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DESCRIPCION

Un método para reducir la desviacién de medicién
de biosensores amperimétricos.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para
reducir la desviacién de medicién en biosensores am-
perimétricos, caracterizado porque al mismo tiempo
que se aplica un analito a un sensor a cuyo sistema
de electrodo se ha aplicado un potencial predetermi-
nado, la corriente de fondo resultante de las principa-
les interferencias en la etapa inicial de la reaccién del
biosensor es eliminada disminuyendo gradualmente
el nivel del potencial predeterminado.

Antecedentes de la invencién

A menudo se utilizan métodos para medir ciertos
analitos en muestras de prueba liquidas con biosenso-
res amperimétricos al supervisar anomalias fisiol6gi-
cas clinicas, tales como métodos enzimaticos amperi-
métricos de medicién de lactato y aziicar en sangre,
y métodos no enzimdticos de medicién de hemoglo-
bina y 4cido urico. Independientemente del sistema
enzimatico o no enzimadtico, se utiliza un mediador
eléctrico como un mediador de transmisién de sefia-
les eléctricas de la reaccién redox del analito.

Como se ha indicado en la figura 1-1, dado que el
analito en la muestra de prueba lleva a cabo reaccion
de oxidacion, se incrementa gradualmente (13) la ten-
dencia del mediador eléctrico a reducirse (es decir, la
sefial eléctrica es transmitida al mediador eléctrico).
Después de un tiempo de reaccidn suficiente, también
se aplica un potencial fijo (12) al sistema de electro-
do, para permitir la conmutacién de sefiales eléctri-
cas entre el mediador eléctrico y el electrodo, a sa-
ber una reaccion redox electroquimica. Por lo tanto,
mediante la correlacién de concentracién y corriente
Cottrell como resultado de la reaccién redox electro-
quimica, a saber la relatividad positiva de la corrien-
te Cottrell y la concentracién del analito, la concen-
tracién de analito puede ser obtenida midiendo la
corriente del electrodo de trabajo (Patente de Estados
Unidos nimero Re 36268).

Durante el periodo de almacenamiento antes de
ser aplicado, el mediador eléctrico u otros componen-
tes del biosensor amperimétrico (por ejemplo, estabi-
lizadores de enzimas o surfactantes que tienen equi-
valentes oxidantes o reductores) pueden experimen-
tar reacciones de oxidacion o reduccién debidas a in-
fluencia medioambiental (tal como energia luminosa,
energia térmica o humedad). Si el sensor contenien-
do componentes reaccionados se usa para medir un
analito en una muestra de prueba, los componentes
reaccionado serdn interferencia de fondo, y afectardn
al valor de medicién de corriente del sistema de elec-
trodo del sensor, a saber formando el valor de desvia-
cién. Por lo tanto, al usar un biosensor amperimétrico,
la interferencia resultante de influencia medioambien-
tal debe ser reducida o eliminada con el fin de deter-
minar exactamente la concentracién de analito en la
muestra de prueba.

Actualmente, el método comiin para eliminar el
ruido de fondo es activar el circuito del sistema de
electrodo y eliminar simultineamente la interferencia
de fondo, cuando la muestra de prueba liquida es apli-
cada al sensor a cuyo sistema de electrodo se ha apli-
cado un potencial predeterminado, con el fin de redu-
cir el valor de desviacion.

Las figuras 1-2 y 1-3 respectivamente ilustran dos
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modos de operacién del potencial de la técnica ante-
rior. La figura 1-2 representa el modo de operacién
posible del método de determinacién de azicar en
sangre descrito en la Patente de Estados Unidos nu-
mero 4.224.125 (utilizando un biosensor amperimé-
trico), en el que al mismo tiempo (10) que se apli-
ca una muestra de prueba liquida a un sensor a cuyo
sistema de electrodo se ha aplicado un potencial pre-
determinado (11), la correlacién de corriente de régi-
men/concentracién se mide con alimentacion. La fi-
gura 1-3 representa el modo de operacién de potencial
del método de determinacién de azticar en sangre (uti-
lizando un biosensor amperimétrico) fabricado por
Bayer (Patente de Estados Unidos nimero 5.653.836
y 5.620.579), en el que al mismo tiempo (10) que se
aplica la muestra de prueba liquida al sensor a cuyo
sistema de electrodo se ha aplicado un potencial pre-
determinado, el potencial fijo predeterminado (11) se
usa para eliminar la interferencia de fondo durante un
cierto periodo de tiempo, y después se apaga. Después
de un tiempo de reaccidn suficiente para el analito en
la muestra de prueba, se vuelve a aplicar un poten-
cial de activacién (12) para medir la correlacion de
corriente y concentracion.

Sin embargo, mientras que el primero, que usa el
modo de alimentacién, puede reducir la corriente de
fondo, no puede acumular la intensidad de reaccién
del analito en un tiempo corto (10 a 20 segundos) y asi
reduce la intensidad de la sefial, pero aumenta el con-
sumo de potencia. Por otra parte, mientras que el ulti-
mo corta la potencia después de usar un potencial fijo
para eliminar las principales interferencias de fondo
con el fin de reducir el consumo de potencia, también
elimina la sefial convertida en el mediador eléctrico a
través de proceso redox en la etapa inicial después de
aplicar el analito a la ranura de medicién, y asf la se-
fial durante el primer periodo de la reaccién no puede
ser acumulada. Como resultado, en operaciones de la
técnica anterior, la eficiencia econémica y la exactitud
de la correlacién entre la corriente y la concentracién
del analito en la muestra de prueba siguen precisando
mejora.

El objeto principal de esta invencidn es proporcio-
nar un método mejorado para reducir la desviacién de
medicién en biosensores amperimétricos.

Resumen de la invencién

La presente invencién proporciona un nuevo mé-
todo para reducir la desviacién de medicién en bio-
sensores amperimétricos, incluyendo los pasos si-
guientes:

(a) montar un biosensor amperimétrico, que inclu-
ye al menos un sistema de electrodo y un mediador
eléctrico para reacciones redox, y aplicar un potencial
predeterminado a dicho sistema de electrodo;

(b) aplicar una muestra de prueba al biosensor y
disminuir inmediatamente gradualmente el potencial
predeterminado a un valor incapaz de activar la reac-
cién redox electroquimica del mediador eléctrico;

(c) después de un tiempo de reaccién suficiente,
aplicar un segundo potencial al sistema de electrodo
del biosensor para activar la reaccién redox electro-
quimica del mediador eléctrico; y

(d) medir la corriente electroquimica del sistema
de electrodo y determinar la concentracién del anali-
to.

El método para medir la concentracion del analito
en la muestra de prueba proporcionado por la presente
invencidn se caracteriza porque, al mismo tiempo que
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la muestra de prueba es aplicada al biosensor ampe-
rimétrico a cuyo sistema de electrodo se ha aplicado
un potencial predeterminado para activar el circuito
del sistema de electrodo, se disminuye gradualmen-
te el potencial predeterminado a un valor incapaz de
promover una reaccion redox electroquimica.

El método segtin la invencién no solamente puede
eliminar la corriente de fondo de la interferencia prin-
cipal en la etapa inicial de la reaccién, sino que tam-
bién puede retener lo mas posible el mediador eléc-
trico reaccionado del analito en la muestra de prueba
en la etapa inicial de la reaccidn redox, y asf la sefial
eléctrica en la etapa inicial de la reaccién puede ser
acumulada. La presente invencién no solamente pue-
de eliminar el ruido de interferencia, sino que también
puede retener lo mds posible un alto valor de sefial (a
saber, para aumentar la relacion de sefial/ruido (S/N)),
y asi mejorar la precisién y exactitud de la correla-
cién entre la corriente y la concentracidon. Ademads,
dado que el suministro de potencial predeterminado
se disminuye gradualmente, al interrumpir la redox
electroquimica para esperar la acumulacién de sefal
de mediadores eléctricos, también se puede reducir al
mismo tiempo el consumo de potencia.

Los expertos en la técnica son conscientes de que
se puede usar un mdédulo de control de conversién
analégica o digital y de captura de la sefial de corrien-
te para controlar el potencial suministrado al sistema
de electrodo del biosensor amperimétrico y para cap-
turar la corriente generada por la reaccion redox elec-
troquimica. Asfi, la operacién de disminuir gradual-
mente el potencial en la invencidn puede ser realizada
de manera digital o analdgica, dependiendo del tipo
del médulo de control de conversién y de captura de
sefial de corriente usado.

Las figuras 2-1 y 2-2 respectivamente ilustran los
dos modos de operacion del potencial de la invencion.
La figura 2-1 representa la realizacién de la invencién
en la que el potencial es bajado gradualmente de for-
ma analégica. Primero, se aplica un potencial prede-
terminado (16) al sistema de electrodo de un biosen-
sor amperimétrico. A continuacién, al mismo tiem-
po (10) que se aplica una muestra de prueba liquida
al sensor, el potencial se baja gradualmente de forma
analdgica (14) mientras se elimina la interferencia de
fondo. Después de un tiempo de reaccion suficiente
del analito en la muestra de prueba, se aplica un po-
tencial de excitacion (12) para medir la correlacién
entre la corriente y la concentracion.

La figura 2-2 representa el mismo modo de opera-
cion de potencial que el representado en la figura 2-
1, a excepcion de que después de que la muestra de
prueba ha sido aplicada al sistema de electrodo del
sensor, el potencial se baja gradualmente de forma di-
gital (15).

El valor del potencial predeterminado aplicado al
sistema de electrodo del sensor antes de la aplicacion
de la muestra de prueba usada en el método de la in-
vencidn se refiere al grado de interferencia de facto-
res medioambientales, y generalmente es del rango de
aproximadamente 0,1 voltio a 0,9 voltio, preferible-
mente de 0,3 voltio a 0,7 voltio, que es familiar a los
expertos en la técnica.

El paso de disminuir gradualmente el potencial
predeterminado en el método segtin la invencién tarda
aproximadamente de 1 a 15 segundos, preferiblemen-
te de 4 a 10 segundos. El tiempo de reaccién de la
muestra de prueba y el valor del segundo potencial
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usado para activar el mediador eléctrico para realizar
una reaccién redox electroquimica no son criticos pa-
ra la invencién, y pueden ser determinados por los ex-
pertos en la técnica segun los tipos de muestras de
prueba y sensores realmente usados en la operacion,
donde el segundo potencial puede ser mayor, igual o
menor que el potencial predeterminado.

El método segtin la invencién es aplicable a bio-
sensores amperimétricos enzimdticos o no enzimati-
cos. Las estructuras de los biosensores amperimétri-
cos enzimaticos o no enzimaticos son familiares a los
expertos en la técnica. El método segtin la invencién
no se limita a ningun tipo particular de biosensor am-
perimétrico. Generalmente, el biosensor amperimétri-
co enzimadtico incluye tipicamente un sistema de elec-
trodo, una enzima redox especifico para analisis par-
ticular, un mediador eléctrico para redox, un soporte
y agente tampoén que constan de dcido y base con-
jugados; y el biosensor amperimétrico no enzimético
incluye tipicamente un sistema de electrodo, un me-
diador eléctrico para redox y un soporte. El sopor-
te incluye generalmente polimeros altos solubles en
agua, y opcionalmente incluye surfactantes. El media-
dor eléctrico para redox es generalmente ferricianuro
de potasio.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1-1, 1-2 y 1-3 muestran tres modos de
operacion de potencial en la técnica.

La figura 2 representa el modo de operacién de
disminuir gradualmente el potencial segiin la inven-
cioén, donde la figura 2-1 representa la disminucién
gradual del potencial de forma analdgica, mientras
que la figura 2-2 representa la disminucién gradual
del potencial de forma digital.

La figura 3 representa la mejora en el grado ana-
litico de la correlacion entre la corriente y la concen-
tracién de glucosa medida con el método segtin la in-
vencion.

Descripcion detallada de la invencion

La tira biosensora de prueba de glucosa que se
puede obtener de la implementacion de la Patente nu-
mero 416005 de ROC (Taiwén) se usa para mostrar
mejor las ventajas del método segtin la invencion.

La tira biosensora de prueba de glucosa es de los
componentes estructurales y la combinacion repre-
sentados en la figura 1 y figura 2, y es de la formu-
lacién post-modificacién de la capa de reaccidén de
glucosa ilustrada en el Ejemplo 1. La formulacién in-
cluye una glucosa oxidasa, ferricianuro de potasio, un
surfactante, un polimero alto soluble en agua y una
sal tampon.

La interferencia medioambiental se incrementa
por la estimulacién de envejecimiento acelerado (en-
torno de almacenamiento de la tira de prueba a 50°C,
con una duracién de 1 semana y ocho semanas, res-
pectivamente). Se usa un médulo de control de con-
version digital y de captura de sefial de corriente pa-
ra controlar el potencial suministrado al sistema de
electrodo del biosensor amperimétrico de glucosa y
para capturar la corriente generada de la reaccion re-
dox electroquimica. Finalmente, la lectura de corrien-
te adquirida es convertida a la concentracién de
glucosa.

Los ejemplos siguientes se usan para ilustrar me-
jor la invencién, pero no se ha previsto que limiten el
alcance de la invencién. Todos los expertos en la téc-
nica pueden hacer facilmente modificaciones y cam-
bios sin apartarse del alcance de la invencion.
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Ejemplo

Se establecieron dos grupos de modos de suminis-
tro de potencia, uno como el suministro de potencial
inicial de 300 mV, que se redujo a 0 mV inmediata-
mente después de aplicar la muestra de prueba al sis-
tema de electrodo como en la técnica anterior (figura
1-1), el otro como el potencial de suministro inicial de
300 mV, que se bajé gradualmente a 0 mV 4 segun-
dos después de aplicar la muestra de prueba al sistema
de electrodo (es decir, interrumpiéndose la reaccién
redox electroquimica) segtn la idea de la invencién
(figura 2-2).

Dichos dos grupos de modos de establecimiento
de suministro de potencia y sangre con diferente con-
centracion de glucosa (inferior, media y superior) se
aplicaron al mismo lote de tiras biosensoras de prue-
ba de glucosa que se procesaron con envejecimiento
acelerado. La reaccién se mantuvo durante 16 segun-
dos. Entonces, se aplic6é un potencial de excitacién de
300 mV, y se midi6 la corriente redox en correlacion
positiva con la concentracion de glucosa. El resultado
se representa en la figura 3.

Al aplicar el modo de suministro de potencia de la
técnica anterior a la tira biosensora de prueba de glu-
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cosa, la interceptacién de la ecuacion lineal trazada
con la lectura del sensor (que duré una semana = 1 W-
O, y 8 semanas = 8W-0) y el método de referencia
(medidor bioquimico de azicar en sangre por elec-
troquimica YSI) se incrementd (de 3,95 a 25,75), lo
que representa la obvia existencia de interferencia de
fondo generada por la condicion de aceleracion. Sin
embargo, al aplicar el modo de suministro de poten-
cia segtn la idea de la invencién a la tira biosensora
de prueba de glucosa (que duré 1 semana = 1 W-N,
y 8 semanas = 8W-N), la interceptacién de la ecua-
cion lineal no presenta diferencia significativa (1,51
y -0,08), que representa la evidente reduccién de la
interferencia de fondo.

Ademis, el método segtin la invencién adopta el
modo de disminuir gradualmente el potencial sumi-
nistrado a 0 mV, que interrumpe la reaccién redox
electroquimica. Por lo tanto, durante el periodo de es-
pera de la acumulacién de sefial del mediador eléc-
trico, se puede reducir el consumo de potencia. En
conclusién, el método segtin la invencidn es de hecho
un método efectivo para reducir el valor de desviacion
latente producido por interferencia de fondo para bio-
sensores amperimétricos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la concentracién de
un analito en una muestra de prueba, incluyendo los
pasos siguientes:

(a) montar un biosensor amperimétrico que inclu-
ye al menos un sistema de electrodo y un mediador
eléctrico para reacciones redox, y aplicar un potencial
predeterminado al sistema de electrodo;

(b) aplicar una muestra de prueba al biosensor y
disminuir inmediatamente gradualmente el potencial
predeterminado a un valor incapaz de activar la reac-
cién redox electroquimica del mediador eléctrico;

(c) después de un tiempo de reaccién suficiente,
aplicar un segundo potencial al sistema de electrodo
del biosensor para activar la reaccién redox electro-
quimica del mediador eléctrico; y

(d) medir la corriente electroquimica del sistema
de electrodo y determinar la concentracién del anali-
to.

2. El método de la reivindicacion 1, donde dicho
paso de disminuir gradualmente el potencial predeter-
minado se realiza de forma digital.
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3. El método de la reivindicacion 1, donde dicho
paso de disminuir gradualmente el potencial predeter-
minado se realiza de forma analdgica.

4. El método de la reivindicacion 1, donde dicho
sensor es un biosensor amperimétrico enzimatico.

5. El método de la reivindicacion 1, donde dicho
sensor es un biosensor amperimétrico no enzimatico.

6. El método de cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a 5, donde dicho potencial predeterminado esta
dentro del rango de 0,1 voltio a 0,9 voltio.

7. El método de la reivindicacion 6, donde dicho
potencial predeterminado esta dentro del rango de 0,3
voltio a 0,7 voltio.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5, donde dicho paso de disminuir gradualmente
el potencial predeterminado tarda de uno a quince se-
gundos.

9. El método de la reivindicacién 8 donde dicho
paso de disminuir gradualmente el potencial prede-
terminado tarda de cuatro a diez segundos.

10. El método cualquiera de las reivindicaciones 1
a 5, donde dicho segundo potencial puede ser mayor,
igual o menor que el potencial predeterminado.
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