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DESCRIPCION

Método de colorimetria.
La presente invencidn se refiere a un método colorimétrico y un reactivo usado para el mismo.
Técnica antecedente

En el campo de exdmenes clinicos o bioquimicos se emplea un andlisis colorimétrico como un método para analizar
componentes tales como glucosa, colesterol o similares en una muestra. Por ejemplo, generalmente el analisis colori-
métrico de glucosa es como sigue: una glucosa oxidasa reacciona con glucosa (sustrato) para generar gluconolactona
y perdxido de hidrégeno; y el peréxido de hidrégeno se detecta mediante un reactivo colorante, tal como un reactivo
de Trinder, en presencia de peroxidasa. Este método, en el que se mide la concentracién de un sustrato indirectamente
mediante peréxido de hidrégeno, no estd limitado a glucosa, sino que también se usa para analizar otros componentes
tales como colesterol.

Sin embargo, el andlisis colorimétrico convencional implica los siguientes problemas. En primer lugar, el tiempo
requerido para la medicién es largo porque requiere mucho tiempo hasta que termina una reaccién de color debido
a la medicidn indirecta de un analito mediante peréxido de hidrégeno. Por ejemplo, la medicién de glucosa requiere
de 30 a 60 segundos. En segundo lugar, es dificil ajustar las condiciones porque se deben estabilizar dos sistemas de
reaccion de enzima diferentes simultdneamente. Finalmente, el andlisis colorimétrico convencional requiere oxigeno
y el suministro inadecuado de oxigeno puede conducir a una reaccion insuficiente.

Descripcion de la invenciéon

Con lo anterior en mente, es un objetivo de la presente invencién proporcionar un método colorimétrico que tenga
un sistema de reaccién tnica y pueda conseguir un analisis breve y proporcionar valores fiables con el anlisis.

Un método colorimétrico de la presente invencion incluye permitir que una oxidorreductasa actie sobre un analito
y un complejo de metal de transicién que cambia de color transfiriendo un electrén y realizar un andlisis cualitativo o
cuantitativo del analito midiendo un cambio de color en el complejo de metal de transicién debido a la transferencia
de electrones del analito al complejo de metal de transicion en el que al menos un ligando en el complejo de metal de
transicion se selecciona de amoniaco, un compuesto bipiridilo, un compuesto imidazol, un compuesto fenantrolina, un
compuesto etilenodiamina, aminodcidos, un compuesto triazina, un compuesto biquinolina, un compuesto piridilazo,
un compuesto nitroso y un compuesto oxina.

Este método tiene un sistema de reaccidn tnica, de modo que el sistema de reaccidn es sencillo y estable y el
tiempo hasta que finaliza una reaccion de color es breve. Por lo tanto, el tiempo de medicién se reduce (por ejemplo,
cuando se usa glucosa como un analito, la medicién se puede realizar en el intervalo de aproximadamente 5 segundos).
Adicionalmente, este método no requiere peréxido de hidrégeno y en principio no estd afectado por la cantidad de
oxigeno, asegurando de este modo valores altamente fiables con el andlisis.

Se describe un reactivo para el anterior método colorimétrico, que incluye una oxidorreductasa y una sustancia que
puede cambiar de color que cambia de color transfiriendo un electrén. Una pieza de ensayo puede incluir este reactivo.
Comparada con una pieza de ensayo convencional para andlisis colorimétrico que requiere perdxido de hidrégeno,
dicha pieza de ensayo puede conseguir un tiempo de andlisis muy breve y asegurar valores altamente fiables con el
andlisis.

Se ha propuesto un método de andlisis que usa un complejo metélico de bipiridilo como una sustancia emisora
de luz (por ejemplo, en el documento JP 10-253633 A). Sin embargo, este método difiere bastante de la presente
invencién en el campo técnico porque la presente invencion se refiere a un método colorimétrico. Se ha propuesto
otra técnica que permite a un complejo metdlico de bipiridilo producir/borrar color por aplicacién directa desde un
electrodo (por ejemplo, en el documento JP 57-192483 A). Sin embargo, esta técnica también difiere bastante de la
presente invencién en el campo técnico porque la presente invencién utiliza transferencia de electrones mediante una
oxidorreductasa.

El documento EP 0100 217 describe un proceso para la determinacién cuantitativa de sustrato tratado con oxidasa
usando un complejo de hierro de porfirina o un quelato iénico de complexano y un reactivo productor de color que se
tiene que reducir.

Los documentos US 4.701.420, WO 94/17199 y JP 3043096 describen composiciones analiticas que comprenden
quelatos i6nicos férricos. Después de la reduccién del i6n férrico a i6n ferroso, el i6n ferroso forma un complejo con
un ligando de coordinacién de i6n ferroso para formar un complejo coloreado.

Los documentos EP 0 602 488 y WO 96/25514 describen mediadores electroquimicos que comprenden un metal
de transicion y un ligando bipiridina o fenantrolina.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un grafico que muestra la dependencia de la reflectancia de la concentracién de glucosa en un
ejemplo de la presente invencion.

La Figura 2 es un grafico que muestra la dependencia de la reflectancia de la concentracion de glucosa en otro
ejemplo de la presente invencion.

La Figura 3 es un grafico que muestra un cambio de color en otro ejemplo mds de la presente invencion.
La Figura 4 es un grafico que muestra un cambio de color en otro ejemplo mds de la presente invencidn.
La Figura 5 es un grafico que muestra un cambio de color en otro ejemplo mds de la presente invencion.
La Figura 6 es un griafico que muestra un cambio de color en otro ejemplo mds de la presente invencidn.

La Figura 7 es un grifico que muestra la dependencia de la reflectancia de la concentracién de glucosa en otro
ejemplo mas de la presente invencion.

Las Figuras 8A a 8F son graficos que muestran un cambio de color en otro ejemplo més de la presente invencion.
Las Figuras 9A a 9D son graficos que muestran un cambio de color en otro ejemplo més de la presente invencion.
Las Figuras 10A a 10C son graficos que muestran un cambio de color en otro ejemplo mds de la presente invencion.
La Figura 11 es un grafico que muestra un cambio de color en otro ejemplo mds de la presente invencion.
La Figura 12 es un grafico que muestra un cambio de color en otro ejemplo mds de la presente invencion.
Las Figuras 13A a 13C son gréficos que muestran un cambio de color en otro ejemplo mds de la presente invencion.
La Figura 14 es un grifico que muestra un cambio de color en otro ejemplo mds de la presente invencion.
La Figura 15 es un gréfico que muestra un cambio de color en otro ejemplo mds de la presente invencion.
Las Figuras 16A a 16E son graficos que muestran un cambio de color en otro ejemplo mds de la presente invencion.
Las Figuras 17A y 17B son graficos que muestran un cambio de color en otro ejemplo mas de la presente invencion.
Las Figuras 18A a 18C son gréficos que muestran un cambio de color en otro ejemplo mas de la presente invencion.
Mejor modo de realizar la invencion

En un método colorimétrico de la presente invencion, la sustancia que puede cambiar de color que cambia de color
transfiriendo un electrén es un complejo de metal de transicion. El complejo de metal de transicidn es preferiblemente
un complejo de cobre, un complejo de hierro, un complejo de rutenio, un complejo de osmio o una mezcla que con-
tiene al menos dos de estos complejos. Es preferible que un dtomo de coordinacién de un ligando en el complejo de
metal de transicidn sea al menos uno seleccionado del grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno y azufre. El ligando
se selecciona del grupo que consiste en amoniaco, un compuesto bipiridilo, un compuesto imidazol, un compuesto
fenantrolina, un compuesto etilenodiamina, aminoacidos, un compuesto triazina, un compuesto biquinolina, un com-
puesto piridilazo, un compuesto nitroso y un compuesto oxina. Se puede sustituir al menos un atomo de hidrégeno
que ocupa una posicion diferente a la posicién de coordinacién del ligando por un sustituyente. Los ejemplos del
sustituyente incluyen un grupo alquilo, un grupo arilo, un grupo alilo, un grupo fenilo, un grupo hidroxilo, un grupo
alcoxi, un grupo carboxilo, un grupo carbonilo, un grupo sulfona, un grupo sulfonilo, un grupo nitro, un grupo nitroso,
una amina primaria, una amina secundaria, una amina terciaria, un grupo amino, un grupo acilo, un grupo amido y un
grupo halégeno. El complejo de metal de transicion puede incluir dos o mas tipos de ligandos, es decir, puede ser un
complejo de ligando mixto.

En un método colorimétrico de la presente invencidn, la oxidorreductasa es preferiblemente una deshidrogenasa o
una oxidasa. La velocidad de reaccién puede aumentar con la cantidad de enzima. El analito es, por ejemplo, glucosa,
colesterol, dcido urico, 4cido lactico, dcido pirdvico, creatina o creatinina. En este caso, la oxidorreductasa puede ser
una deshidrogenasa o una oxidasa que se corresponde con el respectivo analito.

En un método colorimétrico de la presente invencion, es preferible usar un mediador adicionalmente a la sustancia
que puede cambiar de color que cambia de color transfiriendo un electron. Aunque la sustancia que puede cambiar
de color puede servir como un mediador, tiene la funcién no sélo de transferir un electrén sino también de cambiar
color. Por lo tanto, el mediador adicional difiere de la sustancia que puede cambiar de color. El mediador aumenta
la velocidad de transferencia de electrones, que, a su vez, aumenta la velocidad del cambio de color de la sustancia
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que puede cambiar de color. Por tanto, es posible usar menos oxidorreductasa y obtener una ventaja en cuanto a
costes. El mediador es, por ejemplo, un complejo de osmio, un complejo de rutenio o similares. Mds adelante se
describirdn ejemplos especificos del mediador. Cuando se usa la sustancia que puede cambiar de color con el mediador,
es preferible usar un complejo de cobre como la sustancia que puede cambiar de color y usar un complejo de osmio o
de rutenio como el mediador.

Una pieza de ensayo incluye preferiblemente un gel inorgdnico asi como el reactivo. La sustancia que puede
cambiar de color que cambia de color transfiriendo un electrén se reduce por transferencia de electrones y, por tanto,
cambia de color. Sin embargo, cuando el oxigeno estd presente en el entorno, el color puede perder intensidad debido
a la reoxidacién de la sustancia que puede cambiar de color. El gel inorgdnico puede ser titil para evitar la pérdida de
intensidad.

Mis adelante en este documento se describird la presente invencién con més detalle mediante ejemplos especificos.

Como se ha descrito anteriormente, la sustancia que puede cambiar de color que cambia de color transfiriendo un
electrén es un complejo de metal de transicién en la presente invencion. Entre los complejos de metal de transicién
particularmente adecuados para la sustancia que puede cambiar de color estdn un complejo de cobre, un complejo de
hierro, un complejo de rutenio y un complejo de osmio.

Complejo de cobre

El color del complejo de cobre cambia, por ejemplo, de azul (Cu®*) a marrén rojizo (Cu*) mediante transferencia de
electrones que esta causada por una enzima. Los ejemplos de un ligando en el complejo de cobre incluyen amoniaco, un
compuesto bipiridilo, un compuesto imidazol, un compuesto fenantrolina, un compuesto etilenodiamina, aminoécidos,
un compuesto triazina, un compuesto biquinolina, un compuesto piridilazo, un compuesto nitroso, un compuesto
oxina, un compuesto benzotiazol, un compuesto acetilacetona, un compuesto antraquinona, un compuesto xanteno,
acido oxélico y un derivado de cada uno de los compuestos. Se puede usar un ligando mixto con dos o mds tipos de
estos ligandos.

Para el compuesto bipiridilo, el nimero de coordinacién es 4 6 6. Con vistas a la estabilidad se deben coordinar
dos bipiridilos en dos posiciones de coordinacién en el complejo, respectivamente. Los dtomos de hidrégeno que se
unen a los anillos de piridina pueden estar no sustituidos o sustituidos. La introduccién de un sustituyente hace posible
controlar, por ejemplo, la solubilidad y el potencial de oxidacidn-reduccién del complejo. Los ejemplos de la posicién
del sustituyente incluyen la posicion 4,4’ y posicion 5,5’. Los ejemplos del sustituyente incluyen un grupo alquilo (tal
como un grupo metilo, un grupo etilo o un grupo propilo), un grupo arilo, un grupo alilo, un grupo fenilo, un grupo
hidroxilo, un grupo alcoxi (tal como un grupo metoxi o un grupo etoxi), un grupo carboxilo, un grupo carbonilo, un
grupo sulfona, un grupo sulfonilo, un grupo nitro, un grupo nitroso, una amina primaria, una amina secundaria, una
amina terciaria, un grupo amino, un grupo acilo, un grupo amido y un grupo halégeno (tal como bromo, cloro o yodo).

Los ejemplos de un complejo de cobre bipiridilo incluyen [Cu(bipiridil),], [Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridil),],
[Cu(4.,4’-difenil-2,2’-bipiridil),], [Cu(4,4’-diamino-2,2’-bipiridil),], [Cu(4,4’-dihidroxi-2,2’-bipiridil),], [Cu(4,4’-
dicarboxi-2,2’-bipiridil),], [Cu(4,4’-dibromo-2,2’-bipiridil), ], [Cu(5,5’-dimetil-2,2’-bipiridil),], [Cu(5,5’-difenil-2,2’-
bipiridil),], [Cu(5,5’-diamino-2,2’-bipiridil),], [Cu(5,5’-dihidroxi-2,2’-bipiridil),], [Cu(5,5 -dicarboxi-2,2’-
bipiridil),], [Cu(5,5’-dibromo-2,2’-bipiridil),], [Cu(bipiridil);], [Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridil);], [Cu(4,4’-difenil-
2,2’-bipiridil);], [Cu(4,4’-diamino-2,2’-bipiridil);], [Cu(4,4’-dihidroxi-2,2’-bipiridil);], [Cu(4,4’-dicarboxi-2,2’-bipi-
ridil);], [Cu(4,4’-dibromo-2,2’-bipiridil);], [Cu(5,5’-dimetil-2,2’-bipiridil);], [Cu(5,5’-difenil-2,2’-bipiridil)s],
[Cu(5,5’-diamino-2,2’-bipiridil); ], [Cu(5,5-dihidroxi-2,2’-bipiridil); ], [Cu(5,5’-dicarboxi-2,2’-bipiridil); ] y [Cu(5,5 -
dibromo-2,2’-bipiridil);].

Para el compuesto imidazol, el ntimero de coordinacién es 4. Los dtomos de hidrégeno que se unen a los anillos
de imidazol pueden estar no sustituidos o sustituidos. La introduccién de un sustituyente hace posible controlar, por
ejemplo, la solubilidad y el potencial de oxidacién-reduccion del complejo. Los ejemplos de la posicion del sustitu-
yente incluyen la posicién 2, posicién 4 y posicién 5. Los ejemplos del sustituyente incluyen un grupo alquilo (tal
como un grupo metilo, un grupo etilo o un grupo propilo), un grupo arilo, un grupo alilo, un grupo fenilo, un grupo
hidroxilo, un grupo alcoxi (tal como un grupo metoxi o un grupo etoxi), un grupo carboxilo, un grupo carbonilo, un
grupo sulfona, un grupo sulfonilo, un grupo nitro, un grupo nitroso, una amina primaria, una amina secundaria, una
amina terciaria, un grupo amino, un grupo acilo, un grupo amido y un grupo halégeno (tal como bromo, cloro o yodo).

Los ejemplos de un complejo de cobre imidazol incluyen [Cu(imidazol),], [Cu(4-metil-imidazol),], [Cu(4-fenil-
imidazol),], [Cu(4-amino-imidazol),], [Cu(4-hidroxi-imidazol),], [Cu(4-carboxi-imidazol),] y [Cu(4-bromo-imida-
201)4].

Los aminodcidos incluyen, por ejemplo, arginina (L-Arg). Un complejo de cobre que contiene arginina general-
mente tiene la ventaja de una solubilidad elevada. El ligando mixto puede ser una combinacién de los compuestos
bipiridilo y los compuestos imidazol o una combinacién de los compuestos bipiridilo y los aminodcidos, tal como [Cu
(imidazol),(bipiridil)] o [Cu(L-Arg), (bipiridil)]. Se puede usar el ligando mixto para impartir diversas propiedades al
complejo, por ejemplo, la arginina mejora la solubilidad del complejo.
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Complejo de hierro

El color del complejo de hierro cambia, por ejemplo, de amarillo (Fe**) a rojo (Fe**) mediante transferencia de
electrones que es causada por una enzima. Los ejemplos de un ligando en el complejo de hierro incluyen amoniaco, un
compuesto bipiridilo, un compuesto imidazol, un compuesto fenantrolina, un compuesto etilenodiamina, aminoacidos,
un compuesto triazina, un compuesto biquinolina, un compuesto piridilazo, un compuesto nitroso, un compuesto
oxina, un compuesto benzotiazol, un compuesto acetilacetona, un compuesto antraquinona, un compuesto xanteno,
acido oxélico y un derivado de cada uno de los compuestos. Se puede usar un ligando mixto con dos o mds tipos de
estos ligandos.

Para el compuesto bipiridilo, el nimero de coordinacién es 6. Los dtomos de hidrégeno que se unen a los anillos de
piridina pueden estar no sustituidos o sustituidos. La introduccién de un sustituyente hace posible controlar, por ejem-
plo, la solubilidad y el potencial de oxidacién-reduccién del complejo. Los ejemplos de la posicion del sustituyente
incluyen la posicién 4,4’ y posicion 5,5°. Los ejemplos del sustituyente incluyen un grupo alquilo (tal como un grupo
metilo, un grupo etilo o un grupo propilo), un grupo arilo, un grupo alilo, un grupo fenilo, un grupo hidroxilo, un
grupo alcoxi (tal como un grupo metoxi o un grupo etoxi), un grupo carboxilo, un grupo carbonilo, un grupo sulfona,
un grupo sulfonilo, un grupo nitro, un grupo nitroso, una amina primaria, una amina secundaria, una amina terciaria,
un grupo amino, un grupo acilo, un grupo amido y un grupo halégeno (tal como bromo, cloro o yodo).

Los ejemplos de un complejo de hierro bipiridilo incluyen [Fe(bipiridil);], [Fe(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridil);], [Fe
(4,4’ -difenil-2,2’-bipiridil);], [Fe(4,4’-diamino-2,2’-bipiridil);], [Fe(4,4’-dihidroxi-2,2’-bipiridil);], [Fe(4,4’-dicarbo-
xi-2,2’-bipiridil);], [Fe(4,4’-dibromo-2,2’-bipiridil);], [Fe(5,5’-dimetil-2,2’-bipiridil);], [Fe(5,5’-difenil-2,2’-bipiri-
dil);], [Fe(5,5’-diamino-2,2’-bipiridil);], [Fe(5,5’-dihidroxi-2,2’-bipiridil);], [Fe(5,5’-dicarboxi-2,2’-bipiridil);] y [Fe
(5,5’-dibromo-2,2’-bipiridil);].

Para el compuesto imidazol, el niimero de coordinacién es 6. Los dtomos de hidrégeno que se unen a los anillos
de imidazol pueden estar no sustituidos o sustituidos. La introduccién de un sustituyente hace posible controlar, por
ejemplo, la solubilidad y el potencial de oxidacién-reduccidn del complejo. Los ejemplos de la posicién del sustitu-
yente incluyen la posicién 2, posicién 4 y posicién 5. Los ejemplos del sustituyente incluyen un grupo alquilo (tal
como un grupo metilo, un grupo etilo o un grupo propilo), un grupo arilo, un grupo alilo, un grupo fenilo, un grupo
hidroxilo, un grupo alcoxi (tal como un grupo metoxi o un grupo etoxi), un grupo carboxilo, un grupo carbonilo, un
grupo sulfona, un grupo sulfonilo, un grupo nitro, un grupo nitroso, una amina primaria, una amina secundaria, una
amina terciaria, un grupo amino, un grupo acilo, un grupo amido y un grupo halégeno (tal como bromo, cloro o yodo).

Los ejemplos de un complejo de hierro imidazol incluyen [Fe(imidazol)s], [Fe(4-metil-imidazol)s], [Fe(4-fe-
nil-imidazol)s], [Fe(4-amino-imidazol)s], [Fe(4-hidroxi-imidazol)s], [Fe(4-carboxi-imidazol)s] y [Fe(4-bromo-imida-
zol)s].

Los aminodcidos incluyen, por ejemplo, arginina (L-Arg). Un complejo de hierro que contiene arginina general-
mente tiene la ventaja de una solubilidad elevada. El ligando mixto puede ser una combinacién de los compuestos
bipiridilo y los compuestos imidazol o una combinacién de los compuestos bipiridilo y los aminodcidos, tal como [Fe
(imidazol),(bipiridil),] o [Fe(L-Arg), (bipiridil),]. Se puede usar el ligando mixto para impartir diversas propiedades
al complejo, por ejemplo, la arginina mejora la solubilidad del complejo.

Complejo de rutenio

Los ejemplos de un ligando en el complejo de rutenio incluyen amoniaco, un compuesto bipiridilo, un compuesto
imidazol, un compuesto fenantrolina, un compuesto etilenodiamina, aminoacidos, un compuesto triazina, un com-
puesto biquinolina, un compuesto piridilazo, un compuesto nitroso, un compuesto oxina, un compuesto benzotiazol,
un compuesto acetilacetona, un compuesto antraquinona, un compuesto xanteno, dcido oxdlico y un derivado de cada
uno de los compuestos. Se puede usar un ligando mixto con dos o mas tipos de estos ligandos.

Para el compuesto bipiridilo, el nimero de coordinacién es 6. Los dtomos de hidrégeno que se unen a los anillos de
piridina pueden estar no sustituidos o sustituidos. La introduccién de un sustituyente hace posible controlar, por ejem-
plo, la solubilidad y el potencial de oxidacién-reduccion del complejo. Los ejemplos de la posicién del sustituyente
incluyen la posicién 4,4’ y posicidn 5,5°. Los ejemplos del sustituyente incluyen un grupo alquilo (tal como un grupo
metilo, un grupo etilo o un grupo propilo), un grupo arilo, un grupo alilo, un grupo fenilo, un grupo hidroxilo, un
grupo alcoxi (tal como un grupo metoxi o un grupo etoxi), un grupo carboxilo, un grupo carbonilo, un grupo sulfona,
un grupo sulfonilo, un grupo nitro, un grupo nitroso, una amina primaria, una amina secundaria, una amina terciaria,
un grupo amino, un grupo acilo, un grupo amido y un grupo halégeno (tal como bromo, cloro o yodo).

Los ejemplos de un complejo de rutenio bipiridilo incluyen [Ru(bipiridil);], [Ru(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridil);], [Ru
(4,4’ -difenil-2,2’-bipiridil);], [Ru(4,4’-diamino-2,2’-bipiridil);], [Ru(4,4’-dihidroxi-2,2’-bipiridil);], [Ru(4,4’-dicar-
boxi-2,2’-bipiridil); ], [Ru(4,4’-dibromo-2,2’-bipiridil); ], [Ru(5,5’-dimetil-2,2’-bipiridil);], [Ru(5,5’-difenil-2,2’-bipi-
ridil);], [Ru(5,5’-diamino-2,2’-bipiridil);], [Ru(5,5’-dihidroxi-2,2’-bipiridil);], [Ru(5,5’-dicarboxi-2,2’-bipiridil);] y
[Ru(5,5’-dibromo-2,2’-bipiridil);].
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Para el compuesto imidazol, el nimero de coordinacién es 6. Los d&tomos de hidrégeno que se unen a los anillos
de imidazol pueden estar no sustituidos o sustituidos. La introduccién de un sustituyente hace posible controlar, por
ejemplo, la solubilidad y el potencial de oxidacién-reduccién del complejo. Los ejemplos de la posicién del sustitu-
yente incluyen la posicién 2, posicién 4 y posicion 5. Los ejemplos del sustituyente incluyen un grupo alquilo (tal
como un grupo metilo, un grupo etilo o un grupo propilo), un grupo arilo, un grupo alilo, un grupo fenilo, un grupo
hidroxilo, un grupo alcoxi (tal como un grupo metoxi o un grupo etoxi), un grupo carboxilo, un grupo carbonilo, un
grupo sulfona, un grupo sulfonilo, un grupo nitro, un grupo nitroso, una amina primaria, una amina secundaria, una
amina terciaria, un grupo amino, un grupo acilo, un grupo amido y un grupo halégeno (tal como bromo, cloro o yodo).

Los ejemplos de un complejo de rutenio imidazol incluyen [Ru(imidazol)s], [Ru(4-metil-imidazol)], [Ru(4-fenil-
imidazol)s], [Ru(4-amino-imidazol)s], [Ru(4-hidroxi-imidazol)s], [Ru(4-carboxi-imidazol)s] y [Ru(4-bromo-imida-
zol)s].

Los aminoécidos incluyen, por ejemplo, arginina (L-Arg). Un complejo de rutenio que contiene arginina general-
mente tiene la ventaja de una solubilidad elevada. El ligando mixto puede ser una combinacién de los compuestos
bipiridilo y los compuestos imidazol o una combinacién de los compuestos bipiridilo y los aminoécidos, tal como [Ru
(imidazol),(bipiridil),] o [Ru(L-Arg), (bipiridil),]. Se puede usar el ligando mixto para impartir diversas propiedades
al complejo, por ejemplo, la arginina mejora la solubilidad del complejo.

Complejo de osmio

El color del complejo de osmio cambia, por ejemplo, de naranja (Os**) a marrén oscuro (Os*") mediante transfe-
rencia de electrones que estd causada por una enzima. Los ejemplos de un ligando en el complejo de osmio incluyen
amoniaco, un compuesto bipiridilo, un compuesto imidazol, un compuesto fenantrolina, un compuesto etilenodiamina,
aminodcidos, un compuesto triazina, un compuesto biquinolina, un compuesto piridilazo, un compuesto nitroso, un
compuesto oxina, un compuesto benzotiazol, un compuesto acetilacetona, un compuesto antraquinona, un compuesto
xanteno, acido oxdlico y un derivado de cada uno de los compuestos. Se puede usar un ligando mixto con dos o mas
tipos de estos ligandos.

Para el compuesto bipiridilo, el nimero de coordinacién es 6. Los dtomos de hidrégeno que se unen a los anillos de
piridina pueden estar no sustituidos o sustituidos. La introduccién de un sustituyente hace posible controlar, por ejem-
plo, la solubilidad y el potencial de oxidacién-reduccién del complejo. Los ejemplos de la posicion del sustituyente
incluyen la posicién 4,4’ y posicion 5,5°. Los ejemplos del sustituyente incluyen un grupo alquilo (tal como un grupo
metilo, un grupo etilo o un grupo propilo), un grupo arilo, un grupo alilo, un grupo fenilo, un grupo hidroxilo, un
grupo alcoxi (tal como un grupo metoxi o un grupo etoxi), un grupo carboxilo, un grupo carbonilo, un grupo sulfona,
un grupo sulfonilo, un grupo nitro, un grupo nitroso, una amina primaria, una amina secundaria, una amina terciaria,
un grupo amino, un grupo acilo, un grupo amido y un grupo halégeno (tal como bromo, cloro o yodo).

Los ejemplos de un complejo de osmio bipiridilo incluyen [Os(bipiridil);], [Os(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridil);], [Os
(4,4’ -difenil-2,2’-bipiridil);], [Os(4,4’-diamino-2,2’-bipiridil);], [Os(4,4’-dihidroxi-2,2’-bipiridil);], [Os(4,4’-dicar-
boxi-2,2’-bipiridil);], [Os(4,4’-dibromo-2,2’-bipiridil); ], [0s(5,5’-dimetil-2,2’-bipiridil);], [Os(5,5’-difenil-2,2’-bipi-
ridil);], [Os(5,5’-diamino-2,2’-bipiridil);], [Os(5,5’-dihidroxi-2,2’-bipiridil);], [Os(5,5’-dicarboxi-2,2’-bipiridil);] y
[Os(5,5’-dibromo-2,2’-bipiridil);].

Para el compuesto imidazol, el nimero de coordinacién es 6. Los dtomos de hidrégeno que se unen a los anillos
de imidazol pueden estar no sustituidos o sustituidos. La introduccién de un sustituyente hace posible controlar, por
ejemplo, la solubilidad y el potencial de oxidacién-reduccién del complejo. Los ejemplos de la posicién del sustitu-
yente incluyen la posicién 2, posicidn 4 y posicién 5. Los ejemplos del sustituyente incluyen un grupo alquilo (tal
como un grupo metilo, un grupo etilo o un grupo propilo), un grupo arilo, un grupo alilo, un grupo fenilo, un grupo
hidroxilo, un grupo alcoxi (tal como un grupo metoxi o un grupo etoxi), un grupo carboxilo, un grupo carbonilo, un
grupo sulfona, un grupo sulfonilo, un grupo nitro, un grupo nitroso, una amina primaria, una amina secundaria, una
amina terciaria, un grupo amino, un grupo acilo, un grupo amido y un grupo halégeno (tal como bromo, cloro o yodo).

Los ejemplos de un complejo de osmio imidazol incluyen [Os(imidazol)s], [Os(4-metil-imidazol)s], [Os(4-fe-
nil-imidazol)], [Os(4-amino-imidazol)s], [Os(4-hidroxi-imidazol)s], [Os(4-carboxi-imidazol)s] y [Os(4-bromo-imi-
dazol)g].

Los aminodcidos incluyen, por ejemplo, arginina (L-Arg). Un complejo de osmio que contiene arginina general-
mente tiene la ventaja de una solubilidad elevada. El ligando mixto puede ser una combinacién de los compuestos
bipiridilo y los compuestos imidazol o una combinacion de los compuestos bipiridilo y los aminodcidos, tal como [Os
(imidazol),(bipiridil),] o [Os(L-Arg), (bipiridil),]. Se puede usar el ligando mixto para impartir diversas propiedades
al complejo, por ejemplo, la arginina mejora la solubilidad del complejo.

La anterior explicacion de los complejos de metal de transicién se basa en el tipo de metal de transicion y la
presente invencion no se limita al mismo. M4s adelante en este documento se describirdn los complejos de metal de
transicion basdndose en sus ligandos.
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Un ligando que contiene atomos de coordinacién N, O y S tiene grupos tales como =N-OH, -COOH, -OH, -SH
y >C=0 en la molécula. Los ejemplos de complejos metdlicos que incluyen este tipo de ligando son quelato NN,
quelato NO, quelato NS, quelato OO, quelato OS, quelato SS (bidentado), quelato N (unidentado) y quelato NNN
(tridentado). La combinacién es diversa. Cuando un ligando tiene un doble enlace, Cu, Fe, Ru y Os del complejo
tiende a tener la funcién de transferir electrones. El ligando preferiblemente tienen un anillo aromatico. El ligando
puede ser cualquiera de los anteriores sustituyentes. Por ejemplo, la introduccién de un grupo sulfona puede mejorar
la solubilidad del complejo metdlico. El complejo metdlico se puede formar mezclando dos o més tipos de ligandos
y se puede usar como un complejo de ligando mixto. Por ejemplo, cuando uno de los ligandos es un aminoécido,
el complejo metdlico puede tener una buena afinidad con una enzima. Adicionalmente, diversos d&tomos de halégeno
(tales como Cl, F, Br e I) pueden estar unidos a parte del sitio del metal central. El siguiente es un ejemplo de los
complejos metdlicos de transferencia que se clasifican mediante el tipo de coordinacidn.
Forma de coordinacion NN

Derivado de fenantrolina

Cu + 1,10-fenantrolina

Fe + 1,10-fenantrolina

Cu + batofenantrolina

Fe + batofenantrolina

Cu + 4cido batofenantrolina sulfénico

Fe + 4cido batofenantrolina sulfénico

Derivado de bipiridilo

Cu + 2,2’-bipiridilo

Fe + 2,2’-bipiridilo

Fe + 4,4’-diamino-2,2’-bipiridilo

Ru + 4,4’-diamino-2,2’-bipiridilo

Derivado de triazina

Cu + TPTZ (2,4,6-tripiridil-S-triazina)

Fe + TPTZ (2,4,6-tripiridil-S-triazina)

Fe + PDTS (3-(2-piridil)-5,6-bis(4-sulfofenil)-1,2,4-triazina)

Derivado de biquinolina

Cu + cuproina (2,2’-biquinolina)

Derivado de piridilazo

Fe + nitro-PAPS (2-(5-nitro-2-piridilazo)-5-[N-n-propil-N-(3-sulfopropil) amino] fenol)

Forma de coordinacion NO
Fe + nitroso-PSAP (2-nitroso-5-[N-n-propil-N-(3-sulfopropil) amino] fenol)

Fe + nitroso-ESAP (2-nitroso-5-[N-etil-N-(3-sulfopropil) amino] fenol) Fe + 1-nitroso-2-naftol

Forma de coordinacion NS

Fe + acido 2-amino-4-tiazol acético
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Forma de coordinacion OO

Fe + 4cido 1,2-naftoquinona-4-sulfénico

Forma de ligando mixto
Os + Cl, imidazol, 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridilo
Os + imidazol, 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridilo
Cu + L-arginina, 2,2’-bipiridilo
Cu + etilenodiamina, 2,2’-bipiridilo

Cu + imidazol, 2,2’-bipiridilo

A continuacidn se aplica el método colorimétrico de la presente invencidn a una pieza de ensayo. En este caso se
usa un complejo de cobre como la sustancia que puede cambiar de color que cambia de color transfiriendo un electrén
y se usa glucosa como el analito. Otros analitos tales como colesterol se analizan bisicamente de la misma manera
excepto porque se cambia la oxidorreductasa de acuerdo con los analitos.

En primer lugar se prepara un complejo de cobre bipiridilo usando un producto disponible en el mercado o em-
pleando la siguiente manera. Por ejemplo, se mezclan CuCl, y 2,2’-bipiridilo (bpi) en un bafio de agua a aproximada-
mente 60°C a 90°C y se sintetizan hasta formar [Cu(bpi),]Cl,. La proporcién molar de CuCl, a 2,2’-bipiridilo (bpi) es,
por ejemplo, 1 : 2. La concentracién de la solucién acuosa del complejo de cobre bipiridilo varia, por ejemplo, del 1 al
10% en peso. Se disuelve un aglutinante en la solucién acuosa del complejo de cobre bipiridilo y después se disuelve
glucosa deshidrogenasa (GDH) en la solucién de aglutinante, produciendo de este modo una solucién de reactivo.
Los ejemplos del aglutinante incluyen hidroxipropilcelulosa (HPC), alcohol polivinilico (PVA), polivinil pirrolidona
(PVP), poliacrilamida y albimina sérica bovina (BSA) y se prefiere HPC. La concentracién del aglutinante varia, por
ejemplo, del 0,5 al 5% en peso. La concentracién de GDH varfa, por ejemplo, de 1000 a 50000 U/ml. Una lamina po-
rosa (por ejemplo, papel de filtro) se impregna con la solucién de reactivo y se seca, de tal forma que se pueda producir
una pieza de ensayo para andlisis de glucosa. Antes de la impregnacién con la solucién de reactivo, es preferible que
la Idmina porosa se impregne con una solucién de gel inorganico y se seque. El gel inorgdnico puede ser esmectita o
similares. La concentracién del gel inorganico en la solucién varfa, por ejemplo, del 1 al 5% en peso, preferiblemente
del 1 al 3% en peso y mas preferiblemente del 1,5 al 2% en peso. La solucién de gel inorgdnico también puede incluir
un tensioactivo anfétero tal como CHAPS. La concentracién del tensioactivo anfétero con respecto a la solucién de
gel inorgénico total varia, por ejemplo, del 0,1 al 2% en peso, preferiblemente del 0,1 al 1% en peso y mds preferi-
blemente del 0,2 al 0,4% en peso. La cantidad de gel inorgdnico impregnado en la ldmina porosa varia, por ejemplo,
de 1 a 50 mg/cm?, preferiblemente de 10 a 30 mg/cm® y mas preferiblemente de 15 a 20 mg/cm?®, cuando se mide en
base al volumen de huecos en la ldmina porosa. La ldmina porosa puede ser una pelicula porosa asimétrica en la que
el tamafio de poro varia en la direccién del espesor o en la direccién de superficie de la 1dmina. El color original de
esta pieza de ensayo es azul. Cuando se aplica una muestra que contiene glucosa (por ejemplo, sangre) a la pieza de
ensayo, el color cambia a marrdn rojizo de acuerdo con la concentracion de glucosa. Por lo tanto, se puede realizar
el andlisis cualitativo o cuantitativo de la glucosa usando el cambio de color. El tiempo requerido para el andlisis es
de aproximadamente 2 a 3 segundos después de la aplicacién de la muestra. Si la pieza de ensayo se impregna con un
gel inorgénico, es posible evitar la pérdida de intensidad causada por reoxidacién después del cambio de color y, por
ejemplo, aumentar el tiempo desde el final de una reaccién de color al inicio de la medicién del color producido de
este modo.

El gel inorgénico se selecciona preferiblemente de minerales de arcilla expansible. Entre los minerales de arcilla
expansible, bentonita, esmectita, vermiculita o mica de fliior sintética son las mas preferidas. En particular, se prefiere
esmectita sintética tal como hectorita sintética o saponita sintética o mica sintética (la mica natural generalmente es
un mineral de arcilla no expansible) tal como la mica sintética expansible (o mica de Na) tipificada por mica de fldor
sintética.

A continuacién, el método colorimétrico de la presente invencidn se aplica a andlisis de sistemas liquidos. En este
caso se usa un complejo de cobre como la sustancia que puede cambiar de color que cambia de color transfiriendo un
electrén y se usa glucosa como el analito. Otros analitos tales como colesterol se analizan basicamente de la misma
manera excepto porque se cambia la oxidorreductasa de acuerdo con los analitos.

En primer lugar se sintetiza un complejo de cobre [Cu(bpi),]Cl, de tal manera como se ha descrito anteriormente.
Después se prepara una solucién de reactivo disolviendo el complejo de cobre y GDH en una solucién tampén. Aunque
los mismos se pueden disolver en agua, se prefiere la solucion tampén. El pH de la solucién tamp6n varia, por ejemplo,
de 6 a 8 y preferiblemente 6,5 a 7. La concentracién del complejo de cobre varia, por ejemplo, de 0,1 a 60 mM,
preferiblemente de 0,2 a 10 mM y mads preferiblemente de 0,3 a 0,6 mM. La concentracién de GDH varia, por ejemplo,
de 10 a 1000 U/ml, preferiblemente de 50 a 500 U/ml y mas preferiblemente de 100 a 200 U/ml. Cuando se afiade una
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muestra que contiene glucosa (por ejemplo, sangre) a la solucién de reactivo, el color de la solucién de reactivo cambia
de azul a marrén rojizo de acuerdo con la concentracion de glucosa en un tiempo breve, por ejemplo, 5 segundos o
menos. Este cambio se puede observar visualmente o se puede medir con un dispositivo de medicién 6ptico tal como
un espectrofotémetro. La cantidad de la muestra afiadida varia, por ejemplo, de 1 a 100 ul, preferiblemente de 3 a 10
ul 'y més preferiblemente de 5 a 10 ul con respecto a 1 ml de solucién de reactivo.

Como se ha descrito anteriormente, es preferible usar un mediador tal como un complejo de osmio o un complejo
de rutenio adicionalmente a la sustancia que puede cambiar de color que cambia de color transfiriendo un electrén en
el método colorimétrico de la presente invencidn. Para una pieza de ensayo, la cantidad de mediador con respecto a la
solucién de reactivo total varia, por ejemplo, de 0,1 a 50 mM, preferiblemente de 0,5 a 10 mM y mads preferiblemente
de 1 a 3 mM. Para andlisis de sistemas liquidos, la cantidad de mediador con respecto a la solucién de reactivo total
varia, por ejemplo, de 0,1 a 10 mM, preferiblemente de 0,1 a 1 mM y mads preferiblemente de 0,1 a 0,3 mM. Estos
intervalos de concentracién 6ptima dependen del tipo de mediador que se usara.

Ejemplos

Mais adelante en este documento se describirdn ejemplos de la presente invencidon. En cada uno de los ejemplos,
PQQ representa pirroloquinolina quinona y otros reactivos se explican con detalle en la siguiente tabla.

Reactivo Fabricante Nota (hombre, etc.)

PQQGDH TOYOBO Co., Ltd. PQQ-glucosa

deshidrogenasa

GOD Sigma Glucosa oxidasa tipo X-S
Piruvato oxidasa BoehringerMannheim
Glucosa Wako Pure Chemical D(+)-glucosa
Industries, Ltd.

Acido piravico Wako Pure Chemical Piruvato de litio

Industries, Ltd. monohidrato

Ejemplo 1

Se preparé una solucién acuosa de [Cu(bpi),]Cl,-6H,0 (80 mM) mezclando CuCl, y 2,2’-bipiridilo en una pro-
porcién molar de 1 : 2 en un bafio de agua a aproximadamente 80°C. Se disolvié HPC-M en la solucién acuosa del
complejo de cobre bipiridilo al 2% en peso y después se calent6 a 50°C y se enfrié a 25°C. Adicionalmente, se disolvid
GDH en esta solucién acuosa a 50000 U/ml, produciendo de este modo una solucién de reactivo. A continuacion, una
pelicula porosa asimétrica (“BTS-25", fabricada por US Filter) en la que el tamafio de poro varia en la direccién de
espesor se impregnd desde la superficie que incluye poros més pequefios con el 2% en peso de una solucién acuosa de
gel inorgédnico (“Laponite XLG”, fabricada por Rockwood Additives Limited) y después se secd. Ademads se aplicaron
2 ul de la solucién de reactivo a la superficie de la pelicula porosa que incluye poros mas grandes y después se secO
al aire para formar un punto circular (azul claro). Esta parte de punto se cort6 e intercald entre peliculas PET con
orificios, de tal forma que se obtuvo una pieza de ensayo deseada para andlisis de glucosa.

Se aplic6 suero que tenia cuatro concentraciones de glucosa diferentes (0 mg/ml, 2 mg/ml, 4 mg/ml y 6 mg/ml,) a
la pieza de ensayo y se midi6 el color producido en la pieza de ensayo 5 segundos después de la aplicacién usando un
dispositivo de medicion de reflectancia (longitud de onda: 470 nm). El grafico en la Figura 1 muestra los resultados.
Como se muestra en la Figura 1, la pieza de ensayo produjo color de acuerdo con la concentracién de glucosa en
el intervalo de 5 segundos a partir de la aplicacién. Este color (marrén rojizo) correspondiente a la concentracion de
glucosa también se observé visualmente. El tiempo requerido para producir el color fue de 2 a 3 segundos. El suero que
contenia glucosa se prepar6 de la siguiente manera. Plasma de sangre humana se someti6 a glic6lisis completamente,
se congeld y se fundié para producir suero. Después se afiadié glucosa al suero en diferentes concentraciones como se
ha descrito anteriormente.
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Ejemplo 2

Se disolvid cloruro de cobre (II) (0,01 mol) en agua caliente (30 ml), a la que se afiadié 2,2’-bipiridilo (0,02
mol) y se agitd. Después, la solucion se enfri6 para precipitar hexahidrato en forma de cristales, produciendo de este
modo [Cu(bpi),]Cl,-6H,0. El siguiente reactivo de reaccién (1 ml) incluyendo este complejo de cobre se puso en una
microcelda que tiene una longitud de trayectoria 6ptica de 10 mm y se midi6 el espectro de absorcion a una longitud
de onda de 300 nm a 900 nm con un espectrofotometro (“V-5507, fabricado por JASCO Corporation) y se identificd
como un blanco (oxidado). Se afiadié una solucién acuosa de glucosa 500 mM (10 ul) a la microcelda durante la
agitacion y se midi6 el espectro inmediatamente. El grafico en la Figura 2 muestra los resultados. Como se muestra
en la Figura 2, el complejo de cobre se redujo mediante la reaccién enzimatica y se observé la produccion de color en
una regién de longitud de onda corta.

Composicién de reactivo de reaccion

[Cu(bpi)2]Cl, 04 mM

PIPES (pH 7,0) 50 mM

PQQGDH 200 U/ml
Ejemplo 3

Se afiadieron cloruro de cobre (II) (0,01 mol) y 2,2’-bipiridilo (0,033 mol) a una pequefia cantidad de agua y se
calentaron hasta que se disolvieron completamente. Después, la solucién se enfri6 para precipitar [Cu(bpi);]CL,-6H,0O
en forma de cristales. El reactivo de reaccion siguiente (1 ml) incluyendo este complejo de cobre se puso en una
microcelda que tiene una longitud de trayectoria 6ptica de 10 mm y se midi6 el espectro de absorcién a una longitud
de onda de 300 nm a 900 nm con un espectrofotémetro (“V-5507, fabricado por JASCO Corporation) y se identificd
como un blanco (oxidado). Se afiadi6é una solucién acuosa de glucosa 500 mM (10 ul) a la microcelda durante la
agitacion y se midi6 el espectro inmediatamente. El grafico en la Figura 3 muestra los resultados. Como se muestra
en la Figura 3, el complejo de cobre se redujo mediante la reaccién enzimadtica y se observo la produccion de color en
una regioén de longitud de onda corta.

Composicién de reactivo de reaccién

[Cu(bpi)s]Cl> 0,4 mM

PIPES (pH 7,0) 50 mM

PQQGDH 200 U/ml
Ejemplo 4

Se disolvié cloruro de cobre (II) (0,01 mol) en agua caliente (10 ml), se disolvié etilenodiamina (en, 0,01 mol)
en agua caliente (10 ml) y se disolvié 2,2’-bipiridilo (0,01 mol) en etanol caliente (10 ml). Las tres soluciones se
mezclaron entre si para preparar una solucién azul. Esta solucion se enfrié y concentrd, produciendo de este modo
cristales de aguja de [Cu(en)(bpi)]Cl,. El siguiente reactivo de reaccién (1 ml) incluyendo este complejo de cobre se
puso en una microcelda que tiene una longitud de trayectoria 6ptica de 10 mm y se midi6 el espectro de absorcién a
una longitud de onda de 300 nm a 900 nm con un espectrofotémetro (“V-550”, fabricado por JASCO Corporation) y
se identific6 como un blanco (oxidado). Se afiadi6 una solucién acuosa de glucosa 500 mM (10 wl) a la microcelda
durante la agitacion y se midi6 el espectro inmediatamente. El grifico en la Figura 4 muestra los resultados. Como se
muestra en la Figura 4, el complejo de cobre se redujo mediante la reaccién enzimética y se observé la produccion de
color en una region de longitud de onda corta.

Reactivo de reaccién
[Cu(en)(bp)]Cl2 0,4 mM
PIPES (pH 7,0) 50 mM
PQQGDH 200 U/ml
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Ejemplo 5

Se preparé una solucién acuosa de cloruro de cobre disolviendo 511 mg (3,0 mmol, 1,0 eq.) de cloruro de cobre
(II) dihidrato en agua caliente (10 ml). Ademads se disolvieron 408 mg (6,0 mmol, 2,0 eq.) de imidazol en agua (10
ml) y se disolvieron 69 mg (3,0 mmol, 1,0 eq.) de 2,2’-bipiridilo en etanol (10 ml) y después se mezclaron las dos
soluciones entre si. Esta solucién mixta se afiadi6 a la solucion acuosa de cloruro de cobre, produciendo de este modo
una solucién azul intenso de [Cu(Him),(bpi)]Cl,. El siguiente reactivo de reaccién (1 ml) incluyendo este complejo
de cobre se puso en una microcelda que tiene una longitud de trayectoria 6ptica de 10 mm y se midi6 el espectro
de absorcién a una longitud de onda de 300 nm a 900 nm con un espectrofotémetro (“V-550”, fabricado por JASCO
Corporation) y se identificé como un blanco (oxidado). Se afiadié una solucién acuosa de glucosa 500 mM (10 ul)
a la microcelda durante la agitacién y se midi6 el espectro inmediatamente. El grifico en la Figura 5 muestra los
resultados. Como se muestra en la Figura 5, el complejo de cobre se redujo mediante la reaccién enzimdtica y se
observo la produccién de color en una regién de longitud de onda corta.

Reactivo de reaccién
[Cu(Him)2(bp)]IClz 1 mM
PIPES (pH 7,0) 50 mM
PQQGDH 1000 U/ml

Ejemplo 6

Se disolvid cloruro de cobre (II) (0,01 mol) en agua caliente (10 ml), se disolvié L-arginina (0,01 mol) en agua
caliente (10 ml) y se disolvié 2,2’-bipiridilo (0,01 mol) en etanol caliente (10 ml). Las tres soluciones se mezclaron
entre si para preparar una solucién azul intenso. Esta solucién se enfrié y concentrd, produciendo de este modo cristales
de aguja de [Cu(L-Arg)(bpi)]Cl,. El siguiente reactivo de reaccién (1 ml) incluyendo este complejo de cobre se puso
en una microcelda que tiene una longitud de trayectoria dptica de 10 mm y se midi6 el espectro de absorcién a una
longitud de onda de 300 nm a 900 nm con un espectrofotémetro (“V-550, fabricado por JASCO Corporation) y
se identific6 como un blanco (oxidado). Se afiadi6 una solucién acuosa de glucosa 500 mM (10 ul) a la microcelda
durante la agitacién y se midid el espectro inmediatamente. El grafico en la Figura 6 muestra los resultados. Como se
muestra en la Figura 6, el complejo de cobre se redujo mediante la reaccién enzimética y se observé la produccién de
color en una regién de longitud de onda corta.

Reactivo de reaccién
[Cu(L-Arg)(bp)]Cl, 1 mM

PIPES (pH 7,0) 50 mM
PQQGDH 1000 U/ml

Ejemplo 7

Una pelicula porosa asimétrica (“BTS-25”, fabricada por US Filter) en la que el tamafio de poro varia en la direc-
cion de espesor se impregné desde la superficie que incluye poros mds pequefios con el 2% en peso de una solucién
acuosa de gel inorgdnico que tenia la siguiente composicién y después se secd. Ademds se aplicaron 2 ul de la solu-
cion de reactivo que tenia la siguiente composicion a la superficie de la pelicula porosa que incluye poros mas grandes
y después se seco al aire para formar un punto circular (azul claro). Esta parte de punto se cortd e intercalé entre
peliculas PET con orificios, de forma tal que se obtuvo una pieza de ensayo deseada para andlisis de glucosa.
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Composicién de la solucion acuosa de gel inorganico

Esmectita (que es igual que la usada en el Ejemplo 1)
1,8% en peso

CHAPS (agente con 0,4% en peso

actividad superficial)

Composicion de la solucién de reactivo

[Cu(bpi)2ICl, 80 mM
[OsCI(Him)(dmbpi)2]Cls 3 mM
PQQ-GDH 1000 U/ml
BSA 5%
CHAPS 0,4%

Se aplic6 suero que tenia cuatro concentraciones de glucosa diferentes (0 mg/ml, 2 mg/ml, 4 mg/ml y 6 mg/ml,)
a la pieza de ensayo y se midi6 el color producido en la pieza de ensayo 5 segundos después de la aplicacién usando
un dispositivo de medicion de reflectancia (longitud de onda: 470 nm). El grafico en la Figura 7 muestra los resulta-
dos. Como se muestra en la Figura 7, la pieza de ensayo produjo color de acuerdo con la concentracién de glucosa
inmediatamente después de la aplicacion. Este color (marrdén rojizo) correspondiente a la concentraciéon de glucosa
también se observo visualmente. Ademads, la produccién de color tuvo lugar en un instante. El suero que contenia glu-
cosa se prepar6 de la siguiente manera. Plasma de sangre humana se someti6 a glicélisis completamente, se congeld y
se fundi6 para producir suero. Después se afiadié glucosa al suero en diferentes concentraciones como se ha descrito
anteriormente.

Ejemplo 8
Una solucién acuosa de glucosa 500 mM (10 ul) se afiadié a una solucidn de reactivo (100 ul) que tenia la siguiente
composicion. Después se observé visualmente un cambio en el color de la solucién de reactivo de verde (el color

original) a marrén rojizo en el intervalo de un minuto. El color original de la solucién de reactivo se prepar6é mezclando
el amarillo de una coenzima (FAD) incluida en GOD y el azul de cobre.

Composicién de la solucién de reactivo
GOD (fabricada por Sigma, actividad especifica 209 U/mg)

50 mg/ml
[Cu(bpi)2]Cl, 40 mM
PIPES (pH 7,0) 50 mM
CHAPS 0,1% en peso

Ejemplo 9

Una solucién acuosa de glucosa 500 mM (10 ul) se afiadié a una solucién de reactivo (100 ul) que tenia la siguiente
composicién. Después se observo visualmente un cambio en el color de la solucién de reactivo de verde (el color ori-
ginal) a marrén rojizo en el intervalo de 5 segundos. El color original de la solucién de reactivo se preparé mezclando
el amarillo de una coenzima (FAD) incluida en GOD y el azul de cobre.
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Composicién de la solucion de reactivo
GOD (fabricada por Sigma, actividad especifica 209 U/mg)

[Cu(bpi).]Cl>
[OsCI(Him)(dmbpi)2]Cl
PIPES (pH 7,0)
CHAPS

Ejemplo 10

Se prepar6 un complejo de cobre usando diversos ligandos. Se mezclaron cloruro de cobre (II) y cada uno de los
siguientes ligandos en una proporcién molar de 1 : 2, se disolvieron en agua purificada y se incubaron durante 10
minutos en un bafio de agua a aproximadamente 80°C de tal forma que los ligandos se coordinaron al metal. De este

50 mg/mi

40 mM
0,3mM

50 mM

0,1% en peso

modo se obtuvieron las soluciones de complejo.

Ligando

Fabricante

Complejo

1,10-fenantrolina

Wako Pure Chemical
Industries, Lid.

[Cu(1,10-fenantrolina),]

batofenantrolina

Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.

[Cu(batofenantrolina),]

sal disodica del acido
batofenantrolina

Nacalai Tesque, Inc.

[Cu(acido
batofenantrolina

sulfénico sulfénico),]

2,2'-bipiridilo Wako Pure Chemical | [Cu(2,2"-bipiridil);]
Industries, Ltd.

TPTZ DOJINDO [Cu(TPTZ),]

LABORATORIES

cuproina Wako Pure Chemical | [Cu(cuproina),]

Industries, Ltd.
Ejemplo 11

Se preparé un complejo de ligando mixto de cobre usando cada uno de los siguientes ligandos y los compuestos
bipiridilo. Se mezclaron cobre, cada uno de los siguientes ligandos y los compuestos bipiridilo en una proporcién molar
de 1:2: 1, se disolvieron en agua purificada y se incubaron durante 10 minutos en un bafio de agua a aproximadamente
80°C de tal forma que los ligandos y los compuestos bipiridilo se coordinaron al metal. De este modo se obtuvieron
las soluciones de complejo.

Ligando Fabricante Complejo
L-arginina Nacalai Tesque, Inc. | [Cu(L-Arg)(bpi)]
etilenodiamina Nacalai Tesque, Inc. | [Cu(en)(bpi)]
imidazol Wako Pure Chemical | [Cu(Him)(bpi)]

Industries, Lid.

13
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Ejemplo 12

Se prepar6 un complejo de hierro usando diversos ligandos. Se mezclaron cloruro de hierro (III) y cada uno de
los siguientes ligandos en una proporcién molar de 1 : 3, se disolvieron en agua purificada y se incubaron durante 10
minutos en un bafio de agua a aproximadamente 80°C de tal forma que los ligandos se coordinaron al metal. De este
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modo se obtuvieron las soluciones de complejo.

Ligando

Fabricante

Complejo

1,10-fenantrolina

Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.

[Fe(1,10-fenantrolina)s]

batofenantrolina

Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.

[Fe(batofenantrolina)s]

sal disodica de acido
batofenantrolina
sulfénico

Nacalai Tesque, Inc.

[Fe(acido
batofenantrolina
sulfénico)s)

2,2"-bipiridilo

Wako Pure Chemical
industries, Ltd.

[Fe(2,2'-bipiridil)s]

4 4'-diamino-2,2"-bipiridil Arkray, Inc. [Fe(4,4'-diamino-2,2'-

(DA-bpi) bipiridil)s]

TPTZ DOJINDO [Fe(TPTZ);]
LABORATORIES

PDTS DOJINDO [Fe(PDTS)3]
LABORATORIES

nitroso-PSAP DOJINDO [Fe(nitroso-PSAP);]
LABORATORIES

nitroso-ESAP DOJINDO [Fe(nitroso-ESAP)3]
LABORATORIES

1-nitroso-2-naftol KANTO KAGAKU [Fe(1-nitroso-2-naftol)s]

acido acético de 2- Lancaster [Fe(acido 2-amino-4-

amino-4-tiazol tiazol acético)s]
acido de 1,2- Nacalai Tesque, Inc. | [Fe(acido 1,2-
naftoquinona-4 sulfénico naftoguinona-4-
sulfonico)s]
nitro-PAPS DOJINDO [Fe(nitro-PAPS)3]
LABORATORIES
Ejemplo 13

Se prepararon dos tipos de complejos de rutenio de la siguiente manera. [Ru(NH;)s].

Un complejo de rutenio disponible en el mercado (fabricado por Aldrich, cloruro de hexaaminorutenio (II)) se

disolvi6 en agua para obtener una solucién de complejo de [Ru(NH;)s].

[Ru(4, 4’ — diamino — 2,2’ — bipiridil)s]
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Ligando

En primer lugar, 11,8 g (63,0 mmol) de 2,2’-bipiridil-N,N’-diéxido (fabricado por Aldrich) se disolvieron lenta-
mente en 120 ml de 4cido sulftrico concentrado enfriado en un bafio de hielo y la solucién se calent6é a 100°C. Después
se afladi6 lentamente gota a gota una solucién concentrada de 4cido sulfirico (100 ml) que contenia 64,0 g (630 mmol)
de nitrato de potasio y se agité durante 1 hora mientras se calentaba. Después de la reaccion, la solucién se enfrié a
temperatura ambiente, se vertio sobre hielo triturado y se filtré. De esta forma se obtuvo un sélido de 4,4’-dinitro-2,2’-
bipiridil-N,N’-6xido. A continuacién se suspendieron 7,0 g (25 mM) de 4,4’-dinitro-2,2’-bipiridil-N,N’-6xido y 6,0 g
de carbono de paladio al 10% en etanol (23 ml) en Ar. A esta solucién se afiadié gota a gota una solucién de etanol
(47 ml) que contenia 6,3 g (126 mmol) de hidrazina monohidrato, seguido de reflujo durante 8 horas. La solucién se
enfrid y se filtrd. El filtrado se concentrd y purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice. De este modo,
se obtuvo 4,4’-diamino-2,2’-bipiridilo.

Sintesis

Se puso etilenglicol (10 ml) en un matraz de dos bocas de 50 ml, en el que se disolvieron y agitaron sucesiva-
mente DA-bpi (0,2 g) y RuCl; (0,1 g). La solucién se calenté mediante un calentador de camisa mientras se agitaba
vigorosamente en N,, seguido de reflujo durante aproximadamente 4 horas.

Purificacion

Después de agitar y enfriar en N, la solucién se traslad6 a un matraz de fondo redondo de 100 ml y se lavé con
acetona (5 ml) + dietil éter (20 ml). Este lavado de la solucién con acetona (5 ml) + dietil éter (20 ml) se repiti6 hasta
que el solvente se eliminé suficientemente. La sustancia diana lavada de este modo se disolvid en etanol y se precipitd
mediante la adicién de dietil éter. La sustancia diana se filtré mientras se lavaba con dietil éter y se secé a presién
reducida. De este modo se obtuvo un sélido de [Ru(4,4’-diamino-2,2’-bipiridil);]. Este s6lido se disolvid en agua para
obtener una solucién de complejo.

Ejemplo 14
Se prepararon dos tipos de complejos de osmio de la siguiente manera.

[Os(Him)(dmbpi),]

Sintesis

En primer lugar, 2,00 g (4,56 mmol) de (NH,),[OsCl¢] (fabricado por Aldrich) y 1,68 g (9,11 mmol) de 4,4’-di-
metil-2,2’-bipiridil (dmbpi, fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) se calentaron a reflujo en etilénglicol
(60 ml) durante 1 hora en N,. Después del enfriamiento hasta temperatura ambiente, se afladi6 solucién de ditionito de
sodio 1 M (120 ml) durante 30 minutos, seguido de enfriamiento en un bafio de hielo durante 30 minutos. Los preci-
pitados se filtraron a presidn reducida y se lavaron suficientemente con agua (de 500 a 1000 ml). Adicionalmente, los
precipitados se lavaron dos veces con dietil éter y después se secaron a presion reducida. De este modo se obtuvieron
de 1,5 a 1,7 g de [OsCl,(dmbpi),]. A continuacién se calentaron a reflujo 1,56 g (2,60 mmol) de [OsCl,(dmbpi),] y
0,36 g (5,2 mmol) de imidazol (Him) en un disolvente mixto agua/metanol (50 ml) en N, durante 2 horas. Después
del enfriamiento hasta temperatura ambiente, se afiadié una solucién saturada de NaCl (300 ml). Los precipitados se
filtraron a presién reducida, se lavaron con una solucién saturada de NaCl y se secaron a presion reducida. De este
modo, se obtuvo [Os(Him)(dmbpi),]Cl,.

Purificacion

El [Os(Him)(dmbpi),]Cl, se disolvié en la menor cantidad posible de acetonitrilo/metanol (1 : 1 v/v) y se purificé
mediante cromatografia en columna (absorbente: altimina activada, disolvente de desarrollo: acetonitrilo/metanol). El
disolvente se evaporé y se disolvi6 el residuo en una pequefia cantidad de acetona y se reprecipité con dietil éter. Los
precipitados se filtraron y secaron a presion reducida y después se disolvieron en agua. De este modo se obtuvo una
solucién de complejo.

[Os(Him)(dmbpi),]

Sintesis

En primer lugar, 2,00 g (4,56 mmol) de (NH,),[OsCls] y 1,68 g (9,11 mmol) de dmbpi se calentaron a reflujo en
etilenglicol (60 ml) en N, durante 1 hora. Después del enfriamiento hasta temperatura ambiente, se afiadié solucién de
ditionito de sodio 1 M (120 ml) durante 30 minutos, seguido de enfriamiento en un bafio de hielo durante 30 minutos.
Los precipitados se filtraron a presion reducida y se lavaron suficientemente con agua (de 500 a 1000 ml). Ademas, los
precipitados se lavaron dos veces con dietil éter y después se secaron a presion reducida. De este modo, se obtuvieron
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de 1,5 a 1,7 g de [OsCl,(dmbpi),]. A continuacién se calentaron a reflujo 1,56 g (2,60 mmol) de [OsCl,(dmbpi),]
y 0,36 g (5,2 mmol) de imidazol (Him) en un disolvente de 1,2-etanoditiol (50 ml) en N, durante 2 horas. Después
del enfriamiento hasta temperatura ambiente se afiadi6 una solucién saturada de NaCl (300 ml). Los precipitados se
filtraron a presion reducida, se lavaron con una solucién saturada de NaCl y se secaron a presion reducida. De este
modo, se obtuvo [Os(Him),(dmbpi),]Cl,.

Purificacion

El [Os(Him),(dmbpi),]Cl, se disolvié en la menor cantidad posible de acetonitrilo/metanol (1 : 1 v/v) y se purificd
mediante cromatografia en columna (absorbente: alimina activada, disolvente de desarrollo: acetonitrilo/metanol). Se
evapord el disolvente y se disolvi6 el residuo en una pequefia cantidad de acetona y se reprecipité con dietil éter. Los
precipitados se filtraron y secaron a presion reducida y después se disolvieron en agua. De este modo se obtuvo una
solucién de complejo.

Ejemplo 15

Se prepararon soluciones de reactivo mezclando un complejo que inclufa ligandos de fenantronila en forma de
coordinacién NN, una enzima y una solucién tampén con las siguientes composiciones 1 a 6. El espectro de cada
una de las soluciones de reactivo se midi6 e identificé como un blanco. Ademads se afiadié glucosa en una cantidad
equivalente al complejo a cada una de las soluciones de reactivo y se midi6 el espectro después del cambio de color.
Las Figuras 8A a 8F muestran los resultados. Se usaron los complejos preparados en los anteriores ejemplos.

Composicién de la solucién de reactivo 1 (FIG. 8A)

PQQ-GDH 50 U/ml
[Cu(1,10-fenantrolina)y] 1 mM

PIPES pH 7 50 mM

Triton X-100 0,5%

Composicién de la solucién de reactivo 2 (FIG. 8B)
PQQ-GDH 50 U/ml
[Fe(1,10-fenantrolina)s] 0,1mM

PIPES pH 7 50 mM

Triton X-100 0,5%

Composicién de la solucion de reactivo 3 (FIG. 8C)
PQQ-GDH 50 U/ml
[Cu(batofenantrolina),] 1mM

PIPES pH 7 50 mM

Triton X-100 0,5%

(batofenantrolina = 4,7-difenil fenantrolina)
Composicion de la solucién de reactivo 4 (FIG. 8D)

PQQ-GDH 50 U/ml
[Fe(batofenantrolina)s} 1 mM
PIPES pH 7 50 mM
Triton X-100 0,5%

(batofenantrolina = 4,7-difenil fenantrolina)
Composicion de la solucién de reactivo 5 (FIG. 8E)
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PQQ-GDH 50 U/mi
[Cu(acido 1 mM
batofenantrolina

sulfonico)s]

PIPES pH 7 50 mM

Triton X-100 0,5%

Composicién de la solucién de reactivo 6 (FIG. 8F)
PQQ-GDH 50 U/ml

[Fe(acido 0,1 mM

batofenantrolina
sulfénico)]

PIPES pH 7 50 mM
Triton X-100 0,5%
Ejemplo 16

Se prepararon soluciones de reactivo mezclando un complejo que incluia ligandos de bipiridilo en forma de coordi-
nacién NN, una enzima y una solucién tampon con las siguientes composiciones 1 a 4. El espectro de cada una de las
soluciones de reactivo se midi6 e identificé como un blanco. Ademds, se afiadi6 glucosa en una cantidad equivalente
al complejo a cada una de las soluciones de reactivo y se midi6 el espectro después del cambio de color. Las Figuras
9A a 9D muestran los resultados. Se usaron los complejos preparados en los anteriores ejemplos.

Composicion de la solucién de reactivo 1 (FIG. SA)

PQQ-GDH 50 U/ml
[Cu(2,2'-bipiridil);] 1 mM

PIPES pH 7 50 mM

Triton X-100 0,5%

Composicion de la solucion de reactivo 2 (FIG. 9B)
PQQ-GDH 50 U/ml
[Fe(2,2'-bipiridil)s] 1 mM

PIPES pH 7 50 mM

Triton X-100 0,5%

Composicion de fa solucién de reactivo 3 (FIG. 9C)
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PQQ-GDH 50 U/ml
[Fe(4,4'-diamino-2,2'- 0,1 mM
bipiridil)s]
PIPES pH 7 50 mM
Triton X-100 0,5%
Composicién de la solucion de reactivo 4 (FIG. 9D)
PQQ-GDH 50 U/ml
[Ru(4,4'-diamino-2,2'- 10 mM
bipiridil)s]
PIPES pH 7 50 mM
Triton X-100 0,5%
Ejemplo 17

Se prepararon soluciones de reactivo mezclando un complejo que incluye ligandos de triazina en forma de coor-
dinaciéon NN, una enzima y una solucién tampén con las siguientes composiciones 1 a 3. El espectro de cada una de
las soluciones de reactivo se midi6 e identificé como un blanco. Adicionalmente, se afiadié glucosa en una cantidad
equivalente al complejo a cada una de las soluciones de reactivo y se midio el espectro después del cambio de color.
Las Figuras 10A a 10C muestran los resultados. Se usaron los complejos preparados en los anteriores ejemplos.

Composicion de la solucién de reactivo 1 (FIG. 10A)

PQQ-GDH 50 U/mi
[Cu(TPTZ),] 1 mM
PIPES pH 7 50 mM
Triton X-100 0,5%

(TPTZ = 2,4,6-tripiridil-s-triazina)
Composicion de la solucién de reactivo 2 (FIG. 10B)

PQQ-GDH 50 U/mi
[Fe(TPTZ)s] 0,1 mM
PIPES pH 7 50 mM

Triton X-100 0,5%

(TPTZ = 2,4,6-tripiridil-s-triazina)

Composicién de la solucién de reactivo 3 (FIG. 10C)

PQQ-GDH 50 U/ml
[Fe(PDTS)s] 1 mM
PIPES pH 7 50 mM
Triton X-100 0,5%

(PDTS = 3-(2-piridil)-5,6-bis(4 sulfofenil-1,2,4-triazina)
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Ejemplo 18

Se prepard una solucién de reactivo mezclando un complejo que incluia ligandos de biquinolina en forma de
coordinaciéon NN, una enzima y una solucién tampdn con la siguiente composicién. El espectro de la solucién de
reactivo se midi6 e identific6 como un blanco. Ademas, se afiadié glucosa en una cantidad equivalente al complejo a
la solucién de reactivo y se midi6 el espectro después del cambio de color. La Figura 11 muestra los resultados. Se usé
el complejo preparado en los anteriores ejemplos.

Composicién de la solucion de

reactivo
PQQ-GDH 50 U/mli
[Cu(cuproina);] 1 mM
PIPES pH 7 50 mM
Triton X-100 0,5%

(cuproina = 2,2'-biquinolina)

Ejemplo 19

Se prepar6 una solucion de reactivo mezclando un complejo que incluia ligandos de piridilazo en forma de coordi-
nacién NN, una enzima y una solucién tampén con la siguiente composicion. El espectro de la solucién de reactivo se
midié e identificé como un blanco. Ademads, se afiadié glucosa en una cantidad equivalente al complejo a la solucién
de reactivo y se midi6 el espectro después del cambio de color. La Figura 12 muestra los resultados. Se usé el complejo
preparado en los anteriores ejemplos.

Composicion de la solucion de reactivo

PQQ-GDH 50 U/ml
[Fe(nitro-PAPS)s] 0,02 mM
PIPES pH 7 50 mM
Triton X-100 0,5%

(nitro-PAPS = (2-(5-nitro-2-piridilazo)-5-
[N-n-propil-N-(3-sulfopropil)
aminofenol)))

Ejemplo 20

Se prepararon soluciones de reactivo mezclando un complejo que incluia ligandos en forma de coordinacién NO,
una enzima y una solucién tampon con las siguientes composiciones 1 a 3. El espectro de cada una de las soluciones
de reactivo se midi6 e identific6 como un blanco. Ademas, se afiadié glucosa en una cantidad equivalente al complejo
a cada una de las soluciones de reactivo y se midio el espectro después del cambio de color. Las Figuras 13A a 13C
muestran los resultados. Se usaron los complejos preparados en los anteriores ejemplos.
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Composicion de la solucién de reactivo 1 (FIG. 13A)

PQQ-GDH
[Fe(nitroso-PSAP);]
PIPES pH 7

Triton X-100

50 U/mi
0,05 mM
50 mM
0,5%

(nitroso-PSAP = 2-nitroso-5-[N-n-propil-N-(3-sulfopropil)

aminofenol})

Composicion de la solucidn de reactivo 2 (FIG. 13B)

PQQ-GDH
[Fe(nitroso-ESAP);]
PIPES pH 7

Triton X-100

50 U/ml
0,1 mM
50 mM
0,5%

(nitroso-ESAP = 2-nitroso-5-[N-etil-N-(3-sulfopropil)

aminofenol])

Composicion de la solucién de reactivo 3 (FIG. 13C)

PQQ-GDH 50 U/mli

[Fe(1-nitroso-2-naftol)s) 0,1 mM

PIPES pH 7 50 mM

Triton X-100 0,5%
Ejemplo 21

Se prepar6 una solucién de reactivo mezclando un complejo que inclufa ligandos en forma de coordinacién NS,
una enzima y una solucién tampdn con la siguiente composicion. El espectro de la solucién de reactivo se midio
e identific6 como un blanco. Ademas, se afiadié glucosa en una cantidad equivalente al complejo a la solucién de
reactivo y se midi6 el espectro después del cambio de color. La Figura 14 muestra los resultados. Se usé el complejo
preparado en los anteriores ejemplos.

Composicién de la solucién de reactivo

PQQ-GDH 50 U/mli
[Fe(acido 2-amino-4- 1 mM
tiazol acético);]

PIPES pH 7 50 mM
Triton X-100 0,5%
Ejemplo 22

Se prepar6 una solucién de reactivo mezclando un complejo que incluia ligandos en forma de coordinacién OO,
una enzima y una solucién tampdn con la siguiente composicion. El espectro de la solucién de reactivo se midid
e identific6 como un blanco. Ademds, se afiadié glucosa en una cantidad equivalente al complejo a la solucién de
reactivo y se midio el espectro después del cambio de color. La Figura 15 muestra los resultados. Se usé el complejo
preparado en los anteriores ejemplos.
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Composicién de la solucién de reactivo
PQQ-GDH 50 U/mi
[Fe(acido 1,2- 1mM
naftoquinona-4-

sulfénico);]

PIPES pH 7 50 mM
Triton X-100 0,5%
Ejemplo 23

Se prepararon soluciones de reactivo mezclando un complejo de ligando mixto, una enzima y una solucién tamp6n
con las siguientes composiciones 1 a 5. El espectro de cada una de las soluciones de reactivo se midié e identificd
como un blanco. Ademds, se afiadi6 glucosa en una cantidad equivalente al complejo a cada una de las soluciones de
reactivo y se midi6 el espectro después del cambio de color. Las Figuras 16A a 16E muestran los resultados. Se usaron
los complejos preparados en los anteriores ejemplos.

Composicién de la solucién de reactivo 1 (FIG. 16A)

PQQ-GDH 50 U/ml
[OsCI(Him)(dmbpi)2] 0,1 mM
PIPES pH 7 50 mM
Triton X-100 0,5%

(Him = imidazol)
(dmbpi = 4,4'-dimetil-2,2'-bipiridilo)
Composicién de la solucién de reactivo 2 (FIG. 16B)

PQQ-GDH 50 U/mi
[Os(Him)2(dmbpi)z) 0,1 mM

PIPES pH 7 50 mM

Triton X-100 0,5%

Composicion de la solucién de reactivo 3 (FIG. 16C)
PQQ-GDH 50 U/mi

[Cu(L-Arg). (bpi)] 1 mM

PIPES pH 7 50 mM

Triton X-100 0,5%

(L-Arg = L-arginina)
(bpi = 2,2'-bipiridilo)
Composicidn de la solucion de reactivo 4 (FIG. 16D)
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PQQ-GDH 50 U/ml
[Cu(en)2(bpi)] 1mM
PIPES pH 7 50 mM
Triton X-100 0,5%

(en = etilenodiamina)
(bpi = 2,2'-bipiridilo)
Composicion de la solucién de reactivo 5 (FIG. 16E)

PQQ-GDH 50 U/ml

[Cu(Him)(bpi)] 1 mM

PIPES pH 7 50 mM

Triton X-100 0,5%
Ejemplo 24

Se prepararon soluciones de reactivo mezclando un complejo, una enzima (glucosa oxidasa (GOD) o piruvato
oxidasa) y una solucién tampén con las siguientes composiciones 1 y 2. El espectro de cada una de las soluciones de
reactivo se midi6 e identificé como un blanco. Ademds, se afiadié glucosa o 4cido pirdvico en una cantidad equivalente
al complejo a cada una de las soluciones de reactivo y se midi6 el espectro después del cambio de color. Las Figuras
17A y 17B muestran los resultados. Se usaron los complejos preparados en los anteriores ejemplos.

Composicién de la solucién de reactivo 1 (FIG. 17A)

GOD 100 U/ml
[Cu(2,2'-bipiridil);] 1 mM

PIPES pH 7 50 mM

Triton X-100 0,5%

Composicién de la solucion de reactivo 2 (FIG. 17B)
piruvato oxidasa 100 U/ml
[OsCI(Him)(dmbpi)2] 0,1 mM

PIPES pH 7 50 mM

Triton X-100 0,5%

(Him = imidazol)
(dmbpi = 4,4'-dimetil-2,2'-bipiridilo)

Ejemplo 25

Se prepar6 una solucién de reactivo con la siguiente composiciéon. Adicionalmente, se prepararon las siguientes
soluciones de enzima 1, 2 y 3. Después, se mezclaron 10 ul de solucién acuosa de glucosa (con concentraciones de
0, 10, 20 y 30 mM y concentraciones finales de 0, 0,1, 0,2 y 0,3 mM, respectivamente) y 500 ul de la solucién de
reactivo en una dispocell que tiene una longitud de trayectoria 6ptica de 10 mm, a la que se afiadieron 500 ul de cada
una de las soluciones de enzima para causar una reaccion entre las soluciones. El cambio de absorbancia se midi6
durante 50 segundos con un espectrofotémetro (longitud de onda: 600 nm). Las Figuras 18A, 18B y 18C muestran
los resultados. Como se muestra en las Figuras 18A, 18B y 18C, la velocidad de reaccién aumenté con la cantidad
de enzima. Cuando la actividad enzimatica fue de 1000 U/ml, la reaccién finaliz6 en aproximadamente 5 segundos.
Es posible cuantificar la concentracién de glucosa muestreando sefiales en aproximadamente 5 segundos, tiempo en el
que la reaccion llega a su fin. La pendiente de los graficos desde el principio hasta el final de la reaccién también se
puede usar para cuantificar la concentracién de glucosa.
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Composicion de la solucion de reactivo

Cu(PDTS); 1 mM
PIPES pH 7 50 mM
Triton X-100 0,5%
Solucién de enzima 1 (Fig. 18A)
PQQ-GDH 111 U/ml
Solucién de enzima 2 (Fig. 18B)
PQQ-GDH 333 U/ml
Solucién de enzima 3 (Fig. 18C)
PQQ-GDH 1000 U/mi

Aplicabilidad industrial

Como se ha descrito anteriormente, un método colorimétrico de la presente invencion puede realizar andlisis sen-
cillos y fiables en un tiempo breve.
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REIVINDICACIONES
1. Un método colorimétrico que comprende:

dejar que una oxidorreductasa actiie sobre un analito y un complejo de metal de transicién que cambia de
color al transfiriendo un electrén y

realizar un andlisis cualitativo o cuantitativo del analito midiendo un cambio de color en el complejo de
metal de transicién debido a transferencia de electrones del analito al complejo de metal de transicidn,

en el que

al menos un ligando en el complejo de metal de transicién se selecciona de amoniaco, un compuesto bipiridilo, un
compuesto imidazol, un compuesto fenantrolina, un compuesto etilenodiamina, aminoacidos, un compuesto triazina,
un compuesto biquinolina, un compuesto piridilazo, un compuesto nitroso y un compuesto oxina.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el complejo de metal de transicién comprende al menos
un complejo seleccionado de un complejo de cobre, un complejo de hierro, un complejo de rutenio y un complejo de
osmio.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que al menos un dtomo de hidrégeno
que ocupa una posicién diferente de una posicion de coordinacion del ligando se sustituye con un sustituyente.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el sustituyente se selecciona de un grupo alquilo,
un grupo arilo, un grupo alilo, un grupo fenilo, un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi, un grupo carboxilo, un grupo
carbonilo, un grupo sulfona, un grupo sulfonilo, un grupo nitro, un grupo nitroso, una amina primaria, una amina
secundaria, una amina terciaria, un grupo amino, un grupo acilo, un grupo amido y un grupo halégeno.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el complejo de metal de
transicion incluye dos o mas tipos de ligandos.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la oxidorreductasa es una
deshidrogenasa o una oxidasa.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el analito es glucosa, colesterol,
dcido drico, dcido pirdvico, dcido lactico, creatina o creatinina y la oxidorreductasa es una deshidrogenasa o una
oxidasa que se corresponde al respectivo analito.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en el que se usa un mediador adicional-
mente al complejo de metal de transicion.
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Cu + 1,10-Fenantrolina
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Cu + Batofenantrolina
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Cu + acido Batofenantrolina sulfénico
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Cu + 2.2-Bipiridilo
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Fe + 4,4'-Diamino-2,2'-Bipiridilo
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Cu + Cuproina
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Fe + Nitroso-PSAP
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Fe + acido 2-Amino-4-tiazol acético
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Cu + L-Arginina,2,2'-Bipiridiio
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Cu + Imidazol, 2,2'-Bipiridilo
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Cu + 2,2"-Bipiridilo
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Cu + PDTS/111 U/ml de PQQ-GDH
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Cu + PDTS/ 1000 U/ml de PQQ-GDH
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