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DESCRIPCION
Sistema de biosensor que tiene estabilidad y rendimiento de hematocrito potenciados
ANTECEDENTES

Los biosensores proporcionan un analisis de un liquido biolégico, tal como sangre completa, orina, o saliva.
Normalmente, un biosensor analiza una muestra de liquido biolégico para determinar la concentracién de uno o mas
analitos, tales como glucosa, acido Urico, lactato, colesterol, o bilirrubina, en el liquido bioldgico. El analisis es util en
el diagnostico y el tratamiento de anomalias fisiolégicas. Por ejemplo, un individuo diabético puede usar un
biosensor para determinar el nivel de glucosa en sangre completa para ajustes a la dieta y/o medicacion.

Los biosensores se pueden implementar usando dispositivos de mesa, portatiles, y similares. Los dispositivos
portatiles pueden ser de mano. Los biosensores se pueden disefar para analizar uno o mas analitos y pueden usar
diferentes volumenes de liquidos bioldgicos. Algunos biosensores pueden analizar una Unica gota de sangre
completa, tal como de 0,25-15 microlitros (uL) de volumen. Los ejemplos de dispositivos portatiles de medicidn
incluyen los medidores Ascensia Breeze® y Elite® de Bayer Corporation; los biosensores Precision® disponibles de
Abbott en Abbott Park, lllinois; los biosensores Accucheck® disponibles de Roche en Indiandpolis, Indiana; y los
biosensores OneTouch Ulira® disponibles de Lifescan en Milpitas, California. Los ejemplos de dispositivos de
medicién de mesa incluyen el analizador BAS 100B disponible de BAS Instruments en West Lafayette, Indiana; la
estacion de trabajo electroquimica CH Instruments disponible de CH Instruments en Austin, Texas; la estacion de
trabajo electroquimica Cypress disponible de Cypress Systems en Lawrence, Kansas; y el instrumento
electroquimico EG&G disponible de Princeton Research Instruments en Princeton, New Jersey.

Los biosensores normalmente miden una sefial eléctrica para determinar la concentracién de analito en una muestra
de liquido bioldgico. El analito normalmente experimenta una reaccion de oxidacién/reduccion o redox cuando se
aplica una sefial de entrada a la muestra. Se puede afiadir una enzima o especie similar a la muestra para potenciar
la reaccion redox. La sefnal de entrada normalmente es una sefal eléctrica, tal como una corriente o potencial. La
reaccion redox genera una sefial de salida en respuesta a la sefial de entrada. La sefal de salida normalmente es
una senal eléctrica, tal como una corriente o potencial, que se pueden medir y correlacionar con la concentracion de
analito en el liquido bioldgico.

Muchos biosensores tienen un dispositivo de medicion y una tira de sensor. Se introduce una muestra del liquido
biolégico en una camara de muestra en la tira de sensor. La tira de sensor se coloca en el dispositivo de medicion
para el analisis. El dispositivo de medicién tiene normalmente contactos eléctricos que conectan con conductores
eléctricos en la tira de sensor. Los conductores eléctricos normalmente se conectan con electrodos de trabajo,
contraelectrodos, y/u otros electrodos que se extienden dentro de una camara de muestra. El dispositivo de medicién
aplica la senal de entrada mediante los contactos eléctricos a los conductores eléctricos en la tira de sensor. Los
conductores eléctricos transportan la sefial de entrada a través de los electrodos a una muestra depositada en la
camara de muestra. La reaccién redox del analito genera una sefial de salida en respuesta a la sefal de entrada. El
dispositivo de medicion determina la concentracién de analito en respuesta a la sefal de salida.

La tira de sensor puede incluir reactivos que reaccionan con el analito en la muestra de liquido biologico. Los
reactivos pueden incluir un agente de ionizacién para facilitar la reaccion redox del analito, asi como mediadores u
otras sustancias que ayudan en la transferencia de electrones entre el analito y el conductor. El agente de ionizacién
puede ser una oxidorreductasa, tal como una enzima especifica de analito, que cataliza la oxidacién de glucosa en
una muestra de sangre completa. Los reactivos pueden incluir un aglutinante que mantiene juntos la enzima y el
mediador.

Una desventaja de las composiciones de reactivo usadas en los biosensores convencionales es el cambio en el
rendimiento de medicién, ya sea la exactitud o precisién, que ocurre cuando se almacena la tira de sensor. La
electronica y los métodos de analisis usados por el dispositivo de medicion para determinar la concentracion de
analito de la muestra se seleccionan, en general, en vista de la composicion de reactivo sobre la tira de sensor que
rinde como se fabricé inicialmente. Sin embargo, después del transporte y almacenamiento en las estanterias del
almacén, la composicion de reactivo se degrada con el tiempo y la temperatura. Este cambio en la quimica de la
composicién de reactivo puede dar como resultado una reduccion del rendimiento de medicion.

Para aumentar la estabilidad a largo plazo de las composiciones de biosensor de reactivo, los biosensores
convencionales se basan, en general, en un exceso sustancial de enzima y mediador en relacién con la cantidad
requerida de estos reactivos para analizar la muestra. Esperando que estos reactivos se degraden con el tiempo, las
composiciones de reactivo convencionales incluyen cantidades sustancialmente mayores de enzima y/o mediador
que las requeridas para reaccionar estequiométricamente con el analito. Ademas de aumentar el coste del biosensor
mediante el uso de reactivos de sacrificio, los reactivos innecesarios pueden requerir un mayor volumen de muestra,
tiempo de analisis mas largo, y disminuir el rendimiento de medicién del biosensor debido a muchos factores.

Por ejemplo, la publicacion PCT WO 88/03270 desvela una densidad de deposicion global de 3 mg/cm?® (30 ug/mm?)
con un método de serigrafia. La cantidad relativa de KsFe(CN)s fue 57,7 %, tampdn fosfato a 28,8 % y glucosa
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oxidasa (GO) a 3,6 %. La traduccién de estos porcentajes en densidades de deposicion sobre la tira de sensor da
como resultado una densidad de K3Fe(CN)6 de 17,31 ug/mm una densidad de tampén fosfato de 8,64 ug/mm y
una densidad de GO de 1,08 pg/mm En otro ejemplo, la columna 17, lineas 25-35, de la patente de EE.UU.
N 4.711.245 desvela la deposicion de 15 pL de una disoluciéon 0,1 M de 1,1'-dimetilferroceno en tolueno sobre un
electrodo de disco que tiene un diametro de 4 mm. Con un peso molecular de 214 micrémetros, el mediador de 1, 1 -
dlmetllferroceno se aplicé a una densidad de deposicion de 25,5 ug/mm [(15 pL* 0,1 M * 214 g/mol) / 22* 3,14 mm?

255ug/mm] En un ejemplo adicional, la patente de EE.UU. N® 5.958.199 desvela la deposiciéon sobre el
electrodo sensor de 4 pL de una disolucién que incluye 40 mg de GO, 16 mg de K3Fe(CN)5 y 20 mg de CMC en
1 mL de agua. En este caso, las densidades de deposicion fueron 6,67 ug/mm para GO, 10,67 ug/mm para
KsFe(CN)s y 13,33 ug/mm para CMC, con un area de electrodo estimada (area de deposicion) de 6 mmZ. En un
ejemplo adicional, la patente de EE.UU. N® 5.997.817 describe una formulaciéon de reactivo que incluye 59 g de
KsFe(CN)e disuelto en aproximadamente 900 mL agua con otros componentes. Aproximadamente 4,5 uL de este
reactivo se deposnaron sobre una abertura de 21,4 mm? (3,2 x 6,7) dando una densidad de deposicion de mediador
de 13,96 ug/mm (4, 5x10° mL*59 /900 mL).

En cada uno de estos eJempIos las composiciones de reactivo tuvieron densidades de deposicion de mediador en eI
intervalo 10 - 25 ug/mm mientras que la densidad de deposicion de enzima estuvo en el intervalo de 1 - 6 ug/mm
Esta gran carga de mediador en relacion con la enzima puede ser atribuible a la aplicacion individual de la
composicion tanto a los electrodos de trabajo como a los contraelectrodos. Dependiendo del disefio del sensor, el
mediador puede funcionar en el contraelectrodo para soportar la actividad electroquimica en el electrodo de trabajo.
Asi, una deposicién de composicion de reactivo Unica que cubre ambos electrodos puede dar como resultado la
sustancial sobrecarga del electrodo de trabajo con mediador.

Los ejemplos muestran que los excesos de enzima y mediador se usan para garantizar que ingredientes activos
suficientes estén presentes para la precisa mediciéon de glucosa. El usar tiras de sensor fabricadas con elevadas
cantidades de reactivos de sacrificio después del almacenamiento a largo plazo puede dar como resultado la
desventaja de un cambio en el rendimiento de medicién. Este cambio se puede observar en al menos dos formas:
(1) un incremento de corriente de fondo con el tiempo (que afecta la ordenada en el origen de calibracién) y (2) un
cambio en la sensibilidad del sensor (que afecta la pendiente de calibracion).

Durante el almacenamiento, se puede producir mediador reducido de las interacciones entre el mediador oxidado y
el sistema de enzima y polimero. Esto es un proceso natural que se cree que esta gobernado por la termodinamica.
Cuanto mayor sea la cantidad de mediador o enzima, mayor sera la cantidad de mediador reducido que se produce.
A medida que aumenta la concentracién de mediador reducido con el tiempo, aumentara la corriente de fondo hacia
el fin de la estabilidad en almacén de las tiras de sensor.

Se han propuesto multiples métodos para reducir el efecto del cambio sobre el rendimiento del sensor antes del uso
de una tira de sensor almacenada. Por ejemplo, Genshaw et al. en la patente de EE.UU. N° 5.653.863 desvelaron un
método de uso de un impulso inicial relativamente largo antes del analisis para oxidar el mediador que se redujo
durante el transporte y el almacenamiento. Aunque es eficaz, este método alargé el tiempo requerido para completar
el andlisis.

Asi, seria deseable aumentar la estabilidad a largo plazo de la composicion de reactivo para mejorar el rendimiento
de medicidn del biosensor después del transporte y almacenamiento. Dicho aumento de la estabilidad a largo plazo
de la composicién de reactivo puede aumentar el rendimiento de medicién del biosensor y proporcionar una mayor
estabilidad en almacén para las tiras de sensor. También se desearia reducir la cantidad de enzima y/o mediador de
sacrificio incluidos en la composicion de reactivo y reducir el tiempo requerido para completar el andlisis.

Otro inconveniente de los biosensores convencionales usados para medir la concentracion de glucosa en muestras
de sangre completa (WB) se denomina el "efecto del hematocrito". Ademas de agua y glucosa, las muestras de WB
contienen glébulos rojos (RBC). El hematocrito es el volumen de una muestra de WB ocupado por RBC en relacién
con el volumen total de la muestra de WB, y se expresa frecuentemente como un porcentaje. El efecto del
hematocrito ocurre cuando los glébulos rojos bloquean la difusién del analito y/o mediador hacia uno o mas
electrodos del biosensor. Puesto que la sefial de salida medida por el biosensor corresponde a la velocidad de
difusién del analito y/o mediador, los RBC pueden introducir error al analisis, interfiriendo con este proceso de
difusién. Asi, cuanto mas se desvie el porcentaje de hematocrito (volumen de glébulos rojos) del de la calibracién del
sistema de % de hematocrito para una muestra de WB, mayor sera el sesgo de hematocrito (error) en las lecturas de
glucosa obtenidas del biosensor.

Las muestras de WB tienen, en general, porcentajes de hematocrito que varian desde 20 hasta 60 %, siendo ~40 %
el promedio. Si se prueban muestras de WB que contienen niveles idénticos de glucosa, pero que tienen
hematocritos de 20, 40 y 60 %, se informaran tres lecturas de glucosa diferentes por un sistema basado en un
conjunto de constantes de calibracion (pendiente y ordenada en el origen de la muestra de WB que contiene 40 %
de hematocrito, por ejemplo). Aln cuando las concentraciones de glucosa sean las mismas, el sistema informara
que la muestra de WB de 20 % de hematocrito contiene mas glucosa que la muestra de WB de 40 % de hematocrito,
y que la muestra de WB de 60 % de hematocrito contiene menos glucosa que la muestra de WB de 40 % de
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hematocrito debido a los RBC que interfieren con la difusién del analito y/o mediador a la superficie del electrodo.
Asi, los biosensores convencionales pueden no ser capaces de distinguir entre una concentraciéon mas baja de
analito y una concentracion mas alta de analito donde los RBC interfieren con la difusion.

Los biosensores convencionales se configuran, en general, para informar concentraciones de glucosa suponiendo
un 40 % de contenido de hematocrito para la muestra de WB, independientemente del contenido real de
hematocrito. Para estos sistemas, cualquier medicion de glucosa realizada en una muestra de sangre que contiene
menos 0 mas de 40 % de hematocrito incluiré cierto sesgo de hematocrito atribuible al efecto del hematocrito.

Se han propuesto diversos métodos y técnicas para reducir el sesgo del efecto del hematocrito sobre las mediciones
de glucosa. Por ejemplo, Ohara et al. en la patente de EE.UU. N° 6.475.372 desvelaron un método de uso de la
relacién de corrientes de un impulso de potencia directo e inverso para compensar el efecto del hematocrito.
McAleer et al. en las patentes de EE.UU. N© 5.708.247 y 5.951.836 desvelaron una formulacién de reactivo usando
particulas de silice para filtrar el RBC de la superficie del electrodo para reducir el efecto del hematocrito. Carter et
al. en la patente de EE.UU. N° 5.628.890 desvelaron un método de uso de una amplia separacién de electrodos en
combinacion con capas de malla para distribuir la muestra de sangre para reducir el efecto del hematocrito.

Estas técnicas convencionales para reducir el sesgo atribuible al efecto del hematocrito incluyeron (a) co-deposicién
de un polimero para minimizar el efecto del hematocrito, (b) adicién de diversos tipos de silice fundida para potenciar
el efecto de filtracién para la capa de polimero, (c) coeficientes de compensacién basados en la relacién entre
corrientes de un impulso de potencial directo e inverso, y (d) auto-compensacion utilizando la resistencia a la
disolucién existente de las muestras de sangre completa. Aunque estos métodos pueden ser Utiles, los sensores de
glucosa convencionales continan presentando un sesgo analitico significativo atribuible al efecto del hematocrito,
en general, desde aproximadamente 15 hasta 30 %. Asi, seria deseable proporcionar sistemas para cuantificar
analitos en liquidos bioldgicos, en particular el contenido de glucosa de sangre completa, que redujeran el sesgo del
efecto del hematocrito. También se refiere a los documentos de patente US6120676A y US2005016844A1, asi como
a EP1074832A1, W0O2006/042304A, WO2006/096619A y US6413398B1, que estan relacionados con las tiras de
sensor electroquimicas. El documento de patente US6120676 mencionado desvela un sensor disefado para
determinar la cantidad y concentracion de analito en una muestra. El sensor comprende un electrodo de trabajo
recubierto con un mediador redox no lixiviable que actia de agente de transferencia de electrones entre el analito y
el electrodo. Se puede anadir un segundo agente de transferencia de electrones, tal como una enzima, para facilitar
la electro-oxidacion o electrorreduccién del analito. En un Ejemplo 1, un mediador puede ascender en la capa de
reactivo a 60 ug/cm y en el Ejemplo 4, un mediador puede ascender en la capa de reactivo a 500 ug/cm El
documento de patente U82005/016844A1 mencionado desvela una tira de reactivo para tiras reactivas con
densidades muy bajas de deposicién de mediador y enzima. La capa de reactlvo desvelada en el documento de
patente US2005/016844A1 se deposita con un pesor de cobertura de 53 g/m y comprende 0,86 % en peso de
mediador y 0,40 % en peso de enzima. Como se ha mencionado anteriormente, sin embargo, adn siguen siendo
retos la estabilidad a largo plazo y la mayor estabilidad en almacén.

SUMARIO

El problema se resuelve por un tira de sensor electroquimica segun la reivindicacién 1, asi como un método de
medicién segun la reivindicacién 10. Las realizaciones preferidas se describen en las reivindicaciones dependientes.
En un aspecto de la divulgacion, una tira de sensor electroquimica incluye una base, primer y segundo electrodos
sobre la base, y una tapa sobre la base. La tira incluye al menos una prlmera capa sobre un primer conductor,
incluyendo la primera capa una capa de reactivo que incluye 1,72 a 2 ug/mm de un mediador y un sistema de
enzima a una densidad de deposicion desde 0,42 hasta 0,8 pg/ mm2 La tira proporciona un valor determinado de
concentracién que tiene al menos uno de un sesgo de estabilidad inferior a = 10 % después del almacenamiento a
50 °C durante 2 semanas cuando se compara con una tira de comparacion almacenada a -20°C durante
2 semanas, un sesgo de hematocrito inferior a £ 10 % para muestras de sangre completa que incluye desde 20
hasta 60 % de hematocrito, y una relacién entre la ordenada en el origen y la pendiente de como maximo 20 mg/dL.

El primer y segundo electrodos de la tira pueden estar en sustancialmente el mismo plano y el segundo electrodo
puede incluir la primera capa sobre un segundo conductor. El segundo electrodo puede incluir una segunda capa
sobre el segundo conductor, y la segunda capa puede incluir una capa de reactivo diferente en composicion de la
capa de reactivo de la primera capa. Los electrodos se pueden separar mas de 200 um y se pueden separar de una
porcién superior de la tapa al menos 100 pm.

El espesor inicial promedio de la capa de reactivo de la tira puede ser inferior a 8 um o puede ser desde 0,25 hasta
3 um. La capa de reactivo de la tira se puede formar a una densidad de deposicién de como maximo 0,2 pL/mm a
partir de una disolucién de reactivo. La capa de reactivo puede incluir poli(éxido de etileno), poli(alcohol vinilico),
hidroxietilencelulosa, carboximetilcelulosa, o una combinacién de los mismos, como aglutinante polimérico. La
densidad de deposicion del aglutinante polimérico puede ser como maximo 2 pg/mm sobre el primer conductor. El
aglutinante polimérico puede ser parcialmente soluble en agua y/o puede formar un material de tipo gel con la
hidratacién.
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La capa de reactivo incluye un sistema de enzima a una densidad de deposicién desde 0,42 hasta 0,8 ug/mmz.
Puede incluir como maximo 1,3 unidades de enzima. La capa de reactivo sobre el electrodo de trabajo incluye 1,72 a
2 pg/mm2 de mediador. El mediador puede ser un mediador de transferencia de dos electrones y puede ser 3-
fenilimino-3H-fenotiazinas, 3-fenilimino-3H-fenoxazinas, sales de las mismas, acidos de las mismas, derivados de las
mismas, o0 sus combinaciones. El mediador puede tener un potencial redox de al menos 100 mV inferior al del
ferricianuro.

La tira puede tener un sesgo de estabilidad inferior a £ 5 % después del almacenamiento a 50 °C durante 2 o
4 semanas cuando se compara con una tira de comparacién almacenada a -20 °C durante 2 o 4 semanas,
respectivamente. La tira puede tener un sesgo de hematocrito inferior a + 5 % para muestras de sangre completa
que incluye desde 20 hasta 60 % de hematocrito. La tira puede tener una relacion entre la ordenada en el origen y la
pendiente de como maximo 10 mg/dL o como maximo 1 mg/dL.

En otro aspecto, se proporciona un método de determinacion de la concentracion de un analito en una muestra con
una tira de sensor electroquimica segun la invencion. El método incluye aplicar una secuencia de impulsos a la
muestra, incluyendo la secuencia de impulsos al menos 3 ciclos de trabajo en el plazo de 30 segundos, y donde
cada ciclo de trabajo comprende una excitacion y una relajacion. El método también incluye medir al menos una de
las excitaciones; y determinar la concentracién de analito en la muestra, donde la concentracién tiene al menos uno
de un sesgo de estabilidad inferior a £10 %, un sesgo de hematocrito inferior a £10 % para muestras de sangre
completa a lo largo de una intervalo de 20 a 60 % de hematocrito, y una relacién entre la ordenada en el origen y la
pendiente de como maximo 20 mg/dL.

El método puede incluir al menos 3 ciclos de trabajo en el plazo de 9 segundos y la secuencia de impulsos puede
estar completa en como maximo 5 segundos. La determinacion de la concentracion de analito en la muestra puede
incluir determinar la concentracion de analito en la muestra a partir de una medicién de corriente tomada en el plazo
de 2 segundos desde la aplicacion de la secuencia de pulsos. Cada ciclo de trabajo incluye una excitacién y una
relajacion, donde cada excitacion puede tener una duracion desde 0,01 hasta 3 segundos. Las excitaciones pueden
tener una duracion sumada de como maximo 10 segundos 0 como maximo 2 segundos, y las excitaciones pueden
tener amplitudes que difieren por 500 mV. Las excitaciones pueden ser como maximo 45 % del tiempo de la
secuencia de impulsos. Las relajaciones pueden cada una tener una duracion de al menos 0,2 segundos o pueden
tener una duracion de desde 0,2 hasta 3 segundos. La secuencia de impulsos puede incluir una excitacién inicial
desde 0,75 hasta 3 segundos de duracion, donde esta excitacion inicial es de duracion mas larga que las
excitaciones de los ciclos de trabajo.

El método puede determinar una concentracion que tiene un sesgo de estabilidad inferior a + 5 % después del
almacenamiento a 50 °C durante 2 o 4 semanas cuando se compara con una tira de comparacion almacenada a -
20 °C durante 2 o0 4 semanas, respectivamente. La concentracion puede tener un sesgo de hematocrito inferior a
+ 5 % para muestras de sangre completa que incluye desde 20 hasta 60 % de hematocrito. La concentracion puede
tener una relacion entre la ordenada en el origen y la pendiente de como maximo 10 mg/dL o como maximo 1 mg/dL.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La invencion se puede entender mejor con referencia a los siguientes dibujos y descripcion. Los componentes en las
figuras no estan necesariamente a escala, haciendo énfasis en su lugar en ilustrar los principios de la invencion.
Ademas, en las figuras, nUmeros de referencia similares designan, en general, partes correspondientes en todas las
vistas diferentes.

La FIG. 1A es una representacion en perspectiva de una tira de sensor ensamblada.
La FIG. 1B es un diagrama en vista desde arriba de una tira de sensor, con la tapa quitada.
La FIG. 2A es un diagrama en vista desde un extremo de la tira de sensor de la FIG. 1B.

La FIG. 2B representa la transferencia de un unico electrén por un mediador desde un sistema de enzima hasta un
electrodo de trabajo.

La FIG. 2C representa la transferencia de dos electrones por un mediador desde un sistema de enzima hasta un
electrodo de trabajo.

La FIG. 3 representa un método electroquimico de determinacion de la presencia y concentracién de un analito en
una muestra.

Las FIGs. 4A-4D representan ejemplos de secuencias de impulsos amperométricos regulados donde multiples ciclos
de trabajo se aplicaron a la tira de sensor después de la introduccién de la muestra.

Las FIGs. 5A y 5B representan las curvas de respuesta a dosis para tiras de sensor que incluyen el sistema de
enzima PQQ-GDH al 20 %, 40 % y 55 % de nivel de hematocrito. Las curvas de respuesta de la FIG. 5B se
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registraron con una tira de sensor segun la invencién, mientras que las curvas mostradas en la Fig. 5A se registraron
con una tira de sensor a modo de ejemplo no segun la invencion.

La FIG. 5C presenta las relaciones I/S en mg/dL determinadas a partir de los datos experimentales.

La FIG. 5D muestra las relaciones I/S desde 0 hasta 20 mg/dL para multiples concentraciones de glucosa
determinadas de tiras de sensor que tienen composiciones de reactivo RC2, RC3 o RC4.

La FIG. 5E muestra el rendimiento de hematocrito casi idéntico de una tira de sensor a modo de ejemplo no segun la
invencion del sistema con plasma y muestras de sangre completa de 40 % de hematocrito.

La FIG. 6A muestra el sesgo de estabilidad para cuatro composiciones de reactivo, en donde RC3 es segun la
invencion, que incluye el sistema de enzima PQQ-GDH después de 2 semanas a 50 °C.

La FIG. 6B muestra el sesgo de estabilidad para cuatro composiciones de reactivo, en donde RC3 es segun la
invencion, que incluye el sistema de enzima PQQ-GDH después de 4 semanas a 50 °C.

La FIG. 6C muestra el sesgo de estabilidad para tres composiciones de reactivo, en donde RC3 es segun la
invencion, que incluye el sistema de enzima de PQQ-GDH después de 52 semanas a 25 °C bajo 80 % de humedad
relativa.

La FIG. 6D muestra la varianza en el sesgo de estabilidad para tiras de sensor que incluyen RC2, que es un ejemplo
no segun la invencién, donde el punto de datos usado para calcular la concentracién de analito se tomé6 en
momentos variables después de empezar el andlisis.

La FIG. 7A representa la curva de respuesta a dosis de una tira de sensor a modo de ejemplo no segun la invencién
para multiples muestras de sangre completa.

La FIG. 7B representa la difusion del sesgo absoluto de hematocrito para cuatro lotes de fabricacion de tiras de
sensor a modo de ejemplo no segun la invencién obtenidas con multiples muestras de sangre completa.

La FIG. 7C compara la sensibilidad del hematocrito entre tiras de sensor a modo de ejemplo no segun la invencién y
tiras de sensor convencionales.

DESCRIPCION DETALLADA

Los biosensores proporcionan a los pacientes el beneficio de medicién casi instantanea de niveles de glucosa. Los
errores en estas mediciones pueden ser atribuibles a una degradacién de la composicion de reactivo y/o al efecto del
hematocrito. La degradacion de la composicion de reactivo es un proceso continuo que ocurre durante el periodo de
tiempo que la tira de sensor se transporta y se almacena después de la fabricacion. Multiples factores pueden
afectar la velocidad a la que se degrada la composicion de reactivo, incluyendo la temperatura. El efecto del
hematocrito surge cuando los glébulos rojos afectan aleatoriamente la velocidad de difusion de especies medibles a
la superficie conductora del electrodo de trabajo.

Reduciendo la cantidad de mediador y enzima usados sobre la tira de sensor, se puede aumentar la estabilidad a
largo plazo de la composicion de reactivo en relacién con los biosensores y composiciones de reactivo
convencionales. Asi, se pueden mejorar el sesgo de estabilidad y las relaciones entre la ordenada en el origen y la
pendiente de la tira de sensor. Ademas, combinando un método de analisis regulado con la composicién de reactivo
de estabilidad potenciada, se puede reducir el efecto del hematocrito. Asi, segln la presente invencion, se pueden
mejorar uno o cualquier combinacion de estos y otros parametros de rendimiento.

Los biosensores de la presente invencion demuestran un sesgo de estabilidad de preferentemente inferior a £10 %,
mas preferentemente inferior a + 5 %, después del almacenamiento a 50 °C durante 4 semanas cuando se compara
con tiras de sensor almacenadas a -20 °C durante 4 semanas. Ademas, los biosensores de la presente invencion
demuestran un sesgo de hematocrito de preferentemente inferior a £ 10 %, mas preferentemente inferior a £ 5 %
para muestras de WB que incluyen desde 20 hasta 60 % de hematocrito. Ademas, los biosensores de la presente
invencion demuestran preferentemente una relacion entre la ordenada en el origen y la pendiente de como maximo
20 mg/dL, mas preferentemente como maximo 10 mg/dL o como maximo 6 mg/dL, e incluso mas preferentemente
como maximo 1 mg/dL. Se pueden mejorar estos y otros parametros de rendimiento de la tira de sensor.

Las FIGs. 1A y 1B representan una tira de sensor 100, que se puede usar en la presente invencion. La FIG. 1A es
una representacion en perspectiva de una tira de sensor ensamblada 100 que incluye una base de sensor 110, al
menos parcialmente cubierta por una tapa 120 que incluye un respiradero 130, un area de cobertura de muestra 140
y una abertura de extremo de entrada 150. Se forma un volumen parcialmente encerrado 160 (el hueco capilar o el
hueco de la tapadera) entre la base 110 y la tapa 120. También se pueden usar otros disefios de tira de sensor
compatibles con la presente invencidn, tales como los descritos en las patentes de EE.UU. N° 5.120.420 y
5.798.031.
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Se puede transferir una muestra liquida para analisis en el hueco de la tapadera 160 introduciendo el liquido en la
abertura 150. El liquido llena el hueco de la tapadera 160 mientras que expulsa el aire previamente contenido a
través del respiradero 130. El hueco de la tapadera 160 puede contener una composicion (no mostrada) que ayuda a
retener la muestra liquida en el hueco de la tapadera. Los ejemplos de dichas composiciones incluyen polimeros
hinchables en agua, tales como carboximetilcelulosa y polietilenglicol; y matrices de polimero poroso, tales como
dextrano y poliacrilamida.

La FIG. 1B representa una vista desde arriba de la tira de sensor 100, con la tapa 120 quitada. Los conductores 170
y 180 pueden estar tendidos debajo de una capa dieléctrica 190 desde la abertura 150 hasta un electrodo de trabajo
175 y un contraelectrodo 185, respectivamente. En un aspecto, los electrodos de trabajo y contraelectrodos 175, 185
pueden estar en sustancialmente el mismo plano, como se representa en la figura. En un aspecto relacionado, los
electrodos de trabajo y contraelectrodos 175, 185 se pueden separar mas de 200 o 250 um y se pueden separar de
una porcién superior de la tapa 120 al menos 100 pum. En otro aspecto, los electrodos de trabajo y contraelectrodos
175, 185 se pueden separar menos de 200 um. La capa dieléctrica 190 puede cubrir parcialmente los electrodos
175, 185 y se pueden fabricar de cualquier material eléctrico adecuado, tal como un polimero aislante.

El contraelectrodo 185 puede soportar la actividad electroquimica en el electrodo de trabajo 175 de la tira de sensor
100. En un aspecto, el potencial para soportar la actividad electroquimica en el electrodo de trabajo 175 se puede
proporcionar al sistema de sensor formando el contraelectrodo 185 de un material inerte, tal como carbono, y que
incluye una especie redox soluble, tal como ferricianuro, dentro del hueco de la tapadera 160. En otro aspecto, el
potencial en el contraelectrodo 185 puede ser un potencial de referencia logrado formando el contraelectrodo 185 a
partir de un par redox, tal como Ag/AgCl, para proporcionar un contraelectrodo de referencia combinado.
Alternativamente, la tira de sensor 100 se puede proporcionar con un tercer conductor y electrodo (no mostrados)
para proporcionar un potencial de referencia al sistema de sensor.

La FIG. 2A representa un diagrama en vista desde un extremo de la tira de sensor representada en la FIG. 1B que
muestra la estructura de capas del electrodo de trabajo 175 y el contraelectrodo 185. Los conductores 170 y 180 se
pueden encontrar directamente sobre la base 110. Las capas conductoras superficiales 270 y 280 se pueden
depositar opcionalmente sobre los conductores 170 y 180, respectivamente. La capas conductoras superficiales 270,
280 se pueden fabricar del mismo material o de materiales diferentes.

El material o materiales usados para formar los conductores 170, 180 y las capas conductoras superficiales 270, 280
pueden incluir cualquier conductor eléctrico. Los conductores eléctricos preferibles son no ionizantes, de forma que
el material no experimente una oxidacion neta o una reduccién neta durante el andlisis de la muestra. Los
conductores 170, 180 incluyen preferentemente una fina capa de una pasta de metal o metal, tal como oro, plata,
platino, paladio, cobre, o tungsteno. Las capas conductoras superficiales 270, 280 incluyen preferentemente
carbono, oro, platino, paladio, o combinaciones de los mismos. Si una capa conductora superficial no esta presente
sobre un conductor, el conductor se fabrica preferentemente de un material no ionizante.

El material conductor superficial se puede depositar sobre los conductores 170, 180 por cualquier medio
convencional compatible con la operacion de la tira de sensor, que incluye deposicién de lamina, deposicién quimica
de vapor, deposicién de suspension, y similares. En el caso de deposicién de suspensién, la mezcla se puede
aplicar como una tinta a los conductores 170, 180, como se describe en la patente de EE.UU. N° 5.798.031.

Las capas de reactivo 275 y 285 se pueden depositar sobre los conductores 170 y 180, respectivamente. Las capas
se forman a partir de al menos una composicién de reactivo que incluye reactivos y opcionalmente un aglutinante. El
aglutinante es preferentemente un material polimérico que es al menos parcialmente soluble en agua. En un
aspecto, el aglutinante puede formar un gel o material de tipo gel cuando se hidrata por la muestra. En otro aspecto,
el aglutinante puede filtrar glébulos rojos.

Los materiales poliméricos adecuados parcialmente solubles en agua para su uso como el aglutinante pueden incluir
poli(éxido de etileno) (PEO), carboximetilcelulosa (CMC), poli(alcohol vinilico) (PVA), hidroxietilencelulosa (HEC),
hidroxipropilcelulosa ~ (HPC), metilcelulosa, etilcelulosa, etilhidroxietilcelulosa,  carboximetiletilcelulosa,
polivinilpirrolidona (PVP), poliaminodcidos, tales como polilisina, poli(sulfonato de estireno), gelatina, acido acrilico,
acido metacrilico, almidén, anhidrido maleico, sales de los mismos, derivados de los mismos, y combinaciones de
los mismos. Entre los materiales aglutinantes anteriores, se prefieren PEO, PVA, CMC y HEC, siendo actualmente la
CMC la més preferida.

Ademas del aglutinante, las capas de reactivo 275 y 285 puede incluir los mismos reactivos o reactivos diferentes.
Cuando se incluyen los mismos reactivos, las capas de reactivo 275 y 285 pueden ser la misma capa. En un
aspecto, los reactivos presentes en la primera capa 275 se pueden seleccionar para su uso con el electrodo de
trabajo 175, mientras que los reactivos presentes en la segunda capa 285 se pueden seleccionar para su uso con el
contraelectrodo 185. Por ejemplo, los reactivos en la capa 285 pueden facilitar el flujo libre de electrones entre la
muestra y el conductor 180. Similarmente, los reactivos en la capa 275 pueden facilitar la reaccion del analito.

La capa de reactivo 275 incluye un sistema de enzima especifico para el analito que puede facilitar la reaccion del
analito mientras que potencia la especificidad del sistema de sensor por el analito, especialmente en muestras
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biol6gicas complejas. El sistema de enzima puede incluir una o0 mas enzimas, cofactores, y/u otros restos que
participan en la reaccién redox con el analito. Por ejemplo, se pueden usar una alcohol oxidasa para proporcionar
una tira de sensor que es sensible a la presencia de alcohol en una muestra. Dicho sistema podria ser Util en la
medicién de concentraciones de alcohol en sangre. En otro ejemplo, se pueden usar glucosa deshidrogenasa o
glucosa oxidasa para proporcionar una tira de sensor que es sensible a la presencia de glucosa en una muestra.
Este sistema podria ser (til en medir concentraciones de glucosa en sangre, por ejemplo en pacientes que se sabe 0
se sospecha que tienen diabetes.

Las enzimas para su uso en el sistema de enzima incluyen alcohol deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa, B-
hidroxibutirato  deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, glucosa deshidrogenasa, formaldehido
deshidrogenasa, malato deshidrogenasa y 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Los sistemas de enzima preferibles
son independientes del oxigeno, asi no se oxidan sustancialmente por el oxigeno.

Dicha familia de enzimas independiente de oxigeno es la glucosa deshidrogenasa (GDH). Usando diferentes
coenzimas o cofactores, la GDH puede ser mediada en un modo diferente por diferentes mediadores. Dependiendo
de su asociacién con GDH, un cofactor, tal como flavina adenina dinucleétido (FAD), puede ser fuertemente retenido
por la enzima hospedadora, tal como en el caso de FAD-GDH; o un cofactor, tal como pirroloquinolinquinona (PQQ),
se puede unir covalentemente a la enzima hospedadora, tal como con PQQ-GDH. El cofactor en cada uno de estos
sistemas de enzima puede ser o0 bien permanentemente retenido por la enzima hospedadora, o la coenzima y la
apo-enzima se pueden reconstituir antes de afadir el sistema de enzima a la composicion de reactivo. La coenzima
también se puede afadir independientemente al resto de enzima hospedadora en la composicion de reactivo para
ayudar en la funcién catalitica de la enzima hospedadora, tal como en los casos de nicotinamida adenina
dinucleétido NAD/NADH" o nicotinamida adenina dinucleétido fosfato NADP/NADPH™.

La capa de reactivo 275 también incluye un mediador para comunicar mas eficazmente los resultados de la reaccion
del analito al conductor superficial 270 y/o al conductor 170. Los mediadores se pueden separar en dos grupos
basandose en su actividad electroquimica. Los mediadores de transferencia de un electrén son restos quimicos
capaces de aceptar un electrén adicional durante las condiciones de la reaccién electroquimica, mientras que los
mediadores de transferencia de dos electrones son restos quimicos capaces de aceptar dos electrones adicionales
durante las condiciones de la reaccion. Como se representa en la FIG. 2B, los mediadores de transferencia de un
electron pueden transferir un electron desde la enzima hasta el electrodo de trabajo, mientras que como se
representa en la FIG. 2C, los mediadores de transferencia de dos electrones pueden transferir dos electrones.

Aunque se pueden usar otros mediadores, se prefieren los mediadores de transferencia de dos electrones debido a
su capacidad para transferir aproximadamente el doble de electrones del sistema de enzima al electrodo de trabajo
para la misma cantidad molar de mediador en relacion con los mediadores de transferencia de un electrén.
Reduciendo la cantidad de mediador requerido por el sensor para rendir en relacion con las tiras de sensor
convencionales, las tiras de sensor de la presente invencién pueden demostrar un aumento en la estabilidad a largo
plazo. Este aumento de estabilidad puede ser atribuible a una reduccion en la desnaturalizacién enzimatica por el
mediador durante el almacenamiento. El aumento de estabilidad también puede ser atribuible a una reduccién en la
cantidad de mediador disponible para oxidar la enzima durante el almacenamiento.

Los ejemplos de los mediadores de transferencia de un electron incluyen compuestos, tales como 1,1'-
dimetilferroceno, ferrocianuro y ferricianuro, y hexaamina de rutenio (lll) y rutenio (ll). Los mediadores de dos
electrones incluyen las quinonas e hidroquinonas organicas, tales como fenantrolinquinona; fenotiazina y derivados
de fenoxazina; 3-(fenilamino)-3H-fenoxazinas; fenotiazinas; y 7-hidroxi-9,9-dimetil-9H-acridin-2-ona y sus derivados.
Los ejemplos de mediadores de dos electrones adicionales incluyen las moléculas orgénicas electroactivas descritas
en las patentes de EE.UU. N? 5.393.615; 5.498.542; y 5.520.786, por ejemplo.

Los mediadores de transferencia de dos electrones preferidos incluyen 3-fenilimino-3H-fenotiazinas (PIPT) y 3-
fenilimino-3H-fenoxazinas (PIPO). Los mediadores de dos electrones mas preferidos incluyen el acido carboxilico o
la sal, tal como sales de amonio, de derivados de fenotiazina. Actualmente, los mediadores de dos electrones
especialmente preferidos incluyen acido (E)-2-(3H-fenotiazin-3-ilidenamino)benceno-1,4-disulfénico (Estructura 1),
acido (E)-5-(3H-fenotiazin-3-ilidenamino)isoftalico (Estructura I, (E)-3-(3H-fenotiazin-3-ilidenamino)-5-
carboxibenzoato de amonio (Estructura Ill), y sus combinaciones. Las férmulas estructurales de estos mediadores se
presentan a continuacion.
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En otro respecto, los mediadores de dos electrones preferidos tienen un potencial redox que es al menos 100 mV
mas bajo, mas preferentemente al menos 150 mV mas bajo, que el ferricianuro.

Las capas de reactivo 275, 285 se pueden depositar por cualquier medio conveniente, tal como impresion,
deposicion de liquido, o deposicion por chorro de tinta. En un aspecto, las capas se depositan por impresién. Con
otros factores siendo iguales, el angulo de la cuchilla de impresiéon puede afectar inversamente el espesor de las
capas de reactivo. Por ejemplo, cuando la cuchilla se mueve a un angulo de aproximadamente 82° con respecto a la
base 110, la capa puede tener un espesor de aproximadamente 10 um. Similarmente, cuando se usa un angulo de
cuchilla de aproximadamente 62° con respecto a la base 110, se puede producir una capa 30 pm mas gruesa. Asi,
angulos de cuchilla mas bajos pueden proporcionar capas mas gruesas de reactivo. Ademas del angulo de cuchilla,
otros factores, tales como la viscosidad del material que se aplica, asi como el tamafo del tamiz y la combinacién de
emulsién, pueden afectar el espesor resultante de las capas de reactivo 275, 285.

Cuando se prefieren capas de reactivo mas finas, se pueden requerir métodos de deposicion distintos de la
impresion, tales como micro-pipeteado, chorro de tinta, o deposicion con agujas. Estos métodos de deposicion dan,
en general, a las de reactivo secas un espesor de micrometros o inferior a micrémetros, tal como 1 - 2 um. Por
ejemplo, los métodos de deposicion con agujas pueden proporcionar espesores promedio de capas de reactivo de
1 um. El espesor de la capa de reactivo resultante de la deposiciéon con agujas, por ejemplo, se puede controlar por
la cantidad de polimero incluido en la composicion de reactivo, proporcionando mayor contenido de polimero capas
de reactivo mas gruesas. Las capas de reactivo mas finas pueden requerir anchuras de impulsos mas cortas que las
capas de reactivo mas gruesas para mantener el rendimiento de medicion deseado y/o miden sustancialmente
analito dentro de la capa de barrera de la difusion (DBL).

El electrodo de trabajo 175 también puede incluir una DBL que es integrante de una capa de reactivo 275 o que es
una capa distinta 290, tal como se representa en la FIG. 2A. Asi, la DBL se pueden formar como una combinacion
reactivo/DBL sobre el conductor, como una capa distinta sobre el conductor, o como una capa distinta sobre la capa
de reactivo. Cuando el electrodo de trabajo 175 incluye la DBL distinta 290, la capa de reactivo 275 puede o puede
no residir sobre la DBL 290. En lugar de residir sobre la DBL 290, la capa de reactivo 275 puede residir sobre
cualquier porcién de la tira de sensor 100 que permite que el reactivo se solubilice en la muestra. Por ejemplo, la
capa de reactivo 175 puede residir sobre la base 110 o sobre la tapa 120.
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La DBL proporciona un espacio poroso que tiene un volumen interno donde puede residir una especie medible. Los
poros de la DBL se pueden seleccionar de manera que las especies medibles puedan difundir en la DBL, mientras
que constituyentes de muestra fisicamente mas grandes, tales como RBCs, se excluyen sustancialmente. Aunque
las tiras de sensor convencionales han usado diversos materiales para filtrar RBCs de la superficie del electrodo de
trabajo, una DBL proporciona un espacio poroso interno para contener y aislar una porcion de las especies medibles
de la muestra.

Cuando la capa de reactivo 275 incluye un aglutinante soluble en agua, cualquier porcion del aglutinante que no se
solubilice en la muestra antes de la aplicacién de una excitacién puede funcionar como una DBL integral. El espesor
inicial promedio de una combinacion DBL/capa de reactivo es preferentemente inferior a 16 u 8 micrometros (um) y
mas preferentemente inferior a 4 um. Actualmente, un espesor inicial promedio especialmente preferido de una
combinacion DBL/capa de reactivo es desde 0,25 hasta 3 um o desde 0,5 hasta 2 um. El espesor inicial promedio
deseado de una combinacién DBL/capa de reactivo se puede seleccionar para una longitud de excitacidén especifica
baséndose en cuando llega a ser relativamente constante la velocidad de difusién de las especies medibles de la
DBL a una superficie conductora, tal como la superficie del conductor 170 o la superficie del conductor superficial
270 de la FIG. 2A. En un aspecto, la DBL/capa de reactivo puede tener un espesor inicial promedio de 1 um o
menos cuando se combina con una anchura de los impulsos de excitacion de 0,25 segundos 0 menos.

La DBL distinta 290 puede incluir cualquier material que proporcione el espacio de poros deseado, mientras que sea
parcialmente o lentamente soluble en la muestra. En un aspecto, la DBL distinta 290 puede incluir un material
aglutinante de reactivo que carece de reactivos. La DBL distinta 290 puede tener un espesor inicial promedio de
desde 1 hasta 15 um, y mas preferentemente desde 2 hasta 5 um.

La FIG. 3 representa un analisis electroquimico 300 para determinar la presencia y opcionalmente la concentracién
de un analito 322 en una muestra 312. En 310, la muestra 312 se introduce a una tira de sensor 314, tal como la tira
de sensor representada en las FIGs. 1A-1B y 2A. Las capas de reactivo, tales como 275 y/o 285 de la FIG. 2A,
empiezan a solubilizarse en la muestra 312, permitiendo asi la reaccién.

En este momento en el andlisis, puede ser beneficioso proporcionar un retardo de tiempo inicial, o "periodo de
incubacién”, para que los reactivos reaccionen con la muestra 312. Preferentemente, el retardo de tiempo inicial
puede ser desde 0,5 hasta 5 segundos. Se puede encontrar un tratamiento mas en profundidad de los retardos de
tiempo inicial en las patentes de EE.UU. N¢ 5.620.579 y 5.653.863.

Durante la reaccion, una porcién del analito 322 presente en la muestra 312 se oxida o reduce quimica o
bioguimicamente en 320, tal como por una oxidorreductasa. Tras la oxidacion o reduccion, los electrones se pueden
transferir entre el analito 322 y un mediador 332 en 330, tal como a través de la oxidorreductasa.

En 340, el mediador cargado 332 se excita (oxida o reduce) electroquimicamente. Por ejemplo, cuando la muestra
312 es sangre completa que contiene glucosa oxidada por el sistema de enzima PQQ-GDH en 320, que entonces
transfiere dos electrones para reducir un mediador de derivado de fenotiazina en 330, la excitacion de 340 oxida el
mediador de derivado de fenotiazina en el electrodo de trabajo. De este modo, los electrones se transfieren
selectivamente desde el analito de glucosa hasta el electrodo de trabajo de la tira de sensor donde se pueden
detectar por un dispositivo de medicién.

La corriente resultante de la excitacién 340 se puede registrar durante la excitacion 340 en funcién del tiempo en
350. En 360, la muestra experimenta relajacion. Preferentemente, la corriente no se registra durante la relajacion
360. Se pueden analizar los valores de corriente y tiempo registrados para determinar la presencia y/o concentracion
del analito 322 en la muestra 312 en 370.

Los sistemas sensores amperométricos aplican un potencial (tensién) a la tira de sensor para excitar las especies
medibles mientras que se monitoriza la corriente (amperaje). Los sistemas sensores amperométricos convencionales
pueden mantener el potencial mientras que miden la corriente durante una duracion de impulsos de lectura
continuos de desde 5 hasta 10 segundos, por ejemplo. A diferencia de los métodos convencionales, los ciclos de
trabajo usados en el analisis electroquimico 300 sustituyen los impulsos de lectura continuos de larga duracion con
multiples excitaciones y relajaciones de corta duracion. Una descripcion mas detallada de las multiples secuencias
de impulsos de excitacion y relajacion o "reguladas" se puede encontrar en el documento de patente
PCT/US2006/028013, presentado el 19 de julio de 2006, titulado "Gated Amperometry".

Con referencia a la FIG. 3, la excitaciéon 340, el registro 350 y la relajacion 360 constituyen un Unico ciclo de trabajo.
Preferentemente, se aplican al menos 2, 4, 6 o 7 ciclos de trabajo durante un periodo de tiempo 3, 5, 7, 9 0 14
segundos independientemente seleccionado. En un aspecto, los ciclos de trabajo se aplican durante un periodo de
tiempo de 3 a 14 segundos. En otro aspecto, se aplican al menos 4 ciclos de trabajo en el plazo de 30 segundos, 9
segundos, o menos. En otro aspecto, se pueden aplicar desde 2 hasta 6 ciclos de trabajo en el plazo de 10
segundos 0 menos. En otro aspecto, se pueden aplicar desde 2 hasta 4 ciclos de trabajo en el plazo de 3 a 9
segundos.
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Después de la excitacion 340, en 360, el dispositivo de medicion puede abrir el circuito a través de la tira de sensor
314, permitiendo asi que el sistema se relaje. Durante la relajacién 360, la corriente presente durante la excitacion
340 se reduce sustancialmente al menos la mitad, preferentemente en un orden de magnitud, y mas
preferentemente hasta cero. Preferentemente, se proporciona un estado de corriente cero por un circuito abierto u
otro método conocido por los expertos habituales en la técnica para proporcionar un flujo de corriente de
sustancialmente cero. En un aspecto, la relajacion 360 es al menos 0,5 o al menos 0,2 segundos de duracién. En
otro aspecto, la relajacién 360 es desde 0,2 hasta 3 segundos, o desde 0,5 hasta 1 segundo de duracién.

Las FIGs. 4A-4D representan ejemplos de secuencias de impulsos amperométricos regulados donde se aplicaron
multiples ciclos de trabajo a la tira de sensor después de la introduccion de la muestra. En estos ejemplos, se usaron
impulsos de onda cuadrada; sin embargo, también se pueden usar otros tipos de ondas compatibles con el sistema
de sensor y la muestra de prueba.

Cada secuencia de impulsos representada incluye un impulso de excitacién inicial de un segundo 420 seguido por
multiples excitaciones de 0,25 segundos 430. El impulso de excitacion inicial 420 puede ser de duracion mas larga
que las excitaciones posteriores 430. Por ejemplo, el impulso de excitacién inicial 420 puede variar desde 0,75 hasta
3 segundos de duracion. La longitud del pulso de excitacion 420 se puede ajustar para oxidar la cantidad
relativamente pequefa del sistema de enzima depositado sobre la tira. Cuando se usa el impulso de excitacion
inicial 420, es preferentemente de mayor duraciéon que las siguientes multiples excitaciones 430. Por ejemplo, la
secuencia de impulsos puede incluir el impulso de excitacion inicial 420 que tiene una duracion de 2 segundos,
seguido por una relacion de circuito abierto de 3 segundos, seguido por la posterior excitacion 430 que tiene una
duracién de 0,125 segundos.

Las multiples excitaciones 430 pueden variar desde 0,01 hasta 3 segundos de duracién. En un aspecto, la longitud
de excitacion total es dos segundos o menos, incluyendo asi el impulso inicial de un segundo 420, seguido por
cuatro de las excitaciones de 0,25 segundos 430. En otro aspecto, la longitud de excitacién total es 1,5 segundos o
menos, incluyendo asi el impuso inicial de un segundo 420 seguido por una o dos de las excitaciones de
0,25 segundos 430. La secuencia de impulsos puede incluir excitaciones adicionales, tales como la excitacion 440
representada en la FIG. 4A. En otro aspecto, las excitaciones pueden ser de diferentes amplitudes, tal como se
representa en las FIGs. 4C y 4D. En un aspecto preferido, cuando se usan excitaciones de diferentes amplitudes, la
diferencia en las amplitudes puede estar dentro de 500 mV.

Las excitaciones cortas pueden permitir el analisis preciso de la muestra con composiciones de reactivo que tienen
concentraciones reducidas de polimero, sistema de enzima y mediador en relacion con las composiciones
convencionales. Ademas, las cortas excitaciones permiten que el analisis se complete en el plazo de 8,5 segundos o
menos, 0 mas preferentemente, 5 segundos 0 menos, desde la aplicacién inicial de una sefial a la tira de sensor.

Se pueden usar ya sea excitaciones cortas o largas. Preferentemente, la medicion de corriente de la que se
determina la concentracion de analito se toma en el plazo de 2 segundos 0 1 segundo desde la aplicacion inicial de
la sefal. Mas preferentemente, se combinan multiples excitaciones cortas con una medicion de corriente tomada en
el plazo de 2 segundos, 1 segundo, 0 menos desde la aplicacién inicial de la sefial para determinar la concentracién
de analito de la muestra.

En combinacion con las secuencias de impulsos amperométricos regulados de la presente invencién, se encontrd
que las composiciones de reactivo que incluyen cantidades especificas de aglutinante polimérico, sistema de enzima
y/o mediador reducian el sesgo de hematocrito y/o aumentaban la estabilidad a largo plazo. Mientras que las tiras
convencionales se describen frecuentemente en términos del porcentaje de cada componente de la composicion de
reactivo, es la densidad de cada ingrediente de la composicion de reactivo (cantidad absoluta por area) la que es
relevante para la estabilidad a largo plazo. Limitando la cantidad de mediador y enzima disponible para la
interaccion, se puede reducir sustancialmente la cantidad de mediador medioambientalmente reducido (mediador no
sensible a la concentracién de analito subyacente) presente en el momento del analisis. Asi, se proporciona una
reduccion beneficiosa en la corriente de fondo. Como los biosensores convencionales usan exceso de enzima en un
intento por mejorar la estabilidad a largo plazo, fue inesperado que una reduccién en el sistema de enzima y/o
mediador proporcionara una mejora en la estabilidad a largo plazo para los presentes biosensores. Ademas, si se
optimizan composiciones individuales de reactivo para cada electrodo, la cantidad relativa de mediador disponible
para interaccionar con la enzima se puede reducir adicionalmente en relacién con las tiras de sensor de composicion
de reactivo unico.

Por ejemplo, los sesgos de hematocrito fueron mayores con las mayores concentraciones de polimero de 2 %,
1,5 %, y 1 % que con una concentracion de polimero de 0,5 % (p/p) en la disolucién de reactivo cuando se usa una
alta carga de enzima. Esto puede ser atribuible a las mayores concentraciones de polimero que producen capas de
reactivo mas gruesas que afectan el sesgo de hematocrito con la rehidratacion. Asi, como los tiempos de ensayo se
vuelven mas cortos, se puede preferir la rapida rehidratacion sin un aumento en el sesgo de hematocrito. De este
modo, se puede alcanzar un equilibrio preferible entre el contenido de polimero y la carga de enzima de la
composicion de reactivo para proporcionar el nivel de hidratacion deseado durante el tiempo del ensayo. Cuando se
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aplica a la tira de sensor, se puede preferir la densidad de polimero de Ias deposiciones de 2 ug/mm 0 menos,
siendo las densidades de deposicion de polimero desde 0,8 hasta 1,5 ug/mm las mas preferidas.

Cuando se depositan diferentes disoluciones de deposicién sobre los electrodos de trabajo y contraelectrodos, se
controla la cantidad del sistema de enzima presente sobre el electrodo de trabajo. Asi, el depositar
aproximadamente 0,24 uL de una disolucién que incluye 1,2 U del sistema de enzima PQQ-GDH, 2,57 ug del
mediador de Estructura I, 1,18 ug del polimero de CMC y 3,28 ug de tampén fosfato proporciona una concentracion
de disolucion de reactivo de 5 U/uL de sistema de enzima, mediador 24 mM, 0,5 % de polimero y tampon
fosfato100 mM.

El depositar esta disolucion de reactivo sobre un area de deposicion de 1,5 mm? que incluye un area de electrodo de
trabajo de 1 mm? propormona una densidad de deposicion del sistema de enzima en el electrodo de trabajo de
aproxmadamente 0,8 U/mm? (1,2 U/1,5 mm ), una densidad de deposicion de mediador de 1,72 ug/mm
(2,57 pg/1,5 mm ) una densidad de deposicion de polimero de 0,8 ug/mm2 y una densidad de deposicién de tampon
fosfato de 2,2 ug/mm Similarmente, para una disolucion de reactivo que incluye aproximadamente 2 U/uL del
sistema de enzima PQQ-GDH, 24 mM del mediador de Estructura I, 0,5 % de CMC y tampon fosfato 100 mM, la
densidad de deposicion del sistema de enzima sera aproximadamente 0,3 U/mm2. Ademas la actividad espe0|f|ca
de un sistema de enzima se puede traducir en densidad en peso en términos de ug/mm Por ejempilo, si la actlwdad
de un sistema de enzima es 770 U/mg, la densidad de la actividad del sistema de enzima de 0,3 U/mm? es
0,39 ug/mm2 en densidad en peso. Asi, se puede tener en cuenta la actividad de un sistema de enzima cuando se
determina la densidad de deposicion para el sistema de enzima.

Las capas de reactivo convencionales incluyen densidades de deposicién de enzimade 1 a 6 ug/mm A diferencia,
después de la deposicion, las composiciones de reactlvo de la presente invencion incluyen densidades de
deposicion del sistema de enzima entre 0,42 y 0,8 ug/mm Las disoluciones de deposicion de la presente invencion
pueden incluir aproximadamente 4 U/uL o menos del sistema de enzima o pueden incluir aproximadamente 3 U/uL o
menos del sistema de enzima. Actualmente, se pueden incluir 2,2 U/uL o menos del sistema de enzima PQQ-GDH
en la disolucién de reactivo. Asi, cuando la composicion de reactivo se aplica a la tira de sensor, pueden estar
presentes 1,3 unidades o menos del sistema de enzima sobre la tira de sensor, siendo mas preferidas 0,3 a 0,8
unidades.

Las tiras de sensor convencionales tienen, en general, densidades de deposicion de mediador que varian desde 10
hasta 25 ug/mm A diferencia, una capa de reactivo segun la invencion comprende desde 1,72 hasta 2 ug/mm de
un mediador. En un aspecto preferido, son preferibles los mediadores de dos electrones a los mediadores de un
electron.

La Tabla I, a continuacion, proporciona las densidades de deposicion de los componentes aglutinante polimérico,
tampon, sistema de enzima y mediador en las composiciones de reactivo usadas en las FIGs. 5A-5E y FIGs. 6A-6C,
tratadas mas adelante. La densidad de deposicion del S|stema de enzima para la composicion de reactivo 3 (RC3) a
0,42 ug/mm es casi 60 % inferior al valor de 1 ug/mm mas bajo de las tiras convencionales previamente tratadas.
Entre RC1, RC2, RC3 y RC4 de la Tabla I, solo RC3 es seguln la presente invencion.

Similarmente, las densidades de mediador dadas en la Tabla | son aproximadamente un orden de magnitud mas
pequefias que las de las tiras de sensor convencionales. Por ejemplo, la densidad de deposicién del mediador de
RC3 fue aproximadamente un quinto al de una tira de sensor convencional. Esta reduccién en la densidad de
deposicion del mediador en relacién con las tiras de sensor convencionales puede proporcionar un aumento
sustancial en la estabilidad a largo plazo de RC3, que es una composicion de reactivo segun la presente invencion.

Tabla |
CMC, Tampén, PQQ/GDH, Mediador,
pg/mm?® pg/mm?® pg/mm?® pg/mm?®
RC1 1,59 2,17 3,99 1,72
RC2 0,79 2,19 1,07 1,72
RC3 0,79 2,19 0,42 1,72
RC4 0,77 2,22 0,99 1,36

La FIG. 5A representa las curvas de respuesta a dosis de glucosa a diferentes niveles de hematocrito en muestras
de WB para la tira de sensor RC2 que incluy6 1,2 unidades por sensor (U/sensor) a una densidad de deposicién de
0,8 U/mm? de la enzima PQQ-GDH. La FIG. 5B representa las curvas de respuesta a dosis de glucosa a diferentes
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niveles de hematocrito en muestras de WB para la tira de sensor RC3 que incluyé 0,5 U/sensor a una densidad de
deposicion de 0,3 U/mm? de la enzima PQQ-GDH. Tanto los sensores de 1,2 U como 0,5 U suministraron sesgos de
hematocrito inferiores a + 5 %. Sin embargo, se observé una diferencia entre los sensores de 1,2 U y 0,5 U con
respecto a la sensibilidad del sistema y ordenada en el origen.

Se puede observar una reduccién en la relacién entre la ordenada en el origen y la pendiente para 0,5 U/sensor de
la FIG. 5B que compara las relaciones entre la ordenada en el origen y la pendiente (I/S), expresadas en unidades
de mg/dL, con las de 1,2 U/sensor de la FIG. 5A, representando relaciones mas bajas una reduccién en la sefal de
fondo. Asi, la relacion I/S para 1,2 U/sensor de la FIG. 5A es ~6 mg/dL, mientras que la relacién I/S para
0,5 U/sensor de la FIG. 5B es ~0,15 mg/dL, una reduccion de aproximadamente 40 veces al 40 % de concentracién
de hematocrito. Se estableci6 el rendimiento superior de la sefial de fondo del sensor de 0,5 U en relacién con un
sensor de 1,5 U.

En un aspecto, la caracteristica de rendimiento de bajo fondo (baja ordenada en el origen) se puede proporcionar
por densidades de deposicion de mediador y de enzima relativamente bajas. En otro aspecto, la caracteristica de
rendimiento de alta sensibilidad (alta pendiente) se puede proporcionar optimizando la relaciéon de sincronizacion de
las excitaciones y relajaciones de la secuencia de impulsos. Por ejemplo, el combinar un periodo de relajacion
relativamente largo de 1,5 segundos con un periodo de excitacién relativamente corto de 0,25 segundos proporciona
una gran densidad de corriente en la superficie del electrodo de trabajo. Numéricamente, el valor relativamente
pequerio de la ordenada en el origen con respecto al valor relativamente grande mejora adicionalmente I/S. Asi, se
pueden proporcionar caracteristicas de rendimiento de sensor preferibles (valores I/S pequefos) por la composicién
de reactivo y el método de medicién en combinacion.

La Ecuaciéon (1), a continuacion, proporciona una relacién analitica entre la imprecision de la corriente y la
imprecisién resultante en la concentracion de glucosa determinada en funcién de la relacion I/S cuando la relacién
de glucosa y corriente es i = S*G + Int:

AGIG _SDy/G _%CVy | 1 Int

- - S ),
Aili  SDJi %CV, G S

donde G indica la concentracion de glucosa, AG/G es el error relativo de la concentracion de glucosa en mg/dL, Aifi
es el error relativo de la corriente medida, SDg/G es la desviacién estandar relativa en AG/G, SDi/i es la desviacion
estandar relativa en Ai/i, %CVg es el coeficiente de varianza, que es proporcional a la desviacion estandar relativa y
representa la precisién de la medicién de glucosa, %CV; es el coeficiente de varianza, que es proporcional a la
desviacién estandar relativa y representa la precision de la medicion de corriente, y Int/S es la relacién entre la
ordenada en el origen y la pendiente (I/S) en mg/dL. La ecuacién (1) puede derivar de i = S*G + Int tomando la
derivada de la funcién inversa G = f{i) = (i - Int)/S en la derivacién y andlisis de la propagacion del error. Debido al
término 1 + 1/G, una imprecisién de corriente de 1 da como resultado una imprecision de la concentraciéon de
glucosa superior a 1 si el valor I/S es mayor que cero. Las relaciones entre la ordenada en el origen y la pendiente
(I/S) expresadas en mg/dL se pueden expresar en términos de milimoles/Litro (mM/L) dividiendo el valor de I/S
(mg/dL) entre 18 ([mg/dL]/18 = [mM] para glucosa).

La imprecision de la corriente describe la varianza entre las mediciones de corriente de mdltiples tiras de sensor. Asi,
la imprecisién de la corriente representa la cantidad que se diferencia un valor de corriente registrado del valor
promedio de corriente cuando se analizan muestras idénticas de glucosa usando multiples tiras de sensor. Cuanto
mas se desvia un valor de corriente registrado de una tira particular del valor promedio para multiples tiras, peor se
correlaciona la corriente registrada de esa tira con la concentracion real de glucosa de la muestra. Asi, la precisién
de la medicién de corriente se puede medir por su imprecisién o %-CV;, y la precisién de la mediciéon de glucosa
también se puede medir por su imprecisién o0 %-CVag.

La Tabla Il, a continuacién, proporciona pendientes (valores 1/G) calculadas con la Ecuacion (1) a partir de maltiples
concentraciones de glucosa en mg/dL. Asi, 1/57,6 = 0,0174, 1/111 = 0,009, 1/222,25 = 0,0045, 1/444,75 = 0,0022, y
1/669 = 0,0015, donde los denominadores son las concentraciones de glucosa en plasma probadas. A medida que
aumenta la concentracién de glucosa, disminuye el valor de la pendiente segun la Ecuacion (1).

Tabla ll
Concentracion de glucosa en Relacion I/S calculada a partir de la Relacion I/S experimentalmente
mg/dL Ecuacién (1) determinada
57,6 0,0174 0,0174
111 0,009 0,009
222,25 0,0045 0,0045
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444,75 0,0022 0,0022

669 0,0015 0,0015

La FIG. 5C presenta las relaciones I/S en mg/dL determinadas a partir de datos experimentales. Se obtuvieron los
valores de corriente con secuencias de impulsos amperométricos regulados de las muestras de WB que incluyen
40 % de hematocrito y concentraciones de glucosa de 57,6, 111, 222,25, 444,75 o0 669 mg/dL. Las constantes de
calibracion se determinaron a 4, 5,5, 7, 8,5, 10, 11,5, 13 y 14,5 segundos en el analisis. Como se puede apreciar de
la tabla, los valores calculados y experimentalmente determinados son los mismos, confirmando la capacidad de la
Ecuacién (1) para describir el comportamiento de la tira de sensor con relacion a la impresiéon de glucosa y corriente.

Para bajas concentraciones de glucosa, tales como 50 mg/dL e inferiores, es preferible mantener un valor de I/S bajo
para reducir la imprecision introducida en la concentracion de glucosa determinada a partir de la imprecisién
subyacente en el valor de corriente registrado. Por ejemplo, si la relacion I/S es 50 mg/dL y la concentracion de
glucosa es 50 mg/dL, entonces la relacion de %-CVa/%-CV; es 2 [1+(I/S)/G = 1 + 50/50 = 2], y cualquier imprecision
de corriente se amplificara en un factor de 2 en la concentracién de glucosa determinada. Asi, si la imprecision tipica
en los valores de corriente registrados es 3,5 %, un sistema que tiene una relaciéon I/S de 50 mg/dL da como
resultado una imprecision de glucosa de 7 %.

La FIG. 5D muestra relaciones I/S desde 0 hasta 20 mg/dL para concentraciones de glucosa de 55,375, 112,25 y
433,5 mg/dL determinadas a partir de tiras de sensor que tienen composiciones de reactivo RC2, RC3 o RC4 de la
Tabla |, anteriormente. Como las relaciones de I/S disminuyen desde 20, también disminuye la imprecision asociada
a la concentracion de glucosa determinada. Asi, se demuestra que se prefieren relaciones de I/S mas bajas a
concentraciones de glucosa mas bajas, como se ha tratado previamente.

Cuando se consideran cada uno de estos factores, se prefieren las tiras de sensor que tienen una relacion I/S de
20 mg/dL o menos, siendo mas preferidas las que tienen relaciones I/S de 10 mg/dL o menos o 6 mg/dL o menos.
Actualmente, son incluso mas preferidas las tiras que tienen una relacién I/S de 1 mg/dL o menos.

La FIG. 5E muestra el rendimiento de hematocrito casi idéntico de un sistema de sensor usado con muestras de
sangre completa de plasma y 40 % de hematocrito. En este ejemplo, la composicion de reactivo de la tira de sensor
fue RC2, como se describe en la Tabla I, anteriormente. Asi, las secuencias de impulsos reguladas en combinacion
con las composiciones de reactivo proporcionan una reduccion sustancial en el efecto de hematocrito observado
para muestras de WB.

La FIG. 6A muestra el efecto del estrés medioambiental sobre la estabilidad a largo plazo de las tiras de sensor. El
eje Y del grafico muestra el sesgo de estabilidad absoluto en términos de mg/dL para concentraciones de glucosa
inferiores a 75 mg/dL o el % de sesgo para concentraciones de glucosa a y por encima de 75 mg/dL para tiras de
sensor medioambientalmente estresadas en relacién con tiras de sensor almacenadas a -20 °C. Las tiras de sensor
estresadas se habian almacenado a 50 °C durante dos semanas como un proceso acelerado que simulé el
almacenamiento a 25°C durante 18 meses. Puesto que la densidad del mediador fue inicialmente baja
(1,72 ug/mm?), la linea media del sesgo de estabilidad en la FIG. 6A establecié que a medida que disminuyé la
densidad de la enzima desde RC1 (3,2 U/mm? o 4 ug/mm2 a 770 U/mg de actividad enzimatica especifica) hasta
RC2, RC3 y RC4 (ambas a 0,8 U/mm? o menos), asi lo hicieron los sesgos medioambientalmente inducidos.

La FIG. 6A también establecid6 que una composicion de reactivo como RC3 de acuerdo con la presente invencion
proporciona estabilidad a largo plazo suficiente para no requerir un impulso oxidativo largo inicial antes del andlisis,
tal como el descrito en la patente de EE.UU. N° 5.653.863 a Genshaw et al. El andlisis que generdé los datos de la
FIG. 6A tuvo una duracién total de 4,5 segundos con un tiempo de oxidacién total de 1,5 segundos (correspondiente
a la secuencia de impulsos de la FIG. 4A). Asi, solo el 30 % del tiempo de ensayo se gasté oxidando la muestra de
WB en la FIG. 6A, en comparaciéon con ~67 % del tiempo de ensayo total en el ensayo de la patente de EE.UU. N°
5.653.863 (20 segundos de oxidacion con respecto a un tiempo de analisis total de 30 segundos). En un aspecto, se
gasta 45 % o menos del tiempo de ensayo total oxidando la muestra. En otro aspecto, se gasta 35 % o menos del
tiempo de ensayo total oxidando la muestra.

Aunque pareci6 que el mediador de la Estructura lll tenia un sesgo de estabilidad ligeramente menor que el
mediador de la Estructura | en la FIG. 6A, esta pequena diferencia puede ser atribuible a otros factores dentro del
sistema de prueba. Asi, las composiciones de reactivo RC2, RC3 y RC4 en combinacion con las secuencias de
impulsos regulados demostraron un sesgo de estabilidad inferior a £ 5 % después de la exposicion a temperaturas
de 50 °C durante dos semanas, pero no RC1 con una mayor densidad de deposicion de sistema de enzima.

La FIG. 6B muestra el efecto del estrés medioambiental sobre la estabilidad a largo plazo de las tiras de sensor
almacenadas a 50 °C durante cuatro semanas. El eje Y del grafico muestra el sesgo de estabilidad absoluto en
términos de mg/dL para concentraciones de glucosa inferiores a 75 mg/dL o el % de sesgo para concentraciones de
glucosa a y por encima de 75 mg/dL para tiras de sensor medioambientalmente estresadas en relacién con tiras de
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sensor almacenadas a -20 °C. El aumento en el sesgo de estabilidad durante el periodo de almacenamiento de
4 semanas de la FIG. 6B en relacion con el periodo de almacenamiento de 2 semanas mas corto de la FIG. 6A se
observa en Ios valores del eje Y para RC1. Puesto que la densidad del mediador fue inicialmente baja
(1,72 ug/mm ), la linea media del sesgo de establlldad en la FIG. 6B establecid6 que a medida que disminuyé la
densidad desde RC1 (3, 2 U/mm? o 4 ug/mm a 770 U/mg de actividad enzimatica especifica) hasta RC2, RC3 y
RC4 (ambas a 0,8 U/mm? o menos) asi lo hicieron los sesgos medioambientalmente inducidos. Asi, la linea media
del sesgo de estabilidad para el periodo de almacenamiento de 4 semanas mas largo de la FIG. 6B también
disminuye sustancialmente para RC2, RC3 y RC4 en relacion con RC1. Incluso después de 4 semanas de
almacenamiento a 50 °C, las composiciones de reactivo RC2, RC3 y RC4 en combinacion con las secuencias de
impulsos regulados demostraron un sesgo de estabilidad inferior a £ 5 %.

La FIG. 6C muestra el sesgo de estabilidad para tres composiciones de reactivo que incluyen el sistema de enzima
PQQ-GDH después de 52 semanas a 25 °C bajo 60 % de humedad relativa. A diferencia de en la FIG. 6A y 6B, se
uso6 un periodo de tiempo mas largo a una temperatura mas baja para envejecer las tiras. Los valores de sesgo para
RC2 y RCS fueron similares a los observados con el envejecimiento acelerado, siendo inferiores a + 5 % de media.
RC4 mostré un aumento en el sesgo en relacién con los resultados de envejecimiento acelerado de la FIG. 6A y 6B,
aumentando hasta un poco menos que el nivel de + 10 % de media. Este aumento puede ser atribuible al error
experimental o a una cuestién de estabilidad con el lote de mediador de la Estructura Ill usado en RC4 en las
circunstancias especificas de esta prueba.

La FIG. 6D muestra los valores del sesgo de estabilidad para tiras de sensor que incluyen RC2 donde el punto de
datos usado para calcular la concentracion de analito se tom6 en un momento especifico después de empezar el
andlisis. Por ejemplo, la linea de 2,75 segundos representa los valores de sesgo/ % de sesgo de la concentracion de
analito como se determina después del primer impulso de excitacidn corto, tal como la excitacion 430 en la FIG. 4A.
Similarmente, la linea de 4,375 segundos representa los valores de sesgo/ % de sesgo de concentracion de analito
como se determina después de un segundo impulso de excitacién corto. Asi, usando una tira de sensor
medioambientalmente estresada que incluye RC2 y una secuencia de impulsos regulada, se puede determinar con
exactitud la concentracion de analito de la muestra en menos de 3 segundos.

Ejemplo 1: Preparacion de tiras de sensor

En un aspecto, se prepararon tiras de sensor usando deposiciéon con agujas. Se prepard la disolucién de reactivo del
contraelectrodo preparando una disolucién madre de tampén fosfato 100 mM en 1 % de carboxilmetilcelulosa
(CMC). Luego se disolvio mediador en polvo suficiente en la disolucién tampon/CMC para preparar una disolucion
final de mediador 100 mM en tampén fosfato 100 mMy 1 % de CMC.

Se prepar6 la disoluciéon de reactivo del electrodo de trabajo preparando normalmente una disolucion madre de
tampon fosfato 100 mM en 0,5 % de CMC (100 mL, por ejemplo). Luego se disolvio mediador en polvo suficiente en
la disolucion tampdn/CMC para preparar una disolucién (10 mL, por ejemplo) de mediador 24 - 25 mM en tampén
fosfato 100 mM y 0,5% de CMC. Finalmente, para una carga de enzima de 5 U/uL, se combinaron
aproximadamente 33,4 mg del sistema de enzima PQQ-GDH (749 U/mg de actividad especifica) con 5 mL de la
disolucion de mediador/tamp6on/CMC en un recipiente de vidrio ([5000U/mL * 5 mL}/[749 U/mg] = 33,4 mg). Se
arremolind lentamente la mezcla para disolver el polvo de enzima seco en la disolucion. Esta formulacién fue para
RC2. Si solo se necesitaron 2 mL de disolucion de reactivo final, entonces se pesaron aproximadamente 13,4 mg de
enzima PQQ-GDH con 749 U/mg de actividad especifica. Similarmente, para la composicion RC3 de 2 U/uL, se
disolvieron aproximadamente 13,4 mg de enzima PQQ-GDH con la actividad especifica de 749 U/mg por 5 mL de la
disolucién de mediador/tampdn/CMC para constituir la disolucién de reactivo final para deposicién. Si solo se
necesitaron 2 mL de la disolucién de reactivo final, entonces se pesaron aproximadamente 5,34 mg de enzima PQQ-
GDH a 749 U/mg de actividad especifica para preparar la disolucién final.

Se usé deposicidn con agujas para depositar la disolucion de reactivo de contraelectrodo sobre una de las
superficies de carbono para formar el contraelectrodo. El volumen suministrado por cada deposicién fue desde
aproximadamente 0,2 hasta 0,24 pL, que se extendidé para cubrir un area de aproximadamente 1,5 a 2 mm?.

Similarmente, se us6 deposicion con agujas para depositar la disolucion de reactivo de electrodo de trabajo sobre
una de las superficies de carbono para formar el electrodo de trabajo. El volumen para cada deposicion de electrodo
de trabajo también fue aproximadamente 0,2 - 0,24 uL, con una extensién de disolucion similar sobre el carbono
para formar el electrodo de trabajo. Se dejé secar al aire la hoja de sensor completada durante 15 minutos, seguido
por almacenamiento en un recipiente desecado antes de la laminacion final para formar las tiras de sensor
completadas. En un aspecto, se prefieren densidades de deposicion de disolucion de reactivo de 0,16 uL/mm
(0,24 uL/1,5 mm®) o menos en el electrodo de trabajo.

Ejemplo 2: Estudio de donante (las tiras de sensor a modo de ejemplo SS1 a SS4 no son segun la invencion)

Se recogieron muestras de sangre completa de 21 sujetos que tenian diabetes mellitus. Se realizaron dos analisis en
cada sujeto para proporcionar 42 mediciones de cada uno de los lotes de tiras de sensor SS1, que son las tiras de
sensor a modo de ejemplo no segun la invencién, como se proporciona en la Tabla Ill, a continuacién. Se usaron
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diferentes composiciones de reactivo de electrodos de trabajo y contraelectrodos para SS1 a SS3, mientras que SS4
usdé una unica composicion de reactivo que cubria sustancialmente ambos conductores. SS1, SS2 y SS3
representan diferentes lotes de fabricacion que usan las mismas cantidades de reactivo. El volumen de composicion
de reactivo depositado sobre los conductores individuales para SS1 a SS3 fue aproximadamente 0,24 uL, con dos
areas de deposicion de aproximadamente 1,5 mm? cada una. El volumen de composicién de reactivo depositado
para cubrir ambos conductores para SS1 fue aproximadamente 0,3 uL, con un area de deposicién total de
aproximadamente 3 mm?2.

Tabla lll
Deposicion de electrodo de trabajo Deposicion de contraelectrodo
1,62 pg/mm? de CMC
1,11 ug/mm® de tampén 1,62 pg/mm® de CMC
0,58 pg/mm?” de sistema de enzima PQQ/GDH 1,11 pg/mm® de tampodn
1,39 ug/mm® de mediador de la Estructura | 1,39 pg/mm® de mediador de la Estructura |
SS1 pH 7,2 +0,1 pH 7,2 £0,1
1,62 ug/mm® de CMC
1,11 pg/mm? de tampén 1,62 pg/mm® de CMC
0,58 pg/mm? de sistema de enzima PQQ/GDH 1,11 pg/mm? de tampén
1,39 ug/mm® de mediador de la Estructura | 1,39 pg/mm® de mediador de la Estructura |
SS2 pH 7,2 +0,1 pH 7,2+ 0,1
1,62 pg/mm? de CMC
1,11 pg/mm? de tampén 1,62 pg/mm® de CMC
0,58 pg/mm? de sistema de enzima PQQ/GDH 1,11 pg/mm? de tampén
1,39 pg/mm? de mediador de la Estructura | 1,39 pg/mm?® de mediador de la Estructura |
SS3 pH 7,2 +0,1 pH 7,2 £0,1
1,14 ug/mm® de CMC
0,78 pg/mm?* de tampén
0,41 pg/mm?* de sistema de enzima PQQ/GDH Mismo que el electrodo de trabajo
1,95 ug/mm® de mediador de la Estructura |
SS4 pH7,2+0,1

Las muestras se analizaron con una secuencia de impulsos que tenia una excitacién inicial que incluia dos
excitaciones cortas separadas por aproximadamente 0,25 segundos, seguido por una relajacion de 1 segundo.
Después de la excitacién y relajacién iniciales, se aplicd una secuencia de tres excitaciones de aproximadamente
0,375 segundos separada por dos relajaciones de aproximadamente 1 segundo. Se us6 una corriente de salida
registrada después de aproximadamente 5 segundos desde la aplicacion de la sefial de entrada inicial para
determinar la concentracién de glucosa de la muestra.

Las Tablas IV y V, a continuacion, proporcionan el estado estadistico de los resultados de hematocrito para SS1 a
SS4, donde se realizaron dos andlisis con cada tipo de tira de sensor para cada una de las 21 muestras de sangre
para proporcionar 42 lecturas. La Tabla IV muestra la pendiente, ordenada en el origen y relacién I/S para cada lote
de tiras de sensor, mientras que la Tabla V muestra el porcentaje de lecturas que tienen sesgos dentro de *
15/£15 %, £10/+ 10 %, o =5/ 5 % del valor de referencia de YSI. Para concentraciones de glucosa inferiores a
75 mg/dL, el sesgo se expresa como mg/dL (absoluto) y para concentraciones de glucosa de 75 mg/dL y mayores el
$esgo se expresa en porcentaje (relativo).
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Tabla IV
Sensor Pendiente Ordenada en el origen Relacion I/S mg/dL
SS1 34,61 91,73 2,65
SS2 32,65 -115,8 -3,55
SS3 30,76 -28,00 -0,91
SS4 33,91 106,87 3,15
Tabla V
Sensor % de sesgo dentro de + 15 % % de sesgo dentro de + 10 % % de sesgo dentro de £5 %
SS1 100 100 93
SS2 100 97,6 64
SS3 100 97,6 93
SS4 100 97,6 67

La Tabla IV establece que cada lote de tiras de sensor tenia una relacién I/S inferior a 5 mg/dL, estableciendo asi la
sefial de fondo superior de las tiras. El rendimiento de un sistema de sensor se puede caracterizar por la
diseminacion de los sesgos frente a los valores de referencia.

Esta diseminacion se puede medir por el porcentaje de valores de sesgo que se encuentran dentro de ciertos limites,
tales como + 15 mg/dL/ £ 15 % o £ 10 mg/dL/ + 10 %. Cuanto mas pequerio sea el limite, mejor es el rendimiento.
Multiples factores, que incluyen la imprecision de la medicién y el efecto del hematocrito, contribuirdn a los valores
de sesgo. Normalmente, el rendimiento se juzga por tener al menos 95 % de la poblaciéon de datos dentro de un
cierto limite de rendimiento. Asi, la Tabla V establece que 100 % de la poblacion de datos de SS1 a SS4 estaba
dentro del limite de + 15 mg/dL/ + 15 %. Ademas, mas del 95 % de la poblacion de datos de SS1 a SS4 estaba
dentro del limite de + 10 mg/dL/+ 10 %.

La FIG. 7A representa la curva de respuesta a dosis del lote SS1 para las 21 muestras de sangre completa. El valor
R? de 0,997 establecio la capacidad de la tira para proporcionar valores de corriente con exactitud que reflejaban la
concentracién real de glucosa de las muestras. La FIG. 7B representa las diseminaciones del sesgo para los lotes
SS1 a SS4 con las 42 lecturas de 21 muestras a través del intervalo de concentracion de glucosa en el estudio de
donantes. La figura establece que el 100 % de los valores de sesgo para todas las tiras de sensor se encontraron
dentro de £ 15 %, y que el rendimiento de los lotes de fabricacion SS1 y SS3 fue superior en las condiciones del
estudio, estando el 93 % de la poblacién de datos dentro del limite + 5 %. La estrecha diseminacion de sesgo para
las tiras de sensor se puede atribuir a la sensibilidad y precision potenciadas, reflejado en las pequefas relaciones
I/S, y al pequefio efecto del hematocrito proporcionado por las tiras.

La FIG. 7C representa la sensibilidad del hematocrito, sesgo de hematocrito en relacion con el contenido de
hematocrito de la muestra, obtenido del lote SS1, en comparacién con una tira convencional que tiene una densidad
de deposicion de 2,96 ug/mm? para un polimero HEC, 0,69 pg/mm? para un tampon citrico, 2,14 ug/mm? para una
enzima glucosa oxidasa, y 13 ug/mm? para el mediador ferricianuro. Se obtuvo una sensibilidad a hematocrito de -
0,26 para el lote SS1, mientras que las tiras de sensor convencionales tuvieron una pendiente de -1,26, indicando
los valores de pendiente numéricamente mayores mayor sensibilidad de hematocrito. Asi, la sensibilidad de
hematocrito del lote SS1 fue aproximadamente 79 % inferior a la proporcionada por las tiras convencionales.

Para proporcionar un claro y coherente entendimiento de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, se
proporcionan las siguientes definiciones.

"Sistema" se define como una tira de sensor electroquimica en comunicacion eléctrica a través de sus conductores
con un dispositivo electrénico de medicién, que permite la cuantificacién de un analito en una muestra.

"Dispositivo de medicién" se define como un dispositivo electrénico que puede aplicar una sefal de entrada eléctrica
y medir la sefnal de salida resultante. El dispositivo de medicién puede también incluir la capacidad de procesamiento
para determinar la presencia y/o concentracién de uno o mas analitos en respuesta a la sefal de salida.
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"Analito" se define como una o mas sustancias presentes en una muestra. Un analisis determina la presencia y/o
concentracién del analito presente en la muestra.

"Muestra" se define como una composicion que puede contener una cantidad desconocida de analito. Normalmente,
una muestra para analisis electroquimico esta en forma liquida, y preferentemente la muestra es una mezcla acuosa.
Una muestra puede ser una muestra bioldgica, tal como sangre, orina o saliva. Una muestra también puede ser un
derivado de una muestra biolégica, tal como un extracto, una dilucién, un filtrado, o un precipitado reconstituido.

"Conductor" se define como una sustancia eléctricamente conductora que permanece estacionaria durante un
andlisis electroquimico. Los ejemplos de materiales conductores incluyen metales sélidos, pastas metalicas, carbono
conductor, pastas de carbono conductor, y polimeros conductores.

"Material no ionizante" se define como un material que no se ioniza durante el andlisis electroquimico de un analito.
Los ejemplos de materiales no ionizantes incluyen carbono, oro, platino y paladio.

"Rendimiento de la mediciéon" se define en términos de exactitud y/o precisién. Asi, un aumento en el rendimiento de
medicién puede ser un aumento en la exactitud y/o precisién de la medicién.

"Precisién" se define como cémo de proximas estan mdltiples mediciones de analito para la misma muestra. La
precision se puede expresar en términos de la diseminacién o varianza entre multiples mediciones en relaciéon con
una media.

"Exactitud" se define como como de préxima corresponde la cantidad de analito medida por una tira de sensor a la
cantidad verdadera de analito en la muestra. La exactitud se puede expresar en términos de sesgo, reflejando
mayores valores de sesgo menos exactitud.

"Sesgo" se define como la diferencia entre un valor medido y el valor de referencia aceptado. El sesgo se puede
expresar en términos de "sesgo absoluto” o "sesgo relativo". El sesgo absoluto se puede expresar en las unidades
de la medicion, tales como mg/dL, mientras que el sesgo relativo se puede expresar como un porcentaje del valor
del sesgo absoluto con respecto al valor de referencia. Se pueden expresar tanto el sesgo de hematocrito como el
sesgo de estabilidad en términos de un valor de sesgo absoluto o como un porcentaje. El sesgo de hematocrito usa
una concentracion de analito obtenida con un instrumento de referencia, tal como YSI 2300 STAT PLUS™
disponible de YSI Inc., Yellow Springs, Ohio, como el valor de referencia aceptado. El sesgo de estabilidad usa una
concentracién de analito obtenida de una tira de sensor almacenada a una temperatura de -20 °C parar reducir
sustancialmente la alteracion térmica de la composicién de reactivo.

"Sensibilidad de hematocrito" se define como el grado al que los cambios en el nivel de hematocrito de una muestra
afectan los valores del sesgo de hematocrito para un andlisis.

"Estabilidad a largo plazo” se define en relacion con tiras de sensor envasadas, tales como con lamina y desecante,
y almacenadas a -20 °C durante 2 o 4 semanas después de la fabricacién frente a las tiras de sensor expuestas a
50 °C durante 2 o0 4 semanas, respectivamente. El almacenamiento a 50 °C durante 2 semanas se puede considerar
hasta aproximadamente 18 meses de almacenamiento a temperatura ambiente. El cambio promedio o la desviacion
para los niveles de 0 %, 50 % 100 %, y 400 % de hematocrito en el rendimiento de medicion para la tira almacenada
a 50 °C frente -20 °C indica el cambio de la estabilidad a largo plazo o "sesgo de estabilidad" para la tira de sensor.
En este caso, un aumento en la sefal de fondo 0 sesgo muestra una disminucion en el rendimiento de medicién para
la tira de sensor. Asi, almacenando las tiras de sensor envasadas a 50 °C y observando el cambio de sesgo en
relacién con las tiras almacenadas a -20 °C, se puede obtener una indicaciéon de cuanto aumentara el sesgo para las
tiras de sensor que quedan en las estanterias del almacén durante diversos periodos de tiempo.

"Mediador" se define como una sustancia que se puede oxidar o reducir y que puede transferir uno o mas
electrones. Un mediador es un reactivo en un andlisis electroquimico y no es el analito de interés, pero proporciona
la medicion indirecta del analito. En un sistema simple, el mediador experimenta una reaccion redox en respuesta a
la oxidacion o reduccion del analito. EI mediador oxidado o reducido experimenta entonces la reaccién opuesta en el
electrodo de trabajo de la tira de sensor y se regenera a su nimero de oxidacién original.

"Especie medible" se define como cualquier especie electroquimicamente activa que se pueda oxidar o reducir bajo
un potencial apropiado en la superficie del electrodo de una tira de sensor electroquimica. Los ejemplos de especies
medibles incluyen un analito, un sustrato, o un mediador.

"Oxidorreductasa" se define como cualquier enzima que facilita la oxidacién o reduccién de una especie medible.
Una oxidorreductasa es un reactivo. El término oxidorreductasa incluye "oxidasas", que facilitan reacciones de
oxidacion donde el oxigeno molecular es el aceptor de electrones; "reductasas" que facilitan las reacciones de
reduccion donde el analito se reduce y el oxigeno molecular no es el analito; y "deshidrogenasas”, que facilitan
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., New York: Oxford University
Press (1997) pp. 161, 476, 477, y 560.
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"Molécula orgéanica electroactiva" se define como una molécula organica que carece de un metal que es capaz de
experimentar una reaccion redox. Las moléculas organicas electroactivas se pueden comportar como especies
redox y/o como mediadores. Los ejemplos de moléculas organicas electroactivas incluyen la coenzima
pirroloquinolinaguinona (PQQ), benzoquinonas y naftoquinonas, N-6xidos, compuestos nitrosos, hidroxilaminas,
oxinas, flavinas, fenazinas, fenotiazinas, indofenoles e indaminas.

"Aglutinante" se define como un material que proporciona soporte fisico y contencién a los reactivos mientras que
tiene compatibilidad quimica con los reactivos.

"Espesor inicial promedio" se define como la altura promedio de una capa en su estado seco antes de la introduccion
de una muestra liquida. El término promedio se usa debido a que la superficie superior de la capa es irregular, que
tiene picos y valles.

"Densidad de deposicion” se define como la masa de un material depositado sobre un area. Por ejemplo, cuando se
depositan 0,24 uL de una disolucién que contiene 2,57 pg de un sélido sobre una superficie que tiene un area de
1,5 mm?, resulta una densidad de deposicion de 1,72 pg/mm? (2,57 pg/1,5 mm?).

"Unidad enzimatica" (U) se define como la cantidad de un sistema de enzima que catalizara la transformacién
(oxidacion o reduccion) de 1 micromol de sustrato (analito) en 1 minuto en condiciones estandar.

"Actividad enzimatica" o "actividad", con respecto a un sistema de enzima, es el nimero de unidades enzimaticas
por volumen. Asi, la actividad se puede dar en términos de U/L o mU/mL donde 1 U/L = umol/minuto/Litro, por
ejemplo.

"Reaccion redox" se define como una reaccion quimica entre dos especies que implica la transferencia de al menos
un electrén de una primera especie a una segunda especie. Asi, una reaccién redox incluye una oxidaciéon y una
reduccion. La porcion de oxidacion de la reaccién implica la pérdida de al menos un electron por la primera especie,
y la porcién de reduccién implica la adicién de al menos un electrén a la segunda especie. La carga idnica de una
especie que se oxida se hace mas positiva por una cantidad igual al nimero de electrones transferidos. Asimismo, la
carga iénica de una especie que se reduce se hace menos positiva por una cantidad igual al nimero de electrones
transferidos.

"Numero de oxidacion" se define como la carga idnica formal de una especie quimica, tal como un atomo. Un
namero de oxidacion mas alto, tal como (lll), es mas positivo, y un nimero de oxidacion mas bajo, tal como (Il), es
menos positivo. Una especie neutra tiene una carga iénica de cero (0). La oxidacion de una especie da como
resultado un aumento en el nimero de oxidacion de esa especie, y la reduccion de una especie da como resultado
una disminucién en el nimero de oxidacién de esa especie.

"Par redox" se define como dos especies conjugadas de una sustancia quimica que tienen diferentes nimeros de
oxidacion. La reduccién de las especies que tienen el nimero de oxidacién mas alto produce las especies que tienen
el numero de oxidacion mas bajo. Alternativamente, la oxidacién de las especies que tienen el numero de oxidacion
mas bajo produce las especies que tienen el nimero de oxidaciéon mas alto.

"Especie oxidable" se define como la especie de un par redox que tienen el nimero de oxidacion mas bajo, y que es
asi capaz de ser oxidada en la especie que tienen el nimero de oxidacion mas alto. Asimismo, el término "especie
reducible" se define como la especie de un par redox que tiene el niumero de oxidacién mas alto, y que es asi capaz
de ser reducida en la especie que tiene el nimero de oxidacion mas bajo.

"Especie redox soluble" se define como una sustancia que es capaz de experimentar oxidacion o reduccion y que es
soluble en agua (pH 7, 25 °C) a un nivel de al menos 1,0 gramo por litro. Las especies redox solubles incluyen
moléculas organicas electroactivas, complejos de metales de organotransicion y complejos de coordinacién de
metales de transicion. El término "especie redox soluble" excluye metales elementales e iones metélicos solitarios,
especialmente los que son insolubles 0 moderadamente solubles en agua.

"Complejo de metal de organotransicién", también denominado "complejo OTM", se define como un complejo donde
un metal de transicion se une a al menos un atomo de carbono mediante un enlace sigma (carga formal de -1 en el
atomo de carbono sigma unido al metal de transicién) o un enlace pi (carga formal de 0 en los atomos de carbono pi
unidos al metal de transicion). Por ejemplo, el ferroceno es un complejo OTM con dos anillos ciclopentadienilo (Cp),
cada uno unido a través de sus cinco atomos de carbono a un centro de hierro por dos enlaces pi y un enlace sigma.
Otro ejemplo de un complejo OTM es ferricianuro (Ill) y su homoélogo de ferrocianuro (ll) reducido, donde seis
ligandos ciano (carga formal de -1 en cada uno de los 6 ligandos) son sigma unidos a un centro de hierro a través de
los atomos de carbono de los grupos ciano.

"Complejo de coordinacion" se define como un complejo que tiene geometria de coordinacion bien definida, tal como
geometria plana octaédrica o cuadrada. A diferencia de los complejos de OTM, que se definen por su enlace, los
complejos de coordinacion se definen por su geometria. Asi, los complejos de coordinacién pueden ser complejos
OTM (tales como el ferricianuro previamente mencionado), o complejos donde atomos no metélicos distintos de
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carbono, tales como heterodtomos que incluyen nitrégeno, azufre, oxigeno y fésforo, se unen dativamente al centro
de metal de transicion. Por ejemplo, la hexaamina de rutenio es un complejo de coordinacion que tiene una
geometria octaédrica bien definida donde seis ligandos NHs (carga formal de 0 en cada uno de los 6 ligandos) se
unen dativamente al centro de rutenio. Una discusion mas completa de los complejos de metales de
organotransicién, complejos de coordinacién y enlaces de metal de transicion se puede encontrar en Collman et al.,
Principles and Applications of Organotransition Metal Chemistry (1987) y Miessler & Tarr, Inorganic Chemistry
(1991).

"Dispositivo de mano" se define como un dispositivo que se puede sostener en una mano humana y es portatil. Un
ejemplo de un dispositivo de mano es el dispositivo de medicidon que acompana al sistema de monitorizacion de
glucosa en sangre Ascensia® Elite, disponible de Bayer HealthCare, LLC, Elkhart, IN.

"Sobre" se define como "encima de" y es con respecto a la orientacién que se describe. Por ejemplo, si un primer
elemento se deposita sobre al menos una porcién de un segundo elemento, se dice que el primer elemento se
"deposita sobre" el segundo. En otro ejemplo, si un primer elemento esta presente encima de al menos una porcién
de un segundo elemento, el primer elemento se dice que esta "sobre" el segundo. El uso del término "sobre" no
excluye la presencia de sustancias entre los elementos superior e inferior que se describen. Por ejemplo, un primer
elemento puede tener un recubrimiento sobre su superficie superior, incluso un segundo elemento sobre al menos
una porcion del primer elemento, y su recubrimiento superior se puede describir como "sobre" el primer elemento.
Asi, el uso del término "sobre" puede o puede no significar que los dos elementos que se relacionan estén en
contacto fisico entre si.

Aunque se han descrito diversas realizaciones de la invencién, sera evidente para los expertos habituales en la
técnica que otras realizaciones e implementaciones son posibles dentro del alcance de las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Una tira de sensor electroquimica (100) que tiene un primer electrodo (175),
un segundo electrodo (185) y una tapa (120) sobre una base (110), caracterizada por:

un primer electrodo (175) sobre la base (110) que tiene al menos una primera capa sobre un primer conductor (270),
incluyendo la primera capa una capa de reactivo (275) que comprende desde 1 72 hasta 2 ug/mm2 de un mediador y
un sistema de enzima a una densidad de deposicion desde 0,42 hasta 0,8 pg/mm

donde la tira (100) esta configurada para proporcionar un valor determinado de concentracion de analito.

2. La tira de sensor electroquimica (100) de la reivindicacion 1, caracterizada ademas por que el segundo electrodo
incluye una segunda capa sobre un segundo conductor (280), donde la segunda capa comprende otra capa de
reactivo (285) diferente en composicién de la capa de reactivo (275) de la primera capa.

3. La tira de sensor electroquimica (100) de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el primer y
segundo electrodos (175, 185) se separan de una porcién superior de la tapa (120) al menos 100 pm.

4. La tira de sensor electroquimica (100) de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el espesor
inicial promedio de la capa de reactivo (275, 285) es mferlor a 8 um y donde la capa de reactivo (275, 285) tiene una
densidad de deposicién de como maximo 0,2 uL/mm de una disolucién de reactivo.

5. La tira de sensor electroquimica (100) de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la capa de
reactivo (275, 285) comprende un aglutinante polimérico seleccionado del grupo que consiste en poli(éxido de
etileno), poli(alcohol vinilico), hidroxietilencelulosa, carboximetilcelulosa, y combmamones de los mismos, y donde la
densidad de deposicién del aglutinante polimérico es como méaximo 2 ug/mm sobre el primer conductor.

6. La tira de sensor electroquimica (100) de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la capa de
reactivo (275, 285) comprende un aglutinante polimérico parcialmente soluble en agua que forma un material de tipo
gel con la hidratacién.

7. La tira de sensor electroquimica (100) de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la capa de
reactivo comprende como maximo 1,3 unidades de un sistema de enzima.

8. La tira de sensor electroquimica (100) de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el mediador
es un mediador de transferencia de dos electrones, y donde el mediador de transferencia de dos electrones es al
menos uno de 3-fenilimino-3H-fenotiazinas, 3-fenilimino-3H-fenoxazinas, sales de las mismas, acidos de las mismas,
y derivados de las mismas.

9. La tira de sensor electroquimica (100) de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el mediador
tiene un potencial redox de al menos 100 mV inferior al ferricianuro.

10. Un método de determinaciéon de la concentracién de un analito en una muestra con una tira de sensor
electroquimica (100) segun una de las reivindicaciones precedentes,

caracterizado por:

hacer reaccionar la muestra con una capa de reactivo (275), comprendiendo la capa de reactivo (275) desde 1,72
hasta 2;192/mm2 de un mediador y un sistema de enzima a una densidad de deposicién desde 0,42 hasta
0,8 pg/mm*;

aplicar una secuencia de impulsos a un analito que contiene la muestra, donde la secuencia de impulsos comprende
al menos 3 ciclos de trabajo en el plazo de 30 segundos, preferentemente al menos 3 ciclos de trabajo en el plazo de
9 segundos, 0 mas preferentemente al menos tres ciclos de trabajo en como maximo 5 segundos, y donde cada
ciclo de trabajo comprende una excitacion y una relajacion;

medir al menos una de las excitaciones; y determinar la concentraciéon de analito en la muestra de la medicién.

11. El método de la reivindicacion precedente, caracterizado ademas por determinar la concentracién de analito en
la muestra a partir de una medicion de corriente tomada en el plazo de 2 segundos desde la aplicaciéon de la
secuencia de impulsos.

12. El método de una de las dos reivindicaciones precedentes, donde las excitaciones tienen cada una una duracion
desde 0,01 hasta 3 segundos, o preferentemente como maximo 2 segundos.

13. El método de una cualquiera de las tres reivindicaciones precedentes, donde las excitaciones tienen una
duracién sumada de como maximo 10 segundos, o donde las excitaciones comprenden como maximo 45 % del
tiempo de la secuencia de impulsos.
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14. El método de una cualquiera de las cuatro reivindicaciones precedentes, donde las excitaciones son amplitudes
que tienen una diferencia dentro de 500 mV.

15. El método de una cualquiera de las cinco reivindicaciones precedentes, donde las relajaciones tienen cada una
una duracién desde 0,2 hasta 3 segundos.

16. El método de una cualquiera de las seis reivindicaciones precedentes, donde la secuencia de impulsos incluye
una excitacion inicial desde 0,75 hasta 3 segundos de duracién, y donde la excitacién inicial es mas larga en
duracién que las excitaciones de los al menos 3 ciclos de trabajo.
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Sensibilidad de hematocrito
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