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“AMPEROMETRIA CONECTADA POR PORTA”

Referéncia a Pedidos Correlatos

Este pedido reivindica o beneficio do pedido pro-
visério norte-americano No. 60/700 787, intitulado “Ampero-
metria Conectada por Porta”, depositado a 20 de julho de
2005, e do pedido provisério norte-americano No. 60/746 771,
intitulado “Sistema de Detecgéo de Saida Anormal para Bios-
sensor”, depositado a 8 de maio de 2006, que s&o aqui incor-
porados a guisa de referéncia.

Antecedentes da Invencdo

A determinagdo quantitativa de analitos em fluidos
biolégicos é util no diagnéstico e tratamento de anormalida-
des fisioldbgicas. Por exemplo, a determinacdo do nivel de
glicose em fluidos biolégicos, como o sangue, é importante
para individuos diabéticos que devem verificar com freqiién-
cia seu nivel de glicose no sangue de modo a regulares suas
dietas e/ou medicacéo.

Sistemas eletroquimicos tém sido utilizados para
estes tipos de andlise. Durante a andlise, o analito passa
por uma reagdo redox com uma enzima ou espécie semelhante de
modo a gerar uma corrente elétrica que pode ser medida ou
correlacionada com a concentracdao do analito. Um beneficio
substancial pode ser proporcionado ao usudrio com a diminui-
¢do do tempo necessdrio a andlise, obtendo-se ao mesmo tempo
as desejadas exatiddo e preciséo.

Umn exemplo de sistema sensor eletroquimico para a
andlise de analitos em fluidos bioldégicos inclui um disposi-

tivo de medigdo e uma tira sensora. A tira sensora inclui
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reagentes para reagir com e transferir elétrons do analito
durante a analise e elétrodos para fazer passar os elétrodos
através de condutores que conectam a tira com o dispositivo.
O dispositivo de medigdo inclui contatos para receber os e-
létrons da tira e a capacidade de aplicar um diferencial de
tensdo entre os contatos. O dispositivo pode registrar a
corrente dque passa através do sensor e traduzir os valores
de corrente em uma medida do teor de analito da amostra. Es-
tes sistemas sensores podem analisar uma Unica gota de san-
gue total (WB), de 1-5 microlitros (pL) em volume, por exem-
plo.

Exemplos de dispositivos de medigdo de topo de
bancada incluem o Analisador BAS 100B, obtenivel da BAS Ins-
truments, de West Lafayettte, Indiana; o Analisador de Ins-
trumento CH, obtenivel da CH Instruments, de Austin, Texas;
a Estacdo de Trabalho Eletroquimica Cypress, obtenivel da
Cypress Systems, de Lawence, Kansas; e o Instrumento Eletro-
quimico EG&G, obtenivel da Princeton Research Instruments,
de Princeton, Nova Jersey. Exemplos de dispositivos de medi-
¢do portateis incluem os medidores Ascensia Breeze® e Eli-
te®, da Bayer Corporation.

A tira sensora pode incluir um elétrodo operacio-
nal, no gqual o analito passa por uma reacdo eletroquimica, e
um contra-elétrodo, no qual ocorre a reacdo eletroquimica
oposta, permitindo assim que a corrente flua entre os ele-
trodos. Assim, se a oxidagdo ocorrer no elétrodo operacio-
nal, uma reducéo ocorre no contra-elétfodo. Veja-se, por e-

xemplo, Fundamentals of Analytical Chemistry, 42 Edicdo,
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D.A. Skoog e D.M. West; Filadélfia: Saunders College Publi-
shing (1982), pags. 304-341. |

A tira sensora pode incluir também um elétrodo de
referéncia verdadeiro para fornecer potencial de referéncia
ndo variante ao dispositivo de medicdo. Embora varios mate-
riais de elétrodo de referéncia sejam conhecidos, uma mistu-
ra de prata (Ag)'e cloreto de prata (AgCl) é tipica devido a
insolubilidade da mistura no ambiente aquoso da solucgdo de
andlise. Um elétrodo de referéncia pode ser também utilizado
como © contra-elétrodo. Uma tira sensora que utiliza uma
combinagcdo de elétrodo de referéncia e contra-elétrodo é
descrita na patente norte-americana No. 5 820 551.

A tira sensora pode ser formada imprimindo-se elé-
trodos em um substrato isolante com a utilizacdo de varias
técnicas, tais como as descritas nas patentes norte-
americanas Nos. 6 531 040; 5 798 031; e 5 120 420. Uma ou
mais camadas de reagente podem ser formadas pelo revestimen-
to de um ou mais dos elétrodos, tais comd o elétrodo opera-
cional e/ou o contra-elétrodo. Sob um aspecto, mais de um
dos elétrodos pode ser coberto pela mesma camada de reagen-
te, como quando o elétrodo operacional e o contra-elétrodo
sdo revestidos pela mesma Composigéo. Sob outro aspecto, ca-
madas de reagente com diferentes composicdes podem ser im-
pressas ou micro-depositadas sobre o elétrodo operacional e
o contra-elétrodo utilizando-se o método descrito em um pe-
dido de patente provisério norte-americano depositado a 24
de outubro de 2003, o pedido No. 60/513 817. Assim, a camada

de reagente sobre o elétrodo operacional pode conter a enzi-
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ma, o mediador e um ligante, enquanto a camada de reégente
sobre o contra-elétrodo contém uma espécie redox soluvel,
que pode ser idéntica ao mediador ou diferente, e um ligan-
te.

A camada de reagente pode incluir um agente de io-
nizacdo para facilitar a oxidag¢do ou redugdo do analito, as-
sim como quaisquer mediadores ou outras substéncias que aju-
dem a transferir os elétrons entre o analito e o condutor. O
agente de ionizagdo pode ser uma enzima especifica de anali-
to, tal como a oxidase de glicose ou a de-hidrogenase de
glicose, para catalisar a oxidagdo da glicose em uma amostra
de sangue total (WB). A camada de reagente pode incluir tam-
bém um ligante que mantenha juntos a enzima e o mediador. A
Tabela 1 abaixo apresenta combinag¢des convencionais de enzi-

mas e mediadores para uso com analitos especificos.

Tabela I

Analito Enzima : Mediador
Glicose Oxidase de Glicose Ferricianeto
Glicose De-hidrogenase de Glicose | Ferricianeto
Colesterol Oxidase de Colesterol Ferricianeto
Lactato Oxidase de Lactato Ferricianeto
Acido Urico Uricase ' Ferricianeto
Alcool Oxidase de Alcool Fenilenmediamina

O ligante pode incluir diversos tipos e pesos mo-
leculares de polimero, tais como a CMC (celulose de carbo-

xil-metila) e/ou o PEO (6xido de polietileno). Além de ligar



10

15

20

25

os reagentes uns com os outros, o ligante pode ajudar a fil-
trar as células vermelhas do sangue, impedindo-as de reves-
tir a superficie do(s) elétrodo(s).

Exemplos de sistemas sensores eletroquimicos con-
vencionais para a analise de analitos em fluidos bioldgicos
incluem os biossensores Precision®, obteniveis da Abbott,
de Abbott Park, Illinois; os biossensores Accucheck®, obte-
niveis da Roche, de Indiandpolis, Indiana; e os biossensores
One Touch Ultra®, obteniveis da Lifescan, de Milpitas, Ca-
lifdérnia.

Um método eletroquimico, que tem sido usado para
qguantificar analitos em fluidos bioldégicos, e a coulometria.
Por exemplo, Heller et alii descreveram o método coulométri-
co para medig¢des de glicose no sangue total na patente nor-
te-americana No. 6 120 676. Na coulométria, a concentracdo
de analitos é quantificada pela oxidagdo exaustiva do anali-
to dentfo de um pequeno volume e pela integragdo da corrente
ao longo do tempo de oxidagdo, de modo a se produzir uma
carga elétrica que representa a concentragcdo de analito. Em
outras palavras, a coulometria capta a proporg¢do total de
glicose dentro da tira sensora.

Um aspecto importante da coulometria é que, perto
do final da curva de integragdo de carga versus tempo, a ta-
Xa a qual a corrente se altera com o tempo se torna substan-
cialmente constante, de modo a se produzir uma condicdo es-
tdvel. Esta parte estdvel da curva coulométrica forma uma
regido de platd relativamente plana, permitindo assim a de-

terminagcdo da corrente correspondente. Entretanto, o método
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coulométrico exige a conversdo completa de-todo o volume de
analito para se atingir a condigdo estavel. Consequentemen-
te, este método é demorado e ndo apresenta os resultados ra-
pidos procurados pelos usudrios dos dispositivos eletroqui-
micos, tais como os produtos para monitoramento da glicose.
Um outro problema com a coulometria é que o pequeno volume
da célula sensora deve ser controlado de modo a se obterem
resultados precisos, o que pode ser dificil com um disposi-
tivo produzido em massa.

Um outro método eletroquimico que tem sido utili-
zado para quantificar analitos em fluidos bioldégicos é a am-
perometria. Na amperometria, a corrente é medida durante um
pulso de leitura a medida que um potencial (tensdo) constan-
te é aplicado através do elétrodo operacional e do contra-
elétrodo da tira sensora. A corrente medida é utilizada para
quantificar o analito na amostra. A amperometria mede a taxa
é qual a espécie eletroquimicamente ativa e, portanto, o a-
nalito estdo sendo oxidados ou reduzidos nas proximidades do
elétrodo operacional. Muitas variacdes do método amperomé-
trico para biossensores foram descritas, por exemplo, nas
patentes norte-americanas Nos. 5 620 579; 5 653 863; 6 153
069; e 6 413 411.

Uma desvantagem dos métodos amperométricos conven-
cionais é a natureza ndo estavel da corrente depois de apli-
cado um potencial. A taxa de alteracdo da corrente com rela-
¢cdo ao tempo é muito rédpida inicialmente e se torna mais
lenta a medida que a andlise prossegue devido & natureza

cambiante do processo de difusdo subjacente. Até que a taxa
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de consumo do mediador reduzido na.superficie do elétrodo
seja igual a taxa de difusdo, uma corrente estavel ndo pode
ser obtida. Assim, nos métodos amperométricos, a medigdo da
corrente durante o periodo de transi¢do antes que uma condi-
¢do estavel seja atingida pode estar associada a mais inexa-
tiddo do que uma medigdo feita durante um periodo de tempo
estavel.

O “efeito de hematdcrito” constitui um impedimento
para a andlise precisa da concentracdo de glicose em amos-
tras de WB. As amostras de WB contém células sanguineas ver-
melhas (RB) e plasma. O plasma consiste, em sua maior parte,
em agua, mas contém algumas proteinas e glicose. Hematécrito
€ o volume do constituinte de célula RB em relag¢ao ao volume
total da amostra de WB e é frequentemente expresso como uma
porcentagem. As amostras de sangue total tém geralmente por-
centagens de hematdcrito que variam na faixa de 20% aV6O%,
com ~40% sendo a média.

Em tiras sensoras convencionais para determinar
concentragdes de glicose, a glicose pode oxidada por uma en-
zima, que transfere entdo o elétron para um mediador. Este
mediador reduzido em seguida se desloca até o elétrodo ope-
racional, onde é oxidado eletroquimicamente. A proporcdo de
mediador que é oxidada pode ser correlacionada com a corren-
te que flul entre o elétrodo operacional e o contra-elétrodo
da tira sensocora. Quantitativamente, a corrente medida no e-
létrodo operacional é diretamente proporcional ao coeficien-
te de difusdo do mediador. O efeito de hematédcrito interfere

com este processo porque as células RB bloqueiam a difusédo
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do mediador para o elétrodo oﬁeracional. Em seguida, o efei-
to de hematécrito influencia a quantidade de corrente medida
no elétrodo operacional sem qualquer ligagdo com a proporgao
de glicose na amostra.

Amostras de WB com concentracdes varidveis de cé-
lulas RB podem causar inexatiddes na medigdo, porque o sen-
sor pode ndo distinguir entre uma concentracdo de mediador
mais baixa e uma concentracgdo de mediador mais elevada onde
as células RB bloqueiam a difus&o para o elétrodo operacio-
nal. Por exemplo, quando amostras de WB que contém niveis de
glicose idénticos, mas que tém hematédcritos de 20, 40 e 60%,

sdo analisadas, trés leituras de glicose diferentes serédo

- relatadas por um sistema sensor convencional com base em um

conjunto de constantes de calibrac¢do (inclinagdo e interrup—
cdo, por exemplo). Embora as concentragdes de glicose sejam
as mesmas, o sistema ndo relatard que a amostrd de hematé-
crito de 20% contém mais glicose que a amostra de hematdcri-
to de 60% devido a interferéncia das células RB com a difu-
sdo do mediador até o eletrodo operacional.

A faixa de hematécrito normal (concentragdo de
RBC) para seres humanos é de 20% a 60% e estad centralizada
em torno de 40%. O viés de hematécrito refere-se a diferencga
entre a concentracdo de glicose de referéncia obtida com um
instrumento de referéncia, tal como o YSI 2300 STAT PLUS™,
obtenivel da YSI Inc., Yellow Springs, Ohio, e uma leitura
de glicose experimental obtida de um sistema sensor portdtil
para amostras que contém diferentes niveis de hematdcrito. A

diferenga entre as leituras de referéncia e experimental re-
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sulta dos niveis de hemétécrito varidvelis entre amostras de
sangue total especificas. |

Além do efeito de hematdcrito, as inexatiddes de
medicdo podem surgir também quando a concentragdo de espécie
mensuravel ndo se correlaciona com a concentragdo de anali-
to. Por exemplo, quando um sistema sensor determina a con-
centracdo de um mediador reduzido gerado em resposta a oxi-
dacdo de um analito, qualquer mediador reduzido ndo gerado
pela oxidacdo do analito levard & indicagdo, pelo sistema
sensor, de que mails analito do que o correto estd presente
na amostra devido ao fundo de mediador.

Além dos efeitos de hematdcrito e do fundo de me-
diador, outros fatores podem também levar a inexatiddes na
capacidade de um sistema sensor eletroquimico convencional
na determinacdo da concentracdo de um analito em uma amos-
tra. Sob um aspecto, estas inexatiddes podem ser introduzi-
das porque a parte da tira sensora que contém a amostra pode
variar em volume de tira para tira. Inexatiddes podem ser
também introduzidas quando uma amostra suficiente ndo é for-
necida para encher completamente o volume da tampa-
intervalo, condicdo referida como sub-enchimento. Sob outros
aspectos, inexatiddes podem ser introduzidas na medigdo por
“ruido” aleatdério e quando ao sistema sensor falta a capaci-
dade de determinar com exatiddo as alteracdes de temperatura
na amostra.

Em uma tentativa de superar uma ou mais destas
desvantagens, 0s sistemas sensores convencionais tém tentado

varias técnicas, nao sbé com relacdo ao desenho mecdnico da
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tira sensora e a selecdo de reagentes, mas também com rela-
cdo & maneira pela qual o dispositivo de medigdo aplica o
potencial elétrico & tira. Por exemplo, os metodos conven-
cionais para reduzir o efeito de hematédcrito em sensores am-
perométricos incluem o uso de filtros, conforme revelado nas
patentes norte-americanas Nos. 5 708 247 e 5 961 836; inver-
ter a polaridade da corrente aplicada, conforme revelado no
documento WO 01/57510; e por métodos que aumentam ao maximo
a resistéﬁcia intrinseca da amostra, conforme revelado na
patente norte-americana No. 5 628 890.

Varios métddos para aplicar o potencial elétrico a
tira, comumente referidos como métodos, seqiiéncias ou ciclos
de pulsos, tém sido utiliéados para resolver as inexatiddes
na concentracdo de analito determinada. Na patente norte-
americana No. 4 897 162, por exemplo, o método por pulsos
inclui a aplicagdo continua de potehciais de tensdo que se
elevam e caem, que sdo misturados de modo a se obter uma on-
da de conformacdo triangular. Além disto, o documento WO
2004/053476 e as publicag¢des norte—-americanas Nos.
2003/0178322 e 2003/0113933 descrevem métodos por pulsos que
incluem a aplicacdo continua de potenciais de tensdao que se
elevam e caem, que também alteram a polaridade.

Outros métodos convencionais combinam uma configu-
racdo de elétrodo especifica com uma seqliéncia de pulsos a-
daptada para essa configuragdo. A patente norte-americana
No. 5 942 102, por exemplo, combina a configuragéo de elé-
trodo especifica proporcionada por uma célula de camada del-

gada com um pulso continuoc, de modo que os produtos de rea-
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¢ao do contia—elétrodo cheguem ao elétrodo operacional. Esta
combinacdo é utilizada para impulsionar a reagdo até que a
alteracdo da corrente versus tempo se torne constante, atin-
gindo assim uma condigdo estavel para o mediador que se move
entre o elétrodo operacional e o contra-elétrodo durante a
etapa de potencial. Embora cada um destes métodos equilibre
diversas vantagens e desvantagens, nenhum deles é& ideal.

Conforme se pode ver a partir da descrigdo acima,
ha ﬁma necessidade crescente de sistemas sensores eletroqui-
micos aperfeicoados, especialmente dos que podem proporcio-
nar determinacdo cada vez mais precisa da concentragdo de
analito em menos tempo. Os sistemas, dispositivos e métodos
da presente inveng¢do superam pelo menos uma das desvantagens
associadas aos sistemas convencionais.

Sumario

E apresentado um método para determinar a concen-
tracdo de um analito em uma amostra que inclui aplicar uma
segiéncia de pulsos a amostra, a seqléncia de pulsos inclu-
indo pelo menos 3 ciclos de atividade dentro de 180 segun-
dos. Os ciclos de atividade podem incluir, cada um, uma ex-
citagdo a um potencial fixo, durante a qual uma corrente po-
de ser registrada, e um relaxamento. A seqiiéncia de pulsos
pode incluir um pulso de leitura terminal e pode ser aplica-
da a uma tira sensora que inclui uma camada de barreira a
difusdo (DBL) sobre um elétrodo operacional. A cbncentragéo
de analito determinada pode incluir ﬁenos viés atribuivel ao
fundo de mediador do que o mesmo ou outro método a gue falta

a seqiiéncia de pulsos que inclui pelo menos 3 ciclos de ati-



10

15

20

25

12

vidade dentro de 180 segundos. Mediante a utilizag¢do de da-
dos de corrente transitéria, a concentracdo do analito pode
ser determinada gquando uma condigdo estavel ndo é atingida
durante as partes de excitacgcdo dos ciclos de atividade da
seqgiiéncia de pulsos. Um tratamento com dados pode ser apli-
cado as correntes medidas de modo a se determinar a concen-
tragcdo do analito na amostra.

Um dispositivo de medigdo de analito de mdo é a-
presentado para determinar a concentragdo de analito em uma
amostra. O dispositivo inclui um dispositivo de medigdo am-
perométrico conectado por pdrta adaptado para receber uma
tira sensora. O dispositivo de medig¢do amperométrico conec-
tado por porta inclui pelo menos dois contatos do dispositi-
vo em comunicacdo elétrica com um monitor através de um con-
junto de circuitos elétricos. A tira sensora inclui pelo me-
nos um primeiro e um éegundo contatos da tira sensora. O
primeiro contato da tira sensora fica em comunicagdo elétri-
ca com um elétrodo operacional, e o segundo contato da tira
sensora fica em'comunicagéo elétrica com um contra-elétrodo
através de condutores. Uma primeira camada de reagente fica
pelo menos sobre um dos elétrodos e inclui uma O6xido-
redutase e pelo menos uma espécie de um par redox.

| Um dispositivo de medig&o de mdo adaptado para re-
ceber uma tira sensora é apresentado para determinar a con-
centracdo de analito em uma amostra. O dispositivo iﬁclui
contatos, pelo menos um monitbr e um conjunto de circuitos
elétricos que estabelece comunicagdo elétrica entre os con-

tatos e o monitor. O conjunto de circuitos inclui um carre-
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gador elétrico e um processador, em que o processador fica
em comunicacdo elétrica com um meio de armazenamento passi-
vel de leitura por computador. O meio inclui um cdbédigo de
software passivel de leitura por computado que, quando exe-
cutado pelo processador, faz com que o carregador implemente
uma seqiiéncia de pulsos que compreende pelo menos 3 ciclos
de atividade dentro de 180 segundos entre os contatos.

E apresentado um método para reduzir o viés atri-
buivel ao fundo de mediador em uma concentragdo determinada
de um analito em uma amostra, o qual inclui aplicar a amos-
tra uma seqiiéncia de pulsos que inclui pelo menos 3 ciclos
de atividade dentro de 180 segundos.

E apresentado um método para determinar a duragédo
de uma seqiiéncia de pulsos que inclui pelo menos 3 ciclos de
atividade dentro de 180 segundos, para determinar a concen-
tracdo de um analito em uma amostra, o qual inclui determi-
nar uma série de conjuntos de constantes de calibragdo de-
terminados a partir das correntes registradas durante os pe-
lo menos 3 ciclos de atividade e determinar a durag¢do da se-
giiéncia de pulsos em resposta a concentracdo determinada do
analito na amostra.

E apresentado um método para sinalizar ao usudrio
gue adicione uma amostra adicional a uma tira sensora, o
qual inclui determinar se a tira sensora estd sub-enchida
pela determinagdo de uma constante de queda a.partir das
correntes registradas dﬁrante uma seqiiéncia de pulsos ampe-

rométricos conectada por porta e sinalizar ao usuadrio para
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adicionar uma amostra adicional a tira sensora se a tira es-
tiver sub-enchida.

E apresentado um método para determinar a tempera-
tura de uma amostra contida por uma tira sensora, que inclui
determinar uma constante de queda a partir das correntes re-
gistradas durante uma seqiiéncia de pulsos amperométricos co-
nectada por porta e correlacionar a constante de queda com
um valor de temperatura.

E apresentado um método para determinar a duracéo
de uma seqiiéncia de pulsos para determinagdo da concentracgédo
de um analito em uma amostra, o qual inclui determinar a
temperatura de uma amostra contida por uma tira sensora a
partir das constantes de queda determinadas a partir das
correntes registradas durante uma seqiiéncia de pulsos ampe-
rométricos conectada por porta.

As definig¢des seguintes sdo incluidas para propor-
cionar um entendimento claro e consistente do relatério e

das reivindicacdes.

P

O termo “analito” ¢é definido como uma ou mais
substé@ncias presentes em uma amostra. A andlise determina a
presenca e/ou concentracdo do analito presente na amostra.

O termo “amostra” é definido como uma composigao
gue pode conter uma proporcdo desconhecida do analito. Tipi-
camente, uma amostra para andlise eletroquimica apresenta-se
sob forma liquida, e de preferéncia a amosfra é uma mistura
aquosa. Uma amostfa pode ser uma amostra bioldgica, tal como

sangue, urina ou saliva. Uma amostra pode ser também um de-
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rivado de uma amostra bioldgica, tal como um extrato, uma
diluicgdo, um filtrado ou um precipitado reconstituido.

O termo “espécie mensurdvel” é definido como uma
espécie eletroquimicamente ativa que pode ser oxidada ou re-
duzida sob um potencial apropriado no elétrodo operacional
de uma tira sensora eletroquimica. Exemplos de espécie men-
surdvel incluem analitos, éxido-redutases e mediadores.

O termo “amperometria” é definido como um método
de andlise no qual a concentragdo de analito em uma amostra
é determinada pela medigdo eletroquimica da taxa de oxidacgédo

ou reducdo do analito a um potencial.

O termo “sistema” ou “sistema sensor” é definido
como uma tira sensora em comunicagdo elétrica, através de
seus condutores, com um dispositivo de medigdo, o que pro-
porciona a quantificagdo do analito na amostra.

O termo “tira sensora” é definido como um disposi-
tivo que contém a amostra durante a analise e proporciona
comunicacdo elétrica entre a amostra e o dispositivo de me-
dicdo. A parte da tira sensora que contém a amostra é fre-
giientemente referida como a “tampa-intervalo”.

O termo “condutor” é definido como uma substéncia
eletricamente condutora que permanece estaciondria durante
uma andlise eletroquimica.

O termo “dispositivo de medigdo” é definido como
um ou mais dispositivos‘eletrénicos que podem aplicar um po-
tencial elétrico aos condutores de uma tira sensora e medir
a corrente resultante. O dispositivo de medigéo pode incluir

também a capacidade de processamento para determinar a pre-
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senca e/ou concentragdo de um ou mais analitos em resposta
aos valores de corrente registrados.

O termo “exatiddo” é definido como qudo intimamen-
te a proporcdo de analito medida por uma tira sensora cor-
responde & propor¢do verdadeira de analito na amostra. Sob
um aspecto, a exatiddo pode ser expressa em termos de viés.

O termo “precisdo” é definido como qudo préximas
varias medic¢des de analito estdo para a mesma amostra. Sob
um aspecto, a precisdo pode ser expressa em termos da dis-
persdo ou varidncia entre varias medigdes.

O termo “reacdo redox” é definido como uma reacgdo
quimica entre duas espécies que envolve a transferéncia de
pelo menos um elétron de uma primeira espécie para uma se-
gunda espécie. Assim, uma reag¢do redox inclui uma oxidagdo e

uma reducdo. A meia célula de oxidagdo da reagdo envolve a

‘'perda de pelo menos um elétron pela primeira espécie, en-

guanto a meia célula de redugédo envolve a adigdo de pelo me-
nos um elétron a segunda espécie. A carga idnica de uma es-
pécie que é oxidada torna-se mais positiva em um grau igual
ao numero de elétrons removidos. Da mesma maneira, a carga
iénica de uma espécie que é reduzida torna-se menos positiva
em um grau igual ao numero de elétrons ganhos.

O termo “mediador” é definido como uma substéncia
que pode ser oxidada ou reduzida e que pode transferir um ou
mais elétrons. Um mediador é um reagente em uma andlise ele-
troquimica e ndo é o analito de interesse, mas proporciona a
medicdo indireta do analito. Em um sistema simplista, o me-

diador passa por uma reagdo redox em resposta a oxidagdao ou



10

15

20

25

17

reducdo do analito. O mediador oxidado ou reduzido passa em
seguida pela reacgdo oposta no elétrodo operacional da tira
sensora e é regenerado ao seu numero de oxidagdo original.

O termo “ligante” é definido como um material que
d& sustentacdo e contencdo fisicas aos reagentes, tendo ao
mesmo tempo compatibilidade quimica com os reagentes.

O termo “fundo de mediador” é definido como o viés
introduzido na concentracdo de analito medida atribuivel a

espécies mensurdveis que ndo respondem a concentragao de a-

nalito subjacente.

O termo “sub-enchimento” é definido como uma amos-
tra insuficiente que foi introduzida na tira sensora para
obtencdo de uma andlise exata.

O termo “par redox” é definido como duas espécies
conjugadas de uma substdncia quimica que tém diferentes nu-
meros de oxidacdo. A redugdo da espécies que tem o numero de
oxidacdo mais elevado produz a espécie que tem o numero de
oxidacdo mais baixo. Alternativamente, a oxidacdo da espé-
cies que tem o numero de oxidagdo mais baixo produz a espé-
cie que tem o numero de oxidagdo mais elevado.

O termo “numero de oxidacdo” é definido como a
carga iénica formal de uma espécie quimica, como um atomo.
Um numero de oxidacdo mais elevado, como (III), é mais posi-
tivo, e um numero de oxidagdo mais baixo, como (II), € menos
positivo.

O termo “espécie redox soluvel” é definido como
uma substdncia que é capaz de passar por oxidagdo ou redugao

e que é soluvel na agua (pH 7, 25°C) a um nivel de pelo me-
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nos 1,0 grama por Litro. As espécies redox soluveis incluem
moléculas orgdnicas eletro-ativas, complexos de metal de or-
gano—tranéigéo e complexos de coordenagdo de metal de tran-
sicdo. O termo “espécie redox soluvel” exclul metais elemen-
tares e ions de metal sozinhos, especialmente os que sdo in-
soluveis ou escassamente soluveis na agua.

O termo “o6xido-redutase” é definido como qualquer
enzima que facilita a oxidacgdo ou redugdo de um analito. Uma
6xido-redutase é um reagente. O termo 6xido-redutase inclui
as “oxidases”, que facilitam as rea¢des de oxidagdo nas
quais o oxigénio molecular é o aceitador de elétrons; as
“redutases”, que facilitam as reagdes de redu¢do nas quais o
analito é reduzido e o oxigénio molecular ndo é o analito; e
as “de-hidrogenases”, que facilitam as reag¢des de oxidacao
nas quais o oxigénio molecular ndo é o aceitador de elé-
trons. Veja-se, por exemplo, o Oxford Dictionary of Biochem-
istry and Molecular Biology, Edi¢do Revista, A.D. Smith,
Ed., Nova York: Oxford University Press (1997), pégs. 161,
476, 477 e 560.

O termo “molécula orgdnica eletro-ativa” é defini-
do como uma molécula orgdnica destituida de um metal que é
capaz de passar por uma reagdo de oxidagdo ou redugdo. As
moléculas orgdnicas eletro-ativas podem servir como mediado-
res.

O termo “complexo de metal de organo-transigdo”,
também referido como “complexo OTM”, é definido como um com-
plexo no qual um metal de>transi¢éo é ligado a pelo menos um

dtomo de carbono através de uma ligagdo sigma (carga formal
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de -1 no sigma de atomo de carbono ligado ao metal de tran-
sicdo) ou de uma ligacdo pi (carga formal de O no pi de ato-
mos de carbono ligado ao metal de transigdo). Por exemplo, o
ferroceno é um complexo OTM com dois anéis de ciclopendadie-
nila (Cp), cada um deles ligado através de seus cinco atomos
de carbono a um centro de ferro por duas ligagdes pi e uma
ligacdo sigma. Outrd exemplo de complexo OTM é o ferriciane-
to (III) e sua contraparte de ferrocianeto reduzido (II),
onde seis * ligands ciano (carga formal de -1 em cada um dos
6 * ligands) tém ligagdo sigma com um centro de ferro atra-
vés dos atomos de carbono.

O termo “complexo de coordenacédo” é definido como
um complexo que tem uma geometria de coordenacdo bem defini-
da, tal como octaédrica ou planar quadrada. Diferentemente
dos complexos OTM, que sdo definidos por sua ligag¢do, os
complexos de coordenagdo sdo definidos por sua geometria.
Assim, os complexos de coordenagdo podem ser complexos OTM
(tais como o ferricianeto mencionado anteriormente), ou com-
plexos nos quais &tomos ndo metdlicos outros que ndo o car-
bono, tais como os hetero-a&tomos que incluem o nitrogénio, o’
enxofre e o fésforo, sdo dativamente ligados com o centro de
metal de transicdo. Por exemplo, a hexa-amina de ruténio é
um complexo de coordenagdo que tem uma geometria octaédrica

bem definida, onde seis * ligands de NH; (carga formal de 0

em cada um dos 6 * ligands) sdo dativamente ligados com o

centro de ruténio. Uma discussdo mais completa dos complexos
de metal de organo-transigdo, dos complexos de coordenacgdo e

da ligacdo de metal de transigdo pode ser encontrada em Col-
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lman et alii, Principles and Applications of Organotransiti-
on Metal Chemistry (1987), e em Miessler & Tarr, Inorganic

Chemistry (1991).

o}

O termo “regime estavel” é definido como quando
alteracdo no sinal (corrente) eletroquimico com relagdo a
sua varidvel (tensdo ou tempo) de entrada independente é
substancialmente constante, tal como dentro de +10 ou +5%.

O termo “ponto transitério” é& definido como um va-
lor de corrente obtido como uma fungdo do tempo guando uma
taxa crescente de difusd@o de uma espécie mensurdvel até uma
superficie condutora transita para uma taxa de difusdo rela-
tivamente constante. Antes do ponto transitdério, a corrente
se altera rapidamente com o tempo. De maneira semelhante,
apbés o ponto transitdério, a taxa de queda de corrente se
torna relativamente constante, refletindo assim a taxa de
difusdo relativamente constante de uma espécie mensuréavel
até uma superficie condutora.

O termo “relativamente constante” é definido como
quando a alteracdo no valor da corrente ou na taxa de difu-
sdo estd dentro de #20, *10 ou %5%.

O termo “espessura inicial média” refere-se a al-
tura média de uma camada antes da introdugdo de uma amqstra
liquida. O termo média é utilizado porque a superficie de
topo da camada é irregular, com picos e vales.

| O termo “intensidade redox” (RI) é definido como o
tempo de excitagdo total dividido pela soma dos retardos no
tempo de excitagdo total e no tempo de relaxamento total pa-

ra uma seqiéncia de pulsos.
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O termo “dispositivo de mdo” é definido como um
dispositivo que pode ser seguro por uma mdo humana e é por-
tdtil. Um exemplo de dispositivo de mdo é o dispositivo de
medigdo que acompanha o Sistema de Monitoramento de Glicose
no Sangue Ascensia® Elite, obtenivel da Bayer HealthCare,
LLC, Tarrytown, Nova York.

O termo “sobre” é definido como “acima” e é rela-
tivo a orientacgdo que € descrita. Por exemplo, se um primei-
ro elemento é depositado sobre pelo menos uma parte de um
segundo elemento, diz-se que o primeiro elemento é “deposi-
tado sobre” o segundo. Em oufro exemplo, se um primeiro ele-
mento estd presente acima de pelo menos uma parte de um se-
gundo elemento, diz-se que o primeiro elemento estd “sobre”
o segundo. O uso do termo “sobre” ndo exclui a presencga de
substdncias entre os elementos superior e inferior que séao
descritos. Por exemplo, um primeiro elemento pode ter um re-
vestimento sobre sua superficie de topo, ainda um segundo
elemento sobre pelo menos uma parte do primeiro elemento, e
seu revestimento de topo pode ser descrito como estando “so-
bre” o primeiro elemento. Assim, o uso do termo “sobre” pode
ou ndao significar que os dois elementos que estdo relaciona-
dos estdo em contato fisico.

Breve Descricdo dos Desenhos

A invengdo pode ser mais bem entendida com refe-
réncia aos desenhos e a descrigdo seguintes. Os compohentes
nas Figuras ndo estdo necessariamente em escala, a énfase
sendo éo invés colocada na ilustracdo dos principios da in-

vencdo. Além do mais, nas Figuras, os mesmos numeros de re-
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feréncia designam partes correspondentes em fodas as dife-
rentes vistas.

A Figura 1A é uma representacdo em perspectiva de
uma tira sensora montada.

A Figura 1B é um diagrama de vista de topo de uma
tira sensora, com a tampa removida.

A Figura 2 mostra um diagrama de vista de extremi-
dade da tira sensora da Figura 1B.

A Figura 3 representa um método analitico eletro-
quimico para determinar a presengca e a concentragdo de um

analito em uma amostra.

As Figuras 4A e 4B mostram um elétrodo operacional
que tem um condutor de superficie e uma DBL durante a apli-
cacdo de pulsos de leitura longos e curtos.

As Figuras 5A-5E representam cinco exemplos de se-
qiéncias de pulso, em que varios ciclos de atividade foram
aplicados a tira sensora apdés a introdugcdo da amostra.

A Figura 6A mostra as correntes de saida transité-
rias da seqiéncia de pulsos representada na Figura 5B para
amostras de WB com 40% de hematdcrito que contém 50, 100,
200, 400 e 600 mg/dL de glicose.

A Figura 6B mostra perfis de contorno de corrente
preparados lancando-se e conectando-se o valor de corrente
final a partir de cada um dos perfis de corrente transitdria
mostrados na Figura 6A.

A Figura 6C mostra perfis de contorno de corrente
preparados a partir de perfis de corrente transitéria gera-

dos pela segiiéncia de pulsos mostrada na Figura 5E.
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A Figura 6D é um grdfico que mostra sinais de sai-
da em relacdo a sinais de entrada para um sistema eletroqui-
mico que utiliza sequiéncias de pulsos amperométricos conec-
tadas por porta.

As Figuras 7A e 7B sdo graficos que mostram o a-
perfeicoamento na exatiddo de medigdo quando uma DBL €& com-
binada com um pulso de leitura curta.

As Figuras 7C e 7D sdo graficos que mostram a re-
ducdo no viés de hematdécrito que pode ser obtida quando uma
seqiliéncia de pulsos amperométricos conectada por porta é
combinada com uma DBL.

A Figura 8 é um grafico das correntes de ponto
terminal registradas em varios ciclos de atividade quando a
seqiiéncia de pulsos da Figura 5B foi aplicada a amostras de
WB que continham diversas concentragdes de glicose.

A Figura 9A mostra os perfis de corrente transité-
ria obtidos a partir da seqgiiéncia de pulsos representada na
Figura 5B quando uma amostra de 2,0 pL foi introduzida em 10
diferentes tiras sensoras.

A Figura 9B mostra os perfis da taxa de queda de
cada seqiiéncia de pulsos convertidos da Figura 9A como uma
fungdo do tempo.

A Figura 10 é um grafico de K constantes determi-
nadas a partir de uma seqléncia de pulsos para concentragdes
de glicose de 50, 100 e 400 mg/dL como uma fungdo da tempe-
ratura.

A Figura 11 é uma representagdo esquemidtica de um

dispositivo de medigdo.
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Descric¢do Detalhada

A presente invengdo faz uso da descoberta de que
seqiiéncias de pulsos amperométricos conectadas por porta que
incluem ciclos de atividade podem proporcionar exatiddo e
precisdo a uma andlise, ao mesmo tempo que reduzem o tempo
de conclusdo da andlise. Cada ciclo de atividade inclui uma
excitacdo que pode se apresentada a uma tensdo relativamente
constante. Cada ciclo de atividade inclui também um relaxa-
mento que pode ser proporcionado por um circuito aberto. As
seqiiéncias de pulsos da presente invengdo podem reduzir o
tempo necessdrio & andlise pela eliminagdo da necessidade de
retardos e pulsos adicionais, tais como retardos de “incuba-
cdo”, para obter a re-hidratacdo do(s) reagente(s), pulsos
de “remocdo” para renovar os elétrodos e pulsos de regenera-
cdo do mediador para renovar o estado de oxidacdo do media-
dor, reduzindo assim o tempo de analise.

Mesmo com tempos de andlise mais curtos, as se-
giidncias de pulsos amperométricos conectadas por porta da
presente invencdo podem aperfeigoar a exatiddo e/ou precisdao
em relacdo a métodos convencionais. Sob um aspecto, 0s erros
de exatiddo introduzidos pelo efeito de hematdcrito e os er-
ros de precisdo introduzidos pelo volume varidvel na tampa-
intervalo podem ser reduzidos por meio da combinagdo de uma
cada de barreira & difusdo com as seqliéncias de pulsos da
presente invengdo. Sob outro aspecto, os erros de outro modo
resultantes de uma condicdo ndo estavel do sensor e/ou do
fundo de mediador podem ser reduzidos. As sequiéncias de pul-

sos conectadas por porta da presente invengdo podem também
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permitir a determinagao doé perfis de corrente transitéria e
de contorno que simulam uma condig¢do estavel. Os perfis de
corrente transitéria podem ser usados para se obter uma sé-
rie de conjuntos de constantes de calibracdo, detecgdo de
sub-enchimento e a capacidade de determinar a temperatura da
amostra, em vez de se recorrer & temperatura do dispositivo
de medicgédo.

As Figuras 1A e 1B mostram uma tira sensora 100,
que pode ser utilizada na presente invengdo. A Figura 1A é
uma representacdo em perspectiva de uma tira sensora montada
100, que inclui uma base sensora 110, coberta, pelo menos
parcialmente, por uma tampa 120, que inclui um respiradouro
130, uma Aarea céncava 140 e uma abertura de extremidade de
entrada 150. Um volume parcialmente encerrado 160 (a tampa-
intervalo) é formado entre a base 110 e a tampa 120. Outros
desenhos de tira sensora compativeis com a presente invencgéo
podem ser também utilizados, tais como os descritos nas pa-
tentes norte-americanas Nos. 5 120 420 e 5 798 031.

Uma amostra liquida para andlise pode ser transfe-
rida para dentro da tampa-intervalo 160 pela introdugdo do
liquido na abertura 150. O liquido enche a tampa-intervalo

expelindo ao mesmo tempo o ar anteriormente contido através

" do respiradouro 130. A tampa-intervalo 160 pode conter uma

composicdo (ndo mostrada) que ajuda a reter a amostra liqui-
da na tampa-intervalo. Exemplos de tais composig¢bes incluem
polimeros dilataveis na &gua, tais como a celulose de carbo-
ximetila e o glicol de polietileno; e matrizes poliméricas

porosas, tals como o dextran e a poliacrilamida.
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A Figura iB mostra uma vista de topo da tira sen-
sora 100, com a tampa 120 removida. Condutores 170 e 180 po-
dem correr sob uma camada dielétrica 190 a partir da abertu-
ra 150 até um elétrodo operacional 175 e um contra-elétrodo
185, respectivamente. Sob um aspecto, o elétrodo operacional
e o contra-elétrodo 175, 185 podem estar substancialmente no
mesmo plano, conforme mostrado na Figura. Sob um aspecto a-
fim, o elétrodo operacional e o contra-elétrodo 175, 185 po-
dem estar separados por mais de 200 ou 250 um e podem estar
separados da parte superior da tampa 129 por pelo menos 100
pum. A camada dielétrica 190 pode cobrir parcialmente os elé-
trodos 175, 185 e pode ser fabricada a partir de qualquer
material dielétrico adequados, tal como um polimero isolan-

te.

O contra-elétrodo 185 equilibra o potencial no e-
létrodo operacional 175 da tira sensoré 100. Sob um aspecto,
este potencial pode ser um potencial de referéncia obtido
pela formagcdo do contra-elétrodo 185 a partir de um par re-
dox, tal como a Ag/AgCl, de modo a se obter um contra-
elétrodo de referéncia combinado. Sob outro aspecto, o po-
tencial pode ser fornecido ao sistema sensor pela formagdo
do contra-elétrodo 185 a partir de um material inerte, tal
como o carbono, e pela inclusdo de uma espécie redox solu-
vel, tal como o ferricianeto, dentro da tampa-intervalo 160.
Alternativamente, a tira sensora 100 pode ser dotada de um
terceiro condutor e elétrodo (ndo mostrados) de modo a se

fornecer um potencial de referéncia ao sistema sensor.



10

15

20

25

27

A Figura 2 mostra uma diagrama de vista de extre-
midade da tira sensora mostrada na Figura 1B, que mostra a
estrutura em camadas do elétrodo operacional 175 e do con-
tra-elétrodo 185. Os condutores 170 e 180 podem ficar dis-
postos diretamente sobre a base 110. As camadas condutoras
de superficie 270 e 280 podem opcionalmente ser depositadas
sobre os condutores 170 e 180, respectivamente. As camadas
condutoras de superficie 270, 280 podem ser fabricadas a
partif dos mesmos ou diferentes materiais.

0 material ou materiais usados para formar os con-
dutores 170, 180 e as camadas condutoras de superficie 270,
280 podem incluir qualquer condutor elétrico. Os condutores
elétricos preferiveisvséo ndo ionizantes, de modo que o ma-
terial ndo passe por uma oxidagdo liquida ou uma reducgdo li-
guida durante a andlise da amostra. Os condutores 170, 180
incluem de preferéncia uma camada delgada de uma pasta de
metal ou metal, tal como ouro, préta, platina, palddio, co-
bre ou tungsténio. As camadas condutoras de superficie 270,
280 incluem de preferéncia o carbono, o ouro, a platina, o
paladdio ou combinag¢des deles. Se uma camada condutora de su-
perficie ndo estiver presente em um condutor, o condutor é
de preferéncia fabricado a partir de um material ndo ioni-
zante. |

O material do condutor de superficie pode ser de-
positado sobre os condutores 170, 180 por qualqueridisposi—
tivo convencional compativel com o funcionamento da tira
sensora, inclusive deposicdo de folha, deposigdo a vapor

gquimico, deposicdo de pasta semi-fluida e semelhantes. No
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caso de deposicdo de pasta semi-fluida, a mistura pode ser
aplicada como uma tinta aos condutores 170, 180, conforme
descrito na patente norte-americana No. 5 798 031.

As camadas de reagente 275 e 285 podem ser deposi-
tadas sobre os condutores 170 e 180, respectivamente, e in-
cluem reagentes e opcionalmente um ligante. O material do

ligante é de preferéncia um material polimérico que seja,

pelo menos parcialmente, soluvel na &gua. Materiais polimé-

ricos parcialmente soluveis na agua adequados para uso como
ligante podem incluir o éxido de poli(etileno) (PEO), a ce-
lulose de carboximetila (CMC), o &lcool polivinilico (PVA),
a celulose de hidroxi-etileno (HEC), a celulose de hidrox-
propila (HPC), a celulose de metila, a celulose de etila, a
celulose de etil-hidroxi-etila, a celulose de carboxi-metil-
etila, a pirrolidona de polivinila (PVP), os &cidos poliami-
nicos, tais como a polilisina, o sulfonato de poliestireno,
a gelatina, o &cido acrilico, o &cido metacrilico, o amido,
os sais de anidrido maléicos deles, derivados deles e combi-
nacdes deles. Entre os materiais de ligante acima, o PEO, ©
PVA e a CMC sdo preferiveis, com a CMC e o PEO sendo mais
preferiveis atualmente.

| Além do ligante, as camadas de reagente 275 e 285
podem incluir os mesmos ou diferentes reagentes. Sob um as-
pecto, o0s reagentes presentes na primeira camada 275 podem
ser selecionados para uso com o elétrodo operacional 175,
enquanto os reagentes presentes na segunda camada 285 podem
ser selecionados para uso com o contra-elétrodo 185. Por e-

xemplo, os reagentes na camada 285 podem facilitar o fluxo
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livre de elétrons entre a amostra e o condutor 180. De ma-
neira semelhante, os reagentes na camada 275 podem facilitar
a reacdo do analito.

A camada de reagente 275 pode incluir uma Oéxido-
redutase especifica do analito que pode facilitar a reagao
do analito aumentando a especificidade do sistema sensor com
relacdo ao analito, especialmente em amostras bioldgicas
complexas. Exemplos de algumas o6xido-redutases especificas e

analitos correspondentes sdo dados a seguir na Tabela II.

Tabela II
Oxido-redutase (camada de Analito
reagente)
De-hidrogenase de glicose B-glicose
Oxidase de glicose B-glicose

Estearase de colesterol; | Colesterol

oxidase de colesterol

Lipase de lipoproteina; ci- |Triglicerideos
nase de glicerol; oxidase

de glicerol-3-fosfato

Oxidase de lactato; de- | Lactato

hidrogenase de lactato; di-

aforase

Oxidase de piruvato Piruvato
Oxidase de alcool Alcool
Oxidase de bilirubina Bilirubina
Uricase Acido urico

Redutase de glutationa NAD(P)H
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Oxido-redutase de monéxido | Mondéxido de carbono

de carbono

Atualmente, as Oxido-redutases especialmente pre-
feridas para analise de glicose incluem a oxidase de glico-
se, a de-hidrogenase de glicose, derivados delas.ou combina-
cdes delas.

A camada de reagente 275 pode incluir também um
mediador para comunicar de maneira mais eficaz os resultados
da reacdo do analito ao condutor de superficie 270 e/ou ao
condutor 170. Exemplos de mediadores incluem complexos OTM,
complexos de coordenagdo e moléculas organicas eletro-
atiyas. Exemplos especificos incluem compostos de ferroceno,
o ferroéianeto, o ferricianeto, coenzimas de quinonas de
pirrologquinolina (PQQ) substituidas ou nao substituidas, 3-
fenilimino-3H-fenotiazinas (PIPT) substituidas ou ndo subs-
tituidas, 3-fenilimino-3H-fenoxazina (PIPO), benzoquinqnas
substituidas ou ndo substituidas, naftoguinonas substituidas
ou ndo substituidas, 6éxidos de N, os compostos nitrosos, as
hidroxilaminas, as oxinas, as flavinas, as fenazinas, os de-
rivados da fenazina, as fenotiazinas, os indofendéiis e as
indaminas. Estes e outros mediadores que podem ser incluidos
na camada de reagente podem ser encontrados nas patentes
norte-americanas Nos. 5 653 863; 5 520 786; 4 746 607; 3 791
988; e nas patentes espanholas Nos. 0354441 e 0330517.

Atualmente, os mediadores especialmente preferidos
para a andlise da glicose incluem o ferricianeto, a hexa-
amina de ruténio, a PIPT, a PIPO ou combinag¢des delés. Um

exame de mediadores eletroquimicos uteis para sistemas redox
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biolégicos pode ser encontrado em Analytuca Clinica Acta.
140 (1982), paginas 1-18.

As camadas de reagente 275, 285 podem ser deposi-
tadas por qualquer dispositivo convencional, tal como im-
pressio, deposigdo liquida ou deposigdo a jato de tinta. Sob
um aspecto, as camadas sdo depositadas por impressdo. Com
outros fatores sendo iguais, o &ngulo da lamina de impressédo
pode afetar inversamente a espessura das camadas de reagen-
te. Por exemplo, quando a lamina é movida a um angulo de a-
proximadamente 82° com relagdo a base 110, a camada pode ter
uma espessura de aproximadamente 10 pm. De maneira semelhan-
te, quando é usado um angulo de lamina de aproximadamente
62° com relacdo & base 110, pode ser produzida uma camada de
30 ym mais espessa. Assim, énguios de lamina mais baixos po-
dem produzir camadas de reagente mais espessas. Além do an-
gulo da lamina, outros fatores, tais como a viscqsidade do
material que é aplicado, assim como o tamanho da peneira e a
combinacdo das emulsdes, pode afetar a espessura resultante
das camadas de reagente 275, 285.

O elétrodo operacional 175 pode incluir também uma
camada de barreira a difusdo (DBL) que seja integrante com
uma camada de reagente 275 ou que seja uma camada 290 dis-
tinta, conforme mostrado na Figura 2. Assim, a DBL pode ser
formada como um reagente/DBL em combinagdo sobre o condutor,
como uma camada distinta sobre o condutbr ou como uma camada
distinta sobre a camada de reagente. Quando o elétrodo ope-
racional 175 inclui a DBL distinta 290, a camadé de reagente

275 pode ou ndo residir sobre a DBL 290. Em vez de residir
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sobre a DBL 290, a camada de reagente 275 pode residir sobre
qualquer parte da tira sensora 100 que permite que o reagen-
te se solubilize na amostra. Por exemplo, a camada de rea-
gente 175 pode residir sobre a base 110 ou sobre a tampa
120.

A DBL apresenta um espago poroso que tem um volume
interno onde uma espécie mensurdvel pode residir. Os poros
da DBL podem ser selecionados de modo que a espécie mensura-
vel possa difundir-se para dentro da DBL, embora constituin-
tes da amostra fisicamente maiores, tais como as células RB,
estejam substancialmente excluidos. Embora tiras sensoras
convencionais utilizem diversos materiais para filtrar célu-
las RB da superficie do elétrodo operacional, uma DBL apre-
senta um espag¢o poroso interno para conter e isolar da amos-
tra uma parte da espécie mensuravel.

Quando a camada de reagente 275 inclui um ligante
soltvel na &gua, qualquer parte do ligante que ndo se solu-
bilize ha amostra antes da aplicagdo de uma excitagdo pode
funcionar como uma DBL integral. A espessura inicial média
de uma DBL/camada de reagente em combinag¢do é de preferéncia
inferior a 30 ou 23 micrémetros (pum) e, mais preferivelmen-
te, inferior a 16 um. Atualmente, uma espessura inicial mé-
dia especialmente preferida de uma camada de DBL/reagente em
combinacdo é de 1 a 30 um ou de 3 a 12 pm. A espessura ini-
cial média desejada‘de uma DBL/éamada de reagente em combi-
nacgao ﬁode ser selecionada para uma duragdo de excitagdo es-
pecifica na base de quando a taxa de difusdo da espécie men-

suravel da DBL até a superficie condutora, tal como a super-
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ficie do condutor 170 ou a superficie do condutor de super-
ficie 270 da Figura 2, se torna relativamente constante.
Além disso, o uso de uma DBL espessa demais com
uma duracdo de excitagdo curta pode retardar o momento em
que a taxa de difusdo da espécie mensuravel da DBL até a su-
perficie condutora se torna relativamente constante. Por e-
xemplo, quando ciclos de atividade que incluem excitacgdes de
1 segundo seqgiienciais, separadas por relaxamentos de 0,5 se-
gundo, sdo aplicados a um elétrodo operacional utilizando-se
uma DBL/camada de reagente em combinagdo com uma espessura
inicial média de 30 um, uma taxa de difusdo preferida pode
niao ser atingida até que pelo menos 6 ciclos de atividade
tenham sido aplicados (>~10 segundos). Inversamente, gquando
os mesmos ciclos de atividade sd3o aplicados a um elétrodo
operacional utilizando-se uma DBL/camada de reagente em com-

binacdo com uma espessura inicial média de 11 um, uma taxa

de difusdo relativamente constante pode ser atingida apds a

segunda excitacdo (~2,5 segundos). Assim, h& um limite supe-
rior para a espessura inicial média preferida da DBL para um
dado ciclo de atividade. Um tratamento mais em profundidade
da correlacdo entre espessura da DBL, duracgdo de excitacgdo e
tempo para atingir uma taxa de difusdo relativamente cons-
tante pode ser encontrado no pedido provisério norte-
americano No. 60/655 180, depositado a 22 de fevereiro de
2005, intitulédo “Determiﬁagéo de Concentracdo em Camada de
éarreira a Difusdo”.

A DBL distinta 290 podevincluir qualquer material

que apresente o espag¢o poroso desejado, sendo ao mesmo tempo
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parcial ou lentamente soluvel na amostra. Sob um aspecto, a
DBL distinta 290 pode inclui um material de ligante reagente
destituido de reagentes. A DBL distinta 290 pode ter uma es-
pessura inicial média de pelo menos 5 um, de preferéncia de
8 a 25 um e, mais preferivelmente, de 8 a 15 pm.

A Figura 3 representa uma andlise eletroquimica
300 para determinar a presenéa e opcionalmente a concentra-
cdo de um analito 322 em uma amostra 312. Em 310, a amostra
312 é introduzida em uma tira sensora 314, tal como a tira
sensora mostrada nas Figuras 1lA-1B e 2. As camadas de rea-
gente, como a 275 e/ou 285 da Figura 2, comecam a solubili-
zar na amostra 312, permitindo assim a reagdo. Neste ponto
da andlise, pode ser vantajoso obter um retardo de tempo i-
nicial, ou “periodo de incubacgdo”, para que os reagentes re-
ajam com a amostra 312. De preferéncia, o retardo de tempo
inicial pode ser de 1 a 10 segundos. Um tratamento mais em
profundidade dos retardos de tempo iniciais pode ser encon-
trado nas patentes norte-americanas Nos. 5 620 e 5 653 863.

Durante a reacdo, uma parte do analito 322 presen-
te na amostra 312 é quimica ou bioguimicamente oxidada ou
reduzida em 320, por uma 6éxido-redutase, por exemplo. Quando
da oxidacdo ou reducdo, os elétrons podem ser opcionalmente
transferidos entre o analito 322 e o mediador 332 em 330.

Em 340, uma espécie mensurdvel 342, que pode ser o
analito 322 carregado de 320 ou o mediador 332 carregado de
330, ¢é eletroguimicamente excitada (oxidada ou reduzida).
Por exemplo, quando a amostra 312 é de sangue total que con-

tém glicose que foi oxidada pela oxidase de glicose em 320,
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que transfere entdo um elétron para reduzir um mediador de
ferricianeto (III) ao ferrocianeto (II) em 330, a excitagdo
de 340 oxida o ferrocianeto (II) para o ferricianeto (III)
no elétrodo operacional. Desta maneira, um elétron é seleti-
vamente transferido do analito de glicose para o elétrodo
operacional da tira sensora, onde pode ser detectado por um
dispositivo de medigéao.

A corrente resultante da excitagdo 340 pode ser
registrada durante a excitacdo 340 como uma fungdo do tempo
em 350. Em 360, a amostra é submetida ao relaxamento. De
preferéncia, a corrente ndo é registrada durante o relaxa-
mento 360.

Em 370, a excitacdo 340, o registro 350 e o rela-
xamento 360 sdo repetidos pelo menos duas vezes para um to-
tal de pelo menos trés ciclos de atividade dentro de um gqua-
dro de tempo de 180 segundos ou menos. Os valores de corren-
te e tempo registrados podem ser analisados de modo a se de-
terminar a presenca e/ou concentragdo do analito 322 na a-
mostra 312 em 380.

Os sistemas sensores amperométricos aplicam um po-
tencial (tensdo) & tira sensora para excitar a espécie men-
suravel enquanto a corrente (amperagem) é monitorada. Siste-
mas sensores amperométricos convencionais podem manter o po-
tencial enquanto medem a corrente por uma durag¢do de pulso
de leitura cohtinua de 5 a 10 segundos, por exemplo. Em con-
traste com métodos convencionais, os ciclos de atividade u-

tilizados na andlise eletroquimica 300 substituem os pulsos
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de leitura de longa duracdo, continuos, por véarias excita-
cdes e relaxamentos de curta duragdo.

A analise 300 pode aumentar a exatiddo e/ou preci-
sdo da determinacdo do analito quando a espécie mensuravel
excitada no elétrodo operacional em 450 é substancialmente
retirada de dentro de uma DBL, em oposigdo a espécie mensu-
rdvel presente na tampa-intervalo da tira. As Figuras 4A e
4B mostram um elétrodo operacional 400 que tem um condutor
de superficie 430 e uma DBL distinta 405 durante a aplicagéao
de um pulso de leitura longo e uma excitagdo curta. Quando
uma amostra de WB é aplicada ao elétrodo operacional 400, as
células RB 420 cobrem a DBL 405. O analito presente na amos-
tra forma a espécie mensurdvel externa 410 externa a DBL
405. Uma parte da espécie mensurdvel externa 410 se difunde

para dentro da DBL distinta 405 de modo a se obter a espécie

mensurdavel interna 415.

Conforme mostrado na Figura 4A, quando um segundo
pulso de leitura de 10 segundos, continuo, é aplicado ao e-
létrodo operacional 400, tanto a espécie mensuravel externa
410 quanto a espécie mensurdvel interna 415 sdo excitadas no
condutor de superficie 430 por uma alteracdo no estado de
oxidacdo. Durante o pulso de leitura longo, a espécie mensu-
ravel externa 410 se difunde através da regido de amostra
onde as células RB 420 residem e através da DBL 405 até o
condutof de superficie 430. A difusdo da espécie mensuravel
externa 410 através das células RB 420 durante o pulso de
leitura introdui o efeito de hematdécrito na andlise. Uma vez

que uma parte substancial da espécie mensurdvel excitada no
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condutor de superficie 430 se origina de fora da DBL 420, um
pulso de leitura longo aplicado a uma tira sensora que tem
uma DBL pode ter um desempenho semelhante, no que se refere
ao efeito de hematécrito, a um pulso de leitura curto apli-
cado a uma tira destituida de uma DBL.

Inversamente, a Figura 4B representa a situagdo na
qual uma éxcitagéo curta é aplicada a tira sensora 400 equi-
pada com DBL para excitar a espécie mensurdvel interna 415,
embora excluindo substancialmente da excitagdo a espécie
mensuravel 410 externa a DBL 405. Durante a excitac¢do curta,
a espécie mensurdvel 410 ou permanece externa a DBL 405 ou
nio se difunde substancialmente através da DBL de modo a a-
tingir o condutor de superficie 430. Desta maneira, a exci-
tacdo curta pode proporcionar uma redugdo substancial na in-
fluéncia do efeito de hematdcrito sobre a analise.

Pelo controle da duracdo da excitagdo no elétrodo
operacional, a espécie mensurdvel interna a DBL pode ser a-
nalisada, enquanto a espécie mensuravel externa a DBL pode
ser substancialmente excluida da andlise. Em relagdo ao con-
dutor de superficie 430 do elétrodo operacional, acredita-se
gue a espessura e o volume interno da DBL 405 alteram a taxa
de difusdo da espécie mensurdvel interna 415 em relagdo a
taxa de difusdo da espécie mensurdvel externa 410.

Uma vez que a espécie mensurdvel interna a DBL po-
de difundir-se até o condutor do elétrodo operacional a uma
taxa diferente daquela da espécie mensurdvel externa a DBL,
a duracdo da excitacdo no elétrodo operacional pode selecio-

nar qual espécie mensuravel é preferencialmente analisada.
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Embora idénticas do ponto de vista molecular, aé diferentes
taxas de difusdo das espécies mensuraveis interna e externa
a DBL podem permitir a diferenciagao.

Embora ndo desejando ser limitado por gqualquer te-
oria especifica, acredita-se atualmente que a taxa de difu-
sdo da espécie mensurdvel de fora da DBL para dentro da DBL
é vériével, enquanto a taxa de difusdo da espécie mensuravel
do volume interno da DBL até o condutor é relativamente
constante. A taxa de difusdo variavel da espécie mensuravel
fora da DBL pode ser causada pelas células RB e por outros
constituintes presentes na amostra e pode dar origem ao e-
feito de hematédcrito. Assim, os erros (viés) de andlise in-
troduzidos pelos constituintes da amostra, inclusive as cé-
lulas RB, podem ser reduzidos limitando-se substancialmente
a andlise & espécie mensurdvel que tem uma taxa de difuséo
relativamente constante até o condutor.

Outra vantagem da andlise seletiva da espécie men-
suravel interna a DBL é uma reducdo da imprecisdo de medigédo
das tiras sensoras que tém volumes de tampa-intervalo varia-
veis. Se um pulso de leitura continua além do momento em que
substancialmente toda a espécie mensuravel presente na tam-
pa-intervalo foi analisada, a anadlise j& ndo representa a
concentracdo da espécie mensurdvel na amostra, mas, em vez
disso, determinou a propor¢do da espécie mensuravel na tam-
pa-intervalo; uma medigcdo muito diferente. A medida que a
duracdo da excitagdo se torna longa com relagdo ao volume da
tampa-intervalo, a medigdo da corrente dependera do volume

da tampa-intervalo, ndo da concentragdo de analito subjacen-
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te. Assim, pulsos de leitura longos podeﬁ resultar em medi-
cdes que sdo altamente imprecisas no que se refere a concen-
tracdo de analito quando a extensdo do pulso “ultrapassa” a
espécie mensuravel presente na tampa-intervalo.

Conforme descrito no pedido provisério norte-
americano No. 60/617 889, depositado a 12 de outubro de
2004, intitulado “Determinag¢do de Concentragdo em Camada de
Barreira & Difus&o”, um unico pulso de leitura ou excitagéo
curto pode ser selecionado para limitar substancialmente a
excitacdo da espécie mensuravel a uma DBL. Quando uma Unica
excitacdo é utilizada, a duragdo da excitagdo e a espessura
da DBL podem ser de preferéncia selecionadas de quo que uma
taxa de difusdo relativamente constante da espécie mensura-
vel da DBL até a superficie condutora seja atingida. durante
a excitacdo. Se uma taxa de difuséo relativamente constante
ndo for atingida durante a excitacdo, a concentrag¢do da es;
pécie mensurdvel dentro da DBL pode ndo representar com exa-
tiddo a concentracdo da espécie mensurdvel na amostra, afe-
tando adversamente assim a anélise. Além disto, a excitacgdo
Unica pode ndo reduzir efetivamente o sinal de fundo do me-
diador.

Com referéncia a Figura 3, a excitacdo 340, o re-
gistro 350 e o relaxamento 360 constituem um unico ciclo de
atividade, que pode ser aplicado a uma tira sensora pelo me-
nos trés vezes durante um periodo de tempo de 180 segundos
ou menos. Mais preferivelmente, pelo menos 4, 6, 8, 10, 14,
18 ou 22 ciclos de atividade sdo aplicados durante um perio-

do de tempo de 120, 90, 60, 30, 15, 10 ou 5 segundos, sele-
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cionado de maneira independente. Sbb um aspecto, os ciclos
de atividade sdo aplicados durante um periodo de tempo de 5
a 60 segundos. Sob outro aspecto, de 3 a 18 ou de 3 a 10 ci-
clos de atividade podem ser aplicados dentro de 30 segundos
ou menos. Sob outro aspecto, de 4 a 8 ciclos de atividade
podem ser aplicados dentro de 3 a 16 segundos.

O potencial aplicado durante a parte de excitacgdo
340 do ciclo de atividade é de preferéncia aplicado a uma
tensdo e uma polaridade substancialmente constantes ao longo
de toda a sua duracdo. Isto contrasta diretamente com os
pulsos de leitura convencionais, nos quais a tensdo é alte-
rada ou “varrida” através de varios potenciais e/ou polari-
dades de tensdo durante o registro de dados. Sob um aspecto,
a duracdo da excitacdo 340 é no maximo de 4 ou 5 segundos, e
de preferéncia de menos que 3, 2, 1,5 ou 1 segundo. Sob ou-
tro aspecto, a duragdo da excitacdo 340 é de 0,01 a 3>segun—
dos, de 0,01 a 2 segundos ou de 0,01 a 1,5 segundo. Mais
preferivelmente, a duragdo da excitacdo 340 é de 0,1 a 1,2
segundo.

Apbés a excitacdo 340, em 360 o dispositivo de me-
dicdo pode abrir o circuito através da tira sensora 314,
permitindo assim que o sistema relaxe. Durante o relaxamento
360, a corrente presente durante a excitagdo 340 é substan-
cialmente reduzida em pelo menos uma metade, de preferéncia
em uma ordem de magnitude, e mais preferivelmente a zero. De
preferéncia, um estado de corrente zero é proporcionado por
um circuito aberto ou outro método conhecido dos versados na

técnica de modo a se obter um fluxo de corrente substancial-
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mente zero. Pelo menos 3 reléxamentos podem ser obtidos du-
rante os ciclos de atividade da seqtiéncia de pulsos.

Sob um aspecto, o relaxamento 360 é de pelo menos
10, 5, 3, 2, 1,5, 1 ou 0,5 segundo de duragdo. Sob outro as-
pecto, o relaxamento 360 é de 0,1 a 3 segundos, de 0,1 a 2
segundos ou de 0,1 a 1,5 segundo de duragao. Mais preferi-
velmente, o relaxamento 360 é de 0,2 a 1,5 segundo de dura-
cdo e proporcionado por um circuito aberto.

Durante o relaxamento, o agente ionizante pode re-
agir com o analito de modo a gerar espécies mensuraveis adi-
cionais sem os efeitos de um potencial elétrico. Assim, para

um sistema detector de glicose que inclui a oxidase de gli-

cose e um mediador de ferricianeto como reagentes, um ferro-

" cianeto adicional (mediador reduzido) que responde a concen-

tracdo de analito da amostra pode ser produzido sem interfe-
réncia de um potencial elétrico durante o relaxémento 360.
Muitos métodos de andlise convencionais aplicam
continuamente uma tensdo durante a durag¢do do pulso de lei-
tura. A tensdo aplicada pode ter um potencial fixo ou pode
ter um potencial que é varrido de um potencial positivo para
um potencial negativo ou de um potencial positivo ou negati-
vo para um potencial zero com relagdo a um potencial. Mesmo
a um potencial relativo zero, estes métodos extraem continu-
amente corrente da tira sensora durante o pulso de leitura,
o0 que permite que a reagdo eletroquimica continue por todo o
pulso de leitura. Assim, a reagdo que produ2'espécies.mensu—
raveis que respondem a concentragdo de analito e a difusao

da espécie mensuravel até o elétrodo operacional sdo ambas
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afetadas pela corrente’durante a parte de potencial zero de
um pulso de leitura convencional.

Os métodos convencionais que aplicam continuamente
tensdo & e extraem corrente da tira sensora, mesmo a um po-
tencial zero em relacdo a um potencial, sdo fundamentalmente
diferentes dos relaxamentos da presente invengdo. Os varios
ciclos de atividade aplicados pela presente invengdo sdao
também acentuadamente diferentes dos métodos convencionais
gue utilizam um Unico pulso de longa duragdo com varias me-
digdes, tais como os revelados na patente norte-americana
No. 5 243 516, devido aos varios relaxamentos da presente
invencdo. Em contraste com estes métodos convencionais, cada
ciclo de atividade das seqiéncias de pulso da presente in-
vencdo apresenta um tempo de difus&o e de reacdo do analito
independente durante o relaxamento.

As Figuras 5A-5E mostram cinco éxemplos de seqién-
cias de pulsos ampérométricos conectadas por porta, em que
varios ciclos de atividade foram aplicados a tira sensora
apés a introdugdo da amostra. Nestes exemplos, foram usados
pulsos de onda quadrada; entretanto, outros tipos de onda
compativeis com o sistema sensor e a amostra de teste podem
ser também utilizados. As Figuras 5C-5D mostram seqiéncias
de pulsos que incluem varios ciclos de atividade que tém os
mesmos tempos de excitagdo e de retardo de circuito aberto.

As Figuras 5A-5B mostram seqiéncias de pulsos que‘
incluem 9 ciclos de atividade que tém os mesmos tempos de
excitacdo e retardo de circuito aberto além de um pulso de

leitura terminal 510 de durag¢do mais longa que aumenta em
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tensdo. A tenséé aumentada deste pulso de leitura terminal
tem a capacidade de detectar uma espécie que tem um potenci-
al de oxidacdo mais elevado. Uma discussdo mais completa so-
bre pulsos de leitura terminais pode ser encontrada no pedi-
do provisério norte-americano No. 60/669 729, depositado a 8
de abril de 2005, intitulado “Espécie Oxid&vel como Referén-
cia Interna em Solucdes de Controle para Biossensores”.

A Figura 5A mostra uma seqiiéncia de pulsos com 9
ciclos de atividade, em que excitagdes de 0,5 segundo sao
separadas por retardos de circuito aberto de 1 segundo de
modo a se obter uma intensidade redox (RI) de 0,357 (5/14).
Assim, na Figura 5A, o segundo ciclo de atividade tem uma
parte de excitacdo 520 e uma parte de relaxamento 530. A Fi-
gura 5B mostra uma seqiiéncia de pulsos com 9 ciclos de ati-
vidade, em que excitacdes de 1 segundo sdo separadas por re-
tardos de circuito aberto de 0,5 ségundo de modo a se obter
uma RI de 0,69 (10/14,5). A Figura 5C mostra uma seqiiéncia
de pulsos de 7 ciclos de atividade, em que excitacdes de 1
segundo sd3o separadas por retardos de circuito.aberto de 1
segundo de modo a se obter uma RI de 0,53 (8/15). Foi apli-
cado um pulso de leitura terminal 540 da mesma duragdo e
tensdo utilizadas durante os 7 ciclos de atividade. A Figura
5D mostra uma seqiiéncia de pulsos com 6 ciclos de atividade,
onde excitacgdes de 1,5 segundo sdo separadas por retardos de
circuito aberto de 1 segundo de modo a se obter uma'RI de
0,636 (10,5/16,5). Como na Figura 5C, féi aplicado o pulso
de leitura terminal 540 da mesma duragdo e tensdo dos pulsos

dos ciclos de atividade anteriores. A Figura 5E mostra uma
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seqléncia de pulsos com 7 ciclos de atividade, onde excita-
cdes de 0,25 segundo relativamente curtas sdo separadas por
relaxamentos de 1,5 segundo relativamente longos. A seqién-
cia de pulsos da Figura 5E comega com um pulso inicial de 1
segqundo 550 e termina com o pulso de leitura terminal de
1,25 segundo 540 de modo a se obter uma RI de 0,25 (4/16) .

Quanto mais elevada a RI para uma seqiéncia de
pulsos, menos fundo serd introduzido na andlise pelo media-
dor. As seqliéncias de pulsos representadas nas Figuras 5A-5E
sdo pulsos oxidantes, designados para excitar (isto &, oxi-
dar) um mediador reduzido, que é a espécie mensuravel. As-
sim, quanto maior a corrente oxidante aplicada a tira senso-
ra em um dado periodo de tempo, menos oportunidade de o me-
diador reduzido por trajetérias outras que ndo a oxidagdo do
analito estar contribuindo para os valores de corrente re-
gistrados. |

A Tabela III, a seguir, apresenta a inclinagdao,
interrupcdo e razdo interrupgdo-inclinagdo para os perfis de
contorno dos quatro Gltimos ciclos de atividade das sequén-
cias de pulsos (a) e (b). A seqgiiéncia de pulsos (a) era:

9 x (0,5 seg ligado + 1,0 seg desligado) + 0,5 seg
= 14 seg, RI = 5/14 = 0,357.

A seqiéncia de pulsos (b) era:

9 x (1,0 seg ligado + 0,375 desligado) + 1,0 seg =

13,375 seg, RI = 10/13,375 = 0,748
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Tabela III
Seqiéncia de Pulsos (a), | Seqiéncia de Pulsos (b), RI =
RI = 0,357 0,748
Pulso | Incli | Inter- | Int/Incli | Inclina- | Inter- Int/Inclin
No. nacdo | rupcdo | nagao gao rupgao agao
7 20,5 2581,6 | 125,93 14,07 741,29 52,69
8 19,99 | 2239,4 |112.03 13,47 649, 93 48,25
9 119,53 | 1973,4 | 101,04 12,92 580, 94 44,96
10 19,1 1762,5 | 92,28 12,45 525,26 42,19

As razées‘interrupgéo—inclinacéo fornecem uma in-
dicacdo da quantidade do sinal de fundo atribuivel ao media-
dor, com valores de razdo mais elevados indicando uma maior
proporgdo do sinal registrado atribuivel ao fundo de media-
dor. Assim, embora a freqiiéncia de pulso (numero de excita-
cdes/tempo de analise total em segundos) das seqiéncias (a)

e (b) sdo semelhantes a cerca de 0,7 segd, o aumento na RI

apresentado pela seqiéncia de pulsos (b) apresenta menos da

metade do sinal de fundo. Em combinagdo, as varias excita-
cbes da seqliéncia de pulsos podem eliminar a necessidade de
um pulso inicial para renovar a taxa de oxidagdo do media-
dor. Embora a corrente de fundo possa ser influenciada pelo
mediador, para o ferricianeto, as sequéncias de pulsos com
valores de RI de pelo menos 0,01, 0,3, 0,6 ou 1 sao preferi-
das, com valores de RI de 0,1 a 0,8, de 0,2 a 0,7 ou de 0,4

a 0,6 sendo mais preferidos.
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Novamente com referéncia & Figura 3, em 350 a cor-
rente que passa através dos condutores da tira sensora 314
para cada ciclo de atividade da seqliéncia de pulsos pode ser
registrada como uma fungdo do tempo. A Figura 6A mostra as
correntes de saida lancadas em grafico como uma funcdo do
tempo para a seqiéncia de pulsos representada na Figura 5B
para amostras de WB com 40% de hematécrito gque contém 50,
100, 200, 400 e 600 mg/dL de glicose. Em vez de um pulso de
leitura de longa duracdo convencional que resulta na oxida-
cao extensiva da espécie mensurdvel, cada excitacdo & segui-
da de uma quebra no perfil de corrente.

Na Figura 6A, quando as correntes de saida ‘sdo
lancadas em grafico como uma func¢do do tempo, cada excitagao
resulta em um perfil de corrente transitéria que tem um va-
lor de corrente elevado inicial que cai ao longo do tempo.
De preferéncia, bs ciclos de atividade incluem excitagdes e
relaxamentos independentes, curtos, que impedem o sistema de
atingir uma condigdo estdvel ou uma condigdo de queda de
corrente lenta durante cada excitacgdo, conforme necesséario
durante o pulso de leitura de sistemas convencionais. Em vez
de correntes convencionais de condigdo estdvel ou que caem
lentamente, valores de corrente transitéria (que cai rapida-
mente) sdo obtidos a partir das seqiéncias de pulsos ampero-
métricos conectadas por porta porque a reagdo eletroquimica
da espécie mensurdvel no elétrodo operacional ébmais rapida
que a velocidade & qual a espécie mensuravel & fornecida ao

elétrodo operacional por difusdo.
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A Figura 6B mostra um grafico de perfil de contor-
no preparado conectando-se o valor de corrente final de cada
um dos perfis de corrente transitéria (isto é, o valor de
corrente final de cada excitacdo) mostrados na Figura 6A. O
perfil de contorno pode ser utilizado para simular os dados
obtidos de um sistema convencional na condigdo estavel, na
qual a alteracdo da corrente com o tempo é substancialmente

constante.

Os perfis de corrente transitéria obtidos a partir

das segiiéncias de pulsos amperométricos conectadas por porta

e dos valores de corrente de contorno derivados sdo funda-
mentalmente diferentes dos perfis de corrente obtidos a par-
tir de uma analise convencional que utiliza um uUnico pulso
de leitura. Embora as correntes registradas a partir de um
tnico pulso de leitura derivem de um unico relaxamen-
to/difusdo, cada ponto no tempo no perfil de contorno das
correntes transitérias se origina de uma excitagdo apdés um
processo de relaxamento/difusdo. Além disto, a medida que
aumenta a duracdo da excitagdo, a correlacgdo entre a corren-
te e a concentracdo de analito pode diminuir, freqiientemente
devido ao efeito de hematécrito. Assim, a exatiddo de uma
andlise que utiliza varias excitagdes curtas pode ser aumen-
tada em comparacdo com uma andlise que utiliza um pulso de
leitura mais longo que tem a duragdo de varias excitacgdes
combinadas. |

Novamente com referéncia a Figura 6A, um ponto
transitério 605 é atingido no perfil de correnfe quando o

Gltimo valor de corrente no tempo obtido para uma excitagdo
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representa o ultimo maior valor de corrente no tempo obtido

para qualquer excitagdo. Assim, para a Figura 6A, o ponto

transitério é atingido em aproximadamente 5 segundos. Para

cada uma das concentracdes de glicose, o equilibrio referen-

5 te & re-hidratacdo da DBL pode ser atingido no valor de cor-

rente mais elevado no perfil de contorno para cada concen-

tracdo de glicose. Assim, quando as correntes transitérias

da Figura 6A sdo convertidas em correntes de contorno na Fi-

gura 6B, as leituras 610 (mais elevada) e 620 (mais baixa)

10 estabelecem que o equilibrio foi atingido quanto a difuséo

da espécie mensuradvel para dentro da DBL e a re-hidratacao

da DBL a cerca de cinco segundos para a concentragdo de gli-
cose de 600 mg/dL.

Os valores de corrente registrados a uma taxa de

15 difusao relativamente constante reduzem ao minimo as inexa-

tidées que seriam de outro modo introduzidas.por variagdes

nas taxas de re-hidratacdo e difusdo dos reagentes. Assim,

uma vez atingida uma taxa de difusdo. relativamente constan-

te, os valores de corrente registrados correspondem mais e-

20 xatamente & concentracdo da espécie mensuravel e, portanto,

do analito. Além disto, para a Figura 6B, a andlise completa

pode ser concluida em apenas sete segundos porque, uma Vez

conhecida o valor de corrente mais elevado 610 do perfil de

contorno, seu valor pode ser diretamente correlacionado com

25 a concentrag¢do do analito. Pontos de dados adicionais podem

ser obtidos de modo a se reduzirem os erros de fundo atribu-

iveis ao mediador, conforme discutido anteriormente.
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A Figura 6C mostra perfis de contorno preparados a
partir de perfis de corrente transitdéria gerados pela se-
qiiéncia de pulsos mostrada na Figura 5E. Durante cada exci-
tacdo de 0,25 segundo, os valores de corrente foram regis-
trados no meio (~0,125 segundo) e no final (~0,25 segundo),
podendo ser utilizados para determinar a constante de queda.
Com a utilizacdo do pulso inicial mais longo, com as excita-
cdes curtas e relaxamentos relativamente longos, a analise
pode ser concluida em cerca de quatro segundos.

A Figura 6D é um grafico que mostra sinais de sai-
da em relacdo a sinais de entrada para um sistema eletroqui-
mico que utiliza seqiiéncias de pulsos amperométricos conec-
tadas por porta. Os sinais de entrada sdo potenciais aplica-
dos a uma amostra de fluido biolégico. Os sinais de entrada
incluem um sinal de entrada de consulta e um sinal de entra-
da de analise. Os sinais de saida séo correntes geradas a
partir da amostra. Os sinais de saida incluem um sinal de
saida de consulta e um sinal de saida de ané&lise. A amostra
gera o sinal de saida de analise a partir de uma reagao re-
dox de glicose no sangue total em resposta ao sinal de en-
trada de anadlise. Os sinais de entrada e saida podem ser pa-
ra um biossensor que tem um elétrodo operacional e um con-
tra-elétrodo. Podem ser utilizados outros biossensores, in-
clusive os com elétrodos adicionais e configuragdes diferen-
tes. Outras concentragdes de.analito podem ser medidas, in-
clusive aquelas em outros fluidos bioldégicos. Podem ser ge-
rados outros sinais de saida, inclusive os que declinam ini-

cialmente e os que declinam em todos os pulsos.
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Em uso, uma amostra do fluido biolégico é deposi-
tada em um biossensor. O biossensor aplica um sinal de con-
sulta & amostra a partir de cerca de ~1,25 segundo até cerca
de 0 segundo. Os pulsos tém uma largura de pulso de cerca de
5 - 10 ms e um intervalo entre pulsos de cerca de 125 ms. O
biossensor gera um sinal de saida de consulta em resposta ao
sinal de entrada de consulta. O biossensor mede o sinal de
saida de consulta. O biossensor pode ter um potenciostato
gue fornece o sinal de saida de consulta a entrada de um
comparador analdgico.

Quando o sinal de saida de consulta for igual ou
maior que um limite de consulta, o biossensor aplica o sinal
de entrada de andlise aos elétrodos a partir de cerca de 0
segundo a cerca de 7 segundos. O valor de limite de consulta
pode sef de cerca de 250 nA. O comparador pode comparar o
sinal de saida de consulta com o Valor de limite de consul-
ta. Quando o sinal de saida de consulta ultrapassa o valor
de limite de consulta, o sinal de saida do comparador pode -
acionar a emissdo do sinal de entrada de consulta.

Durante o sinal de entrada de andlise, o biossen-
sor aplica um ciclo de atividade com um primeiio pulso que
tem um potencial de cerca de 400 mV durante cerca de 1 seg
ao elétrodo operacional e ao contra-elétrodo. O primeiro
pulso é seguido de um relaxamento de 0,5 seg, que pode ser
um circuito essencialmente aberto ou semelhante. O sinal ou
corrente de saida de andlise dentro do primeiro pulso é me-
dida e armazenada em um dispositivo de meméria. O biossensor

pode aplicar um segundo pulso ao elétrodo operacional e ao
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contra-elétrodo a cerca de 200 mV durante cerca de 1 seg. O
sinal ou corrente de saida de andlise dentro do segundo pul-
so é medida e armazenada em um dispositivo de meméria. O bi-
ossensor continua a aplicar pulsos do sinal de entrada de
andlise ao elétrodo operacional e ao contra-elétrodo até o
fim do periodo de andlise ou durante o tempo desejado pelo
biossensor. O periodo de andlise pode ser de cerca de 7 se-
gundos. O biossensor pode medir e armazenar sinal ou corren-
te de saida de andlise dentro de cada pulso.

O sinal de entrada de consulta é um sinal elétri-
co, tal como uma corrente ou potencial, que pulsa ou é liga-
do e desligado a um freqgiiéncia ou intervalo estabelecido. A
amostra gera um sinal de saida de consulta em resposta ao
sinal de entrada de consulta. O sinal de saida de consulta é
um sinal elétrico, tal como uma corrente ou potencial. O bi-
ossensor pode mostrar o sinal de saida de consulta em um mo-
nitor e/ou pode armazenar o sinal de saida de anadlise em um
dispositivo de meméria. O biossensor pode aplicar o sinal de
consulta de modo a detectar quando uma amostra se conectada
com os elétrodos. O biossensor pode utilizar outros métodos
e dispositivos para detectar quando uma émostra estd dispo-
nivel para analise.

O sinal de entrada de consulta é um ciclo de ati-
vidade no qual uma seqiéncia de pulsos de consulta é separa-
da por relaxameﬁtos de consulta. Durante um pulso de consul-
ta, o sinal elétrico fica ligado. Durante um relaxamento de
consulta, o sinal elétrico fica desligado. Pode-se incluir

periodos de tempo em que um sinal elétrico esteja presente.
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O desligamento pode incluir periodos de tempo em gue um Si-
nal elétrico ndo estd presente. O desligamento pode ndo in-
cluir periodos de tempo em que um sinal elétrico esta pre-
sente, mas que essencialmente ndo tem amplitude. O sinal e-
létrico pode ser comutado entre ligado e desligado pelo fe-
chamento e a abertura de um circuito elétrico, respectiva-
mente. O circuito elétrico pode ser aberto e fechado mecani-
camente, eletricamente ou de maneira semelhante.

Um sinal de entrada de consulta pode ter um ou
mais intervalos de pulso de consulta. Um intervalo entre
pulsos de consulta é a soma de um pulso de consulta e um re-
laxamento de consulta. Cada pulso de consulta tem uma ampli-
tude e uma largura de pulso de consulta. A amplitude indica
a intensidade do potencial, da corrente, ou semelhante, do
sinal elétrico. A amplitude pode variar ou ser uma constante
durante o pulso de consulta. A largura de pulso de consulta
é a duracdo de tempo de um pulso de consulta. As larguras de
pulso de consulta em um sinal de entrada de consulta podem
variar ou ser essencialmente as mesmas. Cada relaxamento de
consulta tem uma largura de relaxamento de consulta, que é a
duracdo de tempo de um relaxamento de consulta.

O sinal de entrada de consulta pode ter uma largu-
ra de pulso de consulta de menos de cerca de 300 milissegun-
dos (ms) e um intervalo entre pulsos de consulta de menos de
cerca de i seg. O sinal de entrada de consulta pode ter uma
largura de pulso de consulta de menos de cerca de 100 ms e
um intervalo entré pulsos de consulta de menos de cerca de

500 ms. O sinal de entrada de consulta pode ter uma largura
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de pulso de consulta na faixa de cerca de 0,5 ms a cerca de
75 ms e um intervalo entre pulsos de consulta na faixa de
cerca de 5 ms a cerca de 300 ms. O sinal de entrada de con-
sulta pode ter uma largura de pulso de consulta na faixa de
cerca de 1 ms a cerca de 50 ms e um intervalo entre pulsos
de consulta na faixa de cerca de 10 ms a cerca de 250 ms. O
sinal de entrada de consulta pode ter uma largura de pulso
de consulta de cerca de 5 ms e um intervalo entre pulsos de
consulta de cerca de 125 ms. O sinal de entrada de consulta
pode ter outras larguras de pulso e intervalos de pulso.

O biossensor pode aplicar o sinal de entrada de
consulta & amostra durante um periodo de consulta. O periodo
de consulta pode ser inferior a cerca de 15 minutos, 5 minu-
tos, 2 minutos ou 1 minuto. O periodo de consulta pode ser
mais longo dependendo de como o usudrio utiliza o biossen-
sor. O periodo de consulta pode estar na faixa de cerca de
0,5 segundo (seg) até cerca de 15 minutos. O periodo de con-
sulta pode estar na faixa de cerca de 5 seg a cerca de 5 mi-
nutos. O periodo de consulta pode estar na faixa de 10 seg a
cerca de 2 minutos. O periodo de consulta pode estar na fai-
xa de cerca de 20 seg a cerca de 60 seg. O periodo de con-
sulta pode estar na faixa de cerca de 30 a cerca de 40 segq.
O periodo de consulta pode ter menos que cerca de 200, 100,
50 ou 25 intervalos de pulso. O periodo de consulta pode ter
de éerca de 2 a cerca de 150 intervalos de pulso. O periodo
de consulta pode ter de cerca de 5 a cerca de 50 intervalos
de pulso. O periodo de consulta pode ter de cerca de 5 a

cerca de 15 intervalos de pulso. O periodo de consulta pode
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ter cerca de 10 intervalos de pulso. Outros periodbs de con-
sulta podem ser utilizados.

O biossensor aplica o sinal de entrada de analise
quando o sinal de saida de consulta for igual ou superior a
um limite de consulta. O limite de consulta pode ser maior
que cerca de 5 por cento (%) do sinal de entrada de analise
esperado no inicio do primeiro pulso. O limite de consulta
pode ser superior a cerca de 15% do sinal de entrada de ana-
lise no inicio do primeiro pulso. O limite de consulta pode
estar na faixa de cerca de 5 por cento (%) a cerca deASO% do
sinal de entrada de andlise no inicio do primeiro pulso. Ou-
tros limites de consulta podem ser utilizados. O biossensor
pode indicar que o sinal de saida de consulta é igual ou su-
perior ao limite de consulta em um monitor.

O sinal de entrada de anédlise é um sinal elétrico,
tal como uma corrente ou potencial, que pulsa ou é ligado e
desligado a uma freqiéncia ou intervalo fixado. A amostra
gera um sinal de saida de andlise em resposta ao sinal de
entrada de analise. O sinal de saida de andlise é um sinal
elétrico, como uma corrente ou potencial.

O sinal de entrada de analise é uma seqiiéncia de
pulsos de andlise separados por relaxamentos de anadlise. Du-
rante um pulso de andlise, o sinal elétrico fica ligado. Du-
rante um relaxamento de andlise, o sinal elétrico fica des-
ligado. Sdo incluidos periodos de tempo em que um sinal ele-
trico estéa presente. O desligamento inclui periodos de tempo
em que um sinal elétrico ndo esta presente e nao inclui pe-

riodos de tempo em que um sinal elétrico esta presente, mas
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gue, essencialmente, n&o tem amplitude. O éinal elétrico é
comutado entre ligado e desligado pelo fechamento e a aber-
tura de um circuito elétrico, respectivamente. O circuito
elétrico pode ser aberto e fechado mecanicamente, eletrica-
mente ou de maneira semelhante.

Um sinal de entrada de andlise pode ter um ou mais
intervalos de pulso de andlise. Um intervalo entre pulsos de
andlise é a soma de um pulso de andlise e um relaxamento de
andlise. Cada pulso de andlise tem uma amplitude e uma lar-
gura de pulso de andlise. A amplitude indica a intensidade
do potencial, da corrente, ou semelhante, do sinal elétrico.
A amplitude pode variar ou ser uma constante durante o pulso
de andlise. A largura do pulso de anédlise €& a duracdo de
tempo de um pulso de andlise. As larguras de pulso de anali-
se em um sinal de entrada de andlise podem variar ou ser es-
sencialmente as mesmas. Cada relaxamento de analise tem uma
largura de relaxamento de andlise, que é a duracdo de tempo
de um relaxamento de anédlise. As larguras de relaxamento de
andlise em um sinal de entrada de andlise podem variar ou
ser essencialmente as mesmas.

O sinal de entrada de andlise pode ter uma largura
de pulso de anélise-de menos de cerca de 5 seg e um interva-
lo entre pulsos de andlise de menos de cerca de 15 segq. 0
sinal de entrada de andlise pode ter uma largura de pulso de
andlise de menos de cerca de 3, 2, 1,5 ou 1 seg e um inter-
valo entre pulsos de andlise de menos de cerca de 13, 7, 4,
3, 2,5 ou 1,5 seg. O sinal de entrada de analise pode ter

uma largura de pulso de andlise na faixa de cerca de 0,1 a
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cerca de 3 seg e um intervalo entre pulsos de andlise na
faixa de cerca de 0,2 a cerca de 6 seg. O sinal de entrada
de andlise pode ter uma largura de pulso de andlise na faixa
de cerca de 0,1 seg até cerca de 2 seg e um intervalo entre
pulsos de andlise na faixa de cerca de 0,2 seg a cerca de 4
seg. O sinal de entrada de andlise pode ter uma largura de
pulso de andlise na faixa de cerca de 0,1 seg ateé cerca de
1,5 seg e um intervalo entre pulsos de andlise na faixa de
0,2 seg até cerca de 3,5 seg. O sinal de entrada de analise
pode ter uma largura de pulso de andlise na faixa de cerca
de 0,4 seg a cerca de 1,2 seg e um intervalo entre pulsos de
andlise na faixa de cerca de 0,6 seg a cerca de 3,7 seg. O
sinal de entrada de andlise pode ter uma largura de pulso de
andlise na faixa de cerca de 0,5 seg a cerca de 1,5 seg e um
intervalo entre pulsos de andlise na faixa de cerca de 0,75
seg até cerca de 2,0 seg. O sinal de entrada de analise pode
ter uma largura de pulso de andlise de cerca de 1 seg e um
intervalo entre pulsos de anédlise de cerca de 1,5 seg. O
sinal de entrada de andlise pode ter outras larguras de pul-
so e intervalos entre pulsos.

O biossensor aplica o sinal de entrada de analise
a amostra durante um periodo de andlise. O periodo de anali-
se pode ter a mesma duragdo ou uma duragdo diferente da do
periodo de consulta. O periodo de analise dos sinal de en-
trada de andlise pode ser inferior a cerca de 180, 120, 90,
60, 30, 15, 10 ou 5 seg. O periodo de andlise pode estar na
faixa de cerca de 1 seg a cerca de 100 seg. O periodo de a-

nidlise pode estar na faixa de cerca de 1 seg a cerca de 25
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seg. O periodo de analise pode éstar na faixa de cerca de 1
seg a cerca de 10 seg. O periodo de analise pode estar na
faixa de cerca de 2 seg a cerca de 3 seg. O periodo de ana-
lise pode ser de cerca de 2,5 seg. O periodo de anadlise pode
ter menos que cerca de 50, 25, 20, 15, 10, 8, 6 ou 4 inter-
valos entre pulsos. O periodo de andlise pode ter intervalos
entre pulsos de analise na faixa de cerca de 2 a cerca de
50. O periodo de andlise pode ter intervalos entre pulsos de
andlise na faixa de cerca de 2 a cerca de 25. O periodo de
andlise pode ter intervalos entre_pulsos na faixa de cerca
de 2 a cerca de 15. O periodo de andlise pode ter cerca de
10 intervalos entre pulsos de anélise5 Outros periodos de
andlise podem ser utilizados.

As Figuras 7A e 7B sdo graficos que mostram o a-
perfeicoamento na exatiddo de medigdo quando uma DBL & com-
binada com um pulso de leitura curto. Amostras de éangue to-
tal foram combinadas com o ferrocianeto em uma razdo de di-
luicdo de 1:5 para representar uma concentragdo de glicose
subjacente e medidas com um pulso de leitura de 1 segundo.
Assim, os 20%, 40% e 60% de amostras de WB de hematdcrito
foram diluidos em 16%, 32% e 48% de hematécrito (uma redugdao
de 20% de todos os trés valores de hematdécrito). As linhas
de 20%, 40% e 60% representam a corrente medida para as a-
mostras de sangue que continham 16%, 32% e 48% de hematdcri-
to, respectivamente.

A Figura 7A mostra as inexatiddes introduzidas pe-
lo efeito de hematdcrito e outros efeitos de uma tira senso-

ra de condutor nua destituida de uma DBL. A inexatiddo & re-
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presentada como a diferenéa entre as linhas de 20% e 60% de
hematdécrito (a extensdo total de viés do hematdcrito total)
e representa a inexatiddo de medicdo maxima atribuivel ao
efeito de hematécrito. Valores de viés menores representam
um resultado mais preciso. Um desempenho semelhante foi ob-
servado quando uma DBL foi usada com um pulso de leitura
mais longo, conforme discutido acima com relagdo a Figura
4A.

Inversamente, a Figura 7B mostra uma diminuigdo
acentuada na distancia entre as linhas de calibracdo de 20%
e 60% quando uma DBL é combinada com um pulso de leitura de
1 segundo. Uma DBL distinta de polimero de PEO e 10% de KCI
(sem reagentes) foi impressa sobre um condutor, conforme u-
tilizado para a Figura 7A acima. A extensdo total de viés do
hematécrito com a DBL/pulso de leitura curto foi quase dois
tercos menor que a extensdo de viés total sém a DBL. Assim,
as seqiiéncias de pulsos que incluem varios ciclos de ativi-
dade em combinacdo com uma DBL podem aumentar de maneira
significativa a exatiddo de medigdo e proporcionar uma redu-
¢cdo desejavel no fundo de mediador.

As Figuras 7C e 7D mostram a reducdo no viés do
hematécrito que pode ser obtida quando uma seqiéncia de pul-
sos amperométricos conectada por porta ¢é combinada com uma
DBL. A Figura 7C demonstra que o viés de medigdo atribuivel
ao efeito de hematdcrito estd dentro de *5% quando uma DBL
foi combinada com a seqliéncia de pulsos da Figura 5E e os
valores de corrente foram registrados a 14,875 segundos ou

0,125 segundo a partir do ultimo pulso. Para comparagao, a



10

15

20

25

59

Figura 7D estabeleée que o viés aumenta até *15% quando o
valor de corrente a 16 segundos (1,25 segundo a partir do
Gltimo pulso) é utilizado para determinar a concentragédo de
glicose da amostra. Assim, quanto mais longa a duragao da
excitacdo, maior o viés do hematdcrito observado.

Além da capacidade da presente invencdo de reduzir
a inexatiddo causada pelo efeito de hematdcrito e pelo sinal
de fundo do mediador, a combinacdo do perfil de corrente
transitéria de cada excitacdo e dos perfis de contorno re-
sultantes pode ser usada para obter varios conjuntos de
constantes de calibracdo para o sistema sensor, aumentando
assim a exatiddo da andlise. Cada conjunto de constantes de
calibracdo obtidas pode ser usado para correlacionar uma
leitura de corrente especifica com uma concentragdo especi-
fica de espécie mensurdvel na amostra. Assim, sob um aspec-
to, um aumento na exatiddo pode ser dbtido tirando-se a mé-
dia dos valores de glicose obtidos utilizando-se varios con-
juntos de constantes de calibracéo.

Os sistemas sensores eletroquimicos convencionais
utilizam geralmente um conjunto de constantes de calibracao,
tal como inclinacdo e interrupcdo, para converter as leitu-
ras de corrente em uma concentracdo correspondente do anali-
to na amostra. Entretanto, um uUnico conjunto de constantes
de calibracdo pode resultar em inexatiddes na concentracgdo
de analito determinada a partir dos valores de corrente re-

gistrados uma vez que o ruido aleatério é incluido na medi-

cédo.
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Obtendo-se o valor de corrente em um tempo fixo
dentro de cada ciclo de atividade das seqliéncias de pulsos
da presente invencdo, podem ser estabelecidos varios conjun-
tos de constantes de calibracdo. A Figura 8 é um grafico as
correntes de ponto terminal registradas a 8,5, 10, 11,5, 13
e 14.5 segundos (ciclos de atividade 6-9 e primeira parte do
pulso de leitura terminal) quando a seqiiéncia de pulsos mos-
trada na Figura 5B foi aplicada a amostras de WB que conti-
nham diversas concentracdes de glicose. Cada uma destas cin-
co linhas de calibracdo é independente das outras e pode ser
utilizada de duas maneiras, pelo menos.

Em primeiro lugar, os varios conjuntos de constan-
tes de calibracdo podem ser usados para determinar o numero
de ciclos de atividade que deve ser aplicado durante a se-
gliéncia de pulsos de modo a se obter a desejada exatidao,
precisdo e tempo de analise. Por exemplo, se os valores de
corrente obtidos a partir das trés primeiras excitag¢des in-
dicarem uma concentracdo de glicose elevada, tal como >150
ou 200 mg/dL, o sistema sensor pode terminar a anélise a
cerca de 5,5 segundos, encurtando assim consideravelmente o
tempo necessadrio & andlise. Tal encurtamento é possivel por-
que a imprecisdo a concentragdes de glicose elevadas € tipi-
camente menor do que a concéntragées de glicose mais baixas.
Inversamente, se os valores de corrente obtidos a partir das
trés primeiras excitag¢des indicarem uma concentra¢éo de gli-
cose baixa, tal como £150 ou 100 mg/dL, o sistema sensor po-

de estender a analise a mais de 7, como, por exemplo, mais
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de 8 du 10 segundos, de modo a aumentar a exatidéao e/ou pre-
cisdo da analise.

Em segundo lugar, os varios conjuntos de constan-
tes de calibracdo podem ser utilizados para aumentar a exa-
tiddo e/ou precisdo da andlise por divisdo proporcional. Por
exemplo, se o tempo de medigdo de glicose alvo & de 11,5 se-
gundos, as correntes a 8,5, 10 e 11,5 segundos podem ser u-
tilizadas para calcular as concentragdes de glicose utili-

zando-se as inclinacdes e interceptagdes das linhas de cali-

bracao correspondentes; portanto, Gg,s = (s,5~
Intg,s)/Inclinag¢dog,s, Gio = (ii0 - Intio)/Inclinacgdoip e Giy,s
(i11,5 — Inti1,s)/Inclinacédo;;,s. Teoricamente, estes trés valo-

res de glicose devem ser equivalentes, diferindo apenas por
variacdes aleatédrias. Assim, os valores de glicose Gg,s, Gio
e Gii1,5 podem ser divididos proporcionalmente e o valor de
glicose final de (Gg,s +-Gw + Gi1,5) /3 pode ser calculado. A
diversdo proporcional dos valores das linhas de calibragédo
pode proporcionar uma redugdo no ruido a taxa de 1/43).

Um beneficio inesperado das seqiiéncias de pulsos
amperométricos conectadas por porta que incluem excitagdes
relativamente curtas e relaxamentos relativamente longos,
tal como mostrado na Figura 5E, é a capacidade de simplifi-
car a calibracdo. Embora os varios conjuntos de constantes
de calibracdo que podem ser obtidos a partir dos perfis
transitérios e de contorno possam proporcionar uma vantagem
para a exatiddo da analise, umé seqiiéncia de pulsos como a
mostrada na Figura 5E pode proporcionar exatiddo semelhante

a4 obtida com a utilizacdo de varios conjuntos de constantes
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de calibracdo a partir de um uUnico conjunto de constantes de
calibracdo. Embora ndo pretendendo se limitado por qualquer
teoria especifica, este resultado pode ser atribuivel aos
tempos de relaxamento relativamente longos em comparagao com
os relaxamentos curtos. Os tempos de relaxamento longos po-
dem proporcionar um estado no qual a taxa média da conversao
da espécie mensurdvel durante a excitacgdo é equilibrada pela
taxa de difusdo da espécie mensurédvel para dentro da DBL.
Desta maneira, os varios conjuntos de constantes de calibra-
¢cdo podem reduzir-se a um uUnico conjunto, e a conversdo dos
dados registrados em uma concentragdo de analito pode ser
simplificada executando-se o processo de divisdo proporcio-
nal nos dados de corrente registrados antes de se determinar
a concentracdo de analito.

A combinacdo do perfil de corrente transitdria de
cada excitacgéo e dos perfis de contorno resultantes pode ser
também usada para determinar se a tira sensora foli sub-
enchida com amostra, permitindo assim ao usudrio adicionar
amostra adicional a tira sensora. Além do elétrodo operacio-
nal e do contra-elétrodo, os sistemas sensores convencionais
podem determinar uma condigcdo de sub-enchimento utilizando
um terceiro elétrodo ou par de elétrodos; entretanto, o ter-
ceiro elétrodo ou par de elétrodos acrescenta complexidade e
custo ao sistema sensor.

Sistemas de dois elétrodos convencionais podem re-
conhecer que uma anélise.é “ruim”, mas podem ndo determinar
se a razdo da anadlise falha foi causada por sub—enchimenﬁo

ou uma tira sensora defeituosa. A capacidade de determinar
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se o sub-enchimento causou a falha da andlise é benéfica
porque pode ser corrigida adicionando uma amostra adicional
a mesma tira sensora e repétindo—se a anadlise, impedindo as-
sim que uma tira boa seja descartada.

A Figura 9A mostra os perfis de corrente transitoé-
ria obtidos a partir da seqiiéncia de pulsos representada na
Figura 5B para 10 andlises, cada uma utilizando uma tira
sensora diferente, em que 2,0 pL de amostra foram introduzi-
dos na tira. Dependendo da velocidade de enchimento e do vo-
lume de tampa-intervalo de uma tira sensora especifica, 2,0
uL de amostra podem ou ndo ser suficientes para encher a ti-
ra.

| Na Figura 9B, os perfis de corrente transitdria da
Figura 9A foram convertidos em perfis de contorno da taxa de
queda como uma fungdo do tempo. Sob um aspecto, a taxa de
queda pode ser representada como uma constante K determinada

por uma ou outra das seguintes equagdes:

= 1n(iu.lzs ) - ln(il.D )
! ln(to.us ) - hl(tl.o)

_ In(iy5) - In(i, )
2 In(tys) - In(t, )

onde os valores de 0,125, 0,5 e 1,0 sd3o em segun-
dos. Assim, utilizando-se a constante K de um processo de
queda, os perfis de corrente da Figura 9A podem ser conver-
tidos nos perfis de constante de gqueda da Figura 9B.

A Figura'9B estabelece que existe uma diferenca
substancialmente entre os perfis de queda dos sensores sub-

enchidos e dos sensores enchidos normalmente, especialmente
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na faixa de tempo de 3 a 7 segundos. O sub-enchimento pode
ser determinado a partir dos perfis de constante de queda
pela comparacdo da diferenga entre a constante de queda real
e um valor previamente selecionado. Por exemplo, se -0,1 for
selecionado como o limite superior para um sensor enchido
normalmente com relacdo a Figura 9B, qualquer constante K;
que tenha um valor mais baixo que -0,1, determinado a partir
das excitagdes durante o periodo de tempo de 3 a 5 segundos,
pode ser considerada como enchido normalmente. Da mesma ma-
neira, qualquer sensor que tenha um valor de K; mais elevado
que -0,1 pode ser considerado sub-enchido. Desta maneira, o
sub-enchimento pode ser determinado em resposta a uma taxa
de queda obtida a partir de um perfil de corrente transitéd-
ria.

Assim, na Figura 9B as tiras sensoras representa-
das pelas séries 3 e 8 foram enchidas o suficiente, enquanto
as oito tiras sensoras representadas pelas séries 1-2, 4-7 e
9-10 foram sub-enchidas. Desta maneira, as seqliéncias de
pulsos amperométricos conectadas por porta da presente in-
vengdo proporcionaram a detecgdo do sub-enchimento em uma
tira sensora de dois elétrodos, uma fungdo que exige tipica-
mente um terceiro elétrodo para sistemas sensores convencio-
nais. Além disto, a determinacdo de sub-enchimento foi feita
em menos de dez segundos, dando tempo ao dispositivo de me-
digcdo para sinalizar ao USuério, enviando, por exemplo, um
sinal a um dispositivo emissor de luz ou a um monitor, para

adicionar mais amostra(s) a tira.
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Uma vez que o sub-enchimento pode ser determinado
a partir dos perfis de corrente transitdéria, os mesmos valo-
res de corrente usados para determinar a presenga e/ou con-
centragdo do analito podem ser usados para determinar se e-
xiste uma condigdo de sub-enchimento. Assim, o sub-
enchimento pode ser determinado durante os varios ciclos de
atividade da seqliéncia de pulsos sem se prolongar a duracdo
da andlise eletroquimica além do necessdrio para a determi-
nagdo da concentracéo.

A combinacdo do perfil de corrente transitdria de
cada excitagdo e do perfil de contorno resultante pode ser
também usada para determinar se uma alteragdo na temperatura
da amostra pode afetar adversamente a andlise. Os sistemas
sensores convencionais incluem um termistor no dispositivo

de medigdo ou na tira de modo a se obter a temperatura do

'dispositivo ou tira, respectivamente. Embora esta temperatu-

ra seja uma aproximagdo da temperatura da amostra, tipica-
mente, o dispositivo ou tira estd a uma iemperatura diferen-
te daquela da amostra. A diferenga de temperatura entre o
dispositivo ou tira e a amostra pode introduzir um viés na
analise.

Pela determinacdo de uma taxa de queda, como com
uma constante K conforme discutido anteriormente, a tempera-
tura da amostra pode ser determinada. A\ Figura 10 mostra
constantes K representadas graficamente como uma funcdo da
temperétura que foram obtidas a partir da quinta excitacédo
de uma seqliéncia de pulsos para concentracgdes de glicose de

50,1 100 e 400 mg/dL. O gréafico estabelece que a taxa de
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queda aumentou em valor absoluto com o aumento da temperatu-
ra. Embora nao desejando ser limitado por qualquer teoria
especifica, este fendmeno pode ser atribuido a temperaturas
mais baixas, retardando a taxa de difusdo dos diversos cons-
tituintes presentes na tampa-intervalo. Desta maneira, a
temperatura de uma amostra pode ser determinada em resposta
a uma taxa de queda obtida a partir de um perfil de corrente
transitéria.

Uma vez que a temperatura da amostra pode ser de-
terminada a partir dos perfié de corrente transitéria, os
mesmos valores de corrente utilizados para determinar a pre-
sengca e/ou concentragdo do analito podem ser utilizados para
determinar a temperatura da amostra. Assim, a temperatura da
amostra pode ser determinada durante os varios ciclos de a-

tividade da seqiiéncia de pulsos sem se prolongar a duracio

da andlise eletroquimica além do necessdrio para a determi-

nagdo da concentracéao.

Sob um aspecto, a temperatura da amostra pode ser
determinada pela solucdo de K por meio da seguinte equacdo:

- lniyzs —Indy 405
In(0.125) ~ In(0.375)

onde 1g,125 € 1g,375 S80 as correntes a 0,125 e 0,375
seqgundos da excitagdo mais sensivel a alteragdo na tempera-
tura, tal como a excitagdo que gera a queda de corrente mais

sensivel com relacdo a alteragéo na temperatura. 1n(0,125) e

‘1n(O,375) sdo os termos logaritmicos normais dos tempos de

0,125 e 0,375, respectivamente. A partir do grafico destas

constantes K versus temperatura, conforme mostrado na Figura
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10, a temperatura da amostra pode ser determinada pela fun-
¢ao de correlagao do grafico. A funcdo de correlacdo pode
ser um encaixe polinomial da curva. A temperatura determina-
da a partir deste grédfico pode ser diferente da temperatura
do dispositivo e pode refletir de maneira mais precisa a
temperatura da amostra.

Uma vantagem da determinagdo da temperatura da a-
mostra, em oposigcdo a do dispositivo, é que a duracdo da a-
nalise pode ser ajustada de modo a permitir tempo suficiente
para que a re-hidratagdo de uma DBL atinja o equilibrio, au-
mentando assim a exatiddo da andlise. Por exemplo, se a tem-
peratura da amostra, determinada durante a seqliéncia de pul-
sos, é de pelo menos 5 ou 10°C abaixo da temperatura ambien-
te, a seqliéncia de pulsos pode ser prolongada, tal como com
ciclos de atividade adicionais.

A Figura 11 é uma representagcdo esquematica de um
dispositivo de medigdo 1100, que inclui contatos 1120 em co-
municagdo elétrica com um conjunto de circuitos 1110 e um
monitor 1130. Sob um aspecto, o dispositivo 1100 é portéatil
e é adaptado para ser seguro com a mao e para receber uma
tira sensora, como a tira 100 da Figura 1A. Sob outro aspec-
to, o dispositivo de medigdo 1100 é um dispositivo de medi-
¢do de mao adaptado para receber uma tira sensora e imple-
mentar seqiéncia de pulsos amperométricos conectadas por
porta. |

Os contatos 1120 sdo adaptados para proporcionar
comunicacdo elétrica com o'conjunto de circuitos elétricos

1110 e com os contatos de uma tira sensora, como os contatos
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170 e 180 da tira sensora 100 mostrada na Figura 1B. O con-
junto de circuitos elétricos 1110 pode incluir um carregador
elétrico 1150, um processador 1140 e um meio de armazenamen-
to passivel de leitura por computador 1145. O carregador e-
létrico 1150 pode ser um potenciostato, um gerador de sinais
ou semelhante. Assim, o carregador 1150 pode aplicar uma
tensdao aos contatos 1120 enquanto registra a corrente resul-
tante, funcionando como um carregador-registrador.

O processador 1140 pode estar em comunicacdo elé-
trica com o carregador 1150, com o meio de armazenamento
passivel de leitura por computador 1145 e com o monitor
1130. Se o carregador nédo for adaptado apara registrar a
corrente, o processador 1140 pode ser adaptado para regis-
trar a corrente nos contatos 1120.

O meio de armazenamento passivel de leitura por
computador 1145 pode ser qualquer meio de armazenamento, tal
como magnético, éptico, memdéria de semicondutor e semelhan-
tes. O meio de armazenamento passivel de leitura por compu-
tador 1145 pode ser um dispositivq de memdéria fixo ou um
dispositivo de meméria removivel, tal como um cartdo de me-
méria removivel. O monitor 1130 pode ser analégico ou digi-
tal, sob um aspecto um tela LCD adaptada para exibir uma
leitura numérica.

Quando os contatos de uma tira sensora que contém
uma amostra estdo em comunicagéo elétrica com os contatos
1120, o processador 1140 pode orientar o carregador 1150 pa-
ra que aplique & amostra uma sequéhcia de pulsos amperomé-

tricos conectada por porta, iniciando assim a andlise. O
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processador 1140 pode iniciar a andlise em resposta a inser-
¢ao de uma tira sensora, a aplicacdo de uma amostra a uma
tira sensora inserida anteriormente, ou em resposta a uma
entrada do usuario, por exemplo.

As instrugbes referentes a implementacdo da se-
giéncia de pulsos amperométricos conectada por porta podem
ser fornecidas por um cédigo de software passivel de leitura
por computador armazenado no meio de armazenamento passivel
de leitura por computador 1145. O cédigo pode ser um cdédigo-
objeto ou qualquer outro cédigo que descreva ou controle a
funcionalidade descrita neste pedido. Os dados que resultam
da seqiiéncia de pulsos amperométricos conectada por porta
podem ser submetidos a um ou mais tratamentos de dados, in-
clusive a determinag¢do de taxas de queda, constantes K, in-
clina¢des, interceptac¢bes e/ou temperatura da amostra no
processador 1140, e os resultados, tal como uma concentracdo
de analito corrigida, transmitidés para o monitor 1130. Como
ocorre com as instrucdes referentes a seqiéncia de pulsos, o
tratamento dos dados pode ser implementado pelo processador
1140 a partir do cdédigo de software passivel de leitura por
computador armazenado no meio de armazenamento passivel de
leitura por computador 1145.

Sem limitar o alcance, a aplicagdo ou implementa-
cao, os métodos e sistemas descritos anteriormente podem ser

implementados utilizando-se o seguinte algoritmo:

Etapa 1: Ligar a forca do biossensor

Etapa 2: Efetuar o auto-teste do biossensor



10

15

20

25

70

Etapa 3: Configurar consulta para aplicacdo da amostra

ao sensor

Ajustar potencial de consulta de ASIC para
Vpoll
Ajustar nivel de limite do ASIC para itrigger
Ajustar crondmetro peridédico de consulta para
expirar no intpe;
Etapa 4: Configurar para analisar corrente do sensor
Esperar que crondmetro periddico de consulta
expire
Habilitar bomba de carga ASIC
Habilitar detector de limite de ASIC (irigger)
Habilitar potencial de consulta (vpei1)
Selecionar canal de sensor que aplique poten-

cial a sensor

Aguardar tempo de consolidagdo tpen

Etapa 5: Verificarvse a corrente do sensor ultrapassa
o limite

Etapa 6: Retardar e testar corrente do sensor novamente
Etapa 7: Quando da detecgdo da Aplicacdo de Amostra

comegar a contar o tempo
langar seqiiéncia de pulsos’

Etapa 8: Pulso 1 - Medir correntes de sensor i;,; e 1,4
Pulso 1 comega no tempo tp
Fixar a duracdo do Pulso 1 em dp1
Fixar o potencial de sensor do Pulso 1 em v
Selecionar canal de sensor para aplicar poten-

cial a sensor
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No tempo t;,;, medir sinal de sensor, salvar
valor como ADsii

No tempo t;,s, medir sinal de sensor, salvar
valor como ADsis

Etapa 9: Retardo 1 - Re-padronixar componentes eletrdni-

cos
Retardo 1 comeca no final da leitu-
ra de AD,, desconectar canal de sensor

Retardo 1 termina no inicio do Pul-

so 2
Fixar potencial em Vstandaraize

No tempo tc1, selecionar canal de
resistor de referéncia, em seguida medir sinal, salvar valor

como ADg1

No tempo.;, selecionar canal de des-

locamento, em seguida medir sinal, salvar valor como ADg;

Obs.: as correntes do sensor que cCoO-

mecam no Pulso 1 sdo calculadas a partir das medigdes ADr1 €

ADn
Etapa 10: Pulso 2 - Medir correntes de sensor i,,; e 12,8
Pulso 2 comeca no tempo tpo
Fixar duracdo do Pulso 2 em dp
Fixar potencial do sensor no Pulso 2
em Vp2

Selecionar canal de sensor para a-

plicar potencial a sensor

No tempo tp,;, medir sinal de sensor,

salvar valor como ADsp:
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No tempo tz s, medir sinal de sensor,

salvar valor como ADs2s
Etapa 11: Retardo 2 -
Retardo 2 comeca no final da leitura
de ADs3, desconectar canal de sensor
Retardo 2 termina no inicio do Pulso 3
Selecionar canal de deslocamento para
desconectar sensor
Etapa 12: Pulso 3 - Medir correntes de sensér: i3,1 e 13,8
Pulso 3 comeca no tempo tps
Fixar duragdo do Pulso 3 em dp;
Fixar potencial de sensor no Pulso 3

em Vp3

Selecionar canal de sensor para a-
plicar potencial a sensor

No tempo ts3,;, medir sinal de sensor,

salvar valor éomo ADg31
No tempo ts3,5, medir sinal de sensor,
salvar valor como ADg3g
Etapa 13: Retardo 3 — T; € iyet
Retardo 3 comeca no final da lei-
tura de ADsss,
desconectar canal de sensof
Retardo 3 termina no inicio do Pulsod
Fixar potencial em Vs:andardize
No tempo t.3, selecionar canal de

termistor, em seguida medir sinal, salvar valor como ADm
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No tempo twet, sSelecionar canal de

deslocamento, em seguida medir sinal, salvar valor como ADyet

Etapa 14: Pulso 4 - Medir correntes de sensor:

e i4,g

Pulso 4 comega no tempo tyg

la,1, 1la,4

Fixar duragdo do Pulso 4 em dpq

Fixar potencial de sensor no Pulso 4 em vy

Selecionar canal de sensor para apli-

car potencial a sensor

No tempo tg,1, medir

salvar valor como ADss
No tempo tg,s, medir
salvar valor como ADssq
No tempo ts,s, medir
salvar valor como ADsss
Etapa 15: Retardo 4 -
| Retardo 4 comeg¢a no

de ADsig, desconectar canal de sensor

sinal de

sinal de

sinal de

final da

sensor,

sensor,

sensor,

leitura

Retardo 4 termina no inicio do Pulso 5

Selecionar canal de deslocamento para

desconectar sensor

Etapa 16: Pulso 5 - Medir correntes de sensor: 1is,1, 1s,4 € 15,8

Pulso 5 comec¢a no tempo Tps

Fixar duragdo do Pulso 5 em dps

Fixar potencial do sensor no Pulso 5 em Vg

No tempo ts,1, medir sinal de sensor,

salvar valor como ADss:
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No tempo ts,s, medir sinal de sensor,

salvar valor como ADsss

No tempo ts,g, medir sinal de sensor,

salvar valor como ADsss

Desabilitar fung¢des analdgicas do ASIC
Etapa 17: Buscar numero de calibracdo de lote na incli-
nagdo e interrupcgao

S = Valor de inclinacgdo para numero de
calibracdo de lote de corrente

Int = Valor de interrupg¢do para numero
de calibracdo de lote de corrente |
Etapa 18: Ajustar inclinagdo e interrupgao para efeito

da temperatura
Etapa 19: Calcular concentracdo de glicose a 25°C

Etapa 20: Converter em referéncia alvo (plasma vs, refe-

réncia de WB)

Etapa 21: Verificar sub-enchimento
Etapa 22: Verificar se ha “Comportamento Anormal”
Etapa 23: Se glicose baixa, verificar novamente se ha

“Comportamento Anormal”
Etapa 25: Verificar se ha niveis extremos de glicose
Etapa 26; Exibir resultado

0 algoritmo pode ter outras_sﬁb—rotinas que inclu-
am aquelas para verificar se ha erros, tais como as condi-
cdes de temperatura e sub-enchimento da amostra. As constan-
tes que podem ser usadas no algoritmo sdo dadas nas Tabela

III abaixo. Outras constantes podem ser usadas.
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TABELA III
Constante Descricao Valor Unidades
Vpoll tensdo de consulta 400 mv
Intpoiz intervalo de consulta 125 ms
too11 duracdo de consulta 10 minutos
litrigger Corrente de acionamento | 250 nA
para detectar'limite
tp1 tempo de partida do |0 Seg
pulso 1
dps durag¢do do pulso 1 1 Segundo
Vp1 nivel de tensdo do pul- | 400 Mv
so 1
ti,: tempo de leitura de | 0,125 Seg
corrente de sensor 1
ti,s tempo de leitura de (1,00 Seg
corrente de sensor 2
ter tempo ‘de leitura de| 1,125 Seg
deslocamento
te2 tempo de leitura de re-|1,25 Seg
feréncia
to2 tempo de partida do|1,5 Seg
pulso 2 |
dy2 durag¢do do pulso 2 1 segundo
Vp2 nivel de tensdo do pul- 200 mVv
so 2
to,1 tempo da leitura de|1,625 seg

corrente de sensor 3
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ts,s tempo da leitura de|2,50 seqg
corrente de sensor 4

tp3 tempo de partida do|3 seq
pulso 3

d p3 duracdo do pulso 3 1 segundo

V p3 nivel de tensdo do pulso 3 | 200 mv

ts3,1 tempo da leitura de| 3,125 seg
corrente de sensor 5

ts,s tempo da leitura de|4,00 seg
corrente de sensor 6

tes tempo de leitura do| 4,125 Seg
termistor

twet tempo de leitura de| 4,25 Seg
corrente do sensor umi-
do

tps tempo de partida do|4,5 éegundo
pulso 4

Aoy duracgdo do pulso 4 1 Segundo

Vp4 nivel de tens&o do pul-| 200 1ulY
so 4

te,1 tempo de leitura de| 4,625 Seg
corrente de sensor 7

t%4 tempo de " leitura de| 5,00 Seg
corrente de sensor 8

ty,s tempo de leitura de | 5,50 Seg
corrente de sensor 9

tos tempo de partida do|6 seg

pulso 5
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dps duracdo do pulso 5 1 Segundo
Vps nivel de tens&o do pul-|200 mv

SO 5
ts,: tempo de leitura de| 6,125 Seg

corrente de sensor 10

ts,q tempo de leitura del 6,50 seg

corrente de sensor 11

ts,s tempo de leitura de| 7,00 seq

corrente de sensor 2

Embora tenham sido descritas diversas modalidades
da invengdo, sera evidente aos versados na técnica que ou-
tras modalidades e implementac¢des s&o possiveis dentro do

alcance da invencéo.
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REIVINDICACOES

1. Método para determinar a concentracdo de um a-
nalito em uma amostra, CARACTERIZADO por compreender:

aplicar um sinal de entrada a amostra, o sinal de
entrada compreendendo pelo menos 3 ciclos de atividade den-
tro de 180 segundos e cada ciclo de atividade compreendendo
uma excitacdo e um relaxamento;

medir um sinal de saida que responde a uma espécie
mensuravel; e

determinar a concentracdo do analito na amostra em
resposta ao sinal de saida medida.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
CARACTERIZADO por compreender também introduzir a amostra em

uma tira sensora e transferir pelo menos um elétron do ana-

lito na amostra para um mediador na tira sensora, em queé O

sinal de entrada excita eletroquimicamente a espécie mensu-
ravel, e a espécie mensurdvel é selecionada do grupo que
consiste no analito, no mediador e em combinacdes deles.

3. Método, de acordo com a reivindicacgéo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a excitagdo tem uma tensao
substancialmente constante.

4. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o sinal de entrada compreende
um pulso de leitura terminal.

5. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o sinal de entrada compreende

excitacdes de onda quadrada.
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6. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o sinal de entrada tem uma
intensidade redox de pelo menos 0,01.

7. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a concentragdo do analito de-
terminada a partir do método inclui menos viés atribuivel ao
fundo de mediador do que a concentragdo do analito determi-
nada a partir do mesmo ou outro método destituido do sinal
de entrada que compreende pelo menos 3 ciclos de atividade
dentro de 180 segundos.

8. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
CARACTERIZADO por compreender também registrar pelo menos
uma corrente como uma funcdo do tempo durante a aplicagdo do

sinal de entrada.

9. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a determinacao compreende a-
plicar pelo menos um tratamento com dados a pelo menos uma
corrente do sinal de éaida.

10. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO por compreender também:

excitar a espécie mensurdvel interna a uma camada
de barreira a difuséao; e

excluir substancialmente da excitagdo a espécie
mensuravel externa a camada de barreira a difusao.

11. Método, de acordo com a reivindicagdao 1,
CARACTERIZADO por compreender também determinar a concentra-

cdo do analito em resposta a um perfil de corrente quando
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uma taxa de difusdo relativamente constante da espécie men-
suravel é atingida.

12. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o sinal de saida compreende
pelo menos um perfil de corrente, e a concentracdo do anali-
to na amostra é determinada em resposta ao pelo menos um
perfil de corrente.

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 12,
CARACTERIZADO pelo fato de que a excitagdo é de menos que 5
segundos.

14. Método, de acordo com a reivindicacdo 12,
CARACTERIZADO pelo fato de que o relaxamento responde a um
circuito aberto.

15. Método, de acordo com a reivindicagdo 12,
CARACTERIZADO pelo fato de que o relaxamento € de pelo menos
0,5 segundo.

16. Método, de acordo com a reivindicagdo 12,
CARACTERIZADO pelo fato de que o perfil de corrente inclui
uma queda transitéria e a concentragdo de analito é determi-
nada a partir da queda transitéria.

17. Método, de acordo com a reivindicagdo 12,
CARACTERIZADO por compreender também estabelecer varios con-
juntos de constantes de calibragcdo em resposta ao sinal de
saida.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 17,
CARACTERIZADO por compreender também determinar o numero de
ciclos de atividade no sinal de entrada em resposta aos va-

rios conjuntos de constantes de calibragéo.
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19. Método, de acordo com a reivindicagao 17,
CARACTERIZADO por compreender também: |

determinar a concentracdo do analito na amostra em
resposta a cada conjunto de constantes de calibragdo; e

tirar a média das concentrac¢des do analito a par-
tir dos conjuntos de constantes de calibracgao.

20. Método, de acordo com a reivindicagdo 12,
CARACTERIZADO por compreender também determinar a temperatu-
ra da amostra contida por uma tira sensora em resposta a ta-
xa de queda do perfil de corrente.

21. Método, de acordo com a reivindicagao 12,
CARACTERIZADO por compreender também determinar quando um
tira sensora estd sub-enchida em resposta ao perfil de cor-
rente.

22. Método, de acordo com a reivindicagdao 21,
CARACTERIZADO por compreender também determinar quando uma
tira sensora esta sub-enchida quando a taxa de queda do per-
fil de corrente é inferior a um valor selecionado.

23. Método, de acordo com a reivindicagao 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que o valor selecionado & -0,1.

24. Dispositivo de medigdo de mao, para determinar
a concentracdo de analito em uma amostra, CARACTERIZADO pelo
fato de que

o dispositivo ¢é adaptado para receber uma tira
sensora e o dispositivo compreende:

contatos;

pelo menos um monitor; e
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um circuito eletrdnico que estabelece comunicagao
elétrica entre os contatos e o monitor, o circuito compreen-
dendo:

um carregador elétrico e um processador em comuni-
cacdo elétrica, o processador em comunicagdo elétrica com um
meio de armazenamento passivel de 1leitura por computador
compreendendo um cdédigo de software passivel de leitura por
computador que, quando executado pelo proce§sador, faz com
que o carregador implemente um sinal de entrada que compre-
ende pelo menos 3 ciclos de atividade dentro de 180 segundos
entre os contatos, cada ciclo de atividade compreendendo uma
excitacdo e um relaxamento.

25. Dispositivo, de acordo com a reivindicacdo 24,
CARACTERIZADO pelo fato de que a excitagdo estd a uma tensao

substancialmente constante.

26. Dispositivo, de acordo com a reivindicacao 24,
CARACTERIZADd pelo fato de gque o processador & aciondvel pa-
ra medir pelo menos um perfil de corrente nos contatos e pa-
ra determinar a concentracdo de analito do analito na amos-
tra em resposta ao pelo menos um perfil de corrente.

27. Método para redﬁzir o viés atribuivel ao fundo
de mediador em uma concentracdo determinada de analito em
uma amostra, CARACTERIZADO por compreender:

aplicar um sinal de entrada a amostra, O sinal de
entrada compreendendo pelo menos 3 ciclos de atividade den-

tro de 180 segundos.
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28. Método para sinalizar ao usudrio que acrescen-
te uma amostra adicional a uma tira sensora, CARACTERIZADO
por compreender:

determinar se a tira sensora estd sub-enchida pela
determinacdo de uma constante de queda a partir das corren-
tes registradas durante pelo menos duas excitacdes de um si-
nal de entrada que inclui pelo menos 3 ciclos de atividade
dentro de 180 segundos; e

sinalizar ao usudrio que acrescente uma amostra
adicional a tira sensora se a tira estiver sub-enchida.

29. Método para determinar a temperatura de uma
amostra contida por uma tira sensora, CARACTERIZADO por com-
preender:

determinar uma constante de queda a partir das
correntes registradas durante pelo menos duas excitagbes de
um sinal de entrada que inclui pelo menos 3 ciclos de ativi-
dade dentro de 180 segundos; e

correlacionar a constante de gueda com um valor de
temperatura.

30. Método para determinar a duragdo de um sinal
de entrada que inclui pelo menos 3 ciclos de atividade den-
fro de 180 segundos, para determinar a concentragdo de ana-
lito em uma amostra, CARACTERIZADO por compreender:

determinar uma série de pontos de calibracdo de-
terminados a partir das correntes registradas durante os pe-
lo menos 3 ciclos de atividade; e

determinar a duracdo do sinal de entrada em res-

posta a concentragdo determinada de analito na amostra.
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RESUMO

“AMPEROMETRIA CONECTADA POR PORTA”

Sdo descritos um sistema sensor, um dispositivo e
métodos para determinar a concentracdo de analito em uma a-
mostra. Sequéncias de pulsos amperométricos conectadas por
porta que incluem varios ciclos de atividade de excitacdes e
relaxamentos seqlenciais podem apresentar um tempo de andli-
se mais curto e/ou aperfeigoar a exatiddo e/ou precisdo da
anadlise. As seqliéncias de pulsos amperométricos conectadas
por porta reveladas podem reduzir os erros de andlise que
surgem do efeito de hematdécrito, da varidncia nos volumes da
tampa-intervalo, das condigcdo nédo estdveis, do fundo de me-
diador, do sub-enchimento, das alteracdes na temperatura.na

amostra e de um unico conjunto de constantes de calibracdo.
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