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DESCRIPCION

Instrumentos analiticos, biosensores y métodos.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de los sensores electroquimicos, particularmente a los sensores de elec-
trodo enzimadtico, y a la regeneracién o mantenimiento de las propiedades funcionales de las membranas de dichos
sensores.

Antecedentes de la invencion

En diversas situaciones clinicas es importante medir ciertas caracteristicas quimicas de la sangre del paciente, tales
como el pH, el hematocrito, la concentracién iénica de calcio, potasio, cloruro, sodio, glucosa, lactato, creatinina,
creatina, urea, la presion parcial de O, y CO, y similares. Estas situaciones varfan desde una visita rutinaria de un
paciente a la consulta de un médico hasta controlar a un paciente durante una operacién quirdrgica a corazén abierto.
La velocidad, precision y otras caracteristicas de rendimiento requeridas varian con cada situacion.

Tipicamente, los sistemas de sensor electroquimico que proporcionan un andlisis quimico de la sangre son ma-
quinas auténomas o que estidn adaptadas para conectarse a una derivacion extracorpdrea o a una fuente de sangre ex
vivo tal como una mdquina corazén/pulmoén usada para mantener a un paciente durante una operacion quirurgica. De
esta manera, por ejemplo, pueden desviarse pequefias muestras de ensayo de sangre ex vivo independientes de las
lineas de flujo venoso o arterial de una maquina corazén/pulmén directamente a una cdmara expuesta a un conjunto de
microelectrodos que generan sefiales eléctricas proporcionales a las caracteristicas quimicas de la muestra de sangre
que esta fluyendo en tiempo real.

Los sistemas de sensor electroquimico son herramientas analiticas que combinan un componente de reconoci-
miento quimico o bioquimico (por ejemplo, una enzima) con un transductor fisico tal como un electrodo de platino.
El componente de reconocimiento quimico o bioquimico es capaz de interaccionar selectivamente con un analito de
interés y de generar, directa o indirectamente, una sefial eléctrica a través del transductor. Los sistemas de sensor
electroquimico desempefian un papel cada vez mayor en la resolucién de problemas analiticos y clinicos y encuentran
aplicacidén en el campo del diagndstico médico.

La selectividad de ciertos componentes de reconocimiento bioquimico hace posible desarrollar sensores electro-
quimicos que pueden detectar con precision ciertos analitos bioldgicos incluso en una mezcla compleja de analitos tal
como la sangre entera. A pesar del alto grado de selectividad de ciertos componentes de reconocimiento bioquimico,
la selectividad de dichos sensores en su conjunto no puede verse comprometida de ninguna manera por la presencia
de ciertos interferentes biolégicos (por ejemplo, 4cido ascérbico, dcido udrico, acetaminofeno, cisteina, etc.) que pue-
den interaccionar directamente con el transductor fisico, si no se evita que lo hagan. La exactitud y precisién de los
sistemas de sensor electroquimico con los compuestos de reconocimiento bioquimico pueden verse comprometidas
también por los niveles residuales de analito que permanece en el sensor de una muestra anterior, lo que afecta al
analisis de la siguiente muestra.

El documento US 6.214.185 describe un sensor enzimatico que incluye una capa enzimatica y una membrana de
recubrimiento hecha de un copolimero de cloruro de polivinilo. BIOSENSORS AND BIOELECTRONICS, vol. 6, N°
2, 1991, paginas 151-160, Geise R.J. et al. “Electropolymerized films to prevent interference and electrode fouling
in biosensors” describen un sensor electroquimico que incluye un electrodo de carbono vitreo reticulado, metalizado,
sobre el que se inmoviliza glucosa oxidasa. PATENT ABSTRACTS OF JAPAN, vol. 0132, N° 1 0 (P-872), 17 de mayo
de 1989 (1989-05-17); y el documento JP 01 028555A describen un sensor enzimdtico que incluye una pelicula de
acetato de celulosa y una capa de enzima inmovilizada.

El documento US 5540828 describe un método para preparar un elemento sensor para usarlo como biosensor. El
método implica sumergir un electrodo en una solucién de monémero, electropolimerizar el monémero para formar
un recubrimiento polimérico sobre la superficie del electrodo e impregnar el recubrimiento polimérico con un agente
sensor enzimatico. El electrodo se construye en un cartucho que se monta después en una carcasa o un cuerpo junto
con un electrodo de referencia en un dispositivo de celda de flujo. La electropolimerizacién puede realizarse in situ.
De esta manera, el documento US 5540828 constituye la técnica anterior mds cercana para evaluar la novedad y la
etapa inventiva.

Sumario de la invencion

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un sistema y un método para aumentar la exactitud y el
periodo de validez eficaz de un sensor electroquimico. La polimerizacién de mondmeros electropolimerizables en
una membrana polimérica interna sobre el sensor electroquimico forma una membrana de rechazo de interferencias.
Esta membrana polimérica interna funciona para proteger al sensor electroquimico frente a la contaminacién o a la
interferencia de los compuestos presentes en la muestra y, de esta manera, aumenta la exactitud que se habia perdido
por la degradacion debida a la contaminacién de la membrana o por interferencia con los compuestos analitos de la
muestra.
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En un aspecto de la presente invencidn, se proporciona un sistema de sensor electroquimico como se define en las
indicaciones adjuntas.

La capa externa de la membrana compuesta puede incluir un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste
en compuestos basados en poliuretano, compuestos basados en polivinilo, compuestos basados en un elastémero de
silicona y compuestos basados en policarbonato. En una realizacidn, la capa enzimdtica del sensor electroquimico
incluye una enzima que genera H,0,, tal como glucosa oxidasa o lactato oxidasa, por ejemplo. En otra realizacion, la
capa enzimdtica incluye una o una combinacién de varias enzimas, tal como una mezcla de glucosa oxidasa, lactato
oxidasa, creatininasa, creatinasa y sarcosina oxidasa. En una realizacion, el sensor electroquimico incluye adicional-
mente una superficie restaurada de la capa interna, siendo restaurada la superficie por un monémero polimerizado.
La capa interna del sensor electroquimico puede incluir un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en
benzotiofeno, fenilendiaminas y dihidroxibencenos.

En un ejemplo, el cartucho sensor electroquimico puede incluir al menos un depdsito para la solucién de calibrado
en comunicacion fluida con la tarjeta sensora electroquimica. En otro ejemplo, la solucién de mondmero electropo-
limerizable puede combinarse con la solucién de calibrado en un solo depédsito. En otro ejemplo, el cartucho sensor
electroquimico puede incluir una solucién de mondmero electropolimerizable en la solucién de calibrado, entando la
concentracion de monémero en el intervalo de aproximadamente 1-100 mM.

Como se describe en este documento, al menos uno de los sensores electroquimicos del cartucho sensor electro-
quimico comprende un sensor de electrodo enzimatico. El sensor electroquimico del cartucho sensor electroquimico
puede formarse sobre un electrodo compuesto por un material seleccionado entre un grupo que consiste en platino,
oro, carbono o una de sus estructuras modificadas. En otra realizacién el sensor electroquimico incluye un monémero
electropolimerizable seleccionado entre un grupo que consiste en benzotiofeno, fenilendiaminas y dihidroxibence-
nos. El sensor electroquimico puede ser selectivo para un ién hidrégeno, diéxido de carbono, oxigeno, i6n sodio, i6n
potasio, calcio ionizado, cloruro, hematocrito, glucosa, lactato, creatina, creatinina o urea.

Como se describe en este documento, el sistema de sensor electroquimico incluye una tarjeta sensora electroqui-
mica que incluye al menos un sensor electroquimico, incluyendo el sensor electroquimico al menos una membrana
polimérica. El sistema de sensor electroquimico puede incluir también un aparato sensor electroquimico que estd en
contacto eléctrico con la tarjeta sensora electroquimica. El aparato sensor electroquimico estd configurado para medir
sefales eléctricas desde la tarjeta sensora electroquimica y es capaz de proporcionar un potencial eléctrico al sensor
electroquimico para polimerizar la solucién de monémero electropolimerizable a la membrana polimérica. El sistema
de sensor electroquimico incluye también un depdsito que contiene una solucién de monémero electropolimerizable
en comunicacion fluida con la tarjeta sensora electroquimica. La solucién de mondémero electropolimerizable puede
polimerizarse a la membrana polimérica mediante el potencial eléctrico proporcionado por el aparato sensor electro-
quimico.

El cartucho sensor electroquimico incluye una tarjeta sensora electroquimica que incluye, al menos, una membrana
compuesta. En otra realizacion, el cartucho sensor electroquimico incluye una membrana compuesta con una capa
interna restaurable.

En una realizacion, el sistema de sensor electroquimico incluye adicionalmente una solucién de calibrado en un
depésito en combinacién con una solucién de mondmero electropolimerizable. La concentracion de la solucién de
mondmero electropolimerizable estd en el intervalo de aproximadamente 1-100 mM. En otra realizacién, el sistema
de sensor electroquimico incluye al menos un sensor de electrodo enzimadtico. El sistema de sensor electroquimico
puede incluir un sensor electroquimico que sea selectivo para un compuesto seleccionado entre un grupo que consiste
en i6n hidrégeno, diéxido de carbono, oxigeno, i6n sodio, i6n potasio, calcio ionizado, cloruro, hematocrito, glucosa,
lactato, creatina, creatinina o urea.

Como se describe en este documento, el sistema de sensor electroquimico puede incluir un monémero electropoli-
merizable que se selecciona entre un grupo que consiste en benzotiofeno, fenilendiaminas y dihidroxibencenos, siendo
la concentracién de la solucién de mondémero electropolimerizable en la solucién de calibrado de 1-100 mM. En otra
realizacion, el sistema de sensor electroquimico incluye un aparato sensor electroquimico capaz de proporcionar un
potencial eléctrico al menos para la retirada parcial de los agentes que interfieren en la membrana polimérica. El sis-
tema de sensor electroquimico puede incluir adicionalmente una membrana externa y una capa enzimdtica, estando la
capa enzimadtica en contacto con la membrana externa y con la membrana polimérica.

En este documento se describe adicionalmente un método para acelerar la recuperacion del sensor electroquimico
durante el proceso de enjuagado después de la exposicién a una muestra, de manera que el tiempo de recuperacién
del sistema de sensor electroquimico se realice en un periodo de tiempo mads corto. La reduccién del tiempo de
recuperacion se consigue retirando los agentes interferentes de la capa de membrana polimérica. La concentracién
residual de los sustratos para la reaccion enzimatica y los productos de la reaccién enzimética después de la exposicion
del sensor electroquimico a una muestra, son ejemplos de agentes interferentes. Otro ejemplo de agente interferente
es la concentracion residual del monémero electropolimerizable en la membrana polimérica después de la exposicion
del sensor electroquimico a la solucién de monémero electropolimerizable.
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La retirada de los agentes interferentes de una membrana polimérica se realiza proporcionando un sensor elec-
troquimico que incluye un electrodo y una membrana compuesta, incluyendo la membrana compuesta al menos una
membrana polimérica, una fuente eléctrica en contacto eléctrico con dicho electrodo y aplicando al electrodo un po-
tencial eléctrico suficiente para provocar la retirada de al menos una parte de los agentes interferentes presentes en
la membrana polimérica en contacto con el electrodo. En un ejemplo, el potencial eléctrico estd en un intervalo de
aproximadamente 0,1 a 0,8 V frente al electrodo de referencia interno y se aplica durante un intervalo de tiempo de
aproximadamente 10 a 200 segundos. En otro ejemplo, el potencial eléctrico es de aproximadamente 0,4 V frente al
electrodo de referencia interno y se aplica durante aproximadamente 50 segundos.

En este documento se describe también un método para restaurar las propiedades funcionales de un sensor electro-
quimico. El método incluye proporcionar un sistema electroquimico, que incluye una tarjeta sensora electroquimica
que incluye al menos un sensor electroquimico. El sensor electroquimico incluye un electrodo y una membrana com-
puesta, incluyendo la membrana compuesta al menos una membrana polimérica. El sistema de sensor electroquimico
incluye también un aparato sensor electroquimico en contacto eléctrico con la tarjeta sensora electroquimica. El apa-
rato sensor electroquimico estd configurado para medir las sefiales eléctricas desde la tarjeta sensora electroquimica y
proporcionar un potencial eléctrico al sensor electroquimico. El sistema de sensor electroquimico incluye también un
depdsito que contiene un mondémero electropolimerizable en una solucién en comunicacidén fluida con la tarjeta senso-
ra electroquimica. La solucién de mondmero electropolimerizable se polimeriza a la membrana polimérica mediante
el potencial eléctrico proporcionado por el aparato sensor electroquimico. El método para restaurar las propiedades
funcionales de un sensor electroquimico incluye también poner en contacto el sensor electroquimico con la solucién
y aplicar un potencial eléctrico de suficiente potencia y suficiente duracién para provocar que al menos una parte del
mondmero electropolimerizable presente en la solucién se polimerice sobre la membrana polimérica.

En un ejemplo, el método para restaurar las propiedades funcionales de un sensor electroquimico incluye afiadir
el monémero electropolimerizable a una solucién de calibrado para formar una solucién de monémero electropoli-
merizable. En el ejemplo, el potencial eléctrico comprende un intervalo de aproximadamente 0,1 a 0,8 V frente al
electrodo de referencia interno y se aplica durante un intervalo de tiempo de aproximadamente 30 segundos a 1 hora.
En otro ejemplo, el potencial eléctrico comprende aproximadamente 0,5 V frente a un electrodo de referencia interno
y se aplica durante aproximadamente 3 minutos.

En un ejemplo, el método para restaurar las propiedades funcionales de un sensor electroquimico incluye adicio-
nalmente la etapa de aplicar un potencial eléctrico adicional de suficiente potencia y suficiente duracidn al electrodo
para provocar la retirada de al menos una parte de los agentes interferentes que estdn presentes en la membrana poli-
mérica. En un ejemplo, el potencial eléctrico estd en un intervalo de aproximadamente 0,1 a 0,8 V frente al electrodo
de referencia interno y se aplica durante un intervalo de tiempo de aproximadamente 10 a 200 segundos.

Se describe adicionalmente un método para restaurar las propiedades funcionales de un cartucho sensor electroqui-
mico. El método incluye las etapas de conectar un cartucho sensor electroquimico, que incluye un sensor electroquimi-
€0, a un aparato sensor electroquimico. El sensor electroquimico incluye un electrodo y una membrana compuesta, que
incluye al menos una membrana polimérica. El método incluye adicionalmente poner en contacto el sensor electroqui-
mico con una solucién de mondmeros electropolimerizables del cartucho y aplicar un potencial eléctrico de suficiente
potencia y suficiente duracién para provocar que al menos una parte de la solucién de mondémero electropolimerizable
se polimerice sobre una membrana polimérica. En un ejemplo, el método incluye adicionalmente afiadir un monémero
electropolimerizable a una solucién de calibrado para formar la solucién de mondmero electropolimerizable. En un
ejemplo particular, se aplica un potencial eléctrico en un intervalo de aproximadamente 0,1 a 0,8 V frente al electrodo
de referencia interno. El potencial eléctrico puede aplicarse durante un intervalo de tiempo de aproximadamente 30
segundos a 1 hora. En un ejemplo, el método incluye también aplicar un potencial eléctrico adicional de suficiente
potencia y suficiente duracién al electrodo para provocar la retirada de al menos una parte de los agentes interfe-
rentes que estdn presentes en la membrana polimérica. En un ejemplo, el potencial eléctrico estd en un intervalo de
aproximadamente 0,1 a 0,8 V frente al electrodo de referencia interno y se aplica durante un intervalo de tiempo de
aproximadamente 10 a 200 segundos.

Se describe adicionalmente una membrana compuesta para un biosensor. El biosensor incluye una capa de mem-
brana interna, una capa de membrana externa y una capa enzimdtica. La capa enzimatica incluye una matriz que
incluye al menos una enzima, un agente de reticulacion y un estabilizador enzimatico. En un ejemplo, la membrana
compuesta incluye una o més de las enzimas lactato oxidasa, creatinasa, sarcosina oxidasa y creatininasa.

Se describe adicionalmente una matriz para un sensor enzimdtico. La matriz incluye lactato oxidasa, un agente
de reticulacién y un estabilizador enzimatico. En un ejemplo, la matriz forma una matriz reticulada de proteinas que
tienen actividad enzimdtica. La matriz puede formar un electrodo electroquimico. La matriz puede incluir también
albumina de suero bovino. Pueden incluirse también otras proteinas inertes similares a la albimina de suero bovino.
En otro ejemplo, uno o més de los agentes de reticulacion presentes en la matriz pueden incluir un dialdehido, por
ejemplo, glutaraldehido, un diisocianato, por ejemplo, 1,4-diisocianatobutano y un diepdxido, por ejemplo, 1,2,7,8-
diepoxioctano y 1,2,9,10-diepoxidecano. En otro ejemplo, el agente de reticulacién presente en la matriz es glutaral-
dehido al 1-10% en peso. En otro ejemplo mas, el agente de reticulacidn presente en la matriz es glutaraldehido al 5%
en peso. En otro ejemplo, el estabilizador enzimatico presente en la matriz puede incluir uno o mas de los compuestos
polietilenimina, polipropilenimina, poli(N-vinilimidazol), polialilamina, polivinilpiridina, polivinilpirrolidona, polili-
sina, protamina y sus derivados. En otro ejemplo, el estabilizador enzimédtico presente en la matriz es polietilenimina
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al 1-20% en peso. En otro ejemplo, el estabilizador enzimdtico presente en la matriz es polietilenimina al 5% en
peso.

Se describe adicionalmente una matriz para un sensor enzimdtico que incluye creatinasa, sarcosina oxidasa, un
agente de reticulacion y un estabilizador enzimatico. En un ejemplo la matriz incluye también creatininasa. En un
ejemplo, la matriz forma una matriz reticulada de proteinas que tienen actividad enzimadtica. El sensor enzimético
puede formar un sensor electroquimico. En otro ejemplo, uno o mds de los agentes de reticulacion presentes en la
matriz pueden incluir un dialdehido, por ejemplo, glutaraldehido, un diisocianato, por ejemplo, 1,4-diisocianatobutano,
un diepdxido, por ejemplo, 1,2,7,8-diepoxioctano y 1,2,9,10-diepoxidecano. En otro ejemplo, el agente de reticulacién
presente en la matriz es glutaraldehido al 1-10% en peso. En otro ejemplo, el agente de reticulacién presente en la
matriz es glutaraldehido al 5% en peso. En otro ejemplo, el estabilizador presente en la matriz puede incluir uno
o mas de los compuestos polietilenimina, polipropilenimina, poli(N-vinilimidazol), polialilamina, polivinilpiridina,
polivinilpirrolidona, polilisina, protamina y sus derivados. En otro ejemplo, el estabilizador enzimdtico presente en
la matriz es polietilenimina al 1-20% en peso. En otro ejemplo, el estabilizador enzimatico presente en la matriz es
polietilenimina al 5% en peso.

Se describe una matriz para un sensor enzimitico que incluye una o mds de las enzimas lactato oxidasa, creatinasa,
sarcosina oxidasa y creatininasa, un agente de reticulacién y un estabilizador enzimético.

Estos y otros objetos, junto con las ventajas y caracteristicas de la presente invencion descritas en este documento,
resultardn evidentes al hacer referencia a la siguiente descripcidn, los dibujos adjuntos y las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencién descrita en este documento, asi
como la propia invencion, se entenderdan mejor a partir de la siguiente descripcion de las realizaciones preferidas y las
reivindicaciones, cuando se lean junto con los dibujos adjuntos. Los dibujos no estdn necesariamente a escala, en lugar
de ello generalmente se hace énfasis en la ilustracién de los principios de la invencién.

La Figura 1 es un diagrama esquemadtico de los componentes de un aparato sensor electroquimico que incluye un
cartucho sensor con un conjunto de sensores y un bloque térmico para la hidratacién acelerada y el calibrado de los
sensores.

La Figura 2 ilustra una vista frontal inversa de la tarjeta sensora, parcialmente fragmentada, de una realizacién del
cartucho de la invencion.

Las Figuras 3A-B ilustran vistas en seccidn transversal de un sensor enzimatico.
La Figura 4 ilustra una realizacién de un sensor de pO,.
La Figura 5 ilustra una vista frontal de la tarjeta del electrodo contenida en una realizacién del cartucho.
La Figura 6 ilustra vistas en seccion transversal de un sensor de iones.
Las Figuras 7A-G ilustran los componentes de un ensamblaje del bloque térmico.
Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién proporciona sistemas de sensor electroquimico para medir las caracteristicas de muestras
acuosas incluyendo, aunque sin limitacién, sangre, suero u otros fluidos corporales. Especificamente, la invencion se
refiere a dichos sensores en los que los electrodos incluyen una membrana de rechazo de interferencias, que es la
membrana polimérica interna de la membrana compuesta y puede renovarse in situ. Los sistemas de sensor electro-
quimico de acuerdo con la invencidn tienen una mayor exactitud y precision y un mayor periodo de validez eficaz. En
las realizaciones preferidas de la invencidn, el sistema de sensor estd adaptado para medir la concentracién o actividad
de ciertos gases en la sangre (por ejemplo, oxigeno y diéxido de carbono), iones (por ejemplo, sodio, cloruro, potasio
y calcio), glucosa, lactato, creatina, creatinina, pH de la sangre y hematocrito.

Definiciones

Para sefialar y describir mds claramente y de forma mds concisa el asunto que el solicitante considera la inven-
cion, se proporcionan las siguientes definiciones para ciertos términos usados en la siguiente descripcion y en las
reivindicaciones.

Como se usa en este documento el término “electrodo” se refiere a un componente de un dispositivo electroquimico
que constituye la interfaz entre el conductor eléctrico externo y el medio i6nico interno. El medio i6nico interno,
tipicamente, es una solucién acuosa con sales disueltas. El medio puede comprender también proteinas en una matriz
estabilizadora.
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Los electrodos son de tres tipos, electrodos de trabajo o indicadores, electrodos de referencia y contraelectrodos.
Un electrodo de trabajo o indicador mide una especie quimica especifica, tal como un i6n. Cuando los potenciales
eléctricos se miden mediante un electrodo de trabajo, el método se denomina potenciometria. Todos los electrodos
selectivos de iones funcionan por potenciometria. Cuando la corriente se mide mediante un electrodo de trabajo, el
método se denomina amperometria. La medicién de oxigeno se realiza por amperometria. Los electrodos de trabajo
pueden funcionar también incluyendo una enzima como parte de una capa enzimadtica que es parte de una capa com-
puesta que estd en contacto proximo con el electrodo. Las enzimas, que son especificas para un analito particular,
producen peréxido de hidrégeno, un subproducto de la reaccién catalitica de la enzima sobre el analito. El peréxido de
hidrégeno lo detecta el electrodo y se convierte en una sefial eléctrica. Un electrodo de referencia sirve como punto de
referencia eléctrico en un dispositivo electroquimico contra el que se miden y controlan los potenciales eléctricos. En
un ejemplo, los electrodos de referencia estdn formados por plata-nitrato de plata. Otros tipos de electrodos de referen-
cia son mercurio-cloruro mercurioso-cloruro de potasio o plata-cloruro de plata-cloruro potésico. Un contraelectrodo
actiia como sumidero para la trayectoria de la corriente.

Como se usa en este documento, el término “sensor” es un dispositivo que responde a las variaciones en la con-
centracién de una especie quimica dada, tal como glucosa o lactato, en una muestra, tal como una muestra de fluido
corporal. Un sensor electroquimico es un sensor que funciona basidndose en un principio electroquimico y requiere
al menos dos electrodos. Para las mediciones selectivas de iones, estos dos electrodos incluyen un electrodo selectivo
de iones y un electrodo de referencia. Los electrodos enzimdticos amperométricos adicionalmente requieren un tercer
electrodo, un contraelectrodo. Ademas, los sensores enzimaticos basados en dos electrodos, un electrodo de trabajo y
un electrodo de referencia, también son habituales.

Como se usa en este documento, la expresion “electrodo selectivo de iones” generalmente se refiere a un cable
de plata recubierto con cloruro de plata en contacto con una solucién tampdn que contiene una concentracion de
cloruro (la solucién interna). La solucién tampdn se cubre con una membrana polimérica selectiva de iones que esta
en contacto con la solucién de ensayo. La membrana selectiva de iones tipicamente consiste en un PVC de alto peso
molecular, un plastificante, un ionéforo especifico para un ién particular y una sal borato. La superficie de la membrana
polimérica estd en contacto con la muestra de ensayo en un lado y con la solucién tampén interna en el otro lado de la
membrana.

Como se usa en este documento, la expresioén “sensor electroquimico seco” se refiere al electrodo selectivo de
iones, descrito anteriormente, y a un electrodo de referencia, descrito anteriormente. En el ejemplo de “quimico seco”
los electrodos selectivos de iones tienen la misma configuracién descrita anteriormente, sin embargo, la solucién
interna que contiene cloruro estd seca, es decir, deshidratada, dejando una capa de sal seca. Para que funcione como
un sensor electroquimico, la sal seca debe solubilizarse en agua para obtener una solucién tampoén.

Como se usa en este documento, la expresion “electrodo enzimdtico” generalmente se refiere a una membrana
compuesta depositada sobre un electrodo metélico, que comprende platino, por ejemplo. La membrana compuesta esta
formada al menos por tres capas distintas que incluyen una membrana polimérica externa sobre el lado de la membrana
compuesta en contacto con la muestra que forma una capa protectora, una capa enzimatica media que estd localizada
entre las capas externa e interna y una membrana polimérica interna mds cerca del electrodo metdlico que forma la
membrana interna de rechazo de interferencias. La membrana polimérica externa, que estd compuesta por uno o mas
compuestos poliméricos, generalmente funciona para proteger y mantener la estructura de la capa enzimdtica media y
para controlar la difusién del analito hacia la capa enzimatica media. La capa media o enzimatica comprende al menos
una especie proteica con actividad enzimadtica. La actividad enzimética pueden proporcionarla también compuestos
que incluyen ADN, ARN y carbohidratos, por ejemplo. La enzima se estabiliza en una matriz conductora para la
actividad de la enzima. La membrana interna o de rechazo de interferencias es una membrana polimérica que funciona
para aislar el electrodo de cable de los compuestos de la muestra que interfieren con el funcionamiento y la exactitud
del electrodo.

Como se usa en este documento, el término “hidratacién” se refiere al proceso de solubilizar las sales de la capa
de sal interna de un sensor haciendo pasar agua a través de la membrana polimérica externa selectiva de iones uniendo
un lado de la capa de sal interna a la capa de sal interna para formar una solucién. La hidratacién normalmente puede
conseguirse por el mero contacto del exterior de la membrana polimérica y la solucion de sal interna con una solucién
acuosa de sal durante una duracién requerida.

Como se usa en este documento, la “ciclacion térmica” es el proceso mediante el cual la temperatura de un sensor
electroquimico, empapado en una solucién acuosa de sal, se sube a una temperatura elevada especificada durante una
cantidad de tiempo especificada y después se baja.

Como se usa en este documento, el término “calibrado” se refiere al proceso mediante el cual las caracteristicas de
respuesta de un sensor a un analito especifico se determinan cuantitativamente. Para calibrar un sensor, el sensor se
expone a al menos dos muestras de reactivo, teniendo cada una de las muestras de reactivo una concentracion diferente
conocida de un analito. Las respuestas, es decir, las sefiales medidas por el sensor, respecto a las concentraciones del
analito en las dos muestras de reactivo diferentes, sirven como puntos de referencia para las mediciones del analito en
muestras que tienen concentraciones desconocidas del analito.
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Haciendo referencia a la Figura 1, el sistema sensor electroquimico 8 emplea un ensamblaje del sensor, indicado
de forma general como 10, que incorpora una pluralidad de electrodos adaptados para realizar mediciones eléctricas
en una muestra, tal como una muestra de sangre, introducida en el ensamblaje del sensor 10. Las muestras de sangre
que tiene que analizar el sistema se introducen a través de la entrada de muestra 13a. Las muestras de sangre se
obtienen por ejemplo por flebotomia o se obtienen en una base periddica a partir de un circuito de flujo sanguineo
extracorpdéreo conectado a un paciente, por ejemplo, durante una operacion quirtrgica a corazén abierto. Las muestras
de sangre pueden introducirse hacia la entrada de muestra 13a a través de otros medios automaticos o, manualmente,
mediante una jeringuilla. Las muestras de sangre pueden introducirse en forma de muestras discretas.

El sistema electroquimico 8, que incluye numerosos de los componentes esenciales descritos hasta ahora en este
documento, estd contenido en un cartucho desechable 37. Un cartucho de un tipo similar se explica en detalle en la
Patente de Estados Unidos N° 4.734.184.

En un ejemplo, el sistema de sensor electroquimico 8 incorpora en el cartucho 37 al menos dos recipientes pre-
envasados 14 y 16, cada uno de los cuales contiene una solucién acuosa de calibrado que tiene valores conocidos de
los pardmetros que va a medir el sistema. Con fines de referencia, la solucién contenida dentro del recipiente pre-
envasado 14 se denominard Solucién de Calibrado A, la solucién contenida dentro del recipiente pre-envasado 16 se
denominard Solucién de Calibrado B. En otro ejemplo, el sistema electroquimico 8§ ilustrado en la Figura 1 incluye un
tercer recipiente pre-envasado 23 que contiene la solucién de calibrado AO. Cada uno de los envases pre-envasados 14,
16 y 23 contiene una cantidad suficiente de su solucién de calibrado para permitir que el sistema se calibre un nimero
sustancial de veces antes de que el recipiente pre-envasado quede vacio. Cuando se vacia uno o mds de los recipientes
14, 16 y 23 que contienen las soluciones de calibrado, el cartucho que contiene los recipientes pre-envasados 14, 16 y
23 debe sustituirse.

En un ejemplo particular, la Solucién de Calibrado AO contiene un monémero electropolimerizable. Puede incluir-
se un mondmero electropolimerizable, tal como m-fenilendiamina, en las soluciones de calibrado a una concentracién
en el intervalo de aproximadamente 1 a 100 mM, preferiblemente a aproximadamente 15 mM. En otro ejemplo, una
solucién de mondmeros electropolimerizables estd contenida en un envase pre-envasado (no mostrado) diferente de
los recipientes pre-envasados 14 y 16 para las soluciones calibradas a una concentracién en el intervalo de aproxima-
damente 1 a 100 mM, preferiblemente a aproximadamente 15 mM.

Haciendo referencia a la Figura 1, en un ejemplo, el recipiente pre-envasado 14 estd conectado a la entrada de
una vélvula multi-posicién 18 a través de una linea de flujo 20, y el recipiente pre-envasado 16 estd conectado a una
segunda entrada de la valvula multi-posicién 18 a través de una linea de flujo 22. En otro ejemplo mas, el recipiente 23
estd conectado a una tercera entrada de la valvula multi-posicién 18 a través de una linea de flujo 25. Otro recipiente
17 contiene una solucién de enjuagado y estd conectado a la entrada de la valvula multi-posicién 18 a través de una
linea de flujo 21. En otro ejemplo mds, la bolsa de enjuagado 17 se elimina y una de las soluciones de calibrado A
o B se usa también como solucién de enjuagado. La linea de salida 12 es la salida de la valvula multi-posicién 18
y estd conectada a la linea de entrada de muestra 13 a través de un estilete 11. Dependiendo de la posicion de la
valvula 18, las lineas de entrada 20, 21, 22, 25 o el aire estdn abiertas hacia la valvula 18. Similarmente, cuando el
estilete estd en una posiciéon normal (posicién 11b) de la linea de entrada de muestra 13b, la linea 12b se abre hacia
la linea de entrada de muestra 13b y permite el paso de la solucién de calibrado o de la solucién de enjuagado, o de
aire a través de la linea de entrada de muestra 13b al ensamblaje del sensor 10 a través de la linea 24, accién que esta
facilitada por el funcionamiento de una bomba peristaltica ilustrada esquematicamente como 26. Sin embargo, en el
modo de aceptacion de muestra (13a), la linea 12 estd separada de la linea de entrada de muestra (posicién 12a) y la
muestra se introduce directamente al ensamblaje del sensor 10 a través de la linea 24, accién que estd facilitada por el
funcionamiento de la bomba peristéltica 26.

El cartucho 37 incluye también un recipiente 28, para una solucion de referencia. El recipiente 28 estd conectado
al ensamblaje del sensor por una linea de flujo 30. El sistema incluye adicionalmente un recipiente 32 para residuos,
que recibe las muestras de sangre, las soluciones de calibrado y la solucién de referencia después de que hayan pasado
a través del ensamblaje del sensor 10, mediante un conducto flexible 34 que tiene una entrada desde el ensamblaje del
sensor 10.

Tanto el conducto de flujo residual 34 como la linea de flujo de la solucién de referencia 30 consisten en o incluyen
secciones de un tubo de pared flexible que pasa a través de la bomba peristaltica 26. La bomba 26 comprime y golpea
las secciones flexibles de las lineas de flujo 30 y 34 para inducir un flujo a presién de la solucién de referencia desde
el recipiente 28 hasta el ensamblaje del electrodo 10 y crear una presién negativa sobre los productos residuales en la
linea de flujo 34 para extraer los fluidos, incluyendo los fluidos con los monémeros polimerizables, en la linea de flujo
24 a través de los pasajes en el ensamblaje del electrodo 10 después de las membrana de los sensores. Esta disposicion,
opuesta a la alternativa de inducir una presién positiva sobre la sangre y las soluciones de calibrado para forzarlas a tra-
vés del ensamblaje del electrodo 10, evita la imposicion de fuerzas mecdnicas innecesarias y posiblemente traumaticas
sobre la muestra de sangre y minimiza las posibilidades de fugas en el ensamblaje del electrodo 10.

El cartucho 37 contiene también una tarjeta sensora 50 que proporciona una cdmara de pequefio volumen hermética
a gases en la que la muestra, tal como una muestra de sangre, una solucién de calibrado o una solucién que contiene
mondmero, se presenta a uno o mas sensores electroquimicos, es decir, sensores de pH, pCO,, pO,, Na*, Ca**, glucosa,
lactato, creatina, creatinina y hematocrito, y junto con el electrodo de referencia se indica de forma global como
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sensores 10, y son partes integrales de la camara. Las membranas hidréfobas, quimicamente sensibles, tipicamente
formadas a partir de polimeros tales como cloruro de polivinilo, ionéforos especificos y un plastificante adecuado
se unen permanentemente al cuerpo de la cdmara. Estas membranas hidréfobas, quimicamente sensibles, descritas a
continuacidén en detalle, son la interfaz entre las soluciones de muestra o de calibrado y la solucién tampdn en contacto
con el electrodo interno (plata/cloruro de plata).

En un ejemplo, haciendo referencia atn a la Figura 1, en el cartucho 37 se incluyen tres soluciones que permiten
los calibrados a concentraciones altas y bajas para todos los pardmetros excepto hematocrito, que se calibra a un solo
nivel. En un ejemplo, el cartucho 37 incluye también un rotor para un brazo de entrada de muestra 5, el tubo de
bombeo 24, 30 y 34, el estilete de muestreo 11, una bolsa de residuos 32, el recipiente de la solucién de referencia
28, el recipiente de la solucién de enjuagado 17, los recipientes de la solucién de calibrado 14, 16 y 23, la valvula
reguladora 33 y los tubos 12, 20, 21, 22 y 25. Se evita que las muestras de sangre que ya se han analizado vuelvan hacia
atras hacia la tarjeta sensora 50 desde el recipiente de residuos 32 debido a la presencia de una valvula reguladora de
una via 33 en la linea de residuos 34. Después de usarlo en el sistema 8, se pretende descargar y sustituir el cartucho
37 por otro cartucho.

Haciendo referencia a la Figura 1, los sensores estdn disponibles como un conjunto de electrodos 10 fabricados en
una tarjeta de plastico 50 y alojados en un cartucho desechable 37 que hace de interfaz con el ensamblaje del bloque
térmico 39 de una maquina de an4lisis quimico de sangre adaptada adecuadamente. El ensamblaje del bloque térmico
39 aloja los dispositivos de calentamiento/refrigeracion tales como un elemento resistivo o un dispositivo de efecto
Peltier, un termistor 41 para seguir y controlar la temperatura, la interfaz eléctrica 38 entre los sensores en la tarjeta de
plastico 50 y el microprocesador 40 a través de una placa analdgica 45. La placa analdgica 45 aloja convertidores de
analégico a digital y de digital a analdgico. La sefial de la interfaz del electrodo 38 pasa a través de un convertidor de
analdgico a digital, convertida en una forma digital para el procesador 40 para almacenarla y presentarla. A la inversa,
las sefiales digitales del procesador 40, por ejemplo la tensién de polarizacién para el sensor de oxigeno, pasan a través
del convertidor de digital a analégico, se convierten en una forma analdgica y se suministran a los sensores para su
control, a través de la interfaz del electrodo 38.

El sistema de sensor electroquimico 8 se forma tras la insercién del cartucho 37 en el aparato sensor electroquimico.
Tras la insercidn, la tarjeta sensora 10 se ajusta en el ensamblaje del bloque calefactor 39 descrito con detalle a
continuacién, y el ensamblaje de calentamiento/refrigeraciéon regulado por el microprocesador 40 realiza un ciclo
con la temperatura de la tarjeta sensora 50 y la solucién en contacto con los sensores dentro de la tarjeta sensora
50 a una temperatura especifica durante una duracién especificada. El ensamblaje del bloque calefactor 39 es capaz
de calentarse y enfriarse rdpidamente, por ejemplo, mediante un dispositivo termoeléctrico que aplica, por ejemplo, el
efecto Peltier, controlado por un termistor 41, controlado todo ello por el microprocesador 40. Los sensores conectados
a la interfaz del electrodo 38 que selecciona una de la pluralidad de sefiales eléctricas generadas por los sensores y
pasa la sefial eléctrica al microprocesador 40 de la maquina a través de un convertidor de analdgico a digital hacia la
placa analégica 45 donde se convierte de una forma analdgica a una digital, son adecuados para almacenamiento y
presentacion. Haciendo referencia a la Figura 1, el ensamblaje del electrodo 10 tiene numerosos conectores de borde
36 en un conjunto que permite que se conecte a un conector hembra 38 de manera que los electrodos formados en el
ensamblaje 10 pueden conectarse a un microprocesador 40 a través de la placa analdgica 45. El microprocesador 40
se conecta a la valvula multipuerto 18 mediante un accionador de valvula 43 por una linea 42 y al motor de la bomba
peristdltica 26 mediante el accionador de bomba 45 por una linea 44. El microprocesador 40 controla la posicién del
brazo de muestreo 5 a través del accionador del brazo 15 y la posicién de la véalvula 18 y la activacién de la bomba
26 para provocar que las secuencias de muestras de sangre y de soluciones de calibrado pasen a través del ensamblaje
del electrodo 10. Cuando las soluciones de calibrado, por ejemplo de los recipientes 14, 16 y 23, se bombean hacia el
ensamblaje del electrodo 10, los electrodos que forman parte del ensamblaje realizan mediciones de los pardmetros de
la muestra y el microprocesador 40 almacena estos valores eléctricos. Basdndose en las medidas realizadas durante el
paso de las soluciones de calibrado a través del ensamblaje del electrodo 10, y los valores conocidos de los pardmetros
medidos contenidos dentro de la solucién de calibrado de los recipientes 14, 16 y 23, el microprocesador 40 crea
eficazmente una curva de calibrado para cada uno de los pardmetros medidos, de manera que cuando una muestra
de sangre se hace pasar a través del ensamblaje del electrodo 10 las mediciones realizadas por los electrodos pueden
usarse para obtener mediciones exactas de los pardmetros de interés. Estos pardmetros se almacenan y se presentan
a través del microprocesador 40. El microprocesador 40 se programa adecuadamente para realizar la medicion, el
célculo, el almacenamiento y las funciones de control, tales como las diferencias en el potencial eléctrico a través de
uno o més electrodos.

Soluciones de Calibrado

En un ejemplo, una composicién de la solucién de calibrado A usada para el calibrado de puntos secundarios,
preparada a 37°C y a una presién atmosférica medida tonométricamente con CO, al 9%, O, al 14% y gas helio al
77%, es la siguiente: tamp6n organico pH 6,9; pCO, = 63 mm Hg; pO, = 100 mm Hg; Na* = 100 mmol/l; K* =7
mmol/l; Ca™ = 2,5 mmol/l; glucosa = 150 mg/l, lactato = 4 mmol/l; creatina = 0,5 mmol/l; creatinina = 0,5 mmol/l;
tensioactivo y conservante inerte.

En otro ejemplo una composicion de la solucién de calibrado B usada para el calibrado del primer punto y para
enjuagado, preparada a 37°C y a 700 mm de Hg de presién absoluta medida tonométricamente con O, al 27%, CO,
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al 5% y gas helio al 68% es la siguiente: tampén organico pH 7,40; pCO, = 34 mm de Hg; pO, = 180 mm Hg;
Na* = 140 mmol/l; K* = 3,5 mmol/l; Ca** = 1,0 mmol/l; tensioactivo y conservante inerte.

En otro ejemplo mds, una composicién preferida de la solucién de calibrado AO para el calibrado de oxigeno
de nivel bajo y regeneracién in situ de la membrana polimérica interna para los sensores enzimaticos contiene una
solucién acuosa de sal de Na*, K*, Ca**; 15 mmol/l de m-fenilendiamina, 20 mmol/l de sulfito, tensioactivo y con-
servante inerte; tampén organico, pCO,. La solucion de referencia contiene AgNO; = 1 mmol/l, KNO; = 1 mmol/l;
tensioactivo.

Las composiciones de las soluciones de calibrado A y B se eligen de manera que para cada una de las caracteristicas
medidas por el sistema se obtiene un par de valores que estan incluidos en el intervalo de valores permisibles medidos
por el sistema, proporcionando un calibrado de dos puntos equilibrado para el instrumento. La solucién de calibrado
AO se elige para calibrar el nivel de oxigeno bajo y para regenerar la membrana polimérica interna en los sensores de
glucosa, creatina, creatinina y lactato.

Las soluciones de calibrado A y B se preparan premezclando todos los constituyentes en un cierto orden empezando
con el tamp6n y terminando con la sal bicarbonato sédico, realizando después la medida tonométrica de la solucién
con oxigeno y CO, mezclados con helio para producir el nivel deseado de pCO, y pO,. La solucién de calibrado AO
se prepara con una ligera diferencia en el procedimiento. Las sales, con excepcidn de sulfito sddico, m-fenilendiamina
y bicarbonato sédico se afladen al agua y se realiza la medicion tonométrica de la solucién con helio para llevar el pH
a menos de 30 mm de Hg. Después, las sales restantes se afiaden a la solucion y se realiza la medicién tonométrica de
la mezcla final con la mezcla de pCO, y helio para producir el nivel de pCO, deseado.

Se anade al menos un mondmero electropolimerizable a al menos una de las soluciones de calibrado, la solucién
AO en el recipiente 23, por ejemplo. La ausencia de oxigeno disuelto en la solucién AO debido a la presencia de
i6n sulfito permite un mayor periodo de validez del monémero electropolimerizable en la solucién AO porque el
oxigeno disuelto oxidard el mondmero electropolimerizable y, de esta manera, hard que el mondémero sea incapaz
de polimerizarse. Los mondmeros electropolimerizables de m-fenilendiamina, por ejemplo, pueden incluirse en una
solucién de calibrado a una concentracién en un intervalo entre aproximadamente 1 a 100 mM, preferiblemente a
15 mM. El mondémero electropolimerizable puede incluirse en el cartucho 37 en un depdsito separado.

La temperatura y la presion a la que se preparan las soluciones de calibrado y su método de envasado debe ser
tal que impida la posibilidad de que los gases disueltos salgan de la solucién en el recipiente, lo que afectaria a la
concentraciéon de gases en las soluciones de calibrado, y minimice la tendencia de que los gases permeen incluso
a través de los materiales mas impermeables que pueden obtenerse de forma practica. Las soluciones de calibrado
se envasan, llenando las soluciones completamente los recipientes, de manera que no hay un espacio de cabeza,
evacuando los recipientes antes de llenarlos de una manera que se describira posteriormente.

Llenando el recipiente de pared flexible evacuado 14, 16 y 23 con la solucién de calibrado a temperaturas elevadas
y presion subatmosférica, la solucién no tendrd tendencia a desgasificarse a una temperatura de uso menor y, de esta
manera, a producir burbujas de gas en el recipiente. Cuando ocurre desgasificacion, las concentraciones de los gases
en la solucién se verian afectadas, creando una imprecisién en el calibrado de los instrumentos. De forma similar, las
soluciones de calibrado no deben envasarse a una presién demasiado baja, es decir, no por debajo de aproximadamente
625 mm de mercurio, porque la capacidad de absorcién de la solucién para los gases podria aumentar a medida que
disminuye la presién de envasado y, por debajo de este valor de presion, la capacidad de absorcién de la solucién
puede ser lo suficientemente alta como para que tienda a extraer gases por la ligera permeabilidad inherente incluso de
los materiales de envasado flexibles mds impermeables a gases, durante largos periodos de tiempo. Por consiguiente,
se prefiere una presién de envasado en el intervalo de 625-700 mm Hg.

En un ejemplo, se prepara una solucién de calibrado a una temperatura mayor que su temperatura de uso pretendido,
de manera que a una temperatura menor tenga una menor tendencia a desgasificacion de los gases disueltos. Esto ayuda
a que el envase de presion reducida minimice la posibilidad de desgasificacion.

Las soluciones de calibrado A, B y AO se preparan a una temperatura por encima de su temperatura de uso preten-
dido a una presién controlada cerca de la presion atmosférica. Usando una temperatura elevada (por ejemplo, 37°C) la
solucién puede prepararse a aproximadamente presion atmosférica sin ninguna posibilidad posterior de formacién de
microburbujas dentro del recipiente o de transferencia de gas a través del recipiente cuando se envase en un recipiente
impermeable a gases flexible con espacio de cabeza cero.

Las envolturas que forman los recipientes pre-envasados de solucién de calibrado 14, 16, 23 se forman, por ejem-
plo, de laminas rectangulares, selladas térmicamente en los bordes y selladas térmicamente en una esquina para un
véstago de entrada de la vdlvula 18 que se usa con propésitos de llenado. En el ejemplo ilustrado, los recipientes pre-
envasados 14, 16 y 23 y las lineas de los recipientes pre-envasados 20, 22 y 25 se forman en una agrupacién unitaria
con la vilvula 18 de manera que, de esta manera, se evita el espacio muerto en la fase gaseosa en las lineas 20, 22,
25. En un procedimiento preferido para purgar y llenar las bolsas de la envoltura, la envoltura se evacua en primer
lugar y después se llena con la solucién preparada. La bolsa se agita después mientras que la solucién en exceso fluye
continuamente fuera de la bolsa. Este proceso retira cualquier burbuja de gas residual de la bolsa. La solucién se sella
después en el recipiente.
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Las soluciones de calibrado en los recipientes pre-envasados 14, 16 y 23 tienen una estabilidad excelente y un
largo periodo de validez. Cuando se usa a temperatura y presién atmosférica no hay posibilidad de desgasificacion del
liquido para formar burbujas de gas dentro de los recipientes pre-envasados 14, 16 y 23.

Solucion de Referencia

La solucién de referencia dispuesta en el recipiente pre-envasado 28 se emplea en el ensamblaje del electrodo 10
como una fuente de suministro para un electrodo de referencia para proporcionar una unién liquida y aislar asf el
electrodo de referencia del potencial electroquimico variable de la solucién de calibrado o de la sangre de una manera
que se describira posteriormente. En un ejemplo, la solucién es de 1 mol/l de nitrato potasico y 1 mmol/l de solucién de
nitrato de plata. La solucién contiene también un tensioactivo tal como Brij 35. La solucién se envasa en un recipiente
flexible sellado sin espacio de cabeza.

Ensamblaje del Electrodo

Haciendo referencia a la Figura 1, durante el funcionamiento de la bomba 26, el ensamblaje del electrodo 10
recibe un flujo pulsitil constante de la solucién de referencia a través de la linea 30 y flujos pulsétiles intermitentes,
secuenciales, de la muestra de sangre o de una de las soluciones de calibrado a través de la linea 24. El ensamblaje
proporciona también una salida correspondiente de sus productos residuales hacia una bolsa de recogida de residuos
62 a través de la linea 34.

Haciendo referencia a la Figura 2, a modo de ejemplo, el ensamblaje del electrodo 10 consiste en una tarjeta
rectangular estructuralmente rigida 50 de cloruro de polivinilo que tiene una placa de recubrimiento rectangular 52 de
aluminio (u otro material adecuado) adherida a una de sus superficies. La placa de recubrimiento 52 cierra los canales
de flujo 56 formados en una superficie de la tarjeta 50 y actia también como un medio de transferencia de calor
para hidratar los sensores mediante un ciclo térmico, descrito a continuacién y para mantener los fluidos fluyendo a
través del ensamblaje del electrodo 10, y los propios electrodos, a una temperatura constante durante el calibrado y la
medicién de los pardmetros pertinentes en una muestra de un paciente. Esto puede conseguirse midiendo la temperatura
de la placa 52 y empleando un elemento calefactor o de refrigeraciéon adecuado, por ejemplo un dispositivo de efecto
Peltier y un termistor 41 para mantener la temperatura de la placa 52 a una temperatura deseada.

Haciendo referencia a la Figura 2, se introduce una solucién de referencia en un pocillo 64 formado en la superficie
del sustrato 50 de la misma manera que los otros canales de flujo 56 y se cubre de forma similar con la placa metélica
52. La linea de flujo de la solucién de referencia 30 pasa a través de un orificio inclinado en el pocillo 64. El pocillo
64 estd conectado a la seccion de salida 34 del canal de flujo 56 a través de una seccion capilar muy fina 66 formada
en la superficie del sustrato de plastico 50 de la misma manera que los canales de flujo principales 56. El canal capilar
66 es sustancialmente menos profundo y mas estrecho que el canal de flujo principal 56; su seccion transversal es de
aproximadamente 0,5 mm cuadrados. El fluido de referencia bombeado hacia el pocillo 64 por la bomba 26, a través
de la linea 30 (véase también la Figura 1), llena el pocillo y se fuerza a través de la seccidn capilar 66 donde se une
con la corriente de salida del fluido que pasa a través de la seccidn del canal de flujo principal 56 y después fluye con
la misma hacia la bolsa de residuos 32. La influencia combinada de su mayor densidad descrita anteriormente y la
capilaridad del canal de flujo 66 sirve para minimizar cualquier posibilidad de que la solucién de calibrado o la sangre
pase hacia abajo a través del canal 66 hacia el pocillo 64 y afecte a las mediciones electroquimicas.

A medida que una muestra de sangre o una cantidad de solucién de calibrado introducida en el canal de flujo 24
pasa a través del canal de flujo 56 hacia la seccién de salida 34, pasa sobre numerosos electrodos, como se ilustra en
la Figura 2.

Haciendo referencia a las Figuras 1 y 2, la placa térmica 52 se apoya en y forma una pared del canal de muestra
56. La placa térmica 52 se pone en contacto con el dispositivo de efecto Peltier del ensamblaje del bloque térmico
39 descrito a continuacion. El ensamblaje del bloque térmico 39 es capaz de cambiar y controlar la temperatura de la
placa térmica 52 entre 15°C y 75°C. El cambio y control de la temperatura lo controla un termistor 41 y lo regula el
procesador 40. Un reloj digital interno del microprocesador 40 controla el tiempo y puede conectar y desconectar el
ensamblaje del bloque térmico 39 de acuerdo con un programa preestablecido. De esta manera, el microprocesador
40 controla el ensamblaje del bloque térmico regulando el ajuste de temperatura y la duracién de cada temperatura
ajustada de la placa térmica 52.

Los Electrodos

El orden de ensamblaje de los electrodos dados a continuacion es sélo a modo de ejemplo y no pretende limitarse
al orden proporcionado.

El Par de Electrodos para el Hematocrito
Haciendo referencia a la Figura 2, un par de cables de oro 98 y 100 forman los electrodos para determinar el

hematocrito (Hct) de una muestra basandose en su conductividad. Los cables hacen contacto con los conectores de
borde de circuito impreso 102 y 104, respectivamente, ilustrados también en la Figura 5.
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El Sensor de Oxigeno

Haciendo referencia a la Figura 2, el siguiente sensor en el canal de flujo 56 es el sensor de oxigeno 70 con una
configuracion de tres electrodos, como se ilustra en la Figura 4.

El Electrodo Sensor de Iones de Potasio, Calcio y Sodio

A continuacion en el canal de flujo hay un electrodo sensor de sodio 78, seguido de un electrodo sensor de calcio
86 y un electrodo sensor de potasio 90 incluyendo una membrana activa y un cable de plata estirado y un conector de
borde asociado.

El Electrodo de pH

Haciendo referencia a la Figura 2, a continuacién a lo largo del canal de flujo 56 hay un electrodo de pH 94
ilustrado también en la Figura 6, que incluye una membrana 148 y un cable de plata 82 estirado o preajustado a través
del espesor del plastico 50 hacia el canal de flujo 56. Haciendo referencia a la Figura 6, unido al lado opuesto del canal
de flujo 56 hay una seccién de adaptador conductor impreso 88 (véase también la Figura 5) que forma un conector de
borde. La naturaleza de este electrodo de pH se describird posteriormente en detalle.

El Electrodo de Dioxido de Carbono

Haciendo referencia a la Figura 2, el siguiente electrodo 93 a lo largo del canal de flujo 56 mide el di6xido de
carbono disuelto en la sangre o en la solucién de calibrado y trabaja en combinacién con el electrodo de pH 94.

El Electrodo de Lactato

Haciendo referencia a la Figura 2, a continuacion a lo largo del canal de flujo 56, el electrodo de lactato 92 funciona
midiendo los subproductos de una reaccién enzimdtica de lactato oxidasa sobre lactato. La lactato oxidasa presente en
la capa enzimdtica oxida el lactato produciendo peréxido de hidrégeno, que es detectado por electrodo del sensor de
lactato.

El Electrodo de Glucosa

Haciendo referencia a la Figura 2, un electrodo de glucosa 91 es el siguiente electrodo, que al igual que el electrodo
de lactato 92, funciona mediante la deteccion del perdxido de hidrégeno producido por una reaccién enzimadtica en la
capa enzimdtica. La enzima, glucosa oxidasa, oxida especificamente la glucosa y produce peréxido de hidrégeno, un
compuesto detectado por el electrodo del sensor de glucosa.

Los Electrodos de Creatina y Creatinina

La medicidn de creatina en una muestra de sangre requiere dos electrodos. Un electrodo mide la concentracidn total
de creatinina y creatina y el otro electrodo sélo mide la concentracién de creatina. La concentracion de creatinina se
determina restando la concentracidn de creatina de las concentraciones combinadas de creatina y creatinina. Haciendo
referencia a la Figura 2, los siguientes dos electrodos, de creatinina 116 y creatina 118, que al igual que el electrodo de
glucosa 91 y el electrodo de lactato 92, funcionan detectando el H,O, producido por la reacciéon enzimdtica en sus capas
enzimadticas respectivas. En el electrodo de creatinina 116, la capa enzimadtica incluye una mezcla de tres enzimas:
creatininasa, creatinasa y sarcosina oxidasa. Esta mezcla enzimdtica oxida especificamente creatinina y creatina y
produce H,O, en la siguiente reaccién en cascada.

Creatining—S22N233 ,(reating —02lNE52 y Sarcosina-22Co8Na ondasa i, O,

En el electrodo de creatina 118, la capa enzimdtica incluye una mezcla de dos enzimas: creatinasa y sarcosina
oxidasa. Esta mezcla enzimdtica oxida especificamente s6lo la creatina y produce H,O, en la siguiente reaccién en
cascada:

Creatina —S8iN2sa_y, Sarcpnging —s2160sing oxidasa H,0,

La Toma de Tierra
La toma de tierra 105 ilustrada en la Figura 2 es un cable de plata insertado a través del sustrato 50. Una toma de

tierra sirve como punto de referencia eléctrica comun para todos los electrodos. La toma de tierra puede servir también
como contraelectrodo para el sistema sensor amperométrico.
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El Electrodo de Referencia

Como se ilustra en la Figura 2, dos cables de plata 106 se estiran a través del espesor de la placa de sustrato de
plastico 50 hacia el pocillo de solucién de referencia 64 para actuar como el electrodo de referencia interno. El uso de
dos cables de plata 106 que estdn conectados eléctricamente asegura un contacto continuo entre el cable de plata y la
solucién de referencia en presencia de burbujas de aire. Las burbujas de aire pueden formarse en el canal de referencia
como resultado de la desgasificacion de la solucion de referencia a la elevada temperatura del control del sensor. Un
elemento del circuito impreso 108, ilustrado también en la Figura 5, se extiende a lo largo de la parte trasera del panel
entre un extremo de este electrodo de referencia y el borde de la placa para proporcionar un conector de borde.

La construccién y el funcionamiento especifico de los electrodos se describira ahora en detalle.
Aspectos Especificos de los Electrodos Selectivos de Iones

Los detalles de los electrodos selectivos de iones se describen, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N°
4.214.968 y en la Patente de Estados Unidos N° 4.734.184.

Las membranas selectivas de iones de este tipo, que se conocen también como membranas liquidas, constituyen
una matriz polimérica con un plastificante no volatil que forma la fase liquida en la que se dispersa un vehiculo o
selector i6nico, denominado habitualmente ionéforo, que confiere selectividad a la membrana.

El Polimero de la Membrana Selectiva de Iones

Los polimeros que pueden usarse en la membrana selectiva de iones incluyen cualquiera de los polimeros hi-
dréfobos naturales o sintéticos capaces de formar peliculas finas de una permeabilidad suficiente para producir, en
combinacién con los ionéforos y el disolvente o disolventes para los ion6foros, una movilidad iénica aparente a tra-
vés de las mismas. Especificamente, el cloruro de polivinilo, el cloruro de vinilideno, el acrilonitrilo, los poliuretanos
(particularmente, los poliuretanos arométicos), los copolimeros de cloruro de polivinilo y cloruro de polivinilideno, el
polivinilbutiral, el polivinilformal, polivinilacetato, los elastémeros de silicona y los copolimeros de alcohol polivini-
lico, los ésteres de celulosa, los policarbonatos, los polimeros carboxilados de cloruro de polivinilo y las mezclas y
copolimeros de dichos materiales se han encontrado utiles. Las peliculas de dichos materiales que incluyen los ionéfo-
ros y plastificantes pueden prepararse usando técnicas convencional de recubrimiento o moldeo de pelicula y, como se
muestra en los ejemplos a continuacién, pueden formarse por recubrimiento y formacién de la pelicula directamente
sobre el electrodo de referencia interno o sobre alguna capa intermedia adecuada o por formacién por separado y
laminacién al mismo.

El Ionoforo

El ion6foro usado en la membrana selectiva de iones generalmente es una sustancia capaz de asociar o unir selec-
tivamente a si misma, preferiblemente, un metal alcalino, alcalinotérreo, amonio u otros iones especificos deseados.
Los ionéforos adecuados se describen con mas detalle a continuacion.

La selectividad del electrodo por un i6n particular se debe a la naturaleza quimica del ion6foro y, de esta manera,
el uso de diferentes componentes quimicos como el ionéforo proporciona diferentes membranas para usar en los
electrodos selectivos de iones especificos para los diferentes iones. Un gran niimero de sustancias son ejemplares de
estos componentes, algunas de las cuales se sabe que son antibiéticos, incluyendo:

(1) valinomicina, un ionéforo selectivo de potasio;

(2) poliéteres ciclicos de diversa constitucion que hacen a la membrana selectiva para litio, rubidio, potasio, cesio
o sodio; y

(3) otras sustancias que tienen una selectividad de iones similar a la de valinomicina tales como otras sustancias del
grupo de la valinomicina, tetralactonas, actinas de macrélidos (monoactina, nonactina, dinactina, trinactina), el grupo
de eniatina ((eniatina A, B), ciclohexadepsipéptidos, gramicidina, nigericina, dianemicina, nistatina, monensina, éste-
res de monensina (especialmente metil monensina para membranas selectivas de i6n sodio), antamanida, y alameticina
(polipéptidos ciclicos).

En las publicaciones y en las patentes anteriores, asi como otra bibliografia sobre esta materia se describen otros
numerosos materiales utiles

La concentracién de ionéforo en la membrana, por supuesto, variard con el vehiculo particular usado, el i6n que
esta experimentando el andlisis, el plastificante etc. Generalmente se ha descubierto, sin embargo, que las concen-
traciones de ionéforo por debajo de aproximadamente 0,1 g/m? de membrana, suponiendo el espesor de membrana
preferido en este documento, dan como resultado respuestas marginales y generalmente indeseables. Se prefieren las
concentraciones de ionéforo entre aproximadamente 0,3 y aproximadamente 0,5 g/m?. El ion6foro puede incorporar-
se a niveles mucho mayores que esto; sin embargo, debido al coste de muchos de estos materiales, el uso de dichos
niveles no es econémico.
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El Plastificante

El plastificante proporciona movilidad i6nica a la membrana y la presencia de un plastificante es necesaria para
obtener una buena transferencia de iones.

Por supuesto, el plastificante debe ser compatible con el polimero de la membrana y debe ser un disolvente para el
iondéforo.

La otra caracteristica altamente deseable es que el plastificante sea lo suficientemente insoluble en agua como
para que no migre significativamente hacia una muestra acuosa puesta en contacto con la superficie de la membrana
como se describe posteriormente en este documento. Generalmente, un limite de solubilidad superior en agua seria de
aproximadamente 4,0 g/l, situdndose el limite preferido por debajo de aproximadamente 1 g/l. Dentro de estos limites,
puede usarse sustancialmente cualquier disolvente para el ion6foro que sea compatible con el polimero. También es
deseable que el plastificante idnico sea sustancialmente no voldtil para proporcionar un periodo de validez prolongado
al electrodo. Entre los disolventes utiles estdn los ftalatos, los sebacatos, los ésteres aromaticos y alifaticos, los fosfatos,
los fosfatos alifaticos aromdticos mixtos, los adipatos y las mezclas de los mismos. Los plastificantes utiles especificos
incluyen trimelitatos, bromofenil fenil éter, dimetilftalato, dibutilftalato, dioctilfenilfosfonato, bis(2-etilhexil)ftalato,
octildifenilfosfato, tritolilfosfato, tris(3-fenoxifenil)fosfato, tris(2-etilhexil)fosfato y sebacato de dibutilo. Entre esta
clase se prefieren particularmente el bromofenil fenil éter y los trimelitatos para los electrodos de potasio que usan
valinomicina como vehiculo.

Un gran nimero de otros plastificantes ttiles permite el ensamblaje de los electrodos del tipo descrito en este
documento y pueden usarse en la practica satisfactoria de la presente invencion.

La concentracién del plastificante en la membrana variard también en gran medida con los componentes de una
membrana dada; sin embargo las proporciones en peso de plastificante a polimero entre aproximadamente 1:1 y apro-
ximadamente 5:2 proporcionan membranas ttiles. El espesor de la membrana afectara a la respuesta del electrodo
como se describe de una manera algo mds detallada a continuacion, y se prefiere mantener el espesor de esta capa por
debajo de aproximadamente 0,13 mm (5 mils) y preferiblemente a aproximadamente 0,02 mm (1 mil). Como también
se describe con m4s detalle a continuacién, la uniformidad del espesor de la membrana selectiva de iones desempena
un papel importante en la utilizacién éptima del electrodo del tipo descrito en este documento. De esta manera, para
obtener la mdxima ventaja en términos de capacidad de almacenamiento, la membrana selectiva de iones debe ser de
un espesor relativamente uniforme como se ha descrito anteriormente.

El Soporte

Haciendo referencia a la Figura 1, los electrodos incluyen un soporte o tarjeta 50 que puede consistir en cualquier
material capaz de soportar, directamente o gracias a alguna capa intermedia de mejora de la adhesion, las otras partes
necesarias del electrodo que se describen con detalle a continuacién en este documento. De esta manera, el soporte
puede comprender materiales ceramicos, de madera, de vidrio, metalicos, de papel o de plastico fundido, extruido
o moldeado o materiales poliméricos etc. La composicién del soporte que lleva los componentes del electrodo de
recubrimiento debe ser inerte; es decir, no debe interferir con los potenciales indicadores observados, por ejemplo,
al reaccionar con uno de los materiales de recubrimiento de una manera descontrolada. Ademas, la composicién del
soporte debe soportar las temperaturas elevadas a las que se expondran los sensores durante la cantidad de tiempo re-
querida para hidratar y/o calibrar los sensores. En el caso de materiales porosos tales como madera, papel o cerdmicos,
puede ser deseable sellar los poros antes de aplicar los componentes del electrodo de recubrimiento. Los medios para
proporcionar dicho sellado se conocen bien y no es necesario un mayor anélisis de los mismos en este documento.

El soporte puede comprender una ldmina o pelicula de un material polimérico aislante. Hay diversos materiales
poliméricos formadores de pelicula que son muy adecuados para este fin, tales como por ejemplo acetato de celulosa,
poli(etilentereftalato), policarbonatos, poliestireno, cloruro de polivinilo, etc. El soporte polimérico puede ser de cual-
quier espesor adecuado, tipicamente de 0,51-5,08 mm (20-200 mils). De forma similar, podrian usarse capas finas o
superficies de otros materiales mencionados anteriormente. Los métodos para la formacién de dichas capas se conocen
bien en la técnica.

Aspectos Especificos del Electrodo Enzimdtico

Un sensor enzimdtico comprende un sistema de tres electrodos incluyendo un electrodo de trabajo, uno de referen-
cia y un contraelectrodo. El electrodo de trabajo incluye una membrana compuesta que se deposita sobre una superficie
en contacto con un cable conductor, por ejemplo un cable de platino. La membrana compuesta comprende dos o més
capas incluyendo, por ejemplo, una capa enzimdtica y una membrana interna de rechazo de interferencias.

La fabricacién del sensor puede basarse en técnicas de moldeo con disolvente bien conocidas en la técnica. El
espesor de las capas puede controlarse dosificando volimenes precisos de los solutos encontrados en las capas. La
membrana polimérica que comprende una membrana interna de rechazo de interferencias, descrita en detalle a con-
tinuacién, se forma sobre el electrodo de cable por electropolimerizacién de los monémeros electropolimerizables,
como se describe a continuacién.
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Haciendo referencia a las Figuras 3A y 3B, un electrodo enzimdtico 59, tal como un electrodo de glucosa, se
localiza en el canal de flujo 56 de la tarjeta sensora 50. La Figura 3B es una seccién ampliada de la Figura 3A. El
electrodo enzimdtico 59 incluye una membrana compuesta de tres capas 60 que comprende, desde el canal de flujo
58 hasta el cable 57, una membrana externa 51 adyacente al canal de flujo 56, una capa enzimdtica 53 localizada
entre la membrana externa 51 y una membrana interna de rechazo de interferencias 55 adyacente a un cable 57. El
electrodo enzimdtico 59 contacta con la muestra a medida que la muestra fluye a lo largo del canal de flujo 56 y sobre
la membrana externa 51 del electrodo enzimatico 59. La sefial eléctrica generada por el electrodo enzimético 59 la
lleva el cable 57 y se transfiere al conductor 61 que estd en comunicacién eléctrica con el ensamblaje del electrodo 10
mostrado en la Figura 2.

Haciendo referencia atin a las Figuras 3A y 3B, las membranas externas del electrodo enzimatico 59 generalmente
funcionan para controlar la difusién del analito hacia la capa enzimatica 53 y para proteger a los otros componentes
del electrodo 59 del contacto directo con los constituyentes de la muestra presente en el canal 56. En un ejemplo, la
membrana externa 51 es una membrana polimérica que comprende uno o mas compuestos basados en poliuretano. La
hidrofobicidad de la membrana estd determinada por la mezcla de especies de compuestos poliméricos. A medida que
aumenta la hidrofobicidad de la membrana, aumenta la capacidad del oxigeno para difundirse a través de la membrana,
mientras que la capacidad de que los analitos se difundan a través de la membrana disminuye. La composicién prefe-
rida de la membrana externa 51 es la concentracion a la que existe un equilibrio 6ptimo de la velocidad de difusién
de oxigeno, que es un sustrato requerido de las reacciones enzimdticas, y el analito (lactato en un sensor de lactato,
o creatinina y creatina en un sensor de creatinina y glucosa en un sensor de glucosa), en condiciones tipicas. Puede
preferirse una membrana externa altamente hidr6foba porque el oxigeno se difundird rapidamente a la capa enzimatica
53y, de esta manera, no serd un factor limitante para la reaccién enzimadtica. La membrana externa 51 puede tener un
espesor preferible de 8 a 15 micrometros y podria funcionar con un espesor en el intervalo de 5 a 30 micrémetros.

La membrana externa 51 estd compuesta por una mezcla de poliuretanos con diferentes niveles de captacioén de
agua. Una composicién tipica de la membrana externa 51 es un 77% de poliuretano basado en poliéter, alifatico con
un 20% de captacion de agua, un 17% de poliuretano basado en poliéter, alifatico con un 60% de captacién de agua 'y
un 6% de poliuretano basado en poliéter, alifatico con un 3% de captaciéon de agua. La membrana externa 51 con esta
composicién puede producirse dosificando un volumen de una solucién de 3,0 ml de disolvente de ciclohexanona, 17,0
ml de disolvente de tetrahidrofurano, 1,08 g de poliuretano con un 20% de captacién de agua, 0,24 g de poliuretano
con un 60% de captacién de agua y 0,08 g de poliuretano con un 3% de captacidn de agua sobre la capa enzimatica 53
de la membrana compuesta 60.

Haciendo referencia a la Figura 3B, la membrana externa 51, que se lamina directamente sobre y en contacto
con la capa enzimdtica 53, funciona para conservar la capa enzimdtica 53 evitando la exposicion de una enzima 49
embebida en la capa enzimética 53 y de la matriz de estabilizacion en la que estd embebida la enzima 49, a proteinas
de degradacion o a los compuestos de la muestra en el canal 56. Igualmente, la membrana externa 51 evita la difusién
de la enzima 49 fuera de la capa enzimdtica 53. La membrana externa 51 funciona también para controlar la velocidad
de difusion del analito (por ejemplo glucosa, lactato, creatina y creatinina) y el oxigeno de la muestra a la capa
enzimdtica 53. El fallo a la hora de controlar la difusién del analito y el oxigeno a la capa enzimética 53 da como
resultado mediciones no lineales e imprecisas del analito en la muestra.

Haciendo referencia atin a la Figura 3B, la capa enzimdtica 53 del sensor de glucosa o lactato, incluye al menos una
especie enzimadtica 49 requerida para la reaccion enzimadtica en la que participa el analito especifico, que estd estabili-
zada en la matriz de la capa enzimadtica 53. En un ejemplo, la enzima 49 incluye al menos una proteina con actividad
enzimatica. En otros ejemplos, la enzima 49 incluye una mezcla de diversas enzimas, proteinas y estabilizadores, por
ejemplo.

En un ejemplo, la enzima proteica 49, glucosa oxidasa o lactato oxidasa, se embebe en la capa enzimdtica 53 y
crea un electrodo 91 y 92, especificamente sensible a glucosa y lactato, respectivamente, presente en la muestra. El
electrodo de glucosa 91 incluye glutaraldehido y glucosa oxidasa en la capa enzimatica 53.

El electrodo de glucosa 91 puede incluir 0,10 g de glutaraldehido por gramo de glucosa oxidasa. En un ejemplo,
el electrodo de lactato 92 incluye al menos glutaraldehido, albimina de suero bovino, un estabilizador enzimético tal
como, por ejemplo, polietilenimina y lactato oxidasa en la capa enziméatica 53. En un ejemplo, el electrodo de lactato
92 incluye lactato oxidasa al 45% en peso, albimina de suero bovino al 45% en peso, polietilenimina al 5% en peso
(un estabilizador enzimadtico) y glutaraldehido al 5% en peso, por ejemplo. Las fracciones en peso de lactato oxidasa y
albimina de suero bovino pueden variar. El porcentaje en peso de polietilenimina en la capa enzimadtica puede variar
del 1 al 20, el porcentaje en peso de glutaraldehido puede variar del 1 al 10. Otros estabilizadores enzimadticos incluyen,
aunque sin limitacién, compuestos poliidnicos tales como polipropilenimina, poli(N-vinilimidazol), polialilamina,
polivinilpiridina, polivinilpirrolidona, polilisina, protamina y sus derivados.

En otro ejemplo mds, la capa enzimdtica 53 incluye una mezcla de diversas enzimas, proteinas y estabilizadores
embebidos en la matriz de la capa enzimadtica 53 para la deteccidn especifica de creatinina y creatina o sélo creatina.
Las mezclas enzimadticas se usan en el electrodo de creatinina 116 y en el electrodo de creatina 118. La creatina sola
se detecta con el electrodo de creatina 118. En una realizacién particular, el electrodo de creatinina 116 incluye una
mezcla de creatininasa al 5% en peso, creatinasa al 55% en peso, sarcosina oxidasa al 30% en peso, poli(N-vinilimi-
dazol) (un estabilizador enzimatico) al 5% en peso y glutaraldehido al 5% en peso, por ejemplo. Las fracciones en
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peso de creatininasa, creatinasa y sarcosina oxidasa en el electrodo de creatinina y las fracciones en peso de creatinasa
y sarcosina oxidasa en el electrodo de creatina pueden variar. El porcentaje en peso de poli(N-vinilimidazol) en los
electrodos de creatinina y creatina pueden variar, por ejemplo del 1% al 20% y el porcentaje en peso de glutaraldehido
en los electrodos de creatinina y creatina puede variar también, por ejemplo, del 1% al 10%. Los estabilizadores po-
liiénicos distintos de poli(N-vinilimidazol) pueden usarse también para estabilizar la mezcla enzimadtica. Los ejemplos
de compuestos poliidnicos incluyen, aunque sin limitacidn, polietilenimina, polipropilenimina, polialilamina, polivi-
nilpiridina, polivinilpirrolidona, polilisina, protamina y sus derivados.

En un ejemplo de los electrodos de glucosa, lactato, creatina y creatinina, la capa enzimadtica 53 consiste en una
matriz reticulada de enzimas, estabilizadores tales como polietilenimina o poli(N-vinilimidazol) y otras proteinas
tales como albimina de suero bovino. La reticulaciéon de las enzimas estabilizadores y otras moléculas proteicas se
consigue, por ejemplo, con glutaraldehido, un dialdehido. Pueden usarse también otros reactivos de reticulacion tales
como 1,4-diisocianatobutano, un diisocianato, 1,2,7,8-diepoxioctano y 1,2,9,10-diepoxidecano, ambos diepdxidos.
La reticulacién de las moléculas enziméticas y el uso de estabilizadores poliidnicos y proteinas inertes en la matriz
enzimdtica puede prolongar significativamente el periodo de validez y la vida ttil de los electrodos enzimaticos.

En otro ejemplo mds relacionado con los electrodos de creatinina 116 y creatina 118, la capa enzimadtica 53 in-
cluye una mezcla de diversas enzimas y proteinas, aunque carece de un estabilizador enzimatico. En este ejemplo, el
electrodo de creatinina 116 incluye una mezcla de creatininasa al 30%, creatinasa al 30%, sarcosina oxidasa al 30% y
glutaraldehido al 10% (porcentajes en peso). En este ejemplo, el electrodo de creatina 118 incluye una mezcla de crea-
tinasa al 45%, sarcosina oxidasa al 45% y glutaraldehido al 10% (porcentajes en peso). La capa enzimética 53 puede
tener un espesor en el intervalo de 1 a 10 micrometros, preferiblemente 2-5 micrémetros, medido desde la superficie
interna de la membrana externa 51 hasta la superficie externa de la membrana interna de rechazo de interferencias 55.

Haciendo referencia a las Figuras 3A y 3B, el electrodo enzimético 59 incluye también una membrana interna
para rechazo de interferencias 55 que es una membrana polimérica restaurable en contacto préximo con el cable 57.
La membrana interna de rechazo de interferencias 55 puede formarse mediante la polimerizacién de los monémeros
electropolimerizables. Los mondmeros electropolimerizables adecuados incluyen, por ejemplo, benzotiofeno, fenilen-
diaminas y fenoles. La membrana interna de rechazo de interferencias 55, que tipicamente es menor de un micrémetro
de espesor, aisla o protege el cable 57 de los compuestos de la muestra, especificamente de los compuestos oxidables
que interfieren con el funcionamiento apropiado del electrodo enzimatico.

En un ejemplo, la membrana polimérica que comprende la membrana interna de rechazo de interferencias 55 se
forma por aplicacién de un potencial eléctrico al cable 57 en presencia de mondmeros electropolimerizables. Los
mondmeros en presencia de un potencial eléctrico se polimerizan sobre el cable 57 para formar una membrana interna
de rechazo de interferencias polimérica eléctricamente aislante 55 sobre el cable 57 como se ilustra en las Figuras 3A
y 3B. El peréxido de hidrégeno, que se genera de la actividad de la enzima del electrodo enzimdtico sobre un analito
especifico, pasa a través de los poros de la membrana interna de rechazo de interferencias 55 y entra en contacto con
el cable 57 provocando que se genere una sefial eléctrica en el cable 57. El menor tamafio de los poros en la membrana
de rechazo de interferencias 55 limita que los compuestos encontrados en la muestra, mayores que el peréxido de
hidrégeno, tales como acetaminofeno, dcido ascorbico, 4cido Urico, cisteina y otros compuestos electroactivos que son
mayores que el H,O,, interfieran con o reduzcan la precision del electrodo 59 del sensor electroquimico.

La membrana interna de rechazo de interferencias 55 puede regenerarse en una base de repeticién para restaurar
su funcién. Después de una exposicion repetida a muchas muestras, la membrana de rechazo de interferencias 55 se
degrada o contamina debido a los compuestos presentes en la muestra. La degradacién de la membrana interna de
rechazo de interferencias 55 se caracteriza por fisuras en la estructura polimérica de la membrana interna de rechazo
de interferencias 55. Dichas fisuras impiden la capacidad de la membrana interna de rechazo de interferencias 55
para proteger al cable 57 de que los compuestos interferentes presentes en la muestra analitica, por ejemplo, dcido
ascorbico, acetaminofeno y dcido trico, entren en contacto con el cable 57 y alteren la sefal eléctrica detectada por el
cable 57.

Para evitar los problemas inducidos por la degradacién de la membrana interna de rechazo de interferencias 55, un
mondmero electropolimerizable puede combinarse con una solucién de calibrado tal como una solucién AO contenida
en el recipiente pre-envasado 23 del sistema de sensor electroquimico 8 ilustrado en la Figura 1, por ejemplo, para
usar en la repolimerizacion y la restauracién de la membrana interna de rechazo de interferencias 55. La polimeri-
zacién del mondémero ocurre cuando una solucién AO que contiene mondmeros se bombea desde un recipiente pre-
envasado y se hace pasar a través del canal de flujo 56 sobre la tarjeta sensora 50 durante la aplicacién de un potencial
eléctrico generado por un aparato sensor electroquimico 8 ilustrado en la Figura 1 al cable 57. Durante el proceso de
polimerizacién el monémero en la solucién de calibrado en el canal de flujo 56 se difunde a través de la membrana
externa 51 y la capa enzimdtica 53 hasta que alcanza la membrana interna de rechazo de interferencias 55. Una vez
que estd en la membrana interna de rechazo de interferencias 55 los monémeros presentes en la solucién entran en
las dreas de la membrana interna de rechazo de interferencias 55 que han perdido integridad estructural por degrada-
cién, divisién o agrietamiento y median en la restauracion de la membrana interna de rechazo de interferencias 55 por
polimerizacidn para rellenar la estructura dafiada de la membrana interna de rechazo de interferencias 55. El moné-
mero se expone a un potencial eléctrico generado desde una fuente eléctrica y se transfiere al cable 57 en las 4dreas
de la membrana interna de rechazo de interferencias 55 que han perdido integridad. El potencial eléctrico polimeriza
el mondmero sobre la estructura polimérica existente de la membrana interna de rechazo de interferencias 55 en las
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areas dafiadas de la membrana interna de rechazo de interferencias 55 hasta que se restaura la membrana interna de
rechazo de interferencias 55. Una vez que la membrana interna de rechazo de interferencias 55 se ha restaurado, las
propiedades aislantes de la membrana interna de rechazo de interferencias 55 se renuevan y el potencial eléctrico del
cable 57 secuestra el monémero presente en la membrana interna de rechazo de interferencias 55. Esta restauracion
auto-limitante de la membrana interna de rechazo de interferencias 55 se repite automdticamente cada 24 horas, por
ejemplo. La restauracion automatica auto-limitante de la membrana interna de rechazo de interferencias 55 asegura la
precision del sensor enzimdtico 59. Pueden emplearse ciclos de restauracién mds o menos frecuentes de la membrana
interna de rechazo de interferencias 55 para tener en cuenta diferentes situaciones.

El potencial eléctrico para el proceso de polimerizacién generado por el sistema de sensor electroquimico 8 ilus-
trado en la Figura 1 se aplica al cable 57 en el intervalo de 0,1 a 0,8 V frente al electrodo de referencia interno 106,
durante aproximadamente 30 segundos a una hora. Un potencial de polarizacién 6ptimo es de 0,5 V frente al electrodo
de referencia interno 106 durante 3 minutos, repetido cada 24 horas. El potencial eléctrico es demasiado bajo si no
provoca la reaccién de polimerizacién y el potencial eléctrico es demasiado alto si provoca la hidrélisis del agua y
la formacion de gas en la membrana interna de rechazo de interferencias 55, provocando de esta manera un dafio al
electrodo enzimatico 59.

Aspectos Especificos del Electrodo de PO,

Un sensor de oxigeno comprende un sistema de tres electrodos incluyendo un electrodo de trabajo, un electrodo
de referencia y un electrodo de tierra. En un ejemplo, el electrodo de trabajo de oxigeno 70 comprende un cable de
platino 74 que estd fijado en el centro de un disco de vidrio aislante 109 y dos membranas protectoras 120 y 122, que
se muestran mejor en la Figura 4. El disco tiene preferiblemente un espesor de aproximadamente 1,02 mm (40 mils),
mientras que la placa 50 tiene un espesor de aproximadamente 2,16 mm (85 mils). El didmetro del disco de vidrio es
preferiblemente de aproximadamente 2,54 cm (100 mils).

Numerosos discos de vidrio con los cables de platino embebidos se prepararan insertando una longitud de ajuste
cefido de cable de platino en el lumen de un tubo capilar de vidrio y fundiendo después el tubo de manera que se
condense con el cable. Después de que el tubo con el cable embebido se haya endurecido, se laminan los discos de un
espesor axial dado, mediante una sierra eléctrica, por ejemplo.

El disco de vidrio es pricticamente impermeable a oxigeno mientras que el cloruro de polivinilo de la placa 50 es
relativamente permeable. El disco de vidrio protege de esta manera el electrodo de platino 74 del gas, de manera que
s6lo su extremo distal, que estd orientado hacia el canal de flujo 56, estd activo.

Las dos membranas 120 y 122 sobre el disco de vidrio protegen el cable de platino 74 del contacto directo con
los constituyentes de la muestra en el canal 56. En un ejemplo, la membrana 120 es un hidrogel basado en ésteres
metacrilicos que estd unido covalentemente al disco de vidrio. La membrana 122 por debajo de la membrana 120 cubre
sOlo el drea alrededor del cable de platino y estd hecha de alcohol polivinilico. La membrana compuesta 60, que incluye
las membranas 120 y 122, proporciona una mejor protecciéon y rendimiento del sensor que cualquiera de las membranas
en solitario. El tipo de hidrogel que se emplea estd basado en ésteres metacrilicos, aunque pueden usarse hidrogeles
no basados en ésteres de dcido metacrilico. Para formar un gel, el monémero, tal como metacrilato de hidroxietilo o
metacrilato de hidroxipropilo, por ejemplo, se copolimeriza con un reticulante, tal como dimetacrilato de etilenglicol,
dimetacrilato de dietilenglicol o dimetacrilato de tetraetilenglicol. La reaccién de reticulacién puede iniciarse mediante
un fotoiniciador tal como dimetoxifenilacetofenona. Puede usarse un disolvente, tal como etilenglicol o agua, para
diluir las reacciones y controlar la viscosidad de la solucién.

Es una ventaja considerable que la membrana de hidrogel no se desprenda de la superficie del electrodo de oxigeno
cuando se hidrata la membrana. Esto se consigue por funcionalizacién del disco de vidrio con grupos metacrilicos y
por reticulacién de la membrana a la superficie. La superficie del disco de vidrio se siliniza con hexametildisilazano y
se funcionaliza con grupos metacrilicos haciendo que reaccione con trimetoxisilil propil metacrilato.

Después de la funcionalizacién del disco de vidrio, se administra una pequefia gota de una solucién de alcohol
polivinilico en agua en el centro del disco directamente sobre el cable de platino y se permite que el agua se evapore
para formar la membrana de alcohol polivinilico. Una solucién del componente hidrogel como se ha descrito ante-
riormente, se administra después sobre el disco en una cantidad que corresponde a una pelicula de 50 micrémetros
de espesor. El disco se expone a una luz UV de banda ancha durante 5 minutos para fotopolimerizar la membrana de
hidrogel.

El disco de vidrio con la membrana compuesta en un lado del mismo se embebe en un hueco formado a través del
espesor de la placa de plastico 50 de manera que la superficie que no es de hidrogel estd enrasada con la superficie de
la placa opuesta a la placa de recubrimiento 52 y la superficie de hidrogel del disco estd enrasada con la parte inferior
del canal de flujo 56.

El sensor de oxigeno descrito en este documento tiene diversas ventajas cuando se compara con el electrodo con-
vencional (electrodo de Clark) incluyendo un menor tamaiio de electrodo, una fabricacién mas sencilla del electrodo,
un tiempo de respuesta mds rdpido y un mayor periodo de validez. La separacion del electrodo de referencia y el
contraelectrodo del electrodo de trabajo permite un menor tamaifio del electrodo de trabajo y una fabricacién mas
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sencilla del electrodo. El tiempo de respuesta para oxigeno se reduce debido a la ausencia de una solucién interna y
la membrana mds fina resultante sobre el electrodo de trabajo. El uso de un electrodo de referencia externo elimina
la formacién de dendritas de plata sobre el electrodo de trabajo, que es un modo comin de fallo en un electrodo de
oxigeno de Clark con un electrodo de referencia interno de Ag/AgCl.

Respecto a la funciéon amperométrica del electrodo en funcionamiento, el procesador 40 aplica un potencial nega-
tivo respecto al electrodo de referencia interno 106 al cable de platino 74, sirviendo dicho potencial disminuido para
reducir cualquier molécula de oxigeno que alcance su extremo y, de esta manera, producir una corriente eléctrica pro-
porcional a la difusién de oxigeno a través de las capas 120 y 122. Las capas hidratadas 120 y 122 dan una trayectoria
de flujo conductor fiable entre el electrodo de platino y el electrodo de referencia interno 106 para proporcionar un
potencial de polarizacion entre el platino y la solucién de la capa hidratada. El flujo de corriente resultante entre el
electrodo de platino 74 y el electrodo de tierra se mide y es proporcional a la concentracién de oxigeno en el fluido de
ensayo que se estd controlando.

Electrodos Sensores de pCO,, pH, Potasio, Sodio y Calcio

Los electrodos, que se ilustran mejor de forma general en la Figura 2, que conectan los cables de plata 78, 86, 90,
93 y 94 que detectan las actividades de Na, Ca, potasio, pCO, y pH, respectivamente, son de una construccién similar.
La diferencia estd en la composicion de las capas de membrana. En la Figura 6 se ilustra un electrodo selectivo de iones
tipico. Cada uno tiene una perla o una capa de sal interna 152 que, tras la hidratacién, forma la capa de solucién inter-
na. Esta capa estd en contacto con la pelicula fina de la capa de plata/cloruro de plata 154 obtenida por anodizacién de
la parte superior de los cables de plata. La capa externa 148 es esencialmente la capa de membrana selectiva de iones
polimérica. Esta capa se forma sobre el residuo de sal seca de la capa interna en un pocillo poco profundo 150 como un
residuo seco que queda después de la retirada del disolvente de una matriz de una solucién de formacién de una mem-
brana hidr6foba permeable tal como una solucién que contiene cloruro de polivinilo, un plastificante, un ingrediente
activo sensible a iones apropiado y una sal borato. La membrana externa se aplica como una solucién, tipicamente en
tetrahidrofurano (THF) en una pequefia gota. Una vez que el disolvente se evapora, la membrana se forma y se une a la
tarjeta de plastico. En el caso de los electrodos de pH y pCO,, el ingrediente activo selectivo de iones puede ser tridode-
cilamina (TDDA) o un componente sensible a pH adecuado. Para el electrodo de potasio, puede usarse un antibiético
monociclico tal como valinomicina como ingrediente activo. El electrodo de calcio emplea un componente sensible se-
lectivo de iones calcio como su ingrediente activo, tal como (-)-(R,R)-N,N’-(Bis(11-etoxicarbonil)undecil)-N,N’-4,5-
tetrametil-3,6-dioxaoctanodiamida; N,N’-[(4R,5R)-4,5-dimetil-1,8-dioxo-3,6-dioxaoctametilen]-bis-(12-metilamino-
dodecanoato) de dietilo u otra sustancia selectiva sensible a calcio adecuada. El electrodo de sodio emplea un éster de
metil monensina o cualquier otro ingrediente activo sensible a sodio adecuado. Los electrodos de sodio, potasio y cal-
cio usan una sal tampon tal como MES (dcido 2-[N-morfolino]etanosulfénico) junto con las sales cloruro respectivas
para su solucién interna.

Los electrodos de pH y pCO, comparten las mismas capas externas mientras que sus capas internas difieren sig-
nificativamente. La capa interna para pH usa un tampén fuerte, por ejemplo, un tamp6én MES, mientras que para el
electrodo de CO, se usa un tampén bicarbonato.

Todos los electrodos selectivos de iones, excepto el electrodo de CO,, funcionan midiendo el potencial entre el
electrodo selectivo de iones y el electrodo de referencia 106 (Figura 2), siendo el cambio de potencial directamente
proporcional al cambio en el logaritmo de la actividad del i6n medido.

El sensor de CO, es una combinacidn de electrodos de CO, y pH que funcionan juntos. Durante el funcionamiento,
se mide el potencial entre los electrodos de CO, y de pH. La superficie externa de ambos electrodos responde a pH de
la misma manera, por lo que se cancelan entre si. La superficie interna de la membrana de pH tiene un alto tampén con
pH constante y no provoca ningin cambio en el potencial medido. Sin embargo, para el CO,, la membrana permea
libremente para CO,, que se disuelve en el tamp6n bicarbonato cambiando su pH. Esto provoca un cambio en la
respuesta de potencial de la superficie interna de la membrana de CO,, que es el inico cambio respecto al potencial
global medido. De esta manera, el potencial a través de los electrodos de CO, y pH mide directamente la variacién de
las concentraciones de CO, en la muestra.

El proceso para hidratar la capa de sal interna en estos electrodos selectivos de iones se consigue empapando la
superficie externa de las membranas externas en una solucién acuosa de sal, normalmente una solucién de reactivo de
calibrado. La hidratacién, sin embargo, es un proceso muy lento, puesto que el agua tiene que permear a través de la
membrana externa hidr6foba en forma de vapor. El ciclo térmico a altas temperaturas facilita el proceso. Durante el
proceso de ciclo térmico, la composicién e integridad de las capas de membrana permanecen intactas.

La hidratacién y calibrado de los electrodos sensibles a iones se consigue mediante etapas similares a las descritas
para el electrodo de pO,. La hidratacién desde un estado seco puede acelerarse empapando los sensores en una solucién
de electrolito, tal como las soluciones de calibrado descritas anteriormente y realizando un ciclo térmico de los sensores
a una temperatura elevada mayor que la de uso normal. Por ejemplo, los sensores se empapan en una solucién de
calibrado B a una temperatura entre 55°C y 75°C durante 15 minutos, y después se enfrian a 37°C. Los ciclos de
calibrado empiezan tan pronto como la temperatura alcanza los 37°C. En un ejemplo, los sensores se empapan en
una solucién de calibrado a una temperatura de 60°C durante 12 minutos y después se enfrian a 37°C. Los ciclos de
calibrado empiezan tan pronto como la temperatura vuelve a 37°C.
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Medicion del Hematocrito

La medicién de hematocrito (Hct) se realiza midiendo la resistividad entre los cables de oro 98 y 100. El sensor
funciona midiendo la resistividad de la solucién o la muestra de sangre puesta entre los electrodos. El hematocrito se
calcula como una funcidn de la resistividad usando la ecuacién de Maxwell.

Retirada de los Agentes Interferentes

La exposicion del electrodo enzimdtico 59 a la muestra en el canal de flujo 56 provoca que la membrana com-
puesta 60 retenga las concentraciones residuales de sustrato de la muestra y los productos de la regiéon enzimatica
a partir del funcionamiento del electrodo enzimatico 59. Estas sustancias son ejemplos de los agentes interferentes
que provocarian que el electrodo enzimatico 59 perdiera exactitud y precisién en la medicion del analito pretendido
especificamente. Para restablecer la exactitud y la precision del electrodo enzimatico 59, los agentes interferentes se
retiran de la membrana compuesta 60 del electrodo enzimatico 59 aplicando una amplitud adicional de polarizacién
al cable 57 del electrodo enzimadtico 59.

Puede aplicarse un pulso de polarizacién mediante una fuente eléctrica al cable 57 después de cada exposicion
del electrodo 59 a la muestra para preparar el electrodo 59 para la siguiente medicién. Por ejemplo, el peréxido de
hidrégeno, un producto de la reaccién de la enzima y el analito a partir del funcionamiento del electrodo 59, es un
ejemplo de un agente interferente. Para retirar los agentes interferentes tales como peréxido de hidrégeno, se aplica
una amplitud de polarizacion adicional al cable 57 que provoca la oxidacion del agente interferente. La oxidacién
del agente interferente hace al agente interferente incapaz de afectar a la actividad eléctrica en el cable 57 retirando
eficazmente los agentes del electrodo 59. Los analitos, tales como glucosa y lactato, constituyen también agentes
interferentes cuando sigue habiendo concentraciones residuales de glucosa y lactato en el electrodo enzimético 59
entre las lecturas de muestra. Un pulso de polarizacién aplicado al cable 57 oxida el analito residual y elimina de esta
manera la contribucién del analito residual entre las muestras a medidas erréneas del analito.

En un ejemplo, una vez completada la medicién de un analito en una muestra, el electrodo enzimatico 59 se restaura
bombeandolo fuera del canal de flujo 56 y un volumen de solucién de lavado del depésito 17 se bombea a través del
canal de flujo 56. Durante este tiempo, una polarizacion adicional se superpone sobre la polarizacién estable aplicada
continuamente al electrodo 59 después de la medicién de una muestra. La polarizacién se devuelve entonces a su nivel
inicial y una solucién de calibrado se introduce en el canal de flujo 56 seguido del calibrado de un punto para preparar
al electrodo 59 para la siguiente medicion.

La amplitud y duracién suficientes del pulso de polarizacién requerido para la oxidacién del agente interferente se
determina segun la geometria del canal de flujo 56. Se requieren mayores amplitudes de pulso y mayores duraciones
de pulso para un electrodo 59 con un canal de flujo estrecho 56 y un caudal lento de solucién de lavado. En un ejemplo
ilustrado en la Figura 3A, una amplitud de polarizacién de 0,4 V frente al electrodo de referencia interno con una
duracién de 50 segundos es suficiente para eliminar los compuestos interferentes de la membrana compuesta 60 y, de
esta manera, mejorar la precision y exactitud de las mediciones del electrodo 59. Una amplitud de polarizacion en el
intervalo de 0,1 a 0,8 V frente a un electrodo de referencia interno con una duracién de 10 a 200 segundos puede ser
suficiente también.

Restauracion de la Membrana Interna (de Rechazo de Interferencias) de la Membrana Compuesta

Una etapa adicional para restaurar el funcionamiento de la membrana interna de rechazo de interferencias 55 de la
membrana compuesta 60 del sensor enzimdtico 59 se ilustra, por ejemplo, en la Figura 3B. Esta etapa incluye restaurar
la integridad y el funcionamiento apropiado de la membrana interna de rechazo de interferencias 55 de los electro-
dos enzimdticos. Dentro de la membrana compuesta 60, ilustrada en la Figura 3B, la restauracién de la membrana
interna de rechazo de interferencias 55 ocurre por polimerizacién in situ de monémeros electropolimerizables sobre la
membrana interna de rechazo de interferencias 55 de la membrana compuesta 60.

En un ejemplo, los monémeros electropolimerizables estan disueltos en la solucién de calibrado AO en el recipiente
23 ilustrado en la Figura 1. Se hace pasar la solucién de calibrado AO a través del canal de flujo 56 de la tarjeta
sensora 50 ilustrada en la Figura 3A. La solucién AO con los mondémeros electropolimerizables entra en contacto
con el electrodo enzimético 59 en la membrana polimérica externa 51 de la membrana compuesta 60. Los mondmeros
electropolimerizables se difunden primero a través de la membrana externa 51 y después a través de la capa enzimatica
53 de la membrana compuesta 60, hasta que los mondmeros alcanzan la membrana interna de rechazo de interferencias
55 de la membrana compuesta 60. Un potencial eléctrico mayor que el inicial, 0,5 V frente al electrodo de referencia
interno se aplica al cable 57 durante 3 minutos, por ejemplo, provocando que los mondmeros electropolimerizables
se polimericen sobre la estructura polimérica existente de la membrana interna de rechazo de interferencias 55 de
la membrana compuesta 60. Después de la polimerizacion de la membrana interna de rechazo de interferencias 55,
se restablecen las propiedades aislantes de la membrana interna de rechazo de interferencias 55. Debido a que los
mondmeros electropolimerizables restantes en la solucion de calibrado ya no se exponen mads al potencial eléctrico, la
polimerizacién de los mondmeros ya no puede ocurrir.

La amplitud del potencial eléctrico y el periodo de tiempo del potencial elevado suficiente para la restauracion de
la membrana interna de rechazo de interferencias 55 de la membrana compuesta 60 se determinan segin la configu-
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racién especifica del electrodo 59. La composicién y la geometria particular del electrodo afectan a la amplitud del
potencial eléctrico y al periodo de tiempo requerido para la restauraciéon completa de la membrana interna de rechazo
de interferencias 55. Una membrana compuesta 60 de una composicién o geometria que ralentiza la difusién de los
mondmeros desde el canal de flujo 56 a la membrana interna de rechazo de interferencias 55 requerird una mayor
amplitud de polimerizacién durante una mayor duracién de tiempo. Una polarizacion de aproximadamente 0,1 a 0,8
V frente a un electrodo de referencia interno, aplicada durante aproximadamente 30 segundos a 1 hora es adecuada,
al menos para la restauracion parcial de la membrana interna de rechazo de interferencias 55. Una vez completada la
restauracién de la membrana interna de rechazo de interferencias 55, la solucién AO en el canal de flujo 56 se sustituye
por una solucién de enjuagado 17 y el potencial eléctrico se devuelve a su valor inicial.

Funcionamiento de la Solucion de Referencia

Haciendo referencia a la Figura 2, como se ha indicado, el pocillo 64 se llena con la solucién de referencia, donde
entra en contacto con un cable de plata 106 y se bombea a través del canal capilar 66 para unirse a la salida de la
linea de flujo principal. La solucién de referencia es esencialmente una solucién hiperténica de nitrato potdsico, con
respecto a la sangre o a las soluciones de calibrado y, en consecuencia, el dominio del electrodo de referencia 106
constituye una junta liquida de potencial estable formada entre el electrodo de referencia y la sangre o la solucién
de calibrado, estableciendo de esta manera un entorno que es independiente de la actividad idnica de la sangre o la
solucién de calibrado.

Como la solucion de referencia se une al canal de flujo principal aguas abajo de los electrodos, no afecta a esas
mediciones de ninguna manera. La solucién de referencia es de alta densidad y bajo una fuerza de bombeo debe
fluir hacia arriba contra la gravedad, hacia la salida. De esta manera, cuando la bomba se detiene, por ejemplo para
el equilibrado del electrodo, la solucién de referencia permanece estacionaria en el pocillo de referencia 64 y en la
seccidn capilar 66 y no tiende a difundirse hacia la solucién de calibrado o la sangre en el canal de flujo principal. De
esta manera, el tubo capilar 66 debido al gradiente de densidad, actiia como una vdlvula de una via permitiendo que la
solucién de referencia bombeada pase hacia arriba a través del capilar pero evitando el paso inverso no deseado o la
mezcla de la sangre o la solucién de calibrado hacia el pocillo de referencia.

Ensamblaje del Bloque Calefactor

Haciendo referencia a las Figuras 7A-7G, el ensamblaje del bloque calefactor 39 incluye un dispositivo termoe-
Iéctrico 230, un termistor 41, un bloque de aluminio compuesto por dos carcasas de aluminio 220a, 220b, una interfaz
del electrodo 156, una placa metélica 234, un sumidero de calor 236, conductores eléctricos 229, 229°, 231, 231’ y un
cable 226. El bloque de aluminio aloja una tarjeta sensora 10 cuando el cartucho con la tarjeta sensora se inserta en el
instrumento de andlisis de fluidos 8.

Haciendo referencia a la Figura 7A, el ensamblaje del bloque calefactor de aluminio 39 incluye dos carcasas
de aluminio a 220a, 220b que forman juntas un adaptador 222 en el que puede insertarse una tarjeta sensora 10
(no mostrada). Como se ilustra en la Figura 7B, la conexidn eléctrica 156 localizada en el adaptador 222 hace de
interfaz con los conectores de borde correspondientes en la tarjeta sensora ilustrada, por ejemplo, en la Figura 5, para
transmitir sefiales desde los sensores. Un cable 226 conecta los conectores eléctricos desde la tarjeta sensora a un
microprocesador 40 a través de una placa analdgica 45 (véase la Figura 1). Una placa de circuito impreso (la placa
analégica localizada antes del procesador) controla los sensores y mide las salidas del sensor. Las placas de circuito
impreso dentro de este ensamblaje del bloque térmico contienen post-amplificadores que amplifican las sefales del
sensor en la tarjeta sensora. La salida de los sensores son sefiales analdgicas. Las sefiales analdgicas se convierten en
sefales digitales mediante un convertidor de analdgico a digital y las sefiales digitales se transmiten al microprocesador
para su almacenamiento, andlisis y presentacion.

Haciendo referencia a la Figura 7C, la superficie interior 221 de la carcasa de aluminio 220b entra en contacto con
la placa metdlica 52 de un cartucho sensor 10 (véase la Figura 2). Sobre la superficie externa 223 de la carcasa de
aluminio 220b se localiza un termistor 41 como se ilustra en la Figura 7C. Extendiéndose desde el termistor 41 hay
conexiones eléctricas 229, 229’ que conectan el termistor 441 con un microprocesador 40.

Encima de la superficie externa 23 de la carcasa de aluminio 220 y sobre el termistor 41, se sitda un dispositivo
termoeléctrico 230 ilustrado en la Figura 7D. Los dispositivos termoeléctricos en el ensamblaje del bloque calefactor
pueden usar, por ejemplo, el efecto Peltier para calentar y refrigerar el bloque de aluminio. Los conductores eléctricos
231, 231’ suministran una corriente eléctrica programada controlada por un microprocesador 40 al dispositivo termo-
eléctrico 230. La direccién y duracién de la corriente se controla mediante el microprocesador 40 y determina si el
dispositivo termoeléctrico 230 que recubre la carcasa de aluminio 220b estd en un modo de calentamiento o de refri-
geracion. La temperatura de la carcasa de aluminio 220b se mide mediante el termistor 41, que transmite las sefiales
al microprocesador 40. El microprocesador 40 estd programado para transmitir las sefales eléctricas al dispositivo
termoeléctrico, dependiendo de las sefiales del termistor para calentar o enfriar la carcasa de aluminio 220b, que a su
vez calienta, enfria o mantiene la temperatura de una tarjeta sensora insertada en el adaptador 222. Cuando la corriente
fluye por el dispositivo termoeléctrico 230 en la direccidn hacia delante, la placa metédlica 220b se calienta y este calor
se transmite a la tarjeta sensora en el adaptador 222. Cuando la corriente fluye en la direccién inversa, la placa metalica
220Db se enfria y el efecto de refrigeracion se transmite a la tarjeta sensora en el adaptador 222.
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Haciendo referencia a las Figuras 7D y 7E, la superficie externa 233 del dispositivo termoeléctrico 230 esta en
contacto con una placa metdlica 234. La superficie externa 235 de la placa metdlica 234 estd en contacto con un
sumidero de calor 236 ilustrado en la Figura 7F.

En la Figura 7G se ilustran el adaptador del cartucho ensamblado 222, la carcasa de aluminio 220b, el termistor
41, el dispositivo termoeléctrico 230, la placa metélica 234, el sumidero de calor 236 y los conductores eléctricos 229,
229’ del termistor 41 y los conductores eléctricos 231, 231’ del dispositivo termoeléctrico 230 para el microprocesador
40.

En un ejemplo del ensamblaje del bloque calefactor 39, la temperatura para un cartucho sensor puede aumentarse
de aproximadamente 37°C a aproximadamente 60°C a 65°C en un minuto, mantenerse a 60°C durante 12 minutos con
una fluctuacion de temperatura de sélo 1,0°C y refrigerarse a 37°C desde 60°C en aproximadamente dos minutos.

Funcionamiento Inicial del Ensamblaje

Haciendo referencia a la Figura 1, cuando el cartucho con el ensamblaje del sensor 10 y las bolsas llenas 14, 16
y 28 se usan por primera vez, la vdlvula 18 se controla para dirigir una de las soluciones de calibrado, por ejemplo
la solucién de calibrado B, hacia el ensamblaje del sensor de manera que llene completamente el canal de flujo. La
bomba se detiene entonces durante un periodo de 10-30 minutos, preferiblemente de 12-15 minutos durante el cual
los electrodos de sensor quimico secos se hidratan mediante un ciclo térmico, por ejemplo, de 37°C a 60°C y de nuevo
a37°C.

En un ejemplo, el ensamblaje del sensor de electrodo quimico seco 10 se inserta en el sistema de sensor electro-
quimico 8 y la vdlvula 18 se controla mediante el microprocesador 40 para dirigir las soluciones de calibrado B hacia
el ensamblaje del sensor 10. El ensamblaje del bloque térmico 39 se ajusta a una temperatura tal que la temperatura
de la placa térmica 52 sea suficiente para calentar la solucién de calibrado en contacto con el sensor quimico seco a
una temperatura en el intervalo de 55°C a 75°C, preferiblemente a 60°C durante 10-30 minutos, preferiblemente 12
minutos. Después del periodo de tiempo especificado, el microprocesador 40 invierte el flujo de corriente a través
del dispositivo termoeléctrico para enfriar la placa térmica 52. La tarjeta sensora 50 y la solucién de calibrado en
contacto con la placa térmica 52 se enfrian a 37°C. La temperatura, controlada por el microprocesador 40 se mantiene
a 37°C durante la vida del cartucho 37. Después de la hidratacién de los sensores, el ciclo de acondicionamiento de
los electrodos enziméticos 59 empieza bombeando la solucién AO 23 a la tarjeta sensora 50 y empapando los elec-
trodos 59 durante de 1 a 6 minutos, preferiblemente durante 3 minutos, mientras que el potencial de polarizacién de
los electrodos enziméticos 59 se eleva de 0,25 a 0,5 V frente al electrodo de referencia interno. Durante la exposicién
a AQ, se restaura la membrana interna de rechazo de interferencias 55 de los electrodos enzimaticos 59, como se
ilustra en la Figura 3B. Ademds, en este ciclo, el nivel de oxigeno bajo se calibra también. Una vez completado el
ciclo de AO, se inicia el ciclo de enjuagado bombeando la solucién de enjuagado desde el recipiente pre-envasado 17
del canal de flujo 56 mediante la bomba peristéltica 26. Durante el ciclo de enjuagado el potencial de polarizacién
de los electrodos enziméticos 59 cambia de 0,5 a 0,4 V para acelerar la retirada de residuos de AO de la membrana
interna de rechazo de interferencias 55. Una vez completado el ciclo de enjuagado, el potencial de polarizacién de los
electrodos enzimaticos 59 se disminuye de nuevo a su nivel normal de aproximadamente 0,25 V frente al electrodo de
referencia interno. Comienza entonces un ciclo de calibrado con las soluciones A 14 y B 16. El cartucho 37 esta listo
para realizar la medicién de una muestra en los 30 minutos siguientes a la insercion del cartucho 37 en el sistema de
sensor electroquimico 8.

Referencias citadas en la descripcion

La lista de referencias citadas por el solicitante es, Unicamente, para conveniencia del lector. No forma parte del
documento de patente europea. Si bien se ha tenido gran cuidado al compilar las referencias, no pueden excluirse
errores u omisiones y la OEP declina toda responsabilidad a este respecto.
Documentos de patente citados en la descripcion

e US 6214185 B [0006]

o JP 1028555 A [0006]

e US 5540828 A [0007] [0007]

e US 4734184 A [0041] [0082]

e US 4214968 A [0082]
Literatura no patente citada en la descripcion

¢ BIOSENSORS AND BIOELECTRONICS, vol. 6 (2). 151-160 [0007]

e PATENT ABSTRACTS OF JAPAN, 17 May 1989, vol. 0132, 1 0 [0006]
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REIVINDICACIONES
1. Un sistema de sensor electroquimico (8) que comprende:

una tarjeta sensora electroquimica (50) que comprende al menos un sensor electroquimico (10), comprendiendo
dicho sensor electroquimico un electrodo y una membrana de composite (60) depositada sobre el mismo, compren-
diendo dicha membrana de composite una capa externa, una capa enzimadtica y una capa interna restaurable, en la que
la capa interna restaurable comprende una membrana polimerizable y estd en contacto con el electrodo; comprendien-
do adicionalmente dicho sistema de sensor electroquimico (37).

un depésito (23) que contiene una solucién de monémero electropolimerizable en comunicacién fluida con la
tarjeta sensora electroquimica para restaurar dicha membrana polimerizable, en el que la tarjeta sensora electroquimica
y el depésito se alojan en un cartucho sensor electroquimico (37).

2. El sistema de sensor electroquimico de la reivindicacién 1, en el que la solucién de monémero electropolimeri-
zable estd combinada con una solucién de calibrado.

3. El sistema de sensor electroquimico de la reivindicacién 2, en el que la concentracién de dicho monémero
polimerizable en dicha solucién de calibrado esta en el intervalo de 1 mM a 100 mM.

4. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el oxigeno disuelto
estd sustancialmente ausente en la solucién de mondmero electropolimerizable.

5. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la solucién de
mondmero electropolimerizable comprende sulfito.

6. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho monémero
electropolimerizable se selecciona entre benzotiofeno, fenilendiamina y dihidroxibenceno.

7. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho monémero
electropolimerizable es fenilendiamina.

8. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho monémero
electropolimerizable es dihidroxibenceno.

9. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho monémero
electropolimerizable es benzotiofeno.

10. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la tarjeta sensora
electroquimica comprende uno o mds sensores electroquimicos seleccionados entre un sensor de electrodo enzimatico,
un sensor selectivo de iones, un sensor de pH, un sensor de oxigeno y un sensor de diéxido de carbono.

11. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la tarjeta sensora
electroquimica comprende al menos un sensor de electrodo enzimatico.

12. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicha capa
externa comprende compuestos basados en poliuretano, compuestos basados en polivinilo, compuestos basados en
elastémero de silicona o compuestos basados en policarbonato.

13. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la capa enzima-
tica comprende una o mas enzimas generadoras de H,O,.

14. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que la capa enzi-
matica comprende una o mds enzimas seleccionadas entre glucosa oxidasa, lactato oxidasa, creatininasa, creatinasa y
sarcosina oxidasa.

15. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que dicha capa
enzimdtica comprende glucosa oxidasa.

16. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que dicha capa
enzimdtica comprende lactato oxidasa.

17. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que dicha capa
enzimdtica comprende creatinasa y sarcosina oxidasa.

18. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que dicha capa
enzimdtica comprende creatininasa, creatinasa y sarcosina oxidasa.
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19. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en el que dicha capa
enzimdtica comprende al menos una enzima estabilizada en una matriz, comprendiendo dicha matriz adicionalmente
un agente de reticulacién y un estabilizador enzimatico.

20. El sistema de sensor electroquimico de la reivindicacién 19, en el que el agente de reticulacion es un dialdehido,
un diisocianato o un diepdxido.

21. El sistema de sensor electroquimico de la reivindicacién 19 6 20, en el que el agente de reticulacion se selec-
ciona entre glutaraldehido, 1,4-diisocianatobutano, 1,2,7,8-diepoxioctano y 1,2,9,10-diepoxidecano.

22. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21, en el que dicho estabi-
lizador enzimaético es poliiénico.

23. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22, en el que dicho es-
tabilizador enzimdtico se selecciona entre poli(N-vinilimidazol), polietilenimina, polipropilenimina, polialilamina,
polivinilpiridina, polivinilpirrolidona, polilisina, protamina y derivados de las mismas.

24. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23, en el que dicha matriz
comprende adicionalmente una proteina inerte.

25. El sistema de sensor electroquimico de la reivindicacion 24, en el que dicha proteina inerte es albimina de
suero bovino.

26. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, que comprende adicional-
mente una superficie restaurada sobre dicha capa interna restaurable, en el que dicha superficie se restaura mediante
un mondémero polimerizado.

27. El sistema de sensor electroquimico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, que comprende adicio-
nalmente un aparato sensor electroquimico (38) en contacto eléctrico con la tarjeta sensora electroquimica, estando
configurado el aparato sensor electroquimico para medir sefiales eléctricas a partir de la tarjeta sensora electroquimica
y siendo capaz de proporcionar un potencial eléctrico al sensor electroquimico para restaurar la membrana polimeri-
zable polimerizando un mondmero electropolimerizable.

28. El sistema de sensor electroquimico de la reivindicacién 27, en el que dicho aparato sensor electroquimico

es capaz adicionalmente de proporcionar un cambio en el potencial eléctrico al menos para la retirada parcial de los
agentes interferentes en la membrana compuesta del sensor electroquimico.
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