucosa bajos (45 mg/dl, LIN 2), la diferencia de sesgo entre las tiras almacenadas a 4°C y las tiras
almacenadas a 45°C era 12% mas baja que las tiras con el reactivo con tampén B-glicerofosfato y 18% mas baja que
las tiras con el reactivo con tampdn fosfato. Para niveles de glucosa intermedios (307 mg/dl, LIN 4), la diferencia de
sesgo entre las tiras almacenadas a 4°C y las tiras almacenadas a 45°C era 8% mas baja que las tiras con el
reactivo con tampon B-glicerofosfato y 23% mas baja que las tiras con el reactivo con tampén fosfato. Para niveles
de glucosa elevados (559 mg/dl, LIN 6), la diferencia de sesgo entre las tiras almacenadas a 4°C y las tiras
almacenadas a 45°C era 7% mas baja que las tiras con el reactivo con tampén B-glicerofosfato y 21% mas baja que
las tiras con el reactivo con tampén fosfato. Estos datos indican que el tampon PIPES ayuda a estabilizar el enzima,
permitiendo que sea menos susceptible a la degradacién durante periodos prolongados de tiempo a temperaturas
altas.

Tabla 1. Respuesta de estabilidad de tiras de enzima PQQ-GDH que contienen diversos tampones

Tampén Glucosa diana Temperatura Punto temporal % de sesgo medio
(mg/dl) (semanas) a 4°C
45 45°C 4 -3,39
PIPES 307 45°C 4 -10,81
559 45°C 4 -9,74
Fosfato 45 45°C 4 -21,47
307 45°C 4 -33,53
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559 45°C 4 -30,83
45 45°C 4 -15,72
B-glicerofosfato 307 45°C 4 -18,64
559 45°C 4 -16,26

Sin respaldo tedrico, se cree en la presente memoria que la respuesta de DC influye directamente en el rendimiento
de la tira, en la que los sesgos mas pequefos son indicativos de tiras de ensayo mas precisas y exactas. La Tabla 1
muestra que el sesgo de DC que resultaba de las tiras de ensayo que presentaban los reactivos comparativos y
ejemplares perturbadas a 45°C durante cuatro semanas en comparacion con la DC de tiras que habian sido
almacenadas a 4°C durante cuatro semanas. Cuanto mas se degrada la respuesta de DC, se observa un sesgo mas
negativo con la respuesta de fondo. EI sesgo negativo en términos de DC habitualmente esta asociado a la
degradacion del enzima. La Tabla 1 muestra que el reactivo que contiene tampén PIPES muestra un sesgo de DC
menos negativo, indicando que el enzima es mas estable al mantenerlo a dicha temperatura elevada durante
periodos de tiempo prolongados en presencia de las composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria.
Los sesgos observados con tampon fosfato y tampdn B-glicerofosfato son mas negativos, indicando que el enzima
es menos estable en dichos tampones. Los valores en la Tabla 1 también pueden expresarse como diferencia de
sesgos (12%, 8% y 6,5%) correspondiente a las mejoras de sesgo que proporcionan los tampones zwiterionicos,
tales como PIPES, respecto al B-glicerofosfato. Por ejemplo, con 45 mg/dl de glucosa, el sesgo de DC con PIPES es
de -3,39%, mientras que el sesgo es de -15,72% con B-glicerofosfato. Lo anterior es una diferencia de ~12%. A 307
mg/dl, el sesgo era de -10,81% vs. -18,64%, para una diferencia de ~8%, etc. Se observaron mejoras de
rendimiento similares en tiras de ensayo que contenian FAD-GDH y tampones zwiteridnicos, tales como PIPES, en
comparacién con tampones no zwiterionicos.

La Tabla 2 muestra datos anélogos los recogidos e indicados en la Tabla 1, excepto en que se comparan tiras de
ensayo que incluian el tampén MOPS con tiras de ensayo que incluian tampones de B-glicerofosfato (B-GPO4) a
dos valores de pH diferentes. Las observadas realizadas en la presente memoria con respecto a la estabilidad del
enzima incluido en la tira de ensayo con el tampon PIPES son cualitativamente iguales a las observadas para las
tiras de ensayo que incluian el tampén MOPS. Dicha observacién indica que el enzima es mas estable en las tiras
de ensayo que incluyen un tampén MOPS. Para evaluar el impacto de los diferentes valores de pH del tampon -
glicerofosfato convencional y el tampén MOPS, se prepard un grupo de tiras de ensayo con un tampén [3-
glicerofosfato a pH=7,5 y se sometid6 a ensayo concurrentemente con el tampon MOPS y un tampén de (-
glicerofosfato, a pH=7,0.

Tabla 2. Respuesta de estabilidad de tiras de enzima PQQ-GDH que contienen diversos tampones

Tampén Glucosa diana Temperatura Punto temporal % de sesgo medio a
(mg/dl) (semanas) 4°C
45 45°C 4 -11,01
pH=7,0 B-GP04 307 45°C 4 -13,75
559 45°C 4 -14,16
45 45°C 4 -9,46
H=7,5B- o
P GPOa 307 45°C 4 -13,95
559 45°C 4 -14,36
45 45°C 4 3,26
pH =7,5 MOPS 307 45°C 4 -2,81
559 45°C 4 -3,15

En referencia a la fig. 2, los trazos A y B muestran el rendimiento cinético de dos reactivos ejemplares que utilizan el
enzima FAD-GDH en una tira de ensayo con composiciones de reactivo indicadas en la presente memoria. La fig. 2
muestra las curvas cinéticas de la respuesta de DC (uA) frente al tiempo (ms) para dos sensores equivalentes
basados en FAD-GDH utilizando reactivos que incluian un tampoén PIPES (A) y un tampén fosfato (B). De manera
similar, la fig. 3 muestra las curvas cinéticas de la respuesta de DC (pA) frente al tiempo (ms) para tres sensores
equivalentes utilizando reactivos que incluian (A) un tampén MOPS a un pH de 7,5, (B) un tampdén de -
glicerofosfato a un pH de 7,5 y (C) un tampdn de B-glicerofosfato a un pH de 7,0. Tal como se indica en la presente
memoria en la fig. 1 con respecto al enzima PQQ-GDH, las tiras utilizadas para generar las figs. 2 y 3 recibieron una
solucién de control que contenia aproximadamente 500 mg/dl de glucosa y se realizd un seguimiento de la corriente
de DC durante el tiempo. Para las tiras con tampon PIPES, la corriente de DC alcanzé un valor maximo a los 1,43
segundos, en comparacion 1,72 segundos las tiras con fosfato como tampoén, tal como se muestra en la fig. 2. La
reduccion de tiempo hasta la corriente méxima indica que la reaccion del enzima con la glucosa se incrementa y/o se
conserva utilizando tampones zwiteridnicos tales como el tampén PIPES y/o el tampdn MOPS, tal como se muestra
en la fig. 3.

En referencia a la fig. 4, se muestran las curvas cinéticas de respuesta a la glucosa de las tiras de ensayo con
enzima FAD-GDH comparando las tiras que incluian tampén PIPES y tampoén fosfato. Concretamente la fig. 4
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muestra las curvas cinéticas para la respuesta de DC (pA) frente al tiempo (ms) para diez sensores de otro modo
equivalentes basados en FAD-GDH utilizando reactivos que incluian un tampén PIPES operando a 42°C (A1), un
tampodn de fosfato operando a 42°C (A2), un tampdn PIPES operando a 30°C (B1), un tampén fosfato operando a
30°C (B2), un tampén PIPES operando a 24°C (C1), un tampon de fosfato operando a 24°C (C2), un tampoén PIPES
operando a 12°C (D1), un tampon de fosfato operando a 12°C (D2), un tampoén PIPES operando a 6°C (E1) y un
tampon de fosfato operando a 6°C (E2), mostrando una respuesta de ~500 mg/dl de glucosa en una muestra
acuosa. Las tiras que incluian un tampoén PIPES mostraban una cinética de reaccién incrementada a temperatura
baja y alta en comparacion con las tiras con tampén de fosfato. El incremento de la cinética de reaccion se observo
utilizando tanto una soluciéon acuosa de control con una concentracion de glucosa de aproximadamente 500 mg/dl
(fig. 4) como una solucion de control de sangre humana estabilizada con una concentracion de glucosa de
aproximadamente 200 mg/dl (fig. 5). Sin respaldo tedrico se cree en la presente memoria que al permitir que la
respuesta de DC se estabilice mas rapidamente a temperaturas bajas, se incrementa la precisién y el rango de
temperaturas de las tiras de ensayo que incluyen un reactivo que incluye un tampon zwiterionico, tal como tampdn
PIPES, y FAD-GDH.

En referencia a la fig. 5, se muestran las curvas cinéticas para la respuesta de DC (pA) frente al tiempo (ms) para
seis sensores de otro modo equivalentes basados en FAD-GDH utilizando reactivos que incluian: un tampén PIPES
operando a 24°C (F2), un tampoén PIPES operando a 24°C (G1), un tampodn de fosfato operando a 18°C (G2), un
tampon PIPES operando a 6°C (H1) y un tampén de fosfato operando a 6°C (H2), mostrando una respuesta de ~200
mg/dl de glucosa en una muestra de sangre humana estabilizada. Tal como se muestra en la fig. 4, se observa un
incremento de la cinética de reaccién. Sin respaldo tedrico se cree en la presente memoria que al permitir que la
respuesta de DC se estabilice mas rapidamente a temperaturas bajas, se incrementa la precisién y el rango de
temperaturas de las tiras de ensayo que incluyen un reactivo que incluye un tampén zwiterionico, tal como tampdn
PIPES, y FAD-GDH.

La fig. 6 muestra un histograma del CV de la respuesta de DC de los viales. Se muestra una comparacion de la
precision de las tiras de ensayo que incluian un tampoén zwiteridnico (columnas negras) y un tampoén fosfato
(columnas blancas). Los datos indican que la precision de la respuesta de DC se mejora al utilizar un tampoén PIPES
en comparacion con un tampon de fosfato. Se muestrearon los viales uniformemente en un rodillo recubierto y se
sometieron a ensayo ocho tiras por vial con una solucién de control que contenia aproximadamente 500 mg/dl de
glucosa en una matriz acuosa. El histograma muestra el nimero de viales (frecuencia) en el eje y que presentan un
intervalo coeficiente de variacion dado de la respuesta de DC, mostrado en el eje x. EI CV de la respuesta de DC es
el coeficiente de variaciéon de la respuesta de DC de las ocho tiras de ensayo en un vial. Se prepararon tiras de
ensayo siguiendo los procedimientos descritos en la presente memoria y utilizando procedimientos convencionales,
excepto en que se prepard un grupo de viales con un tampén de fosfato y un grupo de viales se preparé con un
tampon PIPES. Se calculo el CV de la respuesta de DC para cada vial. La mediana de CV de la respuesta de DC de
cada vial para las tiras de ensayo con un tampoén PIPES fue de 1,7%, mientras que las tiras de ensayo con tampdn
fosfato presentaron una mediana de 2,1%. También se redujo la extension de los valores de CV mediante la
utilizacién de tampdn PIES, siendo los valores de CV maximo/CV minimo de 4,2%/0,79% y de 6,3%/0,82% para las
tiras de ensayo con tampén PIPES vy las tiras de ensayo con tampén de fosfato, respectivamente.

La fig. 7 muestra una respuesta de elevada estabilidad de la glucosa de las tiras de FAD-GDH que contenian PIPES
(cuadrados) y tampon fosfato (rombos). Se prepararon tiras de ensayo utilizando un tampén PIPES ejemplar y se
prepararon otras tiras de ensayo utilizando un tampén de fosfato comparativo, ambos utilizando un enzima FAD-
GDH. Brevemente, las tiras de ensayo con tampén PIPES mostraban una mejor estabilidad del enzima a
temperaturas elevadas. Se evalué la estabilidad del enzima de las tiras de ensayo, incluyendo el enzima FAD-GDH,
bajo temperaturas elevadas durante periodos de tiempo prolongados en viales cerrados. Pueden utilizarse
soluciones de control con una concentracion elevada de glucosa con FAD-GDH con el fin de evaluar la estabilidad
del enzima debido a que no se produce inhibicion del enzima por parte de la glucosa a niveles elevados. La
estabilidad del mediador resultaba aceptable bajo dichas condiciones; por lo tanto, se cree que la reduccion de la
respuesta de DC se debe a una reduccion de la actividad enzimatica causada por la degradacion térmica de FAD-
GDH. Se llevo a cabo el seguimiento del sesgo de la respuesta de DC al afiadir a las tiras de ensayo una solucion
de control con elevada concentracion de glucosa a 45°C vs. a 4°C. Las tiras de ensayo preparadas utilizando
tampodn de fosfato pudieron mantener la respuesta de DC con alta concentracion de glucosa al almacenarlas a 45°C
durante hasta 16 semanas; sin embargo, tras 16 semanas a 45°C, la respuesta se redujo significativamente. Las
tiras de ensayo reparadas con tampon zwiteridnico, tal como tampén PIPES, pudieron mantener la respuesta de
dosis elevada de glucosa con pocas reducciones tras el almacenamiento a 45°C durante la duracién del estudio,
indicando que la inclusién de tampdn PIPES estabilizaba el enzima FAD-GDH en la composicién de reactivo.

Aunque en la presente memoria se han dado a conocer realizaciones ilustrativos y ejemplares que incorporan los
principios de la presente invencion, debe entenderse que la invencidon descrita en la presente memoria no se
encuentra limitada a las realizaciones dadas a conocer. Por el contrario, la presente solicitud pretende cubrir dichas
realizaciones adicionales de la invencion que se encuentran comprendidas dentro de la practica conocida o habitual
de la técnica a la que se refiere la presente invencion y que se encuentran comprendidas dentro de los limites segun
las reivindicaciones, o equivalentes de las mismas.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion de reactivo seca que comprende (a) uno o mas enzimas seleccionados de entre el grupo que
consiste de glucosa deshidrogenasas (GDH), glucosa oxidorreductasas, y combinaciones de los mismos, (b) uno o
mas cofactores, coenzimas o una combinacion de los mismos para el enzima o enzimas, (c) uno o mas mediadores,
precursores de mediadores o una combinacion de los mismos, (d) uno o mas tampones zwiterionicos, y (e)
opcionalmente uno o mas adyuvantes.

2. Composicion de reactivo segun la reivindicacion 1, en la que el enzima es una GDH de tipo salvaje o una
GDH mutante.

3. Composicion de reactivo segun la reivindicacion 1 o 2, en la que el enzima es una GDH y el coenzima es un
FAD o una PQQ.

4. Composicion de reactivo segun la reivindicacion 1, 2 o 3, en la que el enzima es una GDH mutante que
muestra insensibilidad a la maltosa y/o que muestra estabilidad térmica.

5. Composicion de reactivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el tampdn zwiteriénico es
PIPES o MOPS.
6. Composicion de reactivo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la composicion

comprende un precursor de mediador, preferentemente en la que el precursor de mediador es una nitrosoanilina.

7. Composicion de reactivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el adyuvante o
adyuvantes se seleccionan de entre el grupo que consiste de tampones adicionales, estabilizadores, agentes de
ajuste de la viscosidad, agentes formadores de pelicula, agentes tixotropicos, dispersantes, surfactantes,
detergentes, agentes de ajuste del pH y combinaciones de los mismos.

8. Composicion de reactivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que por lo menos un
adyuvante es un formador de pelicula, preferentemente en la que el formador de pelicula es un copolimero de
acetato de polivinilo-propionato, dispersiones de propionato de polivinilo o polivinilpirrolidona, o una combinacién de
los mismos.

9. Composicion de reactivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que por lo menos un
adyuvante es un modulador de la viscosidad, preferentemente en la que el modulador de viscosidad es una
hidroximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, metilhidroxietilcelulosa, o0 goma xantano, o una combinacién de los mismos.

10. Composicion de reactivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que por lo menos un
adyuvante es un dispersante, preferentemente el dispersante es un silice.

11. Composicion de reactivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que por lo menos un
adyuvante es un tampon adicional, preferentemente en el que el tampodn adicional es un beta-glicerofosfato.

12. Sensor electroquimico que comprende la composicidn de reactivo segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 11 y un electrodo.

13. Tira de ensayo que comprende una camara, la composicion de reactivo segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, y un electrodo, en el que la composicién de reactivo y el electrodo estan situados en la
camara, preferentemente en la que la camara esta formada de un sustrato basa y una capa de cubierta sobre el
sustrato base, y en el que la camara esta dispuesta entre el sustrato base y la capa de cubierta, y/o preferentemente
en la que la camara incluye una parte acampanada que termina en una abertura receptora de liquido y una parte
alargada que se extiende hacia el interior desde la parte acampanada.

14. Tira de ensayo segun la reivindicacién 13, que comprende ademas una abertura de ventilacion en
comunicacion con la camara, de manera que el aire puede salir de la abertura a medida que entra liquido en la
camara.

15. Tira de ensayo segun la reivindicaciéon 13 o 14, en la que la camara presenta un volumen inferior o igual a
1,0 ml, preferentemente en la que la camara presenta un volumen inferior o igual a 0,5 pl.
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