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DESCRIPCION

Sistema de ensayo de analitos para determinar la concentracidn de un analito en un fluido fisiolégico o acuoso.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo del andlisis cuantitativo de un analito, por ejemplo glucosa, en un liquido
fisiolégico, por ejemplo sangre. Mas en particular, esta invencién proporciona un sistema de ensayo de analitos y un
método de ensayo para la determinacién cuantitativa de analitos en un fluido fisiolégico o acuoso y un método de
preparacion.

Antecedentes de la invencion

La determinacién de concentraciones de analitos en muestras fisiolgicas tiene un papel muy importante en el
diagnéstico y la terapia de una gran variedad de enfermedades. Entre los analitos de interés se incluyen, entre otros,
glucosa, colesterol, dcidos grasos libres, triglicéridos, proteinas, cetonas, fenilalanina, enzimas, anticuerpos o péptidos
sanguineos, plasma, orina o saliva.

Medir la concentracion de glucosa en muestras de sangre completa es una tarea particularmente habitual. Debido a
que la diabetes provoca complicaciones fisioldgicas peligrosas que conducen a la pérdida de la visién, a disfunciones
renales y otras consecuencias médicas serias, solamente una terapia muy rigurosa y un control de la enfermedad
reducen al minimo el riesgo de estas consecuencias, con ajustes en ejercicio, dieta y medicacién. Con frecuencia,
algunos pacientes tienen que comprobar su concentracién de glucosa en sangre con tres o mas mediciones al dia.
Estos pacientes, asi como los médicos y hospitales, requieren un método preciso, fiable e idealmente poco costoso
para ajustar sus regimenes de tratamiento de forma que se eviten las complicaciones a largo plazo de la diabetes
mellitus.

La mayor conciencia sobre la enfermedad de la diabetes, la aceptacion del autocontrol y el autotratamiento depen-
den de la disponibilidad de dispositivos adecuados y permiten el desarrollo de miltiples dispositivos y métodos de
uso personal y también de pruebas para el cuidado de la salud. Se dispone de pruebas de embarazo, de ovulacién, de
coagulacién sanguinea, cetona y colesterol, como ejemplo de una seleccién no exhaustiva; pero la mas destacada en
el drea del autocontrol sigue siendo la deteccion de la glucosa sanguinea en vasos capilares.

Tipicamente, se aplica un fluido de muestra fisioldgico, por ejemplo sangre capilar, a una tira de ensayo para evaluar
la concentracion de un analito. En general, las tiras de prueba se utilizan junto con un dispositivo de medida, que mide
una ligera reflectancia y/o transmitancia si la tira estd disefiada para la deteccién fotométrica, o ciertas propiedades
eléctricas, tales como la corriente eléctrica, si la tira estd disefiada para la deteccién de un compuesto electro-activo.

La Publicacion de la Solicitud de Patente Europea N° EP 0 215 419 A2, por ejemplo, describe un dispositivo y un
método para la distribucién uniforme de un volumen definido de un espécimen de prueba liquido sobre una superficie
reactiva a través de un espacio capilar, para proporcionar un modelo de flujo controlado y predeterminado para el
liquido del espécimen. La Patente de Estados Unidos N° 4.687.529, por otra parte, controla el liquido presente en
un material de matriz del reactivo por medio de almohadillas barrera hidrofébicas en un dispositivo de prueba del
reactivo, que impide o minimiza la contaminacién cruzada de los reactivos en el sustrato del dispositivo de prueba.

En el dltimo par de afios, los biosensores electroquimicos se han destacado en el mercado del diagnéstico y ofrecen
al paciente varias ventajas sobre los sistemas de fotometria de reflectancia. Las principales diferencias son las caracte-
risticas del llenado capilar de las tiras de prueba, que permiten una mds facil aplicacién de la muestra en comparacién
con los sistemas de fotometria de reflectancia basados en membranas de relleno superior. Adicionalmente, la celda de
medida se puede localizar en la punta de la tira, por tanto, la muestra de sangre no estard en contacto directo con el
dispositivo de medida (medidor) durante el procedimiento de prueba, lo que mantiene el dispositivo limpio e higiénico,
evitando la contaminacién de la sangre con el medidor.

Hasta ahora, ha evolucionado una amplia variedad de tiras biosensoras electroquimicas. Un biosensor electroqui-
mico ejemplar, tal como se describe en la patente de Estados Unidos 5,288,636, incluye un electrodo de trabajo y
uno de referencia/contador. En la superficie del electrodo de trabajo se dispone un reactivo que incluye una enzima
con la capacidad de catalizar una reaccién que involucra un sustrato para la enzima, un medidor redox con capacidad
de transferir los electrones transferidos entre la enzima y el electrodo de trabajo y un tamp6n. Cuando se agrega al
reactivo un fluido de muestra que contiene el analito a medir, tiene lugar una reaccién que oxida el analito y reduce el
mediador redox. Después o durante esta reaccion, se aplica una diferencia de potencial eléctrico entre los electrodos.
Se mide la corriente producida por la electrooxidacién de la forma reducida del mediador y se correlaciona con la
cantidad de analito en la muestra.

En una realizacion tipica, el sistema electroquimico se compone de dos electrodos en un elemento soporte encerra-
do por paredes de soporte formando una cavidad que es lo suficientemente pequefia como para ser rellenada por la
accion capilar (US 4.900.424; Birth y col., 1987) o con la ayuda de capas de banda o de aspersion (US 5.628.890;
Carter y col., 1997).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2334 671 T3

Debido a las variaciones en la materia prima y procesos, en la fabricacién a gran escala de las tiras de analito no
se garantiza una adecuada reproducibilidad tira-a-tira de un lote al siguiente. Por tanto, todos los sistemas conocidos
requieren tiras de prueba que tienen que ser calibrados durante el proceso de produccién. Esta informacién de calibra-
cién se provee en el momento de utilizar el medidor por medios manuales o automaéticos. En el primer caso, el usuario
tiene que introducir la informacién de calibracién en forma de un nimero adjunto con cada lote de tiras de prueba, en
el segundo caso la informacién se codifica en la tira ya sea con una barra, un color o una caracteristica de codificacién
digital. Por tanto, este tipo de informacién de calibracion representa la caracteristica funcional de la tira de prueba en
el momento de la produccién, que puede ser diferente o no en cuanto a las caracteristicas de la tira de prueba en el
momento de la utilizacién, la cual puede tener lugar incluso dos afios més tarde.

Ademés, el procedimiento de medicién podria verse impedido por otros factores variables en el fluido de muestra
fisiolégico. Una complicacién tipica en los andlisis de sangre completa es la variabilidad de los niveles de eritrocitos,
que conduce a resultados que pueden no reflejar la concentracion real de los analitos de la muestra.

La PCT/EP 2004002284 describe una tira de prueba reactiva seca para la deteccién fotométrica y la determinacién
cuantitativa de un analito en un fluido fisiolégico que estd provisto de un sistema de calibracién integrado utilizando
el método de adicion estandar.

Sin embargo, hasta ahora, no existe ningin sistema de prueba de analitos que sea adecuado para la deteccién
electroquimica y la determinacion cuantitativa de un analito en un fluido fisiolégico y que esté provisto de un medio
de calibracion y de control de calidad integrados.

Por tanto, un objeto de la presente invencién es proporcionar un sistema de prueba de analitos con un medio
de calibracion integrado que justifique y compense cualquier variabilidad que pueda ser generada por fluctuaciones
en el proceso de produccién o por la variabilidad de la muestra analizada misma, que posea medios de deteccién
electroquimicos para medir la concentracién de un analito en una muestra de fluido fisiolégico.

Un objeto adicional de la presente invencidn es proporcionar un proceso de produccion para el elemento de prueba
de analito electroquimico que no implique pasos de produccién numerosos y complicados y que, por tanto, no sea
costoso y sea aplicable a productos que ayuden a los pacientes en el autocontrol de la glucosa en sangre o de otros
pardmetros fisiolégicos importantes.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona un elemento para determinar la concentracién de un analito, tal como glucosa,
colesterol, acidos grasos libres, triglicéridos, proteinas, cetonas, fenilalanina o enzimas, en un fluido fisiolégico tal
como sangre, suero, plasma, saliva, orina, fluido intersticial y/o intracelular, incorporando el dispositivo un medio de
calibracién y de control de calidad con medios de deteccioén electroquimicos en una tira de prueba de reactivo en
seco. La produccién del elemento de prueba de analitos de la invencidn implica s6lo un pequefio nimero de pasos de
produccion nada complicados que permiten una produccién no costosa de las tiras.

Debido al procedimiento de calibracién integrado, el sistema de prueba de analitos de la presente invencién pro-
porciona resultados fiables sin tener en cuenta el tipo de sangre, el nivel de hematocrito, la temperatura, etc. Ademas,
también se compensan las variaciones de producciéon mediante el procedimiento de calibracién integrado. Ademds, el
envejecimiento del componente activo es detectable y se puede compensar y/o reportar, lo que conducird a una vida
util prolongada del producto bajo condiciones de almacenamiento adecuadas.

La presente invencién proporciona un elemento de prueba de analitos para determinar la concentracién de al
menos un analito en un fluido de muestra fisiolégico que tiene una primera y una segunda superficies opuestas entre si
a una distancia predeterminada, estando provistas dichas dos superficies de dos patrones sustancialmente equivalentes
que forman areas de energia superficial alta y baja, que estdn alineadas en su mayor parte de forma congruente, por
lo que las dreas de alta energia superficial crean un sistema de distribuciéon de muestra con al menos dos dreas de
deteccion, caracterizadas porque las areas de deteccidn de la primera y la segunda superficies estdn provistas también
de dos patrones correspondientes de electrodos de trabajo y de referencia correspondientes a los medios de deteccién
electroquimica.

El sistema de distribucién de muestra contenido en la parte interior del elemento de prueba de analitos no tiene
caracteristicas mecdnicas y/o estructurales que se asemejen a paredes, ranuras o canales para guiar el fluido fisiolégico
a las dreas de deteccion, lo que conduce a un proceso de produccién eficiente en cuanto a coste, facil y fiable.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para preparar el elemento de prueba de analitos de la presente
invencion con los siguientes pasos:

- aplicacién de un patrén de electrodos de trabajo en una primera capa que tiene una primera superficie,

- aplicacién de un patrén correspondiente de electrodos de referencia en una segunda capa que tiene una
segunda superficie,
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- generacion de dreas de alta y baja energia superficial en la primera capa que tiene la primera superficie,

- generacién de un patrén correspondiente de dreas de alta y baja energia superficial en la segunda capa
que tiene la segunda superficie, formando las 4reas de alta energia superficial un sistema hidrofilico de
distribucién de muestras con n dreas de detecciéon predeterminadas, donde n es un nimero entero superior
a 2, y donde se localizan los electrodos de trabajo y de referencia por debajo de las n areas de deteccién
predeterminadas del sistema hidrofilico de distribucién de muestras,

- recubrimiento con una formulacién catalitica de las n dreas de deteccion de la primera superficie, favore-
ciendo dicha formulacién catalitica la deteccidn de una concentracién de analitos contenida en una muestra
de fluido fisiolégico utilizando medios de deteccion electroquimica,

- recubrimiento con las n formulaciones de calibracion de las n dreas de deteccion de la segunda superficie,
estando compuestas dichas n formulaciones de calibraciéon de m formulaciones preformadas y de n-m
formulaciones con distintos niveles de compuesto de calibracién, donde m es un nimero entero al menos
igual a 1 y n > m, idénticamente o sustancialmente equivalentes al analito y con la capacidad de inducir la
misma reaccion quimica en la formulacidn catalitica que el analito en la muestra de fluido fisiolégico,

- aplicacién de las capas de la primera y la segunda superficies a puntos opuestos de una capa central que tiene
una discontinuidad que proporciona una cavidad para el sistema de distribucién de muestras formada por
las dreas de alta energia superficial en la primera y la segunda superficies de la capa base y de recubrimiento.

El elemento de prueba de analitos se describe en diversas realizaciones adecuadas para una variedad de procedi-
mientos de calibracion y adaptables a distintos analitos y métodos de determinacion electroquimica; se integra facil-
mente en tiras de prueba que se utilizan para una sola medida o en disposiciones mas complejas, tales como discos de
pruebas de analitos o cintas de tiras, para proporcionar unidades de base para varias mediciones.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencién asi como la realizacién preferente de la misma se eviden-
ciaran a partir de la siguiente descripcién junto con las figuras adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: vista en perspectiva de una realizacion del elemento de prueba de analitos de la presente invencién
proporcionado en forma de tira de prueba.

Figura 2: vista en perspectiva despiezada del elemento de acuerdo con la Figura 1 que muestra las distintas capas
por separado.

Figura 3: recubrimiento secuencial de las distintas capas sobre las capas de base y de recubrimiento.
Figura 4: corte de un 4rea de deteccidn del sistema de distribucién de muestras del elemento de prueba de analitos.

Figuras 5a a 5d: pasos de un proceso de produccion en cinta continua de los elementos de prueba de analitos con
forma de tira.

Figura 6: muestra distintas realizaciones del sistema de distribucién de muestras con distintos patrones de trayec-
torias y areas de deteccion adecuadas para distintos métodos de calibracién.

Figura 7: grafico que muestra el cdlculo de la concentracién de analitos en la muestra utilizando el método de
adicién estandar.

Figura 8: grafico que muestra el método de validacion para los resultados calculados y los datos de calibracion.
Figura 9: ejemplo de aplicacién de una tira de prueba de la invencién con un medidor.

Figura 10: muestra el sistema de prueba de analitos con una tira de prueba de analitos insertada listo para recibir
una muestra de sangre capilar procedente de la punta del dedo de un paciente.

Figura 11: muestra la construccién de un disco de prueba de analitos.
Figura 12: muestra un disco de prueba de analitos comparado con una tira de prueba de analitos.
Figura 13: muestra un sistema de prueba de analitos con un disco de prueba de analitos integrado.

Figura 14: muestra un sistema de prueba de analitos con una tira de prueba de analitos en el modo de manejo hacia
la izquierda y hacia la derecha.
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Figura 15: muestra una cinta de prueba de analitos y una cinta doblada en acordedn para construir una pila.

Las capas que se muestran en la Figura 4 no estdn en escala, en particular el espesor de las capas 6, 14, 18 y 19 se
exageran enormemente.

Descripcion detallada de la invencion

La Figura 1 muestra el elemento de prueba de analitos de la presente invencién en forma de una tira de prueba 1
comprendiendo una capa base 2, una capa central 3 que se superpone a la capa base 2 y una capa de recubrimiento
4 que se superpone a la capa central 3. La capa central 3 presenta una discontinuidad 5 (véase la Figura 2) que crea
una cavidad hueca junto con la capa base 2 y la capa de recubrimiento 4. Dentro de dicha cavidad se localiza un
sistema de distribucién de muestras 6 que se une a un area de aplicacion de muestras 9 localizada en un lado de la tira
de prueba de analitos. El drea de aplicacién de muestras 9, como superficie de contacto con el usuario, estd formada
preferentemente por una extrusién convexa 10 que se extiende desde un lado principal de la tira de prueba de analitos
para permitir la facil aplicacion de la muestra. Opuesta al drea de aplicacién de muestra 9, en el segundo lado principal
de la tira de prueba de analitos se encuentra el emplazamiento de una ventilacion de aire (no mostrado) que permite el
desplazamiento de aire mientras se distribuye el fluido fisiol6gico en el sistema de distribucién de muestra.

Ademds, la tira de prueba de analitos 1 posee unas caracteristicas de registro 7 que son utiles para diferenciar entre
varias clases de tiras de prueba de analitos, por ejemplo para la determinacién de diferentes analitos. Por estos medios
se podria dar instrucciones a un medidor multi-analitos para poner en funcionamiento un programa especial o proce-
dimientos con pardmetros seleccionables al insertar la tira exigida para la determinacién de un analito en particular.
Como se ilustra en la Figura 2, que representa la disposicién multicapa de la Figura 1 en una vista despiezada, la capa
base 2 proporciona una primera superficie 2a que provee el sustrato para los electrodos de trabajo 8, guias y contactos
conductores 11 de un medio de deteccion electroquimica, y la capa de recubrimiento 4 provee una segunda superficie
4a que provee el sustrato para los correspondientes electrodos de referencia 8’, guias y contactos conductores 11’ de
un medio de deteccidn electroquimica.

Adicionalmente, la primera superficie 2a de la capa base 2 estd provista de un primer patrén hidrofilico 6 que
forma una primera parte del sistema de distribucién de muestras. El patrén hidrofilico 6 estd rodeado por una capa
aislante hidrofébica 14 que sirve de “elemento guia” hidrofébico para el fluido de muestra en el sistema de distribucién
de muestras y de aislamiento eléctrico para los cables que conectan los electrodos de trabajo 8 con los medios de
deteccion electroquimica. Igualmente, la segunda superficie 4a de la capa de recubrimiento 4 estd provista de un
patrén hidrofilico correspondiente 6’ que forma la segunda parte de un sistema de distribucién de muestras. El patrén
hidrofilico 6’ también estd rodeado por una capa hidrofébica 14’, que sirve de elemento guia hidrofébico para el fluido
de muestra y de aislamiento eléctrico para los cables que conectan los electrodos de referencia 8’.

Los patrones hidrofilicos 6, 6’ que forman las dreas de alta energia superficial del sistema de distribucién de
muestras comprenden un nimero predeterminado de areas de deteccion de analitos 6a, 6’a y trayectorias de muestras
6b, 6°b (véase la Figura 3) que estdn alineadas y registradas en su mayor parte de forma congruente al ensamblarse la
disposicién multicapa. Ademads, los electrodos de trabajo y de referencia 8, 8’ coinciden con las dreas de deteccidn 6a,
6’a del sistema de distribucién de muestras creadas por los patrones hidrofilicos 6, 6° formados en las capas base y de
recubrimiento.

Las capas base y de recubrimiento estdn separadas por la capa central 3, que define la distancia entre la primera
superficie 2a de la capa base 2 y la segunda superficie 4a de la capa de recubrimiento 4 y los sistemas de electrodos
8 y 8’. La capa central 3 puede construirse a partir de una pelicula polimérica fina recubierta con una capa adhesiva
en cualquiera de los lados, pero se puede realizar por medio de una capa impresa u otras capas respectivamente
espaciadoras que proporcionan el espacio deseado entre la primera superficie 2a de la capa base 2 y la segunda
superficie 4a de la capa de recubrimiento 4. Para la funcionalidad del elemento de prueba de analitos s6lo es importante
que la capa central proporcione una definicién precisa y exacta de la distancia entre las capas base y de recubrimiento.

La capa central 3 tiene una discontinuidad 5 que forma una cavidad hueca junto con la primera superficie 2a de la
capa base 2 y la segunda superficie 4a de la capa de recubrimiento 4. El sistema de distribuciéon de muestras que se
forma por medio de los patrones hidrofilicos 6, 6’ y los patrones circundantes de las capas del aislamiento hidrofébico
14, 14’ en la primera superficie 2a, respectivamente con la segunda superficie 4a se localiza dentro de la cavidad creada
por la discontinuidad 5 de la capa central 3 y la primera superficie 2a de la capa base 2 y la segunda superficie 4a de
la capa de recubrimiento 4. Preferentemente, la cavidad hueca es sustancialmente mayor por disefio que el sistema de
distribucién de muestras. Dentro de un elemento funcional de pruebas de analitos, el fluido de muestra aplicado entra
en la cdmara de medida por la trayectoria hidrofilica (drea de alta energfa superficial) del sistema de distribucién de
muestras formado por los patrones hidrofilicos 6 y 6°, y queda encerrada entre las capas de aislamiento hidrofébico
14 y 14’ (4reas de baja energia superficial) dentro de las vias de flujo predeterminadas 6b, 6’b y las dreas de deteccion
6a, 6’a (véase la Figura 3) del sistema de distribucién de muestras entre la primera superficie 2a de la capa base 2 y la
segunda superficie 4a de la capa de recubrimiento 4. Por consiguiente, la muestra no llena toda la cavidad del elemento
de prueba de analitos y, por tanto, permite volimenes de muestra muy pequefios, inferiores a 0,5 ul, atin con mdltiples
electrodos de trabajo.
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Debido a que el propésito de la discontinuidad 5 de la capa central es s6lo en crear una cavidad para el sistema
de distribucién de muestras formado por los patrones hidrofilicos 6, 6’, la discontinuidad 5 de la capa central 3 puede
tener distintas formas, tales como forma de sombrilla, rectangular o circular. La discontinuidad 5 de la capa central 3 no
tiene ninguna influencia sobre el tamafio del sistema de distribucién de muestras formado en los patrones hidrofilicos
6, 6’ y, por tanto, no tiene influencia ni tampoco cambia el volumen de la muestra requerida. En comparacién con los
patrones del sistema de distribucién de muestras 6, 6’, las formas de la cavidad son mds bien sencillas, permitiendo
asf la aplicacién de simples herramientas de perforacion y rapido procesamiento con menos exigencia en la precision
de registro.

Adicionalmente, la capa central 3 esta provista de un primer hueco 12 para exponer los contactos 11 de los electro-
dos de trabajo 8a de la capa base y un segundo hueco 13 para exponer los contactos 11’ de los electrodos de referencia
8’a de la capa de recubrimiento.

La Figura 3 muestra los pasos de construccién de una realizacién preferente del elemento de prueba de analitos de
la presente invencidn. El paso principal que se muestra en la fila a) es la preparacién de la capa base 2 proporcionando
una primera superficie 2a y la capa de recubrimiento 4 proporcionando una segunda superficie 4a. La capa base y la
capa de recubrimiento tipicamente estdn formadas a partir de una pelicula polimérica sélida. En ciertas realizaciones,
es ventajoso seleccionar peliculas poliméricas transparentes como sustrat, de forma que el paciente pueda controlar
el llenado del elemento de prueba de analitos de la tira de prueba de analitos, sin embargo no se requiere para el
funcionamiento apropiado del sistema de prueba de analitos.

Este paso de procesamiento es seguido por la aplicacion de los electrodos y las guias conductoras (fila b). En
la realizacion de la presente invencion de acuerdo con la Figura 3, los electrodos de trabajo 8 de los medios de
deteccién electroquimica se aplican sobre la primera superficie 2a de la capa base 2 y los electrodos de referencia
correspondientes 8’ de los medios de deteccidn electroquimica se aplican sobre la segunda superficie 4a de la capa
de recubrimiento, pero, obviamente, los electrodos de trabajo 8 de los medios de deteccion electroquimica se pueden
aplicar sobre la segunda superficie 4a de la capa de recubrimiento 4 y los electrodos de referencia 8’ correspondientes
de los medios de deteccion electroquimica se pueden aplicar sobre la primera superficie 2a de la capa base. Mds atin,
es posible conectar eléctricamente todos o algunos electrodos de referencia entre si.

En la técnica se conocen varias tecnologias que se utilizan en la industria para producir patrones conductores de
guias y electrodos que se pueden adoptar para este paso. Son adecuados la impresion serigrdfica con tintas de carbono
o de metales nobles, deposicidon quimica o fisica de vapor de metales nobles o carbono con ldser posteriormente o con
formacion de patrones fotolitograficos de la estructura requerida del circuito o deposicién quimica de metales nobles
en superficies compatibles. Las estructuras limpias de metales nobles, tales como oro, paladio y platino, producidas en
un proceso de deposicion de vapor son las mas adecuadas para una medicion electroquimica fiable y reproducible. En
una realizacién preferente, el elemento se forma a partir de un sustrato de poliéster tal como MYLAR® o0 MELINEX®
recubierto de oro o, en especial, de paladio. La estructura del circuito requerido se produce preferentemente por
ablacidén de la capa metdlica con un laser YAG. La larga longitud de onda del laser (1.064 nm) evapora esencialmente
el metal y deja la pelicula polimérica intacta, asi, el proceso de estructuracién es muy eficiente y evita la contaminacién
de la capa metdlica con particulas de plastico quemado.

Cuando se concluye la estructura de circuitos, la primera superficie 2a de la capa base 2 y la segunda superficie
4a de la capa de recubrimiento 4 se suministran con patrones hidrofilicos equivalentes 6, 6’ que representan las dreas
de alta energia superficial, que son humidificables por el fluido de muestra (ver fila c). Los patrones hidrofilicos
6, 6’ se aplican de tal manera que los electrodos 8, 8’ coinciden con las dreas de deteccion 6a, 6’a del sistema de
distribucién de muestras. La preparacion de las capas base y de recubrimiento concluye por la impresion de una capa
de aislamiento hidrofébico 14, 14’ (fila d), que tiene el doble propésito de aislar las piezas del circuito conductor,
exponiendo solamente los electrodos y las almohadillas de contacto, y limitar el fluido de muestra a la parte hidrofilica
del sistema de distribucién de muestras. Adicionalmente, se pueden emplear tintas hidrofébicas para decorar el sistema
de pruebas de analitos con el color deseado, un texto informativo o el logotipo del producto. Especialmente, estos pasos
de impresion se llevan a cabo mediante flexografia. Sin embargo, otros procesos de impresién o recubrimiento, tales
como grabado, litografia, offset, inyeccién de tinta o tecnologia de impresion de tinta sélida, también son adecuados
para la aplicacidn de las capas hidrofilicas e hidrofébicas. Al mismo tiempo, la tecnologia de impresién de tinta sélida
es perfectamente adecuada para la aplicacién de patrones hidrofébicos debido al caricter ceroso de las tintas sélidas
en si.

La flexografia permite una impresion de alta resolucién en una prensa rotativa y soporta una produccién a alta
velocidad. Se trata de una tecnologia establecida para la impresion sobre sustratos en forma de pelicula polimérica y
es muy utilizada en la industria del envasado. Son preferentes tintas de baja viscosidad para lograr un recubrimiento
fino y uniforme de aproximadamente 2-4 micras. La operacién de una maquina de impresion por flexograffa a cuatro
colores es una practica conocida y no da problemas operativos. Aunque sean aplicables tintas basadas en disolvente
o endurecibles por UV para fabricar las tiras de prueba de analitos, son preferentes las tintas de endurecimiento por
haz de electrones (EB). Estas tintas proporcionan mayor resistencia a los factores mecanicos y quimicos y contienen
un 100% de polimeros, opcionalmente con pigmentos, pero no contienen disolventes orgdnicos volétiles ni fotoinicia-
dores, que han demostrado afectar a la estabilidad de los sensores quimicos. Estas ventajas en las caracteristicas de
rendimiento derivan de la capacidad de los electrones para formar peliculas poliméricas reticuladas y para penetrar en
la superficie.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2334 671 T3

Las tintas que se utilizan en el endurecimiento EB hacen uso de la capacidad de polimerizacién de monémeros y
oligémeros acrilicos La quimica acrilica tiene un significado especial en las tintas de hoy en dia (J.T. Kunjappu, “The
Emergence of Polyacrylates in Ink Chemistry”, Ink World, febrero 1999, p. 40). La estructura del compuesto acrilico
mads sencillo, el 4cido acrilico, se muestra en la siguiente ecuacion:

CH,=CH-COOH

El doble enlace de la parte acrilica se abre durante la interaccién con los electrones (iniciacién) y se forma un ra-
dical libre que actia en otros mondmeros, formando una cadena (propagacién), que conduce a pohmeros de alto peso
molecular. Como se menciond anteriormente, la polimerizacién inducida por radiacion no requiere un iniciador exter-
no, ya que la radiacion en si genera radicales libres de forma que, como consecuencia, no quedardn en el recubrimiento
especies iniciadoras.

Se dispone de una gran variedad de monémeros acrilicos para el endurecimiento EB, variando desde simples acri-
latos, tales como acrilato de 2-fenoxietilo y acrilato de isooctilo, a prepolimeros tales como bisfenol A epoxi acrilato
y acrilatos de poliéster/poliéter (R. Golden. J. Coatings Technol., 69 (1997), p. 83). Esta tecnologia de endurecimiento
permite disefiar “tintas funcionales” con un enfoque en las propiedades quimicas y fisicas deseadas, sin necesidad de
disolventes ni sistemas de endurecimiento que requieran otras tintas, lo que puede complicar el proceso de disefio.

Las tintas con funciones hidrofilicas se pueden obtener a partir de una amplia seleccién de polimeros hidrosolu-
bles reticulables, por ejemplo polialcoholes, glicoles, derivados de acrilato de 6xidos de polietileno, vinilpirolidona y
otros. Son particularmente interesantes los acrilatos de silicona organo-modificada, que son especies reticulables de
polisiloxanos organo-modificados. Una tinta hidrofébica tipica contendrd mondmeros, oligémeros y prepolimeros con
funciones hidrofébicas, tales como acrilatos de isooctilo, acrilatos de dodecilo, derivados de estireno o sistemas de
cadenas carbonadas parcialmente fluoradas.

Al terminar las capas base y de recubrimiento con todos los recubrimientos conductores, hidrofilicos e hidrofébicos
requeridos, las formulaciones cataliticas y las formulaciones de calibracién del elemento de prueba de analitos se
dosifican en las dreas de deteccidén predeterminadas (6a y 6’a). En la realizacién del elemento de prueba de acuerdo
con la Figura 3, las dreas de deteccion 6a;, 6a, y 6a; de la primera superficie se recubren con las formulaciones
cataliticas que contienen una enzima y un mediador, mientras un drea de deteccidn (6¢) se mantiene sin recubrimiento.
Las 4reas de deteccion correspondientes 6’a;, 6’a, y 6’az, se recubren con las formulaciones de calibracién. Dos de
las areas de deteccion (por ejemplo 6’a, y 6’a;) se recubren con formulaciones de calibracion que contienen distintas
concentraciones del compuesto de calibracion, mientras la formulacién recubierta en la tercera area de deteccion (por
ejemplo 6’a;) no contiene ninglin compuesto de calibracion. Una vez mads, el area de deteccidon (6¢) se mantiene sin
recubrimiento para la evaluacién de fondo.

La Figura 4 es una seccidén de un drea de deteccién del sistema de distribucién de muestras que muestra un electrodo
de trabajo 8 y una capa hidrofilica 6a de la primera parte del sistema de distribucién de muestras aplicado en la capa
base 2 y recubierto con la capa con una enzima y mediador 18, y un electrodo de referencia correspondiente 8’, asi
como una capa hidrofilica 6’a que forma la segunda parte del sistema de distribucién de muestras aplicado en la capa
de recubrimiento 4 y recubierto con una formulacién de calibracién 19. El fluido de muestra 20 humedece las dreas
de alta energfa superficial formadas por las capas hidrofilicas 6a 'y 6’a y estd limitado en el sistema de distribucion de
muestras por las capas aislantes hidrofébicas 14 y 14°.

La precisién de la deposicion de las formulaciones cataliticas y de calibracién es muy critica y define el rendimiento
del sistema de prueba de analitos. Preferentemente, ambas formulaciones se aplican con la ayuda de sistemas de chorro
de tinta de alta precision o con cabezas de impresion piezoeléctricas. La tinta en su mayor parte estd compuesta de
agua y del compuesto catalitico o de calibracién y se secara a temperaturas ligeramente elevadas. El aspecto principal
de estas formulaciones de tinta es la rdpida reconstitucion de los componentes quimicos después de la aplicacion de la
muestra, sin comprometer las dreas hidrofébicas del sistema de prueba de analitos.

Las formulaciones cataliticas adecuadas para la presente invencién se basan en una base no reactiva, en compo-
nentes de transferencia de electrones (mediadores) y en una enzima o combinaciones de enzimas como promotores.
La base no reactiva provee un vehiculo que debe ser adecuado para la impresion de chorro de tinta, estabilizacién
enzimdtica y fijacion en las superficies de las dreas de deteccidon. A continuacién se da un ejemplo de composicién
para 100 ml de formulacién.
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Base no reactiva

Agua destilada 65 mi Disolvente

Acido citrico 244 Sistema tampoén

Citrato de sodio 3 2H,0 329 Sistema tampén
Polietilenglicol 10g Inhibidor de costras

BSA 30g Estabilizacion enzimatica
Gafquat 440 (ISP) 1,0 ml Agente peliculigeno
Advantage S (ISP) 1049 Agente peliculigeno

PVA (bajo peso molecular) 1,59 Estabilizacion enzimatica

Ajustar pH a 6,5 y rellenar hasta 100 ml

Formulacion catalitica
(todos los componentes se agregan a una base no reactiva de 100 ml)
GOD (Aspegillus niger) 2,0 g (250 U/mlI)
Hexacianoferrato (lll) de potasio 229

La formulacion catalitica depende del analito que se vaya a detectar. En caso de determinacion de glucosa, la
formulacién se puede componer de glucosa oxidasa (GOD) y hexacianoferrato (III) de potasio como ejemplo de
mediador. El mediador seleccionado se puede cambiar para otras aplicaciones o si el ensayo se adapta a distintas
enzimas y analitos. Ejemplos de sistemas mediadores frecuentemente empleados son: hexacianoferrato (III) de potasio,
tetraciano-p-quinona-dimetano (TCNQ), metilviologen (MV2+), tetratiafulvaleno (TTF), N-metilfenzinio (NMP+),
1,1’-dimetilferroceno, rutenio (IIT) hexamina, bipiridina de osmio, ferroceno y sus derivados.

Diferentes enzimas y mediadores pudieran requerir también el ajuste del pH de una base no reactiva. Alternati-
vamente, el hexacianoferrato (III) de potasio se puede utilizar con glucosa deshidrogenasa pirrol-quinolina-quinona
(GDH-PQQ) en lugar de GOD. Sensores con la enzima GDH (glucosa deshidrogenasa) muestran un rendimiento si-
milar, como sensores, con la enzima GOD, con menor sensibilidad para el oxigeno pero con una reactividad cruzada
mads alta a la galactosa y la maltosa.

Las tintas adecuadas para la formulacion de calibracién pueden estar compuestas de la base no reactiva con la
concentracion requerida del compuesto de calibracion. Preferentemente, el compuesto de calibracién contenido en la
formulacidon de calibracion 19 recubierto en las dreas de deteccion predeterminadas 6a de la segunda superficie 4a es
idéntico o sustancialmente equivalente al analito y es capaz de inducir la misma reaccién quimica en la formulacién
catalitica que el analito en la muestra de fluido fisioldgico. En caso que el analito de interés en la muestra fisiologica
sea glucosa, el compuesto de calibraciéon también es preferentemente glucosa.

Cuando concluyen todos los pasos de impresion y recubrimiento, el articulo se puede ensamblar de dos maneras. La
primera alinea tres capas separadas: la capa central va sobre la capa base y la aplicacién de la capa de recubrimiento
termina el proceso de laminacién. El registro preciso xy de las capas base y de recubrimiento se vuelve una tarea
critica para la funcion del elemento de prueba de analitos y, si no se logra este registro, el sistema de distribucion de
muestras no funcionard adecuadamente. Las tolerancias de registro deben situarse entre + 5% de la anchura de las
trayectorias hidrofilicas para lograr un buen rendimiento. La aplicacién de la capa central, cinta adhesiva de dos lados
con un espesor preferente de 50 a 80 micras, es menos exigente debido a su discontinuidad relativamente grande en el
material en comparacién con el tamafio de las trayectorias hidrofilicas.

Alternativamente, se podria utilizar un proceso de impresion especial para aplicar de 50 a 80 micras de pasta de
tinta para realizar la capa central. Son especialmente preferentes las tintas de endurecimiento por haz de electrones
para esta construccion de capa central alternativa, debido al minimo encogimiento de las tintas durante el proceso de
endurecimiento. Comparado con la variacién de espesor de la cinta adhesiva de alta calidad, este proceso de impresién
alternativo puede resultar en una variabilidad mas elevada del espesor de la capa central.

El registro es especialmente exigente en las lineas de produccién continua, donde el sustrato avanza de varios
metros hasta decenas de metros por minuto. La expansion del sustrato y la tensién de la banda dificultan més el
registro en la direccién-x (direccién de la banda) que en la direccidon-y perpendicular al movimiento de la banda.
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La Figura 5 ilustra una solucién para este problema; aqui se imprimen la capa base y de recubrimiento en un solo
sustrato. Por tanto, la posicion de las dreas de deteccidon predeterminadas y de las trayectorias de flujo del sistema de
distribucién de muestras se fija en relacion una con otra y se mantiene sin cambios por la expansién del material y la
tension de la banda.

En un primer paso de produccién del proceso de produccion de la banda continua de acuerdo con la Figura Sa,
los patrones de los electrodos de trabajo y de referencia 8, 8’ del medio de deteccién electroquimica y los patrones
hidrofilicos 6, 6° del sistema de distribucién de muestras se imprimen en un sustrato de banda 44 que forma las capas
base y de recubrimiento. Como se ilustra en la Figura 5a, los patrones impresos de los sistemas de distribucién de
muestras 6, 6’ se disponen en los sustratos de banda 44 opuestos entre si y entrecruzados en las dreas que forman mas
tarde las dreas de aplicacion de la muestra. Por tanto, las posiciones de los electrodos de trabajo y de referencia 8, 8’
asi como las dreas de deteccién predeterminadas 6a, 6’a se fijan en relacién una con otra y se mantienen sin cambios
por la expansion del material y la tensién de la banda.

En una realizacién alternativa, solamente una de entre la primera y la segunda superficies se proporciona con un
patrén hidrofilico/hidrofébico (6, 14) para crear el sistema de distribucién de muestras. En una realizacién preferente,
la primera o la segunda superficie se proporciona con el patrén hidrofilico/hidrofébico (6, 14), mientras que la super-
ficie correspondiente provee un patrén homogéneo de pixeles hidrofilicos rodeados por un drea hidrofébica, creando
asf una superficie con un cardcter semi-hidrofilico y semi-hidrofébico (caricter anfifilico) y eliminando la necesidad
de alinear el patrén hidrofilico e hidrofébico (6, 14) de la primera superficie con un patrén hidrofilico e hidrofébi-
co equivalente (6°, 14’) de la segunda superficie. Las propiedades de dicha superficie anfifilica se pueden disefiar
facilmente por medio del patrén geométrico de los pixeles hidrofilicos y la relacidn global entre el drea hidrofilica
e hidrofébica. En la invencién descrita, el caracter anfifilico, respectivamente la relacién entre pixeles hidrofilicos y
areas hidrofdbicas, se disefia de modo tal que el fluido de muestra avance del pixel hidrofilico al pixel hidrofilico
solamente si la superficie opuesta proporciona un caracter hidrofilico. Si la superficie opuesta proporciona el caricter
hidrofébico, el movimiento del fluido dentro del espacio capilar del elemento de prueba de analitos se detendra. Este
mecanismo permite que el método anteriormente descrito forme un elemento de prueba de analitos funcional sin el
requisito tan estricto de registro preciso del patrén correspondiente del sistema de distribucion de muestras previsto
en la primera y la segunda superficies. Sin embargo, de forma especial, ambas superficies primera y segunda estdn
provistas de patrones equivalentes de alta y baja energia superficial para asegurar una distribucién rapida y precisa del
fluido de muestra dentro de las trayectorias hidrofilicas del sistema de distribucién de muestras.

Las lineas discontinuas 46 indican las futuras lineas de corte para separar las tiras de prueba de analitos, mientras
que las lineas discontinuas 45 indican la futura linea de doblado del sustrato de banda.

Después de imprimir los patrones de los electrodos de trabajo y de referencia, los patrones hidrofilicos del sistema
de distribucién de muestras y la capa aislante hidrofébica, las dreas de deteccién 6a, 6’a del sistema de distribucién
de muestras se recubren con las formulaciones cataliticas y de calibracién. Por ejemplo, las dreas de deteccion “a” de
la fila inferior del sustrato de banda 44, que representardn la primera superficie del elemento de prueba de analitos,
se recubren con la formulacién catalitica que contiene la enzima y un mediador, mientras que las dreas de deteccién
6’a de la fila superior del sustrato de banda 44 representaran la segunda superficie del elemento de prueba de analitos
y se recubren con las formulaciones de calibracién que contienen diferentes niveles del compuesto de calibracién.
Una de las formulaciones de calibracién (por ejemplo, posicionada en 6’a;) no contiene el compuesto de calibracién
y proporciona la lectura del fluido fisiolégico en el paso de deteccion.

La tarea para registrar la capa central que proporciona el espacio entre las capas de base y de recubrimiento
se vuelve menos critica debido a una larga discontinuidad 5 proporcionada en la capa central, lo cual da suficiente
tolerancia en el proceso de produccién para un esquema de fabricacién en continuo tal como se muestra en la Figura
5b. En caso de que la capa central 47 esté impresa, se podria aplicar como tltimo paso durante la impresion flexografica
del elemento de prueba de analitos. Se dispone de varios métodos de unién para unir las capas base y de recubrimiento
fabricadas con una capa central impresa 47. Los mas adecuados son el sellado térmico, unién por laser, o soldadura
por ultrasonido. Alternativamente, una capa adicional 47, que se puede componer de una cinta adhesiva de dos lados,
se lamina sobre una de las superficies, por ejemplo la superficie 2a de la capa base 2.

La capa central 47, que define la distancia entre la primera y la segunda superficies de las capas base y de recubri-
miento, estd provista de perforaciones 5, 12, 13 que exponen el sistema de distribucién de muestra 6 y los contactos
de los electrodos 11, 11, y crea una cavidad para los sistemas de distribucién de muestras en el elemento de prueba
de analitos después del paso final de ensamblaje.

El ensamblaje final del elemento de prueba de analitos se muestra en la Figuras 5c y 5d. El elemento de prueba de
analitos se ensambla doblando la mitad superior del sustrato de banda 44 a lo largo de la linea de pliegue 45 en la parte
inferior del sustrato de banda, por ejemplo con ayuda de una plancha de plegado tal como se ilustra en la Figura 5c,
creando una banda de tipo intercalado como se muestra en la Figura 5d. Posteriormente, un rodillo de prensa puede
asegurar una conexion estrecha entre la capa central y las capas de base y de recubrimiento.

Finalmente, la banda laminada se corta o perfora segtin la forma de producto deseada, mientras que la linea 46
proyecta un ejemplo de forma de la tira final de prueba de analitos sobre la banda antes del proceso de separacién. Con
el método de preparacioén ilustrado en la Figura 5, la parte superior del sustrato se puede doblar en la parte inferior sin
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el riesgo de perder el registro en la direccién-x de la banda y proporciona un método mds facil para obtener el registro
correcto de la primera y la segunda superficies que forman el sistema de distribucién de muestras en comparacién con
el proceso de una sola ldmina.

Los requisitos de volumen para el sistema de distribucién de muestras contenido en el elemento de prueba de
analitos de la realizaciéon preferente son aproximadamente de 0,5 ul - 1,0 yl y requieren aproximadamente
100 nl - 150 nl por drea de deteccion. Sin embargo serd obvio para los expertos en la técnica que el volumen del
sistema de distribucién de muestras variara con los diferentes disefios y con el nimero de areas de deteccion predeter-
minadas empleadas, asi como con el espesor de la capa central 3.

La Figura 6 muestra varios patrones de los distintos sistemas de distribucién de muestras. La celda Al en la Figura
6 ilustra los casos para un sistema de distribucién de muestra sencillo adecuado para realizar una calibracién lineal.
La columna A de la Figura 6 muestra el disefio principal de los sistemas de distribucién de muestras sin correccién
de fondo, mientras la columna B proporciona disefios para los sistemas de distribucién de muestras con correcciones
de fondo. La columna C indica el orden mds alto de la ecuacién de calibracion polinomial que se puede lograr con
los disefios adyacentes y la columna n indica el nimero minimo de areas de deteccién predeterminadas en cada
superficie, respectivamente el nimero de mediciones requeridas. Los literales en cada disefio indican la posicién de la
correccion de fondo (c), muestra (1) y todas las dreas de calibracién asociadas (2, 3, 4, 5, 6) con cantidades crecientes
del compuesto de calibracion. La calibracién mds sencilla estd representada por una ecuacion lineal donde la relacién
entre la medida y la concentracion de analitos es estrictamente proporcional. En general, la calibracién del elemento
de prueba de analitos se lleva a cabo utilizando el método de adicidn estdndar, mediante la adicién de una cantidad
conocida del compuesto de calibracién al fluido de muestra proporcionado en las diferentes dreas de calibracion y el
célculo posterior de una ecuacién de calibracion lineal o no lineal monétona.

La Figura 7 da una explicacién mas detallada sobre el caso 1. El modelo de calibracién u orden (columna C)
necesita ser el apropiado para el analito seleccionado y para la quimica de deteccién empleada, como consecuencia,
no es posible aplicar un modelo de calibracién lineal a una reaccién quimica que obedece a un modelo de cuarto orden
y viceversa. Sin embargo, sigue siendo posible utilizar el elemento de prueba de analitos disefiado para cinco adiciones
estandar para una calibracién lineal, una cantidad mas elevada de estandares permitird una medicidn atin mds precisa
y una validacién estadistica con mayor significacion en términos de coeficiente de correlacion, de desviacién estdndar
y de error estandar de la prueba en comparacién con una calibracién lineal basada en dos estandares.

Ademads, también es posible la repeticién de medidas de muestra y estdndar, por tanto, es posible realizar dos
calibraciones lineales independientes para una muestra particular de fluido fisioldgico con las realizaciones que se
muestran en la fila IV. De igual forma, es posible utilizar el mismo elemento de prueba de analitos para la determinacién
de dos analitos.

Alternativamente, se puede realizar un sistema multi-analito dentro del mismo conjunto de dreas de deteccién
predeterminadas si las quimicas de deteccion seleccionadas no generan problemas de interferencia y si los eductos y
productos de reaccién de una reaccién no participan en la otra reaccién. Ademads, es necesario que los productos de
reaccion redox-activos se puedan determinar independientemente en dos potenciales de electrodo diferentes. Dentro de
este esquema de deteccidn, el producto que reacciona a un potencial bajo se determinard en primer lugar, antes de que
el dispositivo de medicién se cambie a un potencial mayor para controlar el segundo producto. Por tanto, el andlisis se
debe llevar a cabo de manera secuencial, lo que requerird mas tiempo comparado con el caso descrito anteriormente.

Cuando el elemento de prueba de analitos se disefla para realizar n determinaciones, siendo n un nimero entero
mayor que 2, todas las n dreas de deteccién 6a en la primera superficie 2a son recubiertas con la formulacién catalitica
(capa con mediador-enzima 18), favoreciendo la deteccién del analito en el fluido de muestra fisiolégica, mientras
n dreas de deteccion predeterminadas 6’a en la segunda superficie 4a del compuesto de calibracién o analito y m
formulaciones preformadas, siendo m un nimero entero de al menos 1 y n > m. En otras palabras, al menos una de las
n areas de deteccion del sistema de distribucion de muestras no contiene el compuesto de calibracion.

Después de aplicar el fluido fisiolégico al area de aplicacién de la muestra y distribuirlo en las areas de detec-
cién predeterminadas por medio de una accién capilar, se disuelven las formulaciones cataliticas en las n dreas de
deteccion predeterminadas 6a de la primera superficie 2a, asi como las n formulaciones de calibracién en las n dreas
de deteccion predeterminadas 6’a de la segunda superficie 4a, formando una mezcla de analito, compuesto de cali-
bracién (que puede ser idéntico al analito), enzima y mediador. Dentro de estas n mezclas, la concentracién de las
especies electroquimicamente detectables va cambiando proporcionalmente a los distintos niveles del compuesto de
calibracién mads el nivel desconocido del analito, permitiendo asf la determinacién de n resultados por un medio de
deteccidn electroquimico, asi como el cdlculo de la concentracidn de analitos. Preferentemente, la formulacion cata-
litica y las formulaciones de calibracién aplicadas a las dreas de deteccién predeterminadas son facilmente solubles
en un fluido fisioldgico o en otras soluciones acuosas. Ambas formulaciones proporcionadas en las dreas de deteccién
opuestas entre si se posicionan muy préximas para facilitar una mezcla difusiva rapida de los componentes, permitien-
do una rdpida reaccion de todos los compuestos quimicos contenidos en las dreas de deteccién y acelerando la rdpida
determinacion electroquimica de la concentracion de analitos.

Debido a que existen mas de dos dreas de deteccion dispuestas dentro del sistema de distribucién de muestras,
gracias a lo cual al menos dos de las dreas de deteccion contienen niveles conocidos pero diferentes del compuesto de
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calibracidn, es posible que el medio de procesamiento calcule la concentracién desconocida del analito a partir de las
n mediciones realizadas con el fluido fisioldgico en el elemento de prueba del analito.

La Figura 7 muestra un ejemplo de cdlculo de una concentracion de analito en una muestra por el método de
adicién estdndar lineal, técnica de calibracién conocida que se utiliza en varios campos de la quimica analitica y ahora
integrado y utilizado en una tira de prueba de reactivo en seco para la deteccidn electroquimica por primera vez. En
este ejemplo, el sistema de distribucion de muestras incluye tres dreas de deteccidon de analitos, dos estdn recubiertas
con diferentes niveles predeterminados de un compuesto de calibracion. Después de aplicar el fluido fisiolégico al
sistema de distribucién de muestras, la reaccién catalitica se lleva a cabo en las dreas de deteccidon de analitos y
el medio de deteccién electroquimico mide una primera sefial electroquimica 21a, tal como la corriente eléctrica
generada por la muestra localizada en el area de deteccidn, con el primer nivel de compuesto de calibracion. La lectura
de esta drea de deteccidn representa una sefial proporcional a la concentraciéon combinada del primer compuesto de
calibracién y la concentracion del analito. En paralelo, se produce una segunda sefial electroquimica 21b mediante
la muestra localizada en el drea de deteccién con el segundo nivel del compuesto de calibracién que representa una
sefial proporcional a la concentraciéon combinada del segundo compuesto de calibracidn y la concentracién del analito.
Ademads, se mide una tercera sefial electroquimica 21c en el drea de deteccién que contiene solamente la muestra con
una concentracion de analito desconocida.

Debido a que existe una correlacion lineal entre la sefial electroquimica y la concentracion del analito, el medio de
procesamiento del sistema de prueba del analito puede calcular, mediante andlisis de regresion lineal de las mediciones,
los coeficientes para la ecuacién de calibracion y = ¢, + ¢,x en el ejemplo anterior. La concentracién del analito en
la muestra de fluido fisiolégico se determina por el punto cero (y = 0) 22 de la ecuacién de calibracién previamente
calculada.

Una representacion general de las ecuaciones de calibracién aplicables se da en forma de:

n-t
_ (-1)
y 21: {emnx" "}

donde y = f (resulta de la medicion electroquimica); x = f (concentracién de los compuestos de calibracién); n
nimero de mediciones excluyendo repeticiones o mediciones de fondo.

Este formato de ecuacién polinomial proporciona, junto con los n valores presentados en la Figura 6, la entidad de
la mayoria de los modelos de calibracion ttiles para los diversos disefos de los sistemas de distribucién de muestras
en la figura anteriormente mencionada. Los valores para “y” y “x” pueden representar los datos calculados por una
funcién para permitir el pre-procesamiento de los datos sin procesar generados por el medio de deteccion. Por tanto,
es posible utilizar una funcién logaritmica para la linearizacién de los datos sin procesar.

Debe resultar obvio a partir de esta exposicion que la invencidn no se limita a los disefios de sistemas de distribucion
de muestras de la Figura 6; y un experto en la técnica tendra la capacidad de disefiar sistemas con n superior a 6 junto
con la informacién suministrada.

En Frank y col. (Anal. Chem., vol. 50, No. 9, agosto 1978) y Saxberg y col. (Anal. Chem. Vol. 51, No. 7, junio
1979) se da una introduccién detallada en una metodologia de adicién estdndar lineal y no lineal.

Una realizacién preferente del elemento de prueba de analitos de la presente invencién de acuerdo con la Figura 3,
estd disefiada para comprender un drea de deteccion que incluye los compuestos cataliticos pero ningiin compuesto de
calibracién (6a, y 6’a;, resp.), un area de deteccién que incluye los compuestos cataliticos y una primera concentracién
del compuesto de calibracién (6a, y 6’a,, resp.), un drea de deteccién que incluye los compuestos cataliticos y una
segunda concentracién del compuesto de calibracion (6a; y 6’a;, resp.) y un drea de deteccion para la absorcién de
fondo (6¢ y 6’c, resp.). Por medio de esta ultima drea de deteccién, que no incluye ni compuesto de calibracién ni
compuestos cataliticos, es posible determinar la absorcién de fondo de la muestra y considerarla durante el proceso de
calibracidn.

La Figura 8 ilustra un método de validacion preprogramada para los resultados calculados y los datos de calibracién
por medio del cual se verifica la validez de los resultados medidos definiendo una “ventana de validacién” 23b para
medidas validas y correctas. Por este medio, el sistema de prueba de analitos puede limitar todos los datos a un
rango de concentracion validado y util, por ejemplo de 30 a 600 mg/dl de glucosa, y un rango vélido para la sefial
electroquimica, tipicamente entre 0 y 5 A, dependiendo del material del electrodo, del mediador, del potencial y del
drea del electrodo. De igual forma, el medio de procesamiento puede limitar la pendiente y la intercepcién de los
coeficientes generales ¢, a c,_5), a un rango valido que sea particularmente til para las ecuaciones polinomiales no
lineales. Una poblacién de medidas vélidas con una linea correspondiente de calibracion 23a localizada dentro de los
limites de la ventana de validacién 23b se ilustra en la Figura 8; véase los literales 24a a 24c.
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Todavia mas poderosa es la validacion de resultados por medio de evaluacion estadistica y andlisis de regresion
lineal. Se puede estimar la calidad de la calibracién por medio de un coeficiente de correlacion r, y un intervalo de
confianza; por tanto, el sistema de prueba de analitos puede rechazar la visualizacién de un resultado de medida si el
coeficiente de correlacion cae por debajo de un umbral preprogramado. Alternativamente, el medio de procesamiento
puede calcular una tolerancia o rango de concentracién del resultado basado en el intervalo de confianza calculado.
Estos métodos permiten un alto control sobre la calidad de los resultados suministrados al paciente, que se utilizan y
se conocen hoy en dia solamente a partir de métodos y equipos de laboratorio costosos y sofisticados. Es todavia mas
importante para el paciente/usuario, especialmente en escenarios hospitalarios, el derecho a seguridad en la calidad en
el momento de la medicién.

La Figura 9 muestra la insercién de la tira de prueba de analitos dentro de un sistema de prueba de analitos. En una
realizacion preferente, la tira de prueba de analitos estd disefiada para tener una extension lateral y céncava localizada
en el lado mayor de la tira de prueba, donde se encuentra el drea de aplicacién de muestras 9. Esta caracteristica permite
la fécil aplicacién de muestras de sangre capilar sustraidas del brazo o el dedo del paciente, tal como se muestra en la
Figura 10.

En otra realizacién de la presente invencidn, como se muestra en la Figura 11, una pluralidad de elementos de
prueba de analitos se disponen simétricamente alrededor de un punto central para formar un disco de prueba de
analitos 29 con dreas de aplicacién de muestras orientadas hacia fuera 9. El ejemplo de disco de prueba de analitos
29 de acuerdo con la Figura 11a incluye nueve elementos de prueba de analitos 1 de la presente invencion. Como se
muestra en la vista despiezada de la Figura 11b, el disco de prueba de analitos 29 esta recubierto de una envoltura o
manguito de disco compuesto por una capa superior 30 y una capa inferior 31. El lado interior de las capas superior
e inferior 30, 31 del manguito puede estar provisto también de una capa absorbente de la humedad 32 para captar el
exceso de sangre después de haber utilizado y transportado el elemento de prueba de analitos dentro del sistema de
cartucho. La capa superior 30 y la capa inferior 31 de la envoltura de disco tienen perforaciones que se disponen de
manera congruente entre si, formando una ventana optica 25 para exponer el elemento de prueba de analitos activo y
para ayudar al usuario a insertar el disco en el medidor segtin una orientacion correcta. Adyacente a la ventana ptica
25, en las dreas periféricas exteriores de la capa superior de la envoltura de disco 30 y de la capa inferior de la envoltura
de disco 31, se encuentran dos huecos 26 para exponer el drea de aplicaciéon de muestras 9 de los elementos de prueba
de analitos del disco. Los contactos 28a con el sistema de electrodos de trabajo del elemento de prueba de analitos y
los contactos 28’a (no mostrados) con el sistema de electrodos de referencia, que se proporcionan en el sitio opuesto
de los contactos 28a, estdn alineados con el borde interior del disco 29 para exponerlos al medidor. Preferentemente,
el disco de prueba 29 estd provisto adicionalmente de una muesca de registro 33, que también se puede localizar en
el borde interior del disco 29. Durante un procedimiento de medida, solamente el elemento de prueba de analitos que
se utiliza actualmente para la determinacion de analitos estd expuesto por medio del hueco 26, como se muestra en la
Figura 11c. El disco de prueba de analitos 29 tiene la capacidad de girar alrededor de su punto central para llevar un
nuevo elemento de prueba de analitos a su posicion segtin se requiera.

Por medio de un disco de prueba de analitos es posible disponer de una pluralidad de elementos de prueba de
analitos en un drea relativamente pequefia. El mismo nimero de elementos de prueba de analitos incluidos en las tiras
de prueba de analitos requeriria un drea mucho mds grande y, por tanto, mucho mas material, como se ilustra mediante
la comparacién de tamaiios del disco de prueba de analitos y las tiras de prueba de analitos ilustradas en la Figura 12.
Aunque el 4rea unitaria 34 del disco de prueba de analitos 29 incluya nueve elementos de prueba de analitos 1, el drea
idéntica 35 alojaria solamente tres elementos de prueba de analitos incorporados en tres tiras de prueba de analitos 1.
Sin embargo, no es aconsejable una reduccién en los tamafios de la tira de prueba debido a la complicacién del manejo
de tiras mds pequefias, que es mds dificil y mds incémodo para el paciente.

Las Figuras 13a y 13b muestran el disco de prueba de analitos incluido en un medidor, donde el drea de aplicacion
de muestras 9 sobresale una vez mas del alojamiento del medidor 36.

Es posible adaptar, no s6lo para las tiras de prueba de analitos sino también para el disco de prueba de analitos,
el dispositivo de medicion (sistema de prueba de analitos) al modo de manejo hacia la izquierda y hacia la derecha,
como se ilustra en la Figura 14. Cuando se desea un modo de manejo hacia la izquierda de acuerdo con la Figura
14a, la tira de prueba de analitos 7 se inserta dentro del medidor desde el lado inferior, 4rea de aplicacion de muestras
9 para recibir el fluido fisiolégico que sobresale del alojamiento del medidor. Al finalizar la medicién, se presenta
la concentracion de analitos en la pantalla del sistema de prueba de analitos 37. De igual forma, se puede realizar
un modo de manejo hacia la derecha de acuerdo con la Figura 14b adaptando la pantalla 37 del sistema de prueba
de analitos a un modo de operacidén contrario girando 180° el contenido visualizado en la pantalla, lo que permite la
insercion de la tira de prueba de analitos 7 dentro del medidor desde el lado superior.

La Figura 15 ilustra otra posibilidad de disponer los elementos de prueba de analitos de manera que se pueda
ahorrar espacio. En esta realizacion, los elementos de prueba de analitos se disponen acolados para formar una banda
de prueba de analitos 43 con una extension lateral para formar las dreas de aplicacion de muestras 9. En la banda, el
drea entre dos elementos de prueba de analitos estd provista de una perforacion o linea de plegado 42 para separar
un elemento individual de prueba de analitos 40 de la banda de prueba de analitos 43. Por medio de un pliegue en
zigzag a lo largo de la perforacién o lineas de plegado 42 es posible construir una pila de bandas del dispositivo de
prueba de analitos 41 que se puede alojar ficilmente en un pequefio envase para permitir una mejor dispensacion de
los elementos individuales de prueba de analitos de la banda de prueba de analitos 43.
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El elemento de prueba de analitos de la presente invencién, producido en forma de disco o tira, se puede preparar
facilmente por medio de procesos conocidos por los expertos en técnicas de impresion, perforacién por troquelado,
y laminacién. El disefio del elemento de prueba de analitos permite un proceso de produccién sencillo y eficiente en
cuanto a coste, procedimiento que preferentemente es, pero no necesariamente, de naturaleza continua.

Debido al procedimiento de calibracién integrado y al método de validacion, el sistema de prueba de analitos de
la presente invencidn proporciona resultados fiables mediante la compensacion de las interferencias endégenas, tales
como distintos tipos de sangre y niveles de hematocrito, asi como interferencias hexdgenas, tales como suplementos
nutricionales como vitamina C o productos farmacéuticos, que de otro modo influirfan y modificarfan los resultados
de la medida. Como la calibracién del sistema de prueba de analitos se lleva a cabo en paralelo con las mediciones,
diferentes pardmetros ambientales, tales como la temperatura en el momento de la medida, no tienen consecuencias
en la precisién de los resultados determinados. Ademas, las variaciones de produccidn, por ejemplo, variaciones en
el espesor de la capa central, se compensan por el procedimiento de calibracion integrada, asi como la degradacién
de los compuestos quimicos o bioquimicos tales como enzimas o mediadores. La pérdida de actividad enzimadtica es
detectable debido a la calibracién interna y se puede compensar hasta cierto punto, lo que conduce a una vida util
prolongada del producto. Representa especialmente una ventaja en los sistemas de diagnéstico que requieren mas
biocatalizadores sensibles que la glucosa oxidasa.

La presente invencidn proporciona un sistema de prueba de analitos que incorpora un medio de calibracién y de
control de calidad con medios de deteccion electroquimicos en un elemento de prueba de reactivo en seco que no ejerce
una presion excesiva sobre el proceso de produccidn, sino que elimina la necesidad de intervenciones del usuario en
procedimientos de calibracion y control de calidad, en combinacién con un control estricto del rendimiento de la tira
en el momento del andlisis de la muestra.
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REIVINDICACIONES

1. Elemento de prueba de analitos para determinar la concentracién de al menos un analito en un fluido de muestra
acuoso o fisioldgico que tiene una primera superficie (2a) y una segunda superficie (4a) opuestas entre si a una distancia
predeterminada, ambas superficies provistas de dos patrones sustancialmente equivalentes que forman 4reas de alta
y baja energia superficial, que estdn alineadas en su mayor parte de forma congruente, con lo cual las dreas de alta
energia superficial (6, 6’) crean un sistema de distribucién de muestras con al menos dos dreas de deteccion (6a,
6’a), caracterizado porque las dreas de deteccion (6a) de la primera superficie (2a) estdn provistas de electrodos de
trabajo (8a) y las areas de deteccion (6’a) de la segunda superficie (4a) estan provistas de electrodos de referencia (8’a)
correspondientes de los medios de deteccion electroquimicos.

2. Elemento de prueba de analitos segtin la reivindicacién 1, caracterizado porque la distancia entre la primera y
la segunda superficies es determinada por una capa central (3) que se dispone entre una capa base (2) y una capa de
recubrimiento (4) que contiene las superficies primera y segunda (2a, 4a).

3. Elemento de prueba de analitos segun la reivindicacion 2, caracterizado porque la capa central (3) tiene una
discontinuidad (5) para formar una cavidad hueca con las superficies primera y segunda (2a, 4a) de la capa base y de
recubrimiento (2, 4), siendo dicha cavidad hueca més grande que el sistema de distribucién de muestras formado por
las areas de alta energia superficial (6, 6°) en la primera y la segunda superficies (2a, 4a).

4. Flemento de prueba de analitos segtin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque dichas areas
de alta energfa superficial (6, 6°) son creadas por una composicién hidrofilica insoluble en agua aplicada sobre las
superficies primera y segunda (2a, 4a).

5. Elemento de prueba de analitos segiin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque dichas areas
de alta energia superficial (6, 6”) en la primera y la segunda superficies (2a, 4a) estan limitadas por capas de aislamiento
hidrofébicas (14, 14’) que proporcionan dreas de baja energia superficial.

6. Elemento de prueba de analitos segtin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque

n dreas de deteccién predeterminadas (6a) que recubren los electrodos de trabajo (8a) de dicha primera
superficie (2a) estan recubiertas con una formulacién catalitica que favorece la deteccion electroquimica de
un analito en un fluido fisiolégico y

n dreas de deteccion predeterminadas (6’a) que recubren los electrodos de referencia (8’a) de dicha segun-
da superficie (4a) estdn recubiertas con n formulaciones de calibraciéon compuestas de m formulaciones
preformadas y n-m formulaciones con distintos niveles de compuesto de calibracidén, siendo n un niimero
entero superior a 2, m un nimero entero igual o superior a 1,y n > m.

7. Elemento de prueba de analitos segin la reivindicacion 6, caracterizado porque se proporciona adicionalmente
un area de deteccidn (6¢) que no contiene ningiin compuesto catalitico ni tampoco el compuesto de calibracién y que
permite la medicién de sefiales de fondo.

8. Elemento de prueba de analitos segiin la reivindicacion 6, caracterizado porque dicho compuesto de calibracién
contenido en la formulacién de calibracién recubierto en n-m areas de deteccién predeterminadas (6’a) de la segunda
superficie (4a) es idéntico o sustancialmente equivalente al analito y tiene la capacidad de inducir la misma reaccién
quimica en la formulacién catalitica que el analito de la muestra de fluido fisiolégico.

9. Elemento de prueba de analitos segtn la reivindicacion 8, caracterizado porque el compuesto de calibracién es
glucosa.

10. Elemento de prueba de analitos segun la reivindicacién 6, caracterizado porque la formulacién catalitica
contiene como componentes reactivos un promotor que experimenta una reaccion catalitica o no catalitica con el
analito y/o una coenzima, y un mediador que genera una sefial electroquimica en la superficie de un electrodo.

11. Elemento de prueba de analitos segin la reivindicacién 10, caracterizado porque el promotor es una enzima
seleccionada de entre el grupo consistente en deshidrogenasas, quinasas, oxidasas, fosfatasas, reductasas y/o transfe-
rasas.

12. Elemento de prueba de analitos segun la reivindicacién 11, caracterizado porque el promotor es una enzima
especifica para la glucosa.

13. Elemento de prueba de analitos segtin la reivindicacion 10, caracterizado porque el mediador para determinar
la concentracién de analitos se selecciona de entre el grupo consistente en hexacianoferrato (III) de potasio, tetraciano-
p-quinona-dimetano (TCNQ), metilviologen (MV2+), tetratiafulvaleno (TTF), N-metilfenzinio (NMP+), rutenio (IIT)
hexamina, bipiridina de osmio, ferroceno o sus derivados.
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14. Elemento de prueba de analitos segin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque se propor-
ciona en forma de tira donde un 4rea de aplicacion de muestras (9) se localiza en el extremo de una extension lateral
y convexa (10) en un lado de dicha tira de prueba de analitos.

15. Disposicién de una prueba de analitos que incluye una pluralidad de elementos de prueba de analitos segun
una de las reivindicaciones anteriores que estan dispuestos simétricamente alrededor de un punto central para formar
un disco de prueba de analitos (29) con areas de aplicacién de muestras orientadas hacia fuera (9).

16. Disposicién de una prueba de analitos que incluye una pluralidad de elementos segtin al menos una de las
reivindicaciones anteriores que estan dispuestos de manera lineal para formar una banda de prueba de analitos (43)
con extensiones laterales que forman las dreas de aplicacién de muestras (9).

17. Método para preparar un elemento de prueba de analitos que comprende los pasos de:
aplicar un patrén de electrodos de trabajo (8) en una primera capa (2) que tiene una primera superficie (2a),

aplicar un patrén correspondiente de electrodos de referencia (8’) en una segunda capa (4) que tiene una
segunda superficie (4a),

generar areas de alta y baja energia superficial en la primera superficie (2a),

generar un patrén correspondiente de dreas de alta y baja energia superficial en la segunda superficie (4a),
formando las areas de alta energia superficial (6, 6’) un sistema hidrofilico de distribucién de muestras con
n areas de deteccion predeterminadas (6a, 6’a), donde n es un nimero entero superior a 2 y donde los elec-
trodos de trabajo y de referencia (8, 8”) se localizan por debajo de las n dreas de deteccién predeterminadas
(6, 6°) del sistema hidrofilico de distribucién de muestras,

recubrir con una formulacién catalitica las n dreas de deteccion (6a) de la primera superficie, favoreciendo
dicha formulacién catalitica la deteccién de una concentracién de analitos contenida en una muestra de
fluido fisiolégico utilizando medios de deteccion electroquimica,

recubrir con las n formulaciones de calibracién las n dreas de deteccién (6’a) de la segunda superficie,
estando compuestas dichas n formulaciones de calibracién de m formulaciones preformadas y de n-m for-
mulaciones con distintos niveles de compuesto de calibracién, donde m es un niimero entero de al menos 1
y n > m, idénticas o sustancialmente equivalentes al analito y con capacidad de inducir la misma reaccién
quimica en la formulacién catalitica que el analito en la muestra de fluido fisiolégico,

aplicar las capas de la primera y la segunda superficies a los sitios opuestos de una capa central (3) que tiene
una discontinuidad (5) que proporciona una cavidad para el sistema de distribucién de muestras formada
por las areas de alta energia superficial (6, 6°) en la primera y la segunda superficies (2a, 4a) de la primera
y la segunda capas (2, 4).

18. Método para preparar un elemento de prueba de analitos segtn la reivindicacién 17, caracterizado porque
dichas dreas de alta energia superficial (6, 6’) se crean mediante la aplicacion de una composicién hidrofilica insoluble
en agua en la primera y la segunda superficies (2a, 4a).

19. Método para preparar un elemento de prueba de analitos segtin una de las reivindicaciones 17 y 18, caracte-
rizado porque dichas dreas de baja energia superficial se crean mediante la aplicaciéon de composiciones hidrofébicas
en la primera y la segunda superficies (2a, 4a), formando capas eléctricamente aislantes (14, 14’) que rodean las dreas
de alta energia superficial (6, 6”).

20. Método para preparar un elemento de prueba de analitos seglin una de las reivindicaciones 18 y 19, caracte-
rizado porque dichas composiciones hidrofilicas y/o hidrofébicas se imprimen en la primera y la segunda superficie
por medio de flexografia, litografia, grabado, método de recubrimiento de tinta sélida o impresién por chorro de tinta.

21. Método para preparar un elemento de prueba de analitos segtin una de las reivindicaciones 17 a 20, caracteri-
zado porque dichas composiciones cataliticas y/o de calibracion recubren las dreas de deteccion (6a, 6’a) de la primera
y la segunda superficies por medio de impresion por chorro de tinta o micro-dispensacion.

22. Método para preparar un elemento de prueba de analitos seglin una de las reivindicaciones 17 a 21, caracteri-
zado porque la capa base (2) y la capa de recubrimiento (4) se forman a partir de un sustrato flexible y plegado a lo
largo de una linea de plegado centrado longitudinal (45) para encerrar la capa central (3) de manera que los patrones
hidrofilicos (6, 6°) que forman el sistema de distribucién de muestras con las dreas de deteccion predeterminadas (6’a,
6a) y los correspondientes electrodos de trabajo y de referencia (8, 8’) de dichas primera superficie (2a) y segunda
superficie (4a) estan alineados y registrados para que en su mayor parte sean congruentes.
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23. Sistema de prueba de analitos para determinar la concentracién de un analito en un fluido de muestra acuoso o
fisiolégico que comprende:

un elemento de prueba de analitos o disposicion de prueba de analitos segtin una de las reivindicaciones 1
a 16, caracterizado porque n dreas de deteccion predeterminadas (6a) de una primera superficie (2a) estan
recubiertas con una formulacién catalitica que favorece la deteccién de un analito en un fluido fisiolégico,

y

n areas de deteccion predeterminadas (6’a) de una segunda superficie (4a) estdn recubiertas con n formu-
laciones de calibracién compuestas de m formulaciones preformadas y n-m formulaciones con distintos
niveles del compuesto de calibracién, donde n es un nimero entero superior a 2, m es un nimero entero
igual o superiora 1 y n > m,

medios de deteccién electroquimica para detectar una sefial electroquimica de la muestra fisiolégica loca-
lizada en 2n dreas de deteccidn predeterminadas y obtener n resultados de 2n dreas de deteccion predeter-
minadas, y

medios de procesamiento para calcular todos los coeficientes de calibracién de una ecuacién de calibracion
polinomial de los que se dispone a partir de las # mediciones que obedecen a:

n-1
= B,

y un coeficiente de regresién para validar la calidad de los coeficientes de calibracién calculados de la
ecuacion de calibracion.

24. Método para determinar la concentracién de al menos un analito en una muestra acuosa o fisiolégica, compren-
diendo dicho método:

la conexion de un elemento de prueba de analitos a un medio de deteccidn y procesamiento,

la aplicacion de una muestra fisioldgica a un elemento de prueba de analitos que tiene una primera superficie
(2a) y una segunda superficie (4a) opuestas entre si a una distancia predeterminada, estando provistas dichas
ambas superficies de dos patrones sustancialmente equivalentes (6, 6’) que forman 4reas de alta energia
superficial que estdn alineadas en su mayor parte de forma congruente para crear un sistema de distribucién
de muestras con al menos dos dreas de deteccion (6a) cubriendo cada una de ellas un electrodo de trabajo
(8) y al menos dos dreas de deteccidn (6’a), cubriendo cada una de ellas un electrodo de referencia (8’a),

la deteccidn de las sefiales producidas en las distintas dreas de deteccion, y
la relacion de las sefiales para determinar la cantidad de analito(s) en la muestra fisioldgica.

25. Elemento de prueba de analitos para determinar la concentracién de al menos un analito en un fluido de mues-
tra fisiol6gico o acuoso que tiene una primera superficie y una segunda superficie opuestas entre si a una distancia
predeterminada, caracterizado porque una de entre las superficies primera y segunda estd provista de un patrén hi-
drofilico/hidrofébico y porque la superficie correspondiente proporciona un patrén homogéneo de pixeles hidrofilicos
rodeados por un drea hidrofébica creando asi una superficie con cardcter semihidrofilico y semihidrofébico, por medio
de lo cual las dreas hidrofilicas y semihidrofilicas crean un sistema de distribucién de muestras con al menos dos dreas
de deteccidn, estando provistas dichas dreas de deteccion de la primera superficie de electrodos de trabajo y estando
provistas las dreas de deteccion de la segunda superficie de los correspondientes electrodos de referencia (8’a) de los
medios de deteccidn electroquimica.
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