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RESUMO

“COMPOSIGOES DE REAGENTES DE BAIXO TEOR DE SAL TOTAL E SISTEMAS
PARA BIOSSENSORES”

E divulgado um sistema biossensor para determinacido da
concentracdo de um analito numa amostra que inclui um meio de
reacdo para desempenhar seletivamente uma reacdo redox de um
analito, e ummeio de medicédo para medir uma taxa da reacdo redox
do analito. Omeio de reacédo inclui um ligante, um sal de tampéo,
um mediador incluindo um sal inorgdnico metédlico nédo de
transicdo a um maximo de 20% (p/p), € um sistema enzimatico.
O meio de medicdo inclui pelo menos dois condutores. O meio de
medicdo mede um valor de sinal de saida a partir do meio de
reacdo a desempenho cinético madximo num maximo de 7 segundos
apds introduzir uma amostra no meio de reacdo, onde o valor do
sinal de saida é responsivo a concentracdo do analito na
amostra, e o meio de medicdo determina pelo menos um valor AS
responsivo a pelo menos um pardmetro de erro. O meio de medicéo
determina adicionalmente a concentracdo de analito na amostra
a partir de uma equacido de compensacido incluindo pelo menos uma
correlacdo de referéncia e o pelo menos um valor AS, onde a

equacdo de compensacdo tem um valor R? de pelo menos 0,5.



DESCRICAO

“COMPOSIGOES DE REAGENTES DE BAIXO TEOR DE SAL TOTAL E SISTEMAS
PARA BIOSSENSORES”

REFERENCIA A PEDIDOS RELACIONADOS
ANTECEDENTES

Os biosensores proporcionam uma anédlise de um fluido
biolbégico, tal como sangue inteiro, soro, plasma, urina,
saliva, fluido intersticial, ou intracelular. Tipicamente, os
biossensores tém um dispositivo de medicdo que analisa uma
amostra situada num sensor de teste. A amostra encontra-se
habitualmente em forma liquida e pode ser um fluido bioldgico
ou um derivado de um fluido bioldgico, tal como um extrato, uma
diluicdo, um filtrado, ou um precipitado reconstituido. A
andlise realizada por parte do biossensor determina a presenca
e/ou concentracdo de um ou mais analitos no fluido biolégico.
Exemplos de analitos incluem &lcool, glucose, &cido urico,
lactato, colesterol, bilirrubina, &cidos gordos livres,
triglicerideos, proteinas, cetonas, fenilalanina, ou enzimas.
A anadlise pode ser Util no diagndéstico e tratamento de
anormalidades fisioldgicas. Por exemplo, um individuo
diabético pode utilizar um biossensor para determinar o nivel
de glucose no sangue inteiro, e esta informacdo pode ser
utilizada no ajuste da dieta/e ou medicag¢do do individuo.

Os biossensores podem ser desenhados para analisar um ou
mais analitos e podem utilizar diferentes volumes de amostra.
Alguns biossensores podem analisar uma Unica gota de sangue
inteiro, tal como desde 0,25-15 microlitros (ul) de volume. Os
biossensores podem ser implementados utilizando dispositivos
de medicdo de Dbancada, portateis, e semelhantes. Os
dispositivos de medicdo portidteis podem ser manuais e permitir
a identificacdo e/ou quantificacdo de um ou mais analitos numa
amostra. Exemplos de dispositivos de medigdo portateis incluem

os medidores Ascensia Breeze® e Elite® da Bayer HealthCare em



Tarrytown, Nova Iorque, enquanto exemplos de dispositivos de
medicdo de bancada incluem o Electrochemical Workstation
disponivel da CH Instruments em Austin, Texas. Biossensores
proporcionando tempos de andlise mais curtos, enquanto
proporcionando a exatidé&o e/ou preciséo desejadas,
proporcionam um beneficio substancial ao utilizador.

Em biossensores eletroquimicos, a concentracdo de
analito é determinada a partir de um sinal elétrico gerado
através de uma reacdo de oxidacdo/reducdo ou redox do analito,
ou de uma espécie responsiva ao analito, quando um sinal de
entrada é aplicado a amostra. O sinal de entrada pode ser
aplicado como um Ginico pulso elétrico ou em pulsos, sequéncias,
ou ciclos multiplos. Uma oxidorredutase, tal como uma enzima
ou espécie semelhante, pode ser adicionada a amostra para
potenciar a transferéncia de eletrdes a partir de uma primeira
espécie até uma segunda espécie durante a reacdo redox. A enzima
ou espécie semelhante pode reagir com um Unico analito,
consequentemente proporcionando especificidade a uma porcédo do
sinal de entrada gerado.

Os biossensores eletrogquimicos incluem habitualmente um
dispositivo de medicgédo tendo contactos elétricos gque conectam
com condutores elétricos no sensor de teste. O sensor de teste
pode ser adaptado para utilizacédo fora, dentro, ou parcialmente
dentro de um organismo vivo. Quando utilizado fora de um
organismo vivo, uma amostra do fluido bioldgico é introduzida
num reservatdrio de amostra no sensor de teste. O sensor de
teste pode ser colocado no dispositivo de medicdo antes,
depois, ou durante a introducédo da amostra para andlise. Quando
dentro ou parcialmente dentro de um organismo vivo, O sensor
de teste pode ser continuamente imerso na amostra, ou a amostra
pode ser introduzida de forma intermitente no sensor de teste.
O sensor de teste pode incluir um reservatdrio que isola
parcialmente um volume da amostra, ou o sensor de teste pode
encontrar-se aberto a amostra. De forma semelhante, a amostra

pode fluir continuamente através do sensor de teste ou ser



interrompida para andlise.

Para os biossensores eletrogquimicos, os condutores podem
ser fabricados a partir de materiais condutores, tais como
metais s6élidos, pastas metédlicas, carbono condutor, pastas de
carbono condutor, polimeros condutores, e semelhantes. Os
condutores elétricos conectam-se tipicamente a elétrodos de
trabalho, contraelétrodos, de referéncia, e/ou outros
elétrodos que se estendem até um reservatdrio de amostra. Um
ou mais condutores elétricos podem também estender-se até ao
reservatdrio de amostra para proporcionar funcionalidade néo
proporcionada por parte dos elétrodos.

O sensor de teste pode ser formado dispondo ou imprimindo
elétrodos num substrato de isolamento utilizando multiplas
técnicas, tais como aguelas descritas na Patente U.S. N°
6.531.040; 5.798.031; e 5.120.420. Os elétrodos podem ser
formados dispondo uma ou mais composicdes de reagentes num ou
mais dos condutores. Mais de um dos condutores pode ser
revestido pela mesma composicdo de reagentes, tal como quando
0os elétrodos de trabalho e contraelétrodos sédo pela mesma
composicédo. Podem ser utilizadas miltiplas técnicas conhecidas
por parte dos peritos na especialidade para dispor a composicéo
de reagentes no sensor de teste. A composicédo de reagente pode
ser disposta nos condutores como um fluido de reagentes e
posteriormente seca. Quando a amostra é introduzida no sensor
de teste, a composicdo de reagentes comeca a reidratar-se.

Podem ser dispostas diferentes composicdes de reagentes
nos condutores. Consequentemente, a composicédo de reagentes do
elétrodo de trabalho pode conter a enzima, o mediador, e um
ligante enquanto a composicdo de reagentes do contraelétrodo
contém um mediador, gque pode ser o mesmo ou diferente do
mediador do elétrodo de trabalho, e um ligante. A composicéo
de reagentes pode incluir um agente ionizante para facilitar
a oxidacdo ou reducdo do analito, tal como uma oxidorredutase,
bem como quaisquer mediadores ou outras substédncias que

auxiliam na transferéncia de eletrdes entre o analito e o



elétrodo de trabalho. Adicionalmente a ligacdo dos reagentes
entre si, o ligante pode auxiliar na filtracdo de glébulos
vermelhos, prevenindo-os de revestir a superficie do condutor,
e estabilizando a oxidorredutase, por exemplo.

Quanto antes seja obtido um sinal de entrada a partir do
sensor de teste, onde a concentracdo do analito pode ser
determinada com exatid&o a partir do sinal de saida, antes a
andlise pode ser completada. Consegquentemente, biossensores
incluindo composicdes de reagentes proporcionando tempos de
andlise mais curtos, enquanto proporcionando a exatiddo e/ou
preciséo desejadas, podem  proporcionar um  beneficio
substancial ao utilizador.

O desempenho de medicdo de um sistema biossensor é
definido em termos de exatiddo e/ou precisdo. Os aumentos da
exatiddo e/ou precisdo proporcionam uma melhoria do desempenho
de medicédo do sistema. A exatiddo pode ser expressa em termos
de desvios da leitura de analitos do sistema sensor em
comparacdo com uma leitura de analitos de referéncia, com
maiores valores de desvios representando menor exatiddo. A
precisdo pode ser expressa em termos da dispersdo ou variancia
dos desvios entre vadrias leituras de analitos em relacdo a uma
média. Desvios sdo a diferenca entre um ou mais valores
determinados a partir do sistema biossensor e um oumais valores
de referéncia aceites para a concentracédo de analito no fluido
bioldgico. Consequentemente, um oumais erros na andlise medida
resultam no desvio da concentracdo de analito determinada de
um sistema biossensor. O desvio pode ser expresso em termos de
"desvio absoluto" ou "desvio percentual". O desvio absoluto
pode ser expresso nas unidades da medida, tais como mg/dl,
enquanto o desvio percentual pode ser expresso Ccomo uma
percentagem do valor do desvio absoluto sobre o valor de
referéncia. Podem ser obtidos valores de referéncia aceites com
um instrumento de referéncia, tal como o YSI 2300 STAT PLUS™
disponivel da YSI Inc., Yellow Springs, Ohio.

Os sistemas de biossensor podem proporcionar um sinal



de saida durante a andlise do fluido bioldgico que inclui um
ou varios erros. Estes erros podem ser refletidos num sinal de
saida anormal, tal como quando uma ou mais porg¢des do sinal de
saida inteiro sdo ndo <responsivas ou inadequadamente
responsivas a concentracédo de analito da amostra. Estes erros
podem partir de um ou mais contribuintes, tais como as
caracteristicas fisicas da amostra, o0s aspetos ambientais da
amostra, as condic¢des de funcionamento do sistema, substancias
interferentes, e semelhantes. As caracteristicas fisicas da
amostra incluem concentracdo do hematdcrito (gldbulos
vermelhos) e semelhantes. Aspetos ambientais da amostra
incluem temperatura e semelhantes. Condi¢des de funcionamento
do sistema incluem condicdes de preenchimento insuficiente
quando o tamanho da amostra nédo é suficientemente grande,
preenchimento lento da amostra, contacto elétrico intermitente
entre a amostra e um ou mais elétrodos no sensor de teste,
degradacdo dos reagentes que interagem com o analito, e
semelhantes. Substéncias interferentes incluem acido
ascoérbico, &acido uUrico, acetaminofeno, e semelhantes. Podem
existir outros contribuintes ou uma combinacédo de
contribuintes gque causam erros.

Varios sistemas biossensores incluem um ou mais métodos
para corrigir erros associados com uma anadlise. Os valores de
concentracdo obtidos a partir de uma andlise com um erro podem
ser inexatos. Consequentemente, a capacidade de corrigir estas
andlises inexatas pode aumentar a exatiddo dos valores de
concentracdo obtidos. Um sistema de correcdo de erros pode
compensar um ou mais erros, tais como a temperatura de uma
amostra ou teor de hematdcrito de uma amostra, que é diferente
de uma temperatura de referéncia ou valor de hematdcrito de
referéncia. Por exemplo, podem ser configurados sistemas
biossensores convencionais para relatar concentracdes de
glucose assumindo um valor de hematécrito de 40% (v/v) para uma
amostra de sangue 1inteiro, independentemente do teor de

hematdécrito real da amostra. Nestes sistemas, qualquer medicédo



da glucose realizada numa amostra de sangue contendo
hematédcrito a menos ou mais do que 40% incluird erro e
consequentemente terd desvio atribuivel ao efeito do
hematdécrito.

O documento WO 2008/036516 refere-se a tiras de sensor
eletroquimico e métodos de determinar a concentracdo de um
analito numa amostra ou melhorar o desempenho da determinacédo
de uma concentracdo. As tiras de sensor eletroquimico podem

2. As tiras, a camada

incluir um mediador a um maximo de 8 mg/mm
de reagente das tiras, ou os métodos podem proporcionar a
determinacdo de um valor de concentracdo tendo pelo menos um
de um desvio de estabilidade de menos de +t10% apds armazenamento
a 50 °C durante 4 semanas em comparacdo com uma tira de
comparacdo armazenada a 20 °C durante 4 semanas, um desvio de
hematécrito de menos de +10% para amostras de sangue inteiro
incluindo hematécrito a desde 20% até 60%, e uma razdo de
intercecdo para declive de um méximo de 20 mg/dl.

Consequentemente, existe uma necessidade em curso de
sistemas biossensores melhorados, especialmente aqueles que
possam proporcionar determinacdo cada vez mais exata e/ou
precisa da concentracdo do analito da amostra. Além disso,
existe uma necessidade de sistemas biossensores melhorados que
possam proporcionar tempos de andlise cada vez mais curtos,
enquanto proporcionando a exatiddo e/ou precisdo desejadas. Os
sistemas e sensores de teste da presente invengédo superam pelo
menos uma das desvantagens associadas com sistemas
biossensores convencionais.
SUMARIO

E divulgado um sistema biossensor para determinacdo da
concentracdo de um analito numa amostra que inclui um meio de
reacdo para desempenhar seletivamente uma reacdo redox de um
analito, eummeio de medicédo para medir uma taxa da reacdo redox
do analito. Omeio de reacdo inclui um ligante; um sal de tampé&o;
um mediador incluindo um sal inorganico metalico ndo de

transicdo a um maximo de 20% (p/p); € um sistema enzimdtico.



O meio de medicdo inclui pelo menos dois condutores. O meio de
medicdo mede um valor de sinal de saida a partir do meio de
reacdo a desempenho cinético madximo num maximo de 7 segundos
apds introduzir uma amostra no meio de reacdo, onde o valor do
sinal de saida ¢ responsivo a concentracdo do analito na
amostra, e o meio de medicdo determina pelo menos um valor AS
responsivo a pelo menos um pardmetro de erro. O meio de medicéo
determina adicionalmente a concentracdo de analito na amostra
a partir de uma equacido de compensacdo incluindo pelo menos uma
correlacdo de referéncia e o pelo menos um valor AS, onde a
equacdo de compensacdo tem um valor R? de pelo menos 0,5.

E divulgado um sensor de teste para determinar a
concentracdo de um analito numa amostra que inclui pelo menos
dois condutores, onde um dos condutores é um elétrodo de
trabalho, e uma composicdo de reagentes disposta em ou perto
do elétrodo de trabalho. A composicdo de reagentes tem uma area
de superficie de composicdo de reagentes média e inclui um
ligante; um sal de tampdo a uma concentracdo de um maximo de
9,54 nmol por mm’ da &rea de superficie da composicdo de
reagentes; um mediador a uma concentracdo de um maximo de 4,76
nmol por mm’ da 4rea de superficie da composicdo de reagentes;
onde o mediador inclui um sal inorgédnico metdlico nédo de
transicdo a um maximo de 20% (p/p); um sistema enzimédtico; e
um tensioativo nédo idnico.

E divulgado um sensor de teste para determinar a
concentracdo de um analito numa amostra que inclui pelo menos
dois condutores, onde um dos condutores é um elétrodo de
trabalho; um reservatdério tendo um volume de reservatdrio; e
uma composicdo de reagentes disposta em ou perto do elétrodo
de trabalho. A composicdo de reagentes inclui um ligante; um
sal de tampdo a uma concentracdo de um maximo de 67 nmol por
ml do volume do reservatdrio; um mediador a uma concentracao
de um méaximo de 40 nmol por ml do volume do reservatdrio; onde
o mediador inclui um sal inorgdnico metalico ndo de transicéo

a um méximo de 20% (p/p); um sistema enzimdtico; e um



tensioativo ndo idnico.

E divulgado um sensor de teste para determinar a
concentracdo de um analito numa amostra gque inclui pelo menos
dois condutores, onde um dos condutores é um elétrodo de
trabalho tendo uma &rea de elétrodo de trabalho, e uma
composicdo de reagentes disposta em ou perto do elétrodo de
trabalho. A composicédo de reagentes inclui um ligante; um sal
de tampdo a uma concentracdo de um maximo de 167 nmol por mm®
da drea do elétrodo de trabalho; um mediador a uma concentracéao
de um méximo de 80 nmol por mm’ da &rea do elétrodo de trabalho,
onde o mediador inclui um sal inorgdnico metdlico ndo de
transicdo a um maximo de 20% (p/p); um sistema enzimdtico; e
um tensioativo ndo idnico.

E divulgado um método de determinar a concentracdo de um
analito numa amostra que inclui a introducdo de uma amostra
aquosa incluindo pelo menos um analito numa composicdo de
reagentes, reidratacdo da composicdo de reagentes com a amostra
aquosa; aplicacdo de um sinal de entrada entre condutores, a
amostra proporcionando comunicacgédo elétrica entre o analito,
a composicédo de reagentes, e os condutores; e determinacdo da
concentracdo de um ou mais analitos na amostra a partir de um
ou mals valores de sinal de saida, os valores de sinal de saida
medidos a partir dos condutores num maximo de 7 segundos apdbs
a introducdo da amostra aquosa na composicdo de reagentes. A
composicdo de reagentes tem uma &4rea de superficie de
composicédo de reagentes média e pode incluir um ligante; um sal
de tampédo presente a uma concentracdo de um maximo de 9, 54 nmol
por mm’ da &rea de superficie da composicdo de reagentes; um
mediador presente a uma concentracido de um maximo de 4,76 nmol
por mm’ da 4rea de superficie da composicado de reagentes; onde
o mediador inclui um sal inorgédnico metédlico ndo de transicédo
a um méximo de 20% (p/p); um sistema enzimdtico; e um
tensiocativo nédo idnico.

E divulgado um método de determinar a concentracido de um

analito numa amostra que inclui gerar pelo menos um valor de



sinal de saida responsivo a concentracdo do analito na amostra,
determinar pelo menos um valor AS a partir de pelo menos um
pardmetro de erro, compensar o pelo menos um valor de sinal de
saida com pelo menos uma correlacdo de referéncia e pelo menos
um valor AS, e determinar a concentracdo de analito na amostra
a partir do pelo menos um valor de sinal de saida.

E divulgado um fluido de reagentes para formar composicdes
de reagentes que inclui &gua; um ligante; um sal de tampéo
presente a uma concentracdo de um maximo de 115 mM; um mediador
presente a uma concentracdo de um méximo de 90 mM, onde o
mediador inclui um sal inorgédnico metdlico n&o de transicédo a
um maximo de 20% (p/p); um sistema enzimdtico; e um tensioativo
ndo idénico. O fluido pode ter um pH desde 4,5 até 7,5.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A invencgédo pode ser mais bem entendida com referéncia aos
seguintes desenhos e descricédo. Os componentes das figuras néo
se encontram necessariamente a escala, sendo em vez disso
enfatizada a ilustracdo dos principios da invencéo.

A FIG. 1A é uma representacdo em perspetiva de um sensor de
teste montado.

A FIG. 1B é uma representacdo da vista superior do sensor de
teste da FIG. 1A, com a tampa removida.

A FIG. 2 é uma representacdo da vista inferior do sensor de
teste da FIG. 1B.

A FIG. 3 representa um método analitico eletroquimico para
determinar a presenca e/ou concentracdo de um analito numa
amostra em contacto com uma composicdo de reagentes de baixo
teor total de sal.

A FIG. 4 ilustra os sinais de saida a partir de um sensor de
teste para uma amostra de sangue inteiro tendo uma
concentracdo de glucose de 400 mg/dl e tendo um teor de
hematédcrito de 70%.

A FIG. 5A ilustra um grafico de tempos de pico para sensores
de teste tendo as composicdes de reagentes listadas no Quadro

1, em contacto com amostras de sangue contendo glucose a 50
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mg/dl e tendo diferentes niveis de hematécrito.

A FIG. 5B ilustra um grafico de tempos de pico para sensores
de teste tendo as composicdes de reagentes listadas no Quadro
1, em contacto com amostras de sangue tendo glucose a 100
mg/dl e tendo diferentes niveis de hematdcrito.

A FIG. 6A ilustra um grafico das correlacdes de ASista1 para
amostras como uma funcdo de um indice de relacdo simples,
conforme medido 5 segundos apds colocar em contacto um sensor
de teste tendo a composicdo de reagentes A com a amostra.
A FIG. 6B ilustra um grafico das correlacdes de ASiota1 para
amostras como uma funcdo de um indice de relacdo simples,
conforme medido 5 segundos apds colocar em contacto um sensor
de teste tendo a composicdo de reagentes B com a amostra.
A FIG. 6C ilustra um grafico das correlacdes de ASi,ta1 para
amostras como uma funcdo de um indice de relacdo simples,
conforme medido 5 segundos apds colocar em contacto um sensor
de teste tendo a composicdo de reagentes C com a amostra.
A FIG. 6D ilustra um grafico das correlacdes de ASista1 para
amostras como uma funcdo de um indice de relacdo simples,
conforme medido 5 segundos apds colocar em contacto um sensor
de teste tendo a composicdo de reagentes D com a amostra.
A FIG. 6E ilustra um gradfico das correlacdes de ASi,a1 para
amostras como uma funcdo de um indice de relacdo simples,
conforme medido 5 segundos apds colocar em contacto um sensor
de teste tendo a composicdo de reagentes E com a amostra.
A FIG. 7 ilustra gréaficos dos valores de R? a 21,8 °C como
uma funcdo do tempo de ensaio para sensores de teste tendo
as composicdes de reagentes listadas no Quadro 1.

A FIG. 8 ilustra um grafico dos indices R5/4 a 16 °C como uma
funcdo dos niveis de hematdcrito para as composicdes de
reagentes de baixo teor total de sal F e G.

A FIG. 9 ilustra uma representacdo esguemdtica de um
biossensor que determina a concentracdo de um analito numa
amostra de um fluido bioldégico utilizando um sinal de entrada

amperométrico controlado.
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DESCRICAO DETALHADA

E divulgada uma composicdo de reagentes para um sensor de
teste que inclui uma menor concentracdo de sal total do que
composicdes de reagentes convencionais para sensores de teste.
A concentracdo total de sal das composicdes de reagentes de
baixo teor de sal total, incluindo sal de tampdo e sal
inorgdnico metdlico ndo de transicdo, pode ser metade ou menos
da concentracdo total dos sais num sensor convencional. As
composicdes de reagentes de baixo teor de sal total podem
incluir um tensiocativo ndo idénico, e podem adicionalmente
incluir um tensioativo idnico.

O sinal de saida a partir de um sensor de teste que inclui
uma composicdo de reagentes de baixo teor de sal total pode
estar correlacionado de forma exata com a concentracdo de
analito de amostras de sangue inteiro sobre uma gama ampla de
teores de hematdcrito. Isto é uma melhoria substancial sobre
sensores de teste convencionais tendo concentracdes mais
elevadas de sal total na composicdo de reagentes, que podem
proporcionar medicdes exatas sobre uma gama mais ampla de teor
de hematdcrito.

O sinal de saida a partir de um sensor de teste que inclui
uma composicdo de reagentes de baixo teor de sal total pode
estar correlacionado de forma exata com a concentracdo de
analito de uma amostra em cerca de sete segundos. Isto é uma
melhoria substancial sobre sensores de teste convencionais
tendo concentracdes mais elevadas de sal total na composicédo
de reagentes, que podem requerer mais de sete segundos para
proporcionar um sinal de saida para correlacdo exata com a
concentracdo de analito da amostra.

As FIGs. 1A e 1B ilustram um sensor de teste 100. A FIG.
1A é uma representacdo em perspetiva do sensor de teste montado
100 incluindo uma base de sensor 110 pelo menos parcialmente
coberta por uma tampa 120, e incluindo um respiradouro 130, uma
drea de cobertura de amostra 140, e uma abertura terminal de

entrada 150. E formado um reservatério parcialmente encerrado
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160 entre a base 110 e a tampa 120. Podem também ser utilizados
outros desenhos de sensores de teste.

Uma amostra liquida para andlise pode ser transferida para
o reservatdério 160 introduzindo o liquido na abertura 150. O
liquido preenche o reservatdédrio 160 enquanto expulsando o ar
previamente contido através do respiradouro 130. 0
reservatdédrio 160 pode conter uma composicdo de retencdo (néo
mostrada) que auxilia na retencdo da amostra ligquida no
reservatdrio. Exemplos de composicdes de retencdo incluem
polimeros que gelificam na presenca de &gua, tais como
carboximetil celulose e ©polietilenoglicol; e matrizes
poliméricas porosas, tais como dextrano e poliacrilamida.

A FIG. 1B representa uma vista superior do sensor de teste
100, com a tampa 120 removida. Os condutores 170 e 180 podem
estender-se sob uma camada dielétrica 190 a partir de uma
interface de dispositivo de medicdo 155 até um elétrodo de
trabalho 175 e um contraelétrodo 185, respetivamente. Os
elétrodos de trabalho e contraelétrodo 175, 185 podem
encontrar-se substancialmente no mesmo plano, conforme
ilustrado na figura, ou em planos diferentes (ndo mostrado).
Os elétrodos de trabalho e contraelétrodo 175, 185 podem estar
separados de uma parte superior da tampa 120 por pelo menos 100
mm. A camada dielétrica 190 pode cobrir parcialmente os
elétrodos 175, 185 e pode ser fabricada a partir de qualqguer
material dielétrico adequado, tal como um polimero de
isolamento.

O contraelétrodo 185 pode suportar a atividade
eletroqguimica do elétrodo de trabalho 175 do sensor de teste
100. O potencial para suportar a atividade eletroquimica do
elétrodo de trabalho 175 pode ser proporcionada ao sistema
sensor através da formacdo do contraelétrodo 185 a partir de
um material inerte, tal como carbono, e incluindo uma espécie
redox soltvel, tal como um mediador de ferricianeto, dentro do
reservatdério 160. O potencial no contraelétrodo 185 pode ser

um potencial de referéncia alcancado através da formacédo do
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contraelétrodo 185 a partir de um par redox, tal como Ag/AgCl,
para proporcionar um contraelétrodo de referéncia combinado.
Alternativamente, o sensor de teste 100 pode ser proporcionado
com um terceiro condutor e elétrodo (ndo mostrado) para
proporcionar um potencial de referéncia ao sistema sensor.

A 4rea do elétrodo de trabalho 175 pode ser a mesma que
a 4drea do contraelétrodo 185, ou um dos elétrodos pode ter uma
drea maior do que o outro elétrodo. Atualmente, é preferido que
a area do elétrodo de trabalho seja menor do que a &area do
contraelétrodo. Preferivelmente a relacdo da &rea do
contraelétrodo para a drea do elétrodo de trabalho é pelo menos
1, mais preferivelmente pelo menos 1,1, mais preferivelmente
pelo menos 1,2, mais preferivelmente pelo menos 1,3, mais
preferivelmente pelo menos 1,4, e mais preferivelmente pelo
menos 1,5.

A FIG. 2 representa umdiagrama de vista inferior do sensor
de teste da FIG. 1B mostrando as estruturas em camadas do
elétrodo de trabalho 175 e do contraelétrodo 185. Os condutores
170 e 180 podem ser dispostos diretamente na base 110. Podem
opcionalmente ser dispostas camadas condutoras de superficie
270 e 280 nos condutores 170 e 180, respetivamente. As camadas
condutoras de superficie 270, 280 podem ser fabricadas a partir
do mesmo ou de diferentes materiais que os condutores 170, 180.

0O material ou materiais utilizados para formar os
condutores 170, 180 e as camadas condutoras de superficie 270,
280 podem incluir qualquer condutor elétrico. Condutores
elétricos preferiveis sdo nédo ionizantes, de tal forma que o
material ndo é submetido a uma oxidacdo liguida ou uma reducéo
liquida durante a andlise da amostra. Os condutores 170, 180
incluem preferivelmente uma fina camada de uma pasta metédlica
ou metal, tal como ouro, prata, platina, paladio, cobre, ou
tungsténio. As camadas condutoras de superficie 270, 280
incluem preferivelmente carbono, ouro, platina, palddio, ou
combinacdes dos mesmos. Se uma camada condutora de superficie

ndo estd presente num condutor, o condutor é preferivelmente
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fabricado a partir de um material né&do ionizavel.

O material condutor de superficie pode ser disposto nos
condutores 170, 180 através de quaisquer meios convencionais
compativeis com o funcionamento do sensor de teste, incluindo
deposicdo por folha metalizada, deposicdo por vapor quimico,
deposicdo por pasta, e semelhantes. No caso de deposicédo por
pasta, amistura pode ser aplicada como uma tinta aos condutores
170, 180, conforme descrito na Patente US N° 5.798.031, por
exemplo.

As composicdes de reagentes 275 e 285 podem ser dispostas
sobre ou perto dos condutores 170 e 180, respetivamente. O termo
"sobre" é definido como "por cima de" e refere-se a orientacéo
sendo descrita. Por exemplo, se um primeiro elemento &
depositado sobre pelo menos uma porc¢do de um segundo elemento,
0 primeiro elemento é dito como estando "sobre" o segundo.
Noutro exemplo, se um primeiro elemento estéd presente por cima
de pelo menos uma porcdo de um segundo elemento, o primeiro
elemento é dito como estando "sobre" o segundo. A utilizacéo
do termo "sobre" ndo exclui a presenca de substancias entre os
elementos superiores e inferiores sendo descritos. Por
exemplo, um primeiro elemento pode ter um revestimento sobre
a sua superficie superior, porém um segundo elemento sobre pelo
menos uma porcdo do primeiro elemento e o0 seu revestimento
superior pode ser descrito como "sobre" o primeiro elemento.
Consequentemente, a utilizacdo do termo "sobre" pode ou nédo
significar que os dois elementos sendo relacionados se
encontram em contacto fisico.

As composicbes de reagentes incluem reagentes e um
ligante. O ligante inclui pelo menos um material polimérico que
é substancialmente hidrossoluvel, e pode opcionalmente incluir
particulas porosas substancialmente n&o hidrossoluveis. As
particulas porosas podem proporcionar estrutura fisica
adicional ao material polimérico. O ligante pode formar um gel
ou material semelhante a gel quando hidratado por parte da

amostra. Uma camada opcional 290 pode ser disposta no condutor
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170 e/ou no condutor de superficie 270. A camada opcional 290
pode carecer de um ou mais constituintes da composicédo de
reagentes 275.

As composicdes de reagentes 275 e 285 podem incluir o mesmo
ou diferentes reagentes. Ao incluir os mesmos reagentes, as
composicdes de reagentes 275 e 285 podem ser a mesma composicdo.
Ao incluir diferentes reagentes, 0s reagentes presentes na
primeira composicédo 275 podem ser selecionados para utilizacéo
com o elétrodo de trabalho 175, enquanto os reagentes presentes
na segunda composicdo 285 podem ser selecionados para
utilizacdo com o contraelétrodo 185. Por exemplo, 0s reagentes
da composicdo 285 podem incluir um mediador para facilitar o
fluxo livre de eletrbes entre a amostra e o condutor 180. De
forma semelhante, os reagentes da composicédo 275 podem incluir
um sistema enzimdtico e opcionalmente um mediador para
facilitar a reacdo do analito.

O sistema enzimdtico incluido na composicdo de reagentes
275 pode ser especifico do analito e pode facilitar a reacéo
do analito enquanto potenciando a especificidade do sistema
sensor ao analito, especialmente em amostras bioldgicas
complexas. O sistema enzimdtico pode incluir uma ou mais
enzimas, cofatores, e/ou outra fracdo que participa numa reacao
redox com 0 analito. Por exemplo, pode ser utilizada uma dlcool
oxidase para proporcionar um sensor de teste que é sensivel a
presenca de 4lcool numa amostra. Um tal sistema poderia ser itil
na medicdo de concentracdes de &lcool no sangue. Noutro
exemplo, podem ser utilizadas glucose desidrogenase ou glucose
oxidase para proporcionar um sensor de teste que é sensivel a
presenca de glucose numa amostra. Este sistema poderia ser titil
na medicdo de concentracdes de glucose no sangue, por exemplo
em pacientes conhecidos ou suspeitos como tendo diabetes.

As composicdes de reagentes 275, 285 podem ser dispostas
através de quaisquer meios convenientes, tais como impresséo,
deposicdo liquida, ou deposicédo por jato de tinta. Por exemplo,

um ou mais fluidos de reagentes podem ser depositados no sensor
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de teste, eo(s) fluido(s) de reagentes pode (m) ser seco(s) para
formar as composicdes de reagentes 275, 285. Sdo divulgados
exemplos de dispositivos e métodos para deposicédo de um fluido
de reagentes num elétrodo de um sensor de teste, por exemplo,
na Publicacdo de Patente U.S. 2009/0145756 Al, com requerente
Boru Zhu et al.

Uma série de fatores podem afetar as dimensdes resultantes
das composicdes de reagentes 275, 285. Exemplos de tais fatores
incluem a viscosidade de um fluido de reagentes sendo aplicado,
a combinacdo de tamanho da tela e emulsdo, e as dimensdes das
caracteristicas do sensor no qual o fluido de reagentes ¢é
depositado. Quando sdo preferidas composicdes de reagentes
mais finas, podem ser utilizados métodos para além de
impressdo, tais como micro-pipetagem, jato de tinta ou
deposicdo por pinos. Estes métodos proporcionam tipicamente as
composicdes de reagentes secas uma espessura de micrdémetros ou
sub-micrémetros, tal como 1-10 mm. Por exemplo, os métodos de
deposicdo por pinos podem proporcionar espessuras da
composicdo de reagentes médias de 1 mm. A espessura da
composicédo de reagentes resultante da deposicédo por pinos, por
exemplo, pode ser controlada através da quantidade de ligante
incluido na composicdo de reagentes, com teor de ligante mais
elevado proporcionando composicdes de reagentes mais espessas.

Os ingredientes de uma composicdo de reagentes, tal como
275, 285, podem ser quantificados em relacdo as dimensdes da
composicdo, ou os ingredientes podem ser quantificados em
relacdo a outra dimensido de um sensor sobre o qual a composicéo
¢ disposta, tal como o volume de reservatdrio ou a area do
elétrodo de trabalho. Num exemplo, um ingrediente de uma
composicdo de reagentes pode ser quantificada em termos de
microgramas (ug), nanogramas (ng), nanomoles (nmol), ou
unidades enzimaticas (U) por milimetro quadrado (mm’) da &rea
de superficie da composicdo de reagentes, onde a area de
superficie da composicdo de reagentes é a area bidimensional

da composicédo de reagentes. Noutro exemplo, um ingrediente de
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uma composicdo de reagentes pode ser quantificada em termos de
microgramas (ug), nanomoles (nmol), ou unidades enzimaticas
(U) por microlitro (pl) do volume do reservatdério. Noutro
exemplo, um ingrediente de uma composicdo de reagentes pode ser
quantificada em termos de microgramas (pg), nanomoles (nmol),
ou unidades enzimdticas (U) por milimetro quadrado (mm?) da
drea do elétrodo de trabalho.

Uma composicdo de reagentes inclui um ligante. Materiais
poliméricos substancialmente hidrossoluveis adequados para
utilizacdo como o ligante podem incluir poli (6xido de etileno)
(PEO), carboximetil celulose (CMC), adlcool polivinilico (PVA),
hidroxietileno celulose (HEC), hidroxipropil celulose (HPC),
etil hidroxietil celulose, carboximetil etil celulose,
polivinil pirrolidona (PVP), poliaminodcidos tais como
polilisina, sulfonato de poliestireno, gelatina, éacido
acrilico, é&cido metacrilico, sals de anidrido maleico dos
mesmos, derivados dos mesmos, e combinacgdes dos mesmos.
Materiais poliméricos incluem mondémeros, prepolimeros, e
outros materiais que formam ou tém unidades repetidas. Podem
ser utilizados outros materiais poliméricos.

Entre estes materiais poliméricos, sédo preferidos PEO,
PVA, CMC, e HEC, com HEC sendo mais preferido atualmente. Para
HEC, s&do preferidas massas moleculares médias ponderadas (Mm)
desde cerca de 8.000 até cerca de 1.000.000, com M, desde cerca
de 15.000 até cerca de 500.000 sendo mais preferidas, e M, desde
cerca de 90.000 até cerca de 300.000 sendo mais preferidas.
Atualmente, uma mistura de HEC tendo M, de cerca de 90.000 e
de HEC tendo M, de cerca de 300.000 & especialmente preferida.

A composicdo de reagentes inclui preferivelmente um
ligante a desde cerca de 0,14 até cerca de 0,43 ng por mm’ da
area de superficie da composicdo de reagentes, mais
preferivelmente inclui um ligante a desde cerca de 0,17 até
cerca de 0, 38 pg/nm@, e mais preferivelmente inclui um ligante
a desde cerca de 0,22 até cerca de 0,35 pg/mm’. A composicdo

de reagentes inclui preferivelmente um ligante a desde cerca



18

de 1 até cerca de 3 ng por ul do volume do reservatdrio, mais
preferivelmente inclui um ligante a desde cercade 1,2 até cerca
de 2,6 pg/ul, e mais preferivelmente inclui um ligante a desde
cerca de 1,5 até cerca de 2,3 pg/pl. A composicdo de reagentes
inclui preferivelmente um ligante a desde cerca de 1 até cerca
de 7,5 pg por mm’ da 4rea do elétrodo de trabalho, mais
preferivelmente inclui um ligante a desde cercade 1,2 até cerca
de 6,5 ng/mm?, e mais preferivelmente inclui um ligante a desde
cerca de 1,5 até cerca de 5,7 pg/mm?.

A  composicdo de reagentes inclui opcionalmente
particulas porosas substancialmente né&o hidrossolaveis.
Preferivelmente, se as particulas porosas estdo presentes na
composicédo de reagentes, € mantida uma relacédo de cerca de 1:10
(p/p) entre as particulas porosas e o ligante. Podem ser
utilizadas outras relacdes para proporcionar diferentes
propriedades a composicdo de reagentes. Sdo divulgados
exemplos de particulas porosas para composicdes de reagentes,
por exemplo, na Publicacdo de Patente U.S. 2009/0178936 A1, com
requerente Boru Zhu.

A composicdo de reagentes inclui um sal de tampédo. Quando
a composicédo de reagentes é colocada em contacto com a amostra
aquosa, o sal de tampdo mantém preferivelmente o pH da mistura
desde cerca de 4,5 até cerca de 7,5, mais preferivelmente desde
cerca de 6 até cerca de 7. O pH e sal(is) de tampédo preferidos
para a composicédo de reagentes podem ser eleitos para manter
a atividade da enzima. S&do atualmente preferidos tampdes a base
de fosfato, mas podem ser utilizados outros. Preferivelmente
o sal de tampdo inclui NayHPO,.

A composicdo de reagentes inclui preferivelmente um sal
de tamp&o a desde cerca de 2,30 até cerca de 9,54 nmol por mm?
da &4rea de superficie da composicdo de reagentes, mais
preferivelmente inclui um sal de tampé&do a desde cerca de 2,80
até cerca de 6,43 nmol/mm?, e mais preferivelmente inclui um
sal de tampédo a desde cerca de 3,40 até cerca de 4,77 nmol /mm?.

A composicdo de reagentes inclui preferivelmente um sal de
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tampdo a desde cerca de 16 até cerca de 67 nmol por pl do volume
do reservatdério, mais preferivelmente inclui um sal de tampéo
a desde cerca de 20 até cerca de 45 nmol/pl, e mais
preferivelmente inclui um sal de tampdo a desde cerca de 24 até
cerca de 34 nmol/pl. A composicdo de reagentes inclui
preferivelmente um ligante a desde cerca de 16 até cerca de 167
nmol por mm’ da 4&rea do elétrodo de trabalho, mais
preferivelmente inclui um sal de tampdo a desde cerca de 20 até
cerca de 113 nmol/nm@, e mais preferivelmente inclui um sal de
tampdo a desde cerca de 24 até cerca de 84 nmol/mm’.

A  composicdo de reagentes inclui um mediador
substancialmente hidrossoltivel de um ou dois eletrdes. Os
mediadores podem ser separados em dois grupos com base na sua
atividade eletroquimica. Os mediadores de transferéncia de um
eletrdo sdo fracdes quimicas capazes de aceitar um eletréo
adicional durante as condigdes da reacdo eletroquimica,
enquanto os mediadores de transferéncia de dois eletrdes séo
fragcdes quimicas capazes de aceitar dois eletrdes adicionais
durante as condic¢bdes da reacdo. Exemplos de mediadores de
transferéncia de um eletrdo incluem compostos, tais como
1,1’ -dimetilferroceno, ferrocianeto e ferricianeto, e
hexamina de ruténio (III) e ruténio (II).

Enquanto podem ser utilizados outros mediadores, podem
ser preferidos mediadores de transferéncia de dois eletrdes
devido a sua capacidade de transferir aproximadamente o dobro
dos eletrdes a partir do sistema enzimdtico até ao elétrodo de
trabalho para a mesma quantidade molar de mediador em relacgédo
com mediadores de transferéncia de um eletréo.
Consequentemente, em comparacgdo com mediadores de
transferéncia de um eletrédo, podem ser utilizadas quantidades
menores de mediadores de transferéncia de dois eletrdes na
composicdo de reagentes. Por exemplo, a quantidade de um
mediador de transferéncia de dois eletrdes pode ser metade da
quantidade de mediador de transferéncia de um eletréo.

Exemplos de mediadores de transferéncia de dois eletrdes
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incluem as quinonas e hidrogquinonas orgédnicas, tais como
fenatrolina quinona; derivados de fenotiazina e fenoxazina;
3-(fenilamino) -3H-fenoxazinas; fenotiazinas; e
7-hidroxi-9, 9-dimetil-9H-acridin-2-ona e derivados da mesma.
Mediadores de transferéncia de dois eletrdes preferidos
incluem 3-fenilimino-3H-fenotiazinas (PIPT) e
3-fenilimino-3H-fenoxazinas (PIPO). Mediadores de
transferéncia de dois eletrdes mais preferidos incluem o &cido
carboxilico ou sal, tais como sais de ambénio, de derivados de
fenotiazina. Atualmente, mediadores de transferéncia de dois
eletrdes especialmente preferidos incluem acido
(E)-2-(3H-fenotiazina-3-ilidenoamino)benzeno-1,4-dissulfdéni
co, &cido (E)-5-(3H-fenotiazina-3-ilidenocamino)isoftélico,
(E)-3- (3H-fenotiazina-3-ilidenocamino) -5-carboxibenzoato de
aménio, e combinacdes dos mesmos. Exemplos de mediadores de
transferéncia de dois eletrdes adicionais incluem as moléculas
orgénicas eletroativas descritas nas Patentes U.S. N.°s
5.393.615; 5.498.542; e 5.520.786.

Os mediadores de transferéncia de dois eletrdes listados
acima podem incluir sal inorgénico metdlico ndo de transicéo
como uma impureza. O sal metdlico de ndo transigdo inorgénico
é tipicamente sal de ummetal alcalino oumetal alcalinoterroso
do ido sulfato, [S04]%. Por exemplo, o) adcido
(E)-2-(3H-fenotiazina-3-ilidenoamino)benzeno-1,4-dissulfdéni
co pode incluir sal metdlico de n&o transicdo inorgédnico como
uma impureza, com uma percentagem de massa em relacdo ao
mediador desde 1% (p/p) até 50% (p/p), tal como desde 3% (p/p)
até 30% (p/p), desde 4% (p/p) até 25% (p/p), e desde 5% (p/p)
até 21% (p/p).

A composicdo de reagentes inclui preferivelmente um
mediador a desde cerca de 1,70 até cerca de 4,76 nmol por mm?
da é4rea de superficie da composicdo de reagentes, mais
preferivelmente inclui um mediador a desde cerca de 2,30 até
cerca de 5,14 nmol/mm% e mais preferivelmente inclui um

mediador a desde cerca de 2,80 até cerca de 4,00 nmol/mm?. A
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composicdo de reagentes inclui preferivelmente um mediador a
desde cerca de 12 até cerca de 40 nmol por upl do volume do
reservatdrio, mais preferivelmente inclui um mediador a desde
cerca de 16 até cerca de 36 nmol/ul, e mais preferivelmente
incluil um mediador a desde cerca de 20 até cerca de 28 nmol/ul.
A composicdo de reagentes inclui preferivelmente um mediador
a desde cerca de 12 até cerca de 100 nmol por mm’ da area do
elétrodo de trabalho, mais preferivelmente inclui um mediador
a desde cerca de 16 até cerca de 90 nmol/mm% e mais
preferivelmente inclui ummediador a desde cerca de 20 até cerca
de 70 nmol/mm?®. A composicédo de reagentes inclui
preferivelmente um mediador a um méximo de 4,76 nmol por mm’
da 4rea de superficie da composicdo de reagentes, um mediador
a um maximo de 40 nmol por pl do volume do reservatdrio, ou um
mediador a um méximo de 100 nmol por mm’ da area do elétrodo
de trabalho.

A composicdo de reagentes inclui também um sistema
enzimadtico substancialmente hidrossoluvel. Enzimas preferidas
para utilizacdo no sistema enzimdtico da composicdo de
reagentes incluem alcool desidrogenase, lactato
desidrogenase, B-hidroxibutirato desidrogenase,
glucose-6-fosfato desidrogenase, glucose desidrogenase,
formaldeido desidrogenase, malato desidrogenase, e
3-hidroxiesteroide desidrogenase. Sistemas enzimadticos
preferiveis sdo independentes de oxigénio, consequentemente
ndo substancialmente oxidados por oxigénio.

Uma tal familia enzimé&tica independente de oxigénio é a
glucose desidrogenase (GDH). Utilizando diferentes coenzimas
ou cofatores, a GDH pode ser mediada de forma diferente por
mediadores diferentes. Dependendo da sua associacdo com a GDH,
um cofator, tal como dinucledétido de adenina e flavina (FAD),
pode ser mantido firmemente por parte da enzima hospedeira, tal
como no caso de FAD-GHD; ou um cofator, tal como
Pirroloquinolinoguinona (PQO) , pode estar ligado

covalentemente a enzima hospedeira, tal como com PQQ-GDH. O
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cofator em cada um destes sistemas enzimdticos pode ou
encontrar-se permanentemente mantido por parte da enzima
hospedeira ou a coenzima e a apoenzima podem ser reconstituidas
anteriormente ao sistema enzimdtico ser adicionado ao fluido
de reagentes. A coenzima pode também ser independentemente
adicionada a fracdo da enzima hospedeira no fluido de reagentes
para auxiliar na func¢édo catalitica da enzima hospedeira, tal
como nos casos do dinucledétido de nicotinamida e adenina
NAD/NADH' ou fosfato de dinucledétido de nicotinamida e adenina
NADP/NADPH'.

A composicdo de reagentes preferivelmente inclui um
sistema enzimdtico a desde cerca de 0,07 até cerca de 0,3
unidades ativas (U, conforme especificado por parte do
fabricante) por mm’ da area de superficie da composicdo de
reagentes, mais preferivelmente inclui um sistema enzimatico
a desde cerca de 0,09 até cerca de 0,25 U/mm?, e mais
preferivelmente inclui um sistema enzimadtico a desde cerca de
0,1 até cerca de 0,2 U/mm?. A composicdo de reagentes inclui
preferivelmente um sistema enzimdtico a desde cerca de 0,5 até
cerca de 1,8 U por upl do volume do reservatdrio, mais
preferivelmente inclui um sistema enzimdtico a desde cerca de
0,6 até cerca de 1,6 U/pl, e mais preferivelmente inclui um
sistema enzimético a desde cerca de 0,8 até cerca de 1,4 U/pul.
A composicdo de reagentes inclui preferivelmente um sistema
enzimético a desde cerca de 0,5 até cerca de 5 U por mm’ da area
do elétrodo de trabalho, mais preferivelmente inclui um sistema
enzimdtico a desde cerca de 0,6 até cerca de 4 U/mm?, e mais
preferivelmente inclui um sistema enzimdtico a desde cerca de
0,8 até cerca de 3,5 U/mm’.

A composicdo de reagentes inclui um tensioativo néo
iénico. O tensioativo pode ser qualquer tensioativo ndo idnico
que auxilia na formacdo de uma suspensdo coloidal da
viscosidade e estabilidade desejadas e que é compativel com o
método e a andlise da deposicdo. Exemplos de tensioativos néo

iénicos incluem tensioativos a base de sacarideos, tais como
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N- heptanoil-N-metilglucamina, N-octanoil-N-metilglucamina,
N-nonanoil-N-metilglucamina, N-decanoil-N-metilglucamina,
octil p-D-glucopirandésido, hexil B-D-glucopirandésido, e
n-heptil Pf-D-glucopirandésido. Atualmente, sdo preferidos
tensioativos a base de sacarideos tais como
N-octanoil-N-metil-D-glucamina (vendida como MEGA 8 e
disponivel da DOJINDO, Gaithersburg, MD). Este tensioativo
inclui aproximadamente oito unidades de oxietileno por
molécula, por exemplo. Outros tensicativos preferidos sdo os
tensioativos neutros a base de etoxilato, tais como o0s
tensioativos de PEG-30 tetrametil decinodiol (SURFYNOL 485,
por exemplo, conforme disponivel da Air Products, Allentown,
PA). S&do preferidos tensiocativos gque aumentam a taxa de
preenchimento da amostra do sensor e/ou auxiliam na
estabilizacdo do sistema enzimético.

A composicdo de reagentes inclui preferivelmente um
tensioativo ndo idénico a desde cerca de 0,04 até cerca de 0,24
ng por mm’ da area de superficie da composicdo de reagentes,
mais preferivelmente inclui um tensiocativo ndo idénico a desde
cerca de 0,07 até cerca de 0,21 ug/nm@, e mais preferivelmente
inclui um tensioativo ndo iénico a desde cerca de 0,09 até cerca
de 0,18 ng/mm?. A composicédo de reagentes inclui
preferivelmente um tensioativo ndo iénico a desde cerca de 0,3
até cerca de 1,7 pg por pl do volume do reservatdrio, mais
preferivelmente inclui um tensioativo ndo idénico a desde cerca
de 0,5 até cerca de 1,5 pg/pl, e mais preferivelmente inclui
um tensiocativo n&o idénico a desde cerca de 0,6 até cercade 1,3
ng/unl. A composicdo de reagentes inclui preferivelmente um
tensioativo ndo idénico a desde cerca de 0,3 até cerca de 4,3
g por mm? da 4rea do elétrodo de trabalho, mais preferivelmente
inclui um tensicativo n&do iénico a desde cerca de 0,5 até cerca
de 3,8 pg/mm?, e mais preferivelmente inclui um tensioativo nédo
iénico a desde cerca de 0,6 até cerca de 3,2 nug/mm’.

A composicdo de reagentes inclui um tensiocativo

anidénico. O tensicativo pode ser qualquer tensioativo anidnico
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que auxilia na formacdo de um perimetro bem definido da
composicdo de reagentes e que ¢é compativel com o método e a
anadlise da deposicdo. Exemplos de tensioativos anidnicos
incluem ésteres de fosfato, tais como fosfatos de alquilfenol
etoxilato, sulfatos, tais como sulfatos de alquilfenol
etoxilato, e sulfonatos, tais como sulfonatos de alquilo e
heteroalquilo. Exemplos especificos de tensioativos anidénicos
incluem os fosfatos de nonilfenol etoxilato Phospholan CS131
e Phospholan CS141, sulfato de nonilfenol etoxilato de sdédio
(Witcolate D-51-53), taurato demetil cocoilo de sédio (Geropon
TC-42) e sulfosuccinato de dioctilo de sdédio.

A composicdo de reagentes inclui preferivelmente um
tensioativo anidénico a desde cerca de 3 até 16 nanogramas (ng)
por mm’ da 4rea de superficie da composicdo de reagentes, mais
preferivelmente inclui um tensicativo anidénico a desde cerca
de 4 até cerca de 12 ng/mm?, mais preferivelmente inclui um
tensioativo anidénico a desde cerca de 5,5 até cerca de 913g/mm2.
A composicdo de reagentes inclui preferivelmente um
tensioativo anidénico a desde cerca de 20 até 140 ng por ul do
volume do reservatdrio, mais preferivelmente inclui um
tensioativo anidénico a desde cerca de 30 até cerca de 80 ng/pl,
e mais preferivelmente inclui um tensiocativo anidénico a desde
cerca de 35 até cerca de 60 ng/pl. A composicdo de reagentes
inclui preferivelmente um tensicativo anidénico a desde cerca
de 10 até 350 ng por mm” da 4rea do elétrodo de trabalho, mais
preferivelmente inclui um tensioativo anidénico a desde cerca
de 30 até cerca de 220 ng/nm@, mais preferivelmente inclui um
tensioativo anidénico a desde cerca de 40 até cerca de 150
ng/mm’.

A composicdo de reagentes é uma composicdo de reagentes
de baixo teor de sal total, que tem uma concentracdo menor de
sal de tampdo e/ou uma concentracdo menor de outros sais do que
uma composicdo de reagentes convencional. Preferivelmente a
composicdo de reagentes de baixo teor de sal total inclui um

sal de tampdo a um maximo de 9,54 nmol por mm’ da area de
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superficie da composicédo de reagentes, e um sal metédlico de néo
transicdo inorgédnico a um maximo de 20% (p/p) no mediador. Mais
preferivelmente a composicédo de reagentes de baixo teor de sal
total inclui um sal de tampdo a um maximo de 6,43 nmol por mm?
da &rea de superficie da composicdo de reagentes, e um sal
metdlico de ndo transicdo inorgdnico a um maximo de 10% (p/p)
no mediador. Mais preferivelmente a composicédo de reagentes de
baixo teor de sal total inclui um sal de tampdo a um maximo de

? da 4rea de superficie da composicdo de

4,77 nmol por mm
reagentes, e um sal metdlico de ndo transicdo inorgdnico a um
maximo de 5% (p/p) no mediador.

Preferivelmente a composicédo de reagentes de baixo teor
de sal total inclui um sal de tampdo a um maximo de 67 nmol por
1l do volume do reservatdrio, e um sal metdlico de ndo transicgédo
inorgdnico a um maximo de 20% (p/p) no mediador. Mais
preferivelmente a composicdo de reagentes de baixo teor de sal
total inclui um sal de tampdo a um maximo de 45 nmol por ul do
volume do reservatdrio, e um sal metdlico de ndo transicédo
inorgédnico a um maximo de 10% (p/p) no mediador. Mais
preferivelmente a composicdo de reagentes de baixo teor de sal
total inclui um sal de tampdo a um maximo de 34 nmol por ul do
volume do reservatdrio, e um sal metdlico de ndo transicédo
inorgédnico a um maximo de 5% (p/p) no mediador.

Preferivelmente a composicédo de reagentes de baixo teor
de sal total inclui um sal de tampdo a um maximo de 167 nmol
por mm? da 4rea do elétrodo de trabalho, e um sal metédlico de
ndo transicdo inorgédnico a um maximo de 20% (p/p) no mediador.
Mais preferivelmente a composicdo de reagentes de baixo teor
de sal total inclui um sal de tampdoc a um maximo de 113 nmol
por mm? da area do elétrodo de trabalho, e um sal metédlico de
ndo transicdo inorgédnico a um maximo de 10% (p/p) no mediador.
Mais preferivelmente a composicdo de reagentes de baixo teor
de sal total inclui um sal de tampdo a um maximo de 84 nmol por
mm? da 4rea do elétrodo de trabalho, e um sal metédlico de nédo

transicdo inorgdnico a um maximo de 5% (p/p) no mediador.
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Exemplos de composic¢des de reagentes sdo listadas no
Quadro 1, abaixo. Estas composicdes foram dispostas nos
elétrodos de trabalho e contraelétrodo de sensores de teste,
onde o elétrodo de trabalho teve um didmetro médio desde cerca
de 0,2 mm? até cerca de 0,5 mm?, e a relacdo do didmetro do
contraelétrodo para o didmetro do elétrodo de trabalho foi pelo
menos 1,2. O volume do reservatdrio dos sensores de teste foi
cerca de 0,5 pl. O didmetro médio de cada uma das composicdes
de reagentes foi cerca de 2,1 mm, proporcionando uma area de

superficie da composicdo de reagentes média de cerca de 3,5 mm®.
Quadro 1 - Composicdes de Reagentes

A B (o4 D E
Mediador' 14 nmol* 14 nmol * 14 nmol ** 14 nmol ** 14 nmol **
Enzima FAD-GDH 0,67 U 0,67 U 0,67 U 0,67 U 0,67 U
Ligante HEC (300k) 0,83 ug 0,83 ug 0,83 ug 0,83 npg 0,83 ng
Sal de tampdo Na,HPO, 33,4 nmol 16,7 nmol 33,4 nmol 25,1 nmol 16,7 nmol
Tensioativo MEGA-8 0,64 nug 0,64 ng 0,64 ug 0,64 ug 0,64 ng

' acido (E)-2-(3H-fenotiazina-3-ilidenocamino)benzeno-1,4-dissulfdnico
* Inclui sal inorgdnico metdlico nd&o de transigdo a 5% (p/p)
** Inclui sal inorgdnico metdlico ndo de transicdo a 20,6% (p/p)

As composicdes de reagentes A e B listadas no Quadro 1
foram composicdes de reagentes de baixo teor de sal total. As
composicdes A e B incluiram sal de tampdo a um maximo de 9, 64
nmol por mm’ da 4rea de superficie da composicdo de reagentes,
e omediador nestas composic¢des incluiu sal inorgdnicometéalico
ndo de transicdo a menos de 20% (p/p). Em contraste, as
composicdes de reagentes C, De E listadas no Quadro 1 ndo foram
composicdes de reagentes de baixo teor de sal total. Embora as
composicdes C, D e E incluissem sal de tampdo a um maximo de
9,64 nmol por mm’ da &rea de superficie da composicdo de
reagentes, o mediador nestas composicdes incluiu sal
inorgdnico metdlico ndo de transicdo a mais de 20% (p/p).

Exemplos de composic¢cdes de reagentes de baixo teor de sal
total s&o listadas no Quadro 2, abaixo. Estas composic¢cdes foram
dispostas nos elétrodos de trabalho e contraelétrodo de

sensores de teste, onde o elétrodo de trabalho teve um didmetro
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médio desde cerca de 0,2 mm’ até cerca de 0,5 mm?, e a relacéo
do didmetro do contraelétrodo para o didmetro do elétrodo de
trabalho foi pelo menos 1,2. O volume do reservatdrio dos
sensores de teste foi cerca de 0,5 pl. O didmetro médio de cada
uma das composicdes de reagentes F e G foi cerca de 2,3 mm,
proporcionando uma &area de superficie da composicdo de
reagentes média de cerca de 4,2 mm?. O didmetro médio de cada
uma das composicdes de reagentes H - K foi cerca de 2,1 mm,
proporcionando uma &area de superficie da composicdo de

reagentes média de cerca de 3,5 mm®.
Quadro 2 - Composicdes de Reagentes de Baixo Teor de Sal Total

F G H J K
Mediador® 20 nmol 20 nmol 18 nmol 18 nmol 16 nmol
Enzima

= 0,85 U 0,85 U 0,4 U 0,4 U 0,4 U
FAD-GDH
Ligante HEC
1,28 1,28 0,4 0,4 0,4

(300k) ’ ng ’ ng ’ ng ’ ng ’ ng
Ligante HEC

-= -= 0,726 0,726 0,726
(90k) ng ng ng
Sal de tampéo

P 25,5 nmol 25,5 nmol 22,5 nmol 22,5 nmol 22,5 nmol

Na,HPO,
Tensioativo
MEGA-8 0,5 ng 0,5 ng 0,45 ng 0,45 ng 0,45 ng
Tensioativo Phospholan® Geropon’
-, ,l v -= Geropon2 0,07 ngeropon20,02 ug P P
idénico 0,043 ug 0,02 nug
! Acido (E)-2-(3H-fenotiazina-3-ilidenoamino)benzeno-1,4-dissulfdnico,

incluindo ndo de transicdo inorgdnico sal metdlico a 4% (p/p)
2 Geropon TC-42 (taurato de metil cocoilo de sbdio)

* Phospholan CS131 (fosfato de nonilfenol etoxilato)

As composicdes de reagentes listadas no Quadro 1, acima,
foram formadas através de deposicdo e secagem de fluidos de
reagentes tendo volumes depositados de 0,35 pl. Os fluidos de
reagentes A’ - E’ utilizados para formar as composicdes de
reagentes listadas no Quadro 1 encontram-se listados no Quadro

3, abaixo.
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Quadro 3 - Fluidos de Reagentes para Composicdes de Reagentes

A’ B’ Cc’ D’ E’/

M . 1

ediador 40 mM * 40 mM * 40 mM ** 40 mM ** 40 mM **
Enzima FAD-GDH 2 U/pl 2 U/pl 2 U/pl 2 U/pl 2 U/pl
Ligante HEC (300k) (p/p) 0,25% 0,25% 0,25% 0,25% 0,25%
Sal de tampao Na,HPO, 100 mM 50 mM 100 mM 75 mM 50 mM
T i i MEGA- 8|

ensioativo 0,2% 0,2% 0,2% 0,2% 0,2%
(p/p)

! 4cido (E)-2-(3H-fenotiazina-3-ilidenocamino)benzeno-1,4-dissulfénico
* Inclui sal inorgdnico metdlico ndo de transicdo a 5% (p/p)
** Inclui sal inorgdnico metdlico ndo de transicdo a 20,6% (p/p)

As composicdes de reagentes F e G listadas no Quadro 2,
acima, foram formadas através de deposicédo e secagem de fluidos
de reagentes tendo volumes depositados de 0,34 ul. As
composicdes de reagentes H - K listadas no Quadro 2, acima,
foram formadas através de deposicdo e secagem de fluidos de
reagentes tendo volumes depositados de 0,2 pl. Os fluidos de
reagentes utilizados para formar as composicgdes de reagentes

listadas no Quadro 1 encontram-se listados no Quadro 4, abaixo.

Quadro 4 - Fluidos de Reagentes para Composicdes de Reagentes

F’ G’ H' J’ K’

Mediador® 65 mM 60 mM 90 mM 90 mM 80 mM
Enzima FAD-GDH| 2,5 U/pl 2,5 U/ul 3,75 U/ul 3,75 U/ul 3,75 U/ul
Ligant HEC]

rgante 0,375% 0,375% 0,2% 0,2% 0,2%
(300k) (p/p)

Ligant HEC]

rgante - - 0,362% 0,362% 0,362%
(90k) (p/p)

Sal de tampa

@ R N T Y, 75 mM 112,5 mM 112,5 mM 112,5 mM
Na,HPO,

Tensi .

ensioativo 0,15% 0,15% 0,225% 0,225% 0,225%
MEGA-8 (p/p)

T i i G 2 Phospholan’ G 2
I§n§1oat1vo L Geropon? 0,025 eropon osp oOan eropin
iénico (p/p) 0,01% 0,02% 0,01%

! Acido (E)-2- (3H-fenotiazina-3-ilidenoamino)benzeno-1,4-dissulfdnico,

incluindo sal metdlico ndo de transicdo a 4% (p/p)
? Geropon TC-42 (taurato de metil cocoilo de sédio)
5 Phospholan CS131 (fosfato de nonilfenol etoxilato)

Um fluido de reagentes preferido pode ser proporcionado

através da combinacdo de um ligante, um sal de tampdo, um
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mediador, um tensioativo, e um sistema enzimédtico. Podem também
ser proporcionados fluidos de reagentes preferidos que excluem
um ou ambos mediador e sistema enzimédtico. Pode entdo ser
adicionada &gua para formar uma mistura tendo a estabilidade
desejada. O fluido de reagentes pode incluir menos ingredientes
ou ingredientes adicionais.

O fluido de reagentes inclui preferivelmente um ligante
a desde cerca de 0,1 até cercade 1% (p/p), mais preferivelmente
desde cerca de 0,2 até cerca de 0,8% (p/p). Atualmente, um
fluido de reagentes especialmente preferido inclui o ligante
a desde cerca de 0,3 até cerca de 0, 6% (p/p). Se estdo presentes
particulas porosas opcionais no fluido de reagentes, € mantida
uma relacdo de cerca de 1:10 (p/p) entre a suspensdo de
particulas porosas e o material polimérico. Podem ser
utilizadas outras relacdes para proporcionar diferentes
viscosidades ao fluido de reagentes. Sdo divulgados exemplos
de particulas porosas para fluidos de reagentes, por exemplo,
na Publicacdo de Patente U.S. N.° 2009/0178936.

0 fluido de reagentes inclui preferivelmente o sal de
tampdo para manter o pH da mistura desde cerca de 4,5 até cerca
de 7,5, mais preferivelmente desde cerca de 6 até cerca de 7.
O pH e tampédo ou tampdes preferidos para o fluido de reagentes
podem ser eleitos para manter a atividade da enzima. A
concentracdo de sal de tampdo introduzido no fluido de
reagentes pode variar desde cerca de 30 até cerca de 115
milimolar (mM). Preferivelmente a concentracdo de sal de tampéo
introduzido no fluido de reagentes é desde cerca de 40 até 100
mM, mais preferivelmente desde cerca de 25 até cerca de 75 mM,
mais preferivelmente desde cerca de 30 até cerca de 60 mM, e
mais preferivelmente é um maximo de 50 mM. Podem ser utilizadas
solucdes de tampdo tendo outras concentracdes.

0O fluido de reagentes pode incluir um mediador
substancialmente hidrossoltvel de transferéncia de um ou dois
eletrdes. A concentracdo de mediador no fluido de reagente pode

variar desde cerca de 25 até cerca de 90 mM. Preferivelmente
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a concentracdo de sal de tampdo introduzido no fluido de
reagentes é desde cerca de 30 até 60 mM, e mais preferivelmente
desde cerca de 35 até cerca de 40 mM. Preferivelmente a
quantidade de sal inorgédnico metédlico ndo de transicdo é um
maximo de 20% (p/p) no mediador. Mais preferivelmente a
quantidade de sal inorgédnico metédlico ndo de transicdo €& um
maximo de 15% (p/p), um maximo de 10% (p/p), um maximo de 5%
(p/pP) no mediador, e um maximo de 4% (p/p) no mediador.

O fluido de reagentes pode também incluir um sistema
enzimdtico substancialmente hidrossoltvel tendo um intervalo
de atividade em unidades conforme especificado por parte do
fabricante desde cerca de 1 unidade ativa por microlitro (pl)
do fluido de reagentes até cerca de 4 unidades ativas por nl
do fluido de reagentes, mais preferivelmente desde cercade 1,5
unidades ativas por pl do fluido de reagentes até cerca de 2
unidades ativas por ul do fluido de reagentes. J& que a massa
sbélida da enzima requerida para proporcionar uma atividade em
unidades especifica pode variar substancialmente segundo o
lote de formulacdo e o fabricante, a atividade em unidades
proporcionada por parte do fabricante para uma massa especifica
do fluido enzimatico seco é preferivelmente utilizada para
determinar a quantidade de adicé&o.

0O fluido de reagentes 1inclui preferivelmente um
tensioativo ndo idénico a desde cerca de 0,05 até cerca de 0,7%
(p/p), mais preferivelmente desde cerca de 0,07 até cerca de
0,5% (p/p). Atualmente, um tensiocativo a desde cerca de 0,1 até
cerca de 0,3% (p/p) é especialmente preferido. O tensioativo
pode ser qualguer tensioativo que auxilia na formacdo de uma
suspensdo coloidal da viscosidade e estabilidade desejadas e
que é compativel com o método e a andlise da deposicédo. O fluido
de reagentes inclui opcionalmente um tensioativo anidnico a
desde cerca de 0,005 até cerca de 0,03% (p/p), mais
preferivelmente desde cerca de 0,01 até cerca de 0,02% (p/p).

A FIG. 3 representa um método analitico eletroquimico 300

para determinar a presenca e/ou concentracdo de um analito numa
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amostra em contacto com uma composicdo de reagentes de baixo
teor total de sal. Em 310, a amostra € introduzida no biossensor
incluindo a composicédo de reagentes de baixo teor de sal total.
Em 320, o sistema biossensor gera um sinal de saida em resposta
ou a uma espécie identificdvel por luz ou a uma reacdo de
oxidacdo/reducdo (redox) de um analito numa amostra de um
fluido bioldgico. Em 330, o sistema biossensor mede o sinal de
saida. Em 340, é determinado pelo menos um valor AS responsivo
a pelo menos um parametro de erro. Em 350, a concentracdo de
analito é determinada a partir de uma equacdo de compensacao
incluindo pelo menos uma correlacdo de referéncia e pelo menos
um valor AS. Em 360, a concentracdo pode ser exibida,
armazenada, ou semelhantes.

Em 310, a amostra é introduzida na porcdo de sensor do
biossensor, tal como um sensor de teste. O sensor de teste
inclui pelo menos um elétrodo de trabalho e pelo menos um
contraelétrodo. 0Os elétrodos podem incluir uma ou mais
composicdes de reagentes, onde pelo menos uma composicdo de
reagentes é um fluido de reagentes de baixo teor de sal total.
A mesma composicdo de reagentes pode ser utilizada nos
elétrodos de trabalho e contraelétrodo, ou podem ser utilizadas
diferentes composigcdes de reagentes para facilitar o
funcionamento dos elétrodos. Por exemplo, a composicido de
reagentes no elétrodo de trabalho pode facilitar a reacdo do
analito, por exemplo sistema enzimdtico e mediador, enquanto
a composicdo de reagentes no contraelétrodo pode facilitar o
fluxo livre de eletrdes entre a amostra e a superficie do
elétrodo, por exemplo uma espécie redutivel.

Uma porcdo do analito presente na amostra € gquimicamente
ou bioquimicamente oxidada ou reduzida, tal como através de uma
oxidorredutase. Isto ocorre a medida que a amostra hidrata os
reagentes na composicédo de reagentes de baixo teor de sal total.
Apds oxidacdo ou reducdo, os eletrdes podem opcionalmente ser
transferidos entre o analito e um mediador. Consequentemente,

¢ formada uma espécie mensuravel ionizada, tal como a partir
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do analito ou de um mediador.

Em 320, o sistema biossensor gera um sinal de saida em
resposta a uma reacdo de oxidacdo/reducdo (redox) de um analito
numa amostra de um fluido bioldégico. O sinal de saida pode ser
gerado utilizando um sistema sensor eletroquimico. Uma espécie
mensuravel, que pode ser o analito carregado ou o mediador
carregado, é excitada eletroquimicamente (oxidada ou reduzida)
com um sinal de entrada. Os sinais de entrada podem ser sinais
elétricos, tais como corrente ou potencial, que realizampulsos
ou se ativam ou desativam numa sequéncia estabelecida. O sinal
de entrada € uma sequéncia de pulsos de excitacdo separado por
relaxamentos. Durante um pulso amperométrico, o potencial
elétrico aplicado durante a excitacdo ¢ preferivelmente
aplicado a uma voltagem e polaridade substancialmente
constantes durante a sua duracdo. Isto contrasta diretamente
com algumas excitagdes convencionais onde a voltagem é alterada
ou "arrastada"™ através de miultiplos potenciais de voltageme/ou
polaridades durante o registo de dados.

Os sinais de entrada podem ter um ou mais intervalos de
pulso. Um intervalo de pulso é a soma de um pulso e do
relaxamento constituindo um ciclo de trabalho. Cada pulso tem
uma amplitude e uma largura. A amplitude indica a intensidade
do potencial, da corrente, ou semelhantes do sinal elétrico.
A amplitude pode variar ou ser substancialmente constante, tal
como durante a amperometria, durante o pulso. A largura do pulso
é a duracdo em tempo do pulso. As larguras do pulso num sinal
de entrada podem variar ou ser substancialmente as mesmas. Cada
relaxamento tem uma largura de relaxamento, que é a duracdo em
tempo do relaxamento. As larguras de relaxamento num sinal de
entrada podem variar ou ser substancialmente as mesmas.

Ao ajustar a largura da excitacdo e relaxamento dos ciclos
de trabalho, os sinais de entrada controlados podem aumentar
a exatiddo e/ou precisdo da andlise. Sinais de entrada
preferidos incluem pelo menos 2, 3, 4, ou 8 ciclos de trabalho

aplicados durante menos de 2, 3, ou b5 segundos. Mais



33

preferivelmente, pelo menos 2 ciclos de trabalho s&o aplicados
em 3 segundos. Preferivelmente, a largura de cada pulso de
excitacdo é selecionada independentemente a partir de entre 0,1
e 2 segundos e mais preferivelmente a partir de entre 0,2 e 1
segundos. Atualmente, as larguras de pulso de sinal de entrada
especialmente preferidas sédo selecionadas independentemente a
partir de entre 0,3 e 0,8 segundos. Intervalos de pulso
preferiveis encontram-se no intervalo de menos de 3, 2,5, ou
1,5 segundos. Atualmente, sinais de entrada tendo larguras de
pulso de 0,3 a 0,5 segundos e intervalos de pulso desde 0,7 até
2 segundos sdo especialmente preferidos. O sinal de entrada
pode ter outras larguras de pulso e intervalos.

O biossensor pode gerar um sinal de saida em resposta a
espécie mensuravel e ao sinal de entrada. O sinal de saida, tal
como um ou mais valores de corrente, pode ser medido
continuamente ou intermitentemente e pode ser registado como
uma funcdo do tempo. Sinais de saida adequados podem incluir
aqueles que alcancam um estado estavel e aqueles que sé&o
transientes. S&o0 observados valores de corrente de estado
estavel quando a alteracdo da corrente em relacdo ao tempo é
substancialmente constante, tal como dentro de 10 ou *5%. Os
valores de corrente transientes decaem em relacdo ao tempo.

Preferivelmente, a amostra é submetida a relaxamento. O
dispositivo de medigédo pode abrir o circuito através do sensor
de teste, consequentemente permitindo o relaxamento. Durante
o relaxamento, a corrente presente durante a excitacdo é
substancialmente reduzida a pelo menos metade, preferivelmente
a uma ordem de magnitude, e mais preferivelmente a zero.
Preferivelmente, um estado de corrente zero é proporcionado
através de um circuito aberto ou outro método conhecido por
parte dos peritos na especialidade para proporcionar um fluxo
de corrente substancialmente zero. Preferivelmente, o sinal de
saida n&o é registado durante o relaxamento.

Preferivelmente, o biossensor continua a aplicar pulsos

a partir do sinal de entrada aos elétrodos de trabalho e
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contraelétrodo durante o periodo de tempo desejado. O ciclo de
trabalho incluindo a excitacdo e o relaxamento pode ser
repetido ou pode ser aplicado um ciclo de trabalho tendo
diferentes larguras de pulso e/ou intervalos.

Em 330, o0 sistema biossensor mede o sinal de saida gerado
por parte do analito em resposta ao sinal de saida aplicado a
amostra, tal como a partir de uma reacdo redox do analito. O
sistema pode medir o sinal de saida continuamente ou
intermitentemente. Por exemplo, um sSistema biossensor pode
medir o sinal de saida intermitentemente durante cada pulso,
resultando emmiltiplos valores de corrente durante cada pulso.
O sistema pode mostrar o sinal de saida num visor e/ou pode
armazenar o sinal de saida ou porc¢des do sinal de saida num
dispositivo de memdria.

Em 340 da FIG. 3, sdo determinados um ou mails valores
AS que sdo responsivos a um ou mais paradmetros de erro. Os
valores AS podem ser determinados para a temperatura,
hematdécrito, e outros contribuintes.

Em 350, a concentracdo de analito da amostra &
determinada a partir de uma equacédo de compensacdo incluindo
pelo menos uma correlacdo de referéncia e pelo menos um valor
AS. O biossensor analisa preferivelmente um valor de corrente
de sinal de saida através da correlacdo de um ou mais valores
de corrente com a concentracdo de analito da amostra.
Preferivelmente, o valor de corrente de saida que &
correlacionado com a concentracdo de analito da amostra é
registado a partir de uma excitacdo onde o valor de corrente
inicial é maior do que os gue seguem no decaimento e em menos
de cerca de 7 segundos apdbds a introducdo da amostra no sensor
de teste em 310. Mais preferivelmente, o valor de corrente de
saida que é correlacionado com a concentracdo de analito da
amostra é obtido em menos de cerca de 7 segundos apds a
introducdo da amostra no sensor de teste em 310 e é 0 primeiro
valor de corrente registado a partir de uma excitacdo onde os

valores de corrente que seguem o primeiro valor de corrente
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diminuem. Ainda mais preferivelmente, o valor de corrente de
saida que é correlacionado com a concentracdo de analito da
amostra ¢ obtido em menos de cerca de 7 segundos apds a
introducdo da amostra no sensor de teste em 310, é o primeiro
valor de corrente registado a partir de uma excitacdo onde os
valores de corrente que seguem o primeiro valor de corrente
diminuem, e é obtido durante o desempenho cinético maximo do
sensor de teste. Podem também ser analisados corrente, tempo,
e/ou outros valores adicionais. Em 360, a concentracdo pode ser
exibida, armazenada para futura referéncia, e/ou utilizada
para calculos adicionais.

A FIG. 4 mostra os sinais de saida a partir de um sensor
de teste para uma amostra de sangue inteiro tendo uma
concentracdo de glucose de 400 mg/dl e tendo um teor de
hematécrito de 70%. A entrada de sinal para o sensor de teste
através do dispositivo de medicdo foi uma sequéncia de pulso
amperométrico controlado incluindo oito excitag¢des separadas
por sete relaxamentos, tal como descrito na Publicacédo de
Patente U.S. N° 2008/0173552. Da segunda a oitava excitacdes
tiveram uma duracdo de cerca de 0,4 segundos, e da terceira a
sétima relaxacdes tiveram uma duracdo de cerca de 1 segundo.
Foram registados trés valores de corrente de saida entre a
segunda e a oitava excitacdes.

Uma correlacdo de um ou mais valores de corrente de saida
com a concentracdo de analito da amostra pode ser preparada
representando graficamente a corrente de saida num momento
particular da andlise frente a uma concentracdo conhecida do
analito numa série de solugdes-mde contendo o analito. Para
correlacionar os valores de corrente de saida a partir do sinal
de entrada com a concentracdo de analito da amostra, o valor
de corrente inicial a partir da excitacdo é preferivelmente
maior do que o0s que seguem no decaimento. Preferivelmente, o
valor ou valores de corrente de saida correlacionados com a
concentracdo de analito da amostra sdo tomados a partir de um

decaimento incluindo dados de corrente refletindo o desempenho
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cinético méximo do sensor de teste. A cinética da reacdo redox
subjacente as correntes de saida é afetada por parte de varios
fatores. Estes fatores podem incluir a taxa a qual a composicéo
de reagentes se reidrata, a taxa a qual o sistema enzimético
reage com o analito, a taxa a gqual o sistema enzimdtico
transfere eletrdes ao mediador, e a taxa a qual o mediador
transfere eletrdes ao elétrodo.

O desempenho cinético maximo do sensor de teste pode ser
alcancado durante uma excitacdo de uma sequéncia de pulso
amperométrico controlado quando o valor de corrente inicial de
uma excitacédo tendo valores de corrente decadentes é maior para
as varias excitacdes. Preferivelmente, o desempenho cinético
maximo de um sensor de teste é alcancado quando o Gltimo valor
de corrente pontual obtido para uma excitacdo tendo valores de
corrente decadentes é o maior ltimo valor de corrente pontual
obtido para as varias excitacdes. Mais preferivelmente, o
desempenho cinético maximo de um sensor de teste & alcancado
quando o valor de corrente inicial obtido para uma excitacédo
tendo valores de corrente decadentes é o maior para as varias
excitacdes e o ultimo valor de corrente pontual obtido para a
mesma excitacdo é o maior ultimo valor de corrente pontual
obtido para as varias excitacdes.

0 desempenho cinético maximo pode ser descrito em termos
do parémetro "tempo de pico", que é o tempo no qual um sensor
de teste eletroquimico obtém o seu valor de corrente de saida
maximo apds uma amostra contendo um analito entrar em contacto
com o sensor de teste. O valor de corrente de saida méaximo é
preferivelmente utilizado para correlacgdo com a concentracéo
de analito da amostra. Preferivelmente o tempo de pico para um
sensor de teste é menos do que cerca de 7 segundos, € mais
preferivelmente menos do que cerca de 5 segundos, apds a
introducdo da amostra no sensor de teste. Preferivelmente, o
tempo de pico é dentro de cerca de 0,4 até cerca de 7 segundos,
mais preferivelmente dentro de cerca de 0,6 até cerca de 6,4

segundos, mais preferivelmente dentro de cerca de 1 até cerca
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de 5 segundos, mais preferivelmente dentro de cerca de 1,1 até
cerca de 3,5 segundos apds a introducdo da amostra no sensor
de teste. Na FIG. 4, o desempenho cinético mdximo é alcancado
a um tempo de andlise de 3,5 segundos, conforme indicado pela
etiqueta "Tempo de Pico" identificando o maior wvalor de
corrente para todas as excitacdes registadas.

As FIGS. 5A e 5B ilustram graficos de tempos de pico para
sensores de teste tendo composicdes de reagentes de baixo teor
de sal total (A e B) e para sensores de teste tendo composicdes
de reagentes que ndo foram composicdes de reagentes de baixo
teor de sal total (C, D e E). Na FIG. 5A, a concentracdo de
glucose nas amostras foi 50 mg/dl. Na FIG. 5B, a concentracéo
de glucose nas amostras foi 100 mg/dl. As amostras tiveram
teores de hematdcrito variando desde 20% até 70%. Cada grafico
traca o tempo de pico como uma funcdo do teor de hematdcrito
para as composicdes de reagentes A - E listadas no Quadro 1,
acima. Para cada composicdo, os tempos de pico para os teores
de hematdécrito de 20%, 30%, 40%, 50%, 60% e 70% sdo mostrados
da esquerda para a direita.

A partir dos resultados ilustrados nas FIGS. 5A e 5B,
um menor teor de sal inorgdnico metédlico ndo de transicdo no
mediador e uma menor concentracdo de sal de tampdo foram
correlacionados com tempos de pico mais curtos. Este efeito foi
especialmente evidente para amostras tendo teores de
hematédcritomais elevados. Consequentemente, uma composicdo de
reagentes de baixo teor de sal total pode proporcionar tempos
de pico desejéveis na andlise por biossensor, inclusive quando
a amostra tem um teor de hematdcrito relativamente elevado.

A correlacdo de um ou mais valores de corrente de saida
com a concentracédo de analito da amostra pode ser ajustada para
contabilizar erros de medicdo. Uma abordagem para corrigir
erros associados com uma andlise por biossensor é o ajuste da
correlacdo para determinar concentracdes de analito numa
amostra a partir de valores de corrente de saida com funcdes

de indice extraidas a partir de valores de corrente intermédios
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dos valores de corrente de saida. As funcdes de indice podem
compensar a correlacdo para determinar concentracdes de
analito a partir dos valores de corrente de saida para um ou
mais erros nas andlises que possam resultar no desvio das
concentracdes de analito determinadas. As funcgdes de indice
correspondem a 3 de desvio na correlacdo entre as concentracdes
de analito e os valores de corrente de saida devido a um ou mais
erros na anélise.

A % de desvio na correlacédo pode ser representada através
de um ou mais valores AS obtidos a partir de um ou mais
pardmetros de erro. Os valores AS representam desvios em
declive da correlacdo entre as concentracdes de analito e
valores de corrente de saida determinados a partir de um ou mais
parémetros de erro. As funcgdes de indice correspondentes ao
declive ou alteracdo do declive podem ser normalizadas para
reduzir o efeito estatistico das alteracdes dos valores de
corrente de saida, melhorar a diferenciacdo em variacdes dos
valores de corrente de saida, padronizar as medic¢des dos
valores de corrente de saida, uma combinacdo dos mesmos, ou
semelhantes. A correlacdo ajustada pode ser utilizada para
determinar concentrac¢des de analito em amostras bioldgicas a
partir dos valores de corrente de saida e pode ter exatiddo e/ou
preciséio melhoradas em comparacao com biossensores
convencionais. E descrita correcdo de erros utilizando funcdes
de indice e valores AS, por exemplo, no Pedido de Patente
Internacional N.° PCT/US08/85768, depositado a 6 de dezembro
de 2008, titulado "Slope-Based Compensation", com inventor
Huan-Ping Wu.

Consequentemente, um valor de corrente de saida
responsivo a concentracdo de glucose de uma amostra pode ser
convertido numa concentracdo de glucose corrigida de uma
amostra utilizando uma funcdo de indice representando AS/S.
Alternativamente, uma concentracdo de glucose corrigida pode
ser determinada a partir de um valor de concentracdo de glucose

nédo corrigido utilizando uma funcdo de indice e uma equacédo tal
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como Georr = Gpruto/ (1 + f(Indice)), onde Georr € a concentracio
de glucose corrigida da amostra, Gprute € a concentracdo de
analito da amostra determinada sem compensacdo, e f (Indice) é
uma funcdo de indice.

As funcbes de indice podem incluir relacdes extraidas
a partir de um sinal de saida, tais como o sinal de saida
ilustrado na Figura 4. Por exemplo, os valores dos sinais de
saida podem ser comparados com um ciclo de decaimento de
pulso-sinal individual, tal como a relacdo R3 = 13,5 / 1i5,;, onde
is,3 denota o terceiro valor de corrente registado para o
terceiro decaimento do sinal, e i3,; denota o primeiro valor de
corrente registado para o terceiro decaimento do sinal. Noutro
exemplo, o0s valores dos sinais de saida podem ser comparados
entre ciclos de decaimento de pulso-sinal separados, tal como
a relacdo R4/3 = 14,5 / 13,3, onde i35 denota o terceiro valor
de corrente registado para o quarto decaimento do sinal. As
funcdes de indice podem incluir combinacdes de relacdes
extraidas a partir do sinal de saida. Num exemplo, uma relacédo
de indice pode incluir uma relacédo de relacgdes simples, tal como
a Relacdo3/2 = R3/R2. Noutro exemplo, uma funcdo de indice pode
incluir uma combinac¢do mais complicada de funcgdes de indice
mais simples. Por exemplo, uma funcdo de indice Indice-1 pode
ser representada como Indice-1 = R4/3-Relacédo3/2. Noutro
exemplo, uma funcdo de indice Indice-2 pode ser representada
como Indice-2 = (R4/3)P - (Relac&do3/2)%, onde p e ¢
independentemente sdo numeros positivos.

Preferivelmente uma funcdo de indice corrige erros
associados com variacdes do teor de hematdcrito. O cédlculo de
uma tal funcdo de indice pode ser facilitado através da
utilizacdo de um sensor de teste gque produz um sinal de saida
que varia com o teor de hematédcrito. Surpreendentemente, um
sensor de teste tendo uma composicdo de reagentes de baixo teor
de sal total pode proporcionar um tal sinal de saida.

As FIGS. ©0A-6E ilustram graficos das correlacdes de

AS:iota1 como uma funcdo do indice de relacdo simples R4/3. Os
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dados para estas correlacgdes foram tomados a partir de sinais
de corrente de saida de glucose a partir de amostras de sangue
de capilares a 21,8 °C. As composicdes de reagentes dos sensores
de teste da FIG. 6A - FIG. 6E foram as composic¢cdes A - E do Quadro
1, respetivamente. Os sensores de teste tendo a composicdo de
reagentes de baixo teor de sal total B tiveram a melhor
separacdo de valores aos diferentes niveis de hematdcrito.
0 Quadro 5 lista os valores R? para as varias funcdes de
indice de relacdo para os dados utilizados para gerar os
gradficos das FIGS. 6A - 6k, e para dados semelhantes recolhidos
al7,8 °C. Os valores R? indicam a correlacédo geral entre ASigral
e o0 indice através do teor de hematdcrito.
Quadro 5 - Valores R’ Para Correlacdes de AS iota1 € Funcdes de Indice

de Relacdo.

Composigdes de Valores R’
Temperatura
Reagentes*
R3/2 (3,5 s) R4/3 (5 s) R5/4 (6,4 s)R6/7 (7,8 s)R7/6 (9,2 s)
21,8°C A 0,001013 0,104764 0,565351 0,760619 0,750959
B 0,516962 0,599775 0,505758 0,438291 0,31835
C 0,091352 0,118496 0,302064 0,408586 0,524337
D 0,000134 0,038426 0,218307 0,493913 0,548401
E 0,000457 0,045204 0,382858 0,565626 0,637481
17,8°C A 0,046511 0,033404 0,201073 0,57258 0,712873
B 0,347457 0,561101 0,594296 0,501804 0,529152
c 0,145856 0,040137 0,148183 0,363599 0,556556
D 0,002571 0,000171 0,089739 0,291356 0,501046
E 0,003322 0,018583 0,29426 0,566881 0,588227

*Composigdes a partir do Quadro 1.

Para tempos de saida de 5 segundos ou menos a 21,8 °C, os
sensores de teste tendo uma composicdo de regentes de baixo teor
de sal total (composicdo B) proporcionaram correlacdes tendo
valores R? significativamente melhores que os proporcionados
por parte dos outros sensores de teste. Para tempos de saida
de 6,4 segundos ou mais a 21,8 °C, os sensores de teste tendo
uma composicdo de regentes de baixo teor de sal total
(composicdo A) proporcionaram correlacdes tendo valores R’
significativamente melhores que o0s proporcionados por parte

dos outros sensores de teste.
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Para tempos de saida de 6,4 segundos ou menos a 17,8 °C,
0s sensores de teste tendo uma composicdo de regentes de baixo
teor de sal total (composicdo B) proporcionaram correlacdes
tendo valores R’ significativamente melhores que o0s
proporcionados por parte dos outros sensores de teste. Para
tempos de saida de 7,8 segundos ou mais a 17,8 °C, os sensores
de teste tendo uma composicdo de regentes de baixo teor de sal
total (composicdo A) proporcionaram correlacdes tendo valores
stignificativamente melhores que os proporcionados por parte
dos outros sensores de teste. Consequentemente, a temperaturas
de andlise inferiores, um sensor de teste tendo uma composicédo
de regentes de baixo teor de sal total poderia proporcionar uma
melhor correlacdo a um tempo de ensaio anterior que poderia um
sensor de teste tendo uma composicdo de regentes gque ndo fosse
uma composigdo de baixo teor de sal total.

As funcdes de indice dos graficos das FIGS. 6A - 6E foram
utilizadas para formular equacgdes de correlacdo para corrigir
o desvio das anadlises por biossensor para amostras tendo
diferentes teores de hematdcrito. A utilizacdo de uma ou mais
funcdes de indice relacionadas com AS pode reduzir a disperséo
do desvio, que é definido como o desvio padrdo do desvio / %
de populacédo de desvio. A correlacdo entre AS o121 ©€ Uma ou mais
funcdes de indice afeta diretamente a reducédo do desvio padréo
(SD) da populacdo de desvio. Como tal, quanto mais elevado for
o valor R?, maior a reducdo do valor SD e, consequentemente,
menor a dispersdo do desvio. Esta relacdo experimental é
observada no Quadro 6, onde a % de populacédo do conjunto de dados
dentro de um limite de desvio de 10/+10% antes e apds a
compensacdo sdo listados para as composicdes de reagente
listadas no Quadro 1. A % £10% foi significativamente maior para
0s sensores de teste tendo uma composicdo de regentes de baixo
teor de sal total, tanto antes como apds a equacdo de

compensacdo ser aplicada aos resultados.
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Quadro 6 - Exatid&do de Correlacdes de Saida com Concentracédo

de Analitos.

% 110%
Composicdo de Correlacdo Antes da Correlacdo Apds a
Regentes* Compensacao Compensacao
A 78% 78%
B 86% 99%
C 81% 81%
D 81% 81%
E 80% 80%

*Composicdes a partir do Quadro 1.

A melhoria proporcionada por parte de uma composicédo de
regentes de baixo teor de sal total é significativa, j& que
menos analises se encontrariam fora do limite de exatiddo de
t10/£10%. Ao reduzir o numero de andlises fora do limite, mais
das leituras obtidas poderiam ser utilizadas para terapéutica
exata a um paciente. A necessidade de descartar e repetir
andlises ao paciente pode também ver-se reduzida.

A FIG. 7 ilustra graficos dos valores de R2a.21,8 °C como
uma funcdo do tempo de ensaio para sensores de teste tendo as
composicdes de reagentes A - E listadas no Quadro 1. Os tempos
de ensaio de 3,5 segundos, 5 segundos, 6,5 segundos, 7,8
segundos e 9,2 segundos correspondem as funcdes de indice de
relacdo R3/2, R4/3, RL/4, R6/7 e R7/6, respetivamente.
Consequentemente, A FIG. 7 ¢é uma descricdo grafica dos
resultados listados na primeira metade do Quadro 5. Para os dois
primeiros tempos de ensaio (3,5 e 5 segundos), a composicido de
reagentes de baixo teor de sal total B proporcionou valores R?
de pelo menos 0,5, enquanto as outras composicdes de reagentes
proporcionaram valores R’ de somente 0,12 ou menos. Para um
tempo de ensaio de 6,5 segundos, ambas as composicdes de
reagentes de baixo teor de sal total A e B proporcionaram

valores R? de pelo menos 0,5, enquanto as outras composic¢des
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de reagentes proporcionaram valores R”? de somente 0,2 - 0,4.
Para tempos de ensaio maiores do que 7 segundos, a composicéo
de reagentes de baixo teor de sal total A proporcionou valores
R? de pelo menos 0,5; no entanto, a composicédo de reagentes de
baixo teor de sal total B proporcionou valores R? por debaixo
de 0,5. Para tempos de ensaio maiores de 7,8 e 9,2 segundos,
os valores R? proporcionados por parte das composicdes de
reagentes C - E foram correlacionados inversamente com a
concentracdo de sal de tampéo.

Conforme ilustrado pelos gréaficos da FIG. 7, uma
composicdo de reagentes de baixo teor de sal pode proporcionar
valores R? de pelo menos 0,5 para funcdes de 1indice
correspondentes a tempos de ensaio de ummaximo de 6,5 segundos.
Consequentemente, uma composicdo de reagentes de baixo teor de
sal total pode proporcionar anédlise exata de um analito numa
amostra a tempos de ensaio mais curtos que aqueles
proporcionados ©por parte de composicbdes de reagentes
convencionais.

A FIG. 8 ilustra um grafico dos indices R5/4 a 16 °C como
uma funcdo dos niveis de hematdcrito para as composicdes de
reagentes de baixo teor total de sal F e G listadas no Quadro
2. Estas composicdes foram semelhantes, exceto em que a
composicdo G incluiu tanto um tensioativo nédo idénico como um
tensiocativo anidénico, enquanto a composicdo F incluiu somente
um tensioativo n&o idénico. O valor R® para os resultados
proporcionados por parte da composicédo G foi 0,82, enquanto o
valor R? para os resultados proporcionados por parte da
composicdo F foi somente 0,32. Consequentemente, a presenca de
uma pequena quantidade de um tensiocativo anidénico proporcionou
uma melhoria significativa da func¢do de indice R5/4 para este
Sistema.

A composicdo de reagentes B foi disposta sobre o elétrodo
de trabalho de um sensor de teste a vadrias espessuras. O Quadro
7 lista as concentracdes do mediador em cada um de quatro tipos

diferentes de elétrodos de trabalho. J4& que foi utilizada a
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mesma composicdo de reagentes de baixo teor de sal para cada
elétrodo, uma concentracdo menor € correlacionada com uma menor
espessura da composicdo de reagentes no elétrodo. Cada
composicdo de reagentes teve uma concentracdo enzimidtica de
desde 1,21 até 1,50 unidades por milimetro quadrado (U/mm?).
O Quadro 7 lista também a % de populacdo dos dados estabelecidos
dentro de um limite de desvio de £10/110% para anéalises
realizadas a diferentes temperaturas. O elétrodo de trabalho
com a camada mais fina de composicdo de reagentes de baixo teor
de sal teve a percentagem mais elevada de medicdes dentro de
um limite de desvio de £10/+10%. Esta melhoria foi
particularmente evidente a temperaturas mais baixas, tais como
11 °cC.

Quadro 7 - Exatiddo de Correlacdes para Camadas de Reagentes

de Baixo Teor de Sal Tendo Diferentes Espessuras.

Densidade do Mediador no Elétrodo de

a\°

+10

o°

Trabalho (ug/mm?)

11°C 15°C 23°C

1,503 94% 99% 98%
1,340 94% 96% 96%
1,290 96% 95% 100%
1,130 99% 98% 100%

A FIG. 9 ilustra uma representacdo esquematica de um
biossensor 900 que determina a concentrac¢do de um analito numa
amostra de um fluido bioldgico utilizando um sinal de entrada
amperométrico controlado. O Dbiossensor 900 inclui um
dispositivo de medicdo 902 e um sensor de teste 904, gue podem
ser implementados em qualquer instrumento analitico, incluindo
um dispositivo de bancada, um dispositivo portatil ou manual,
ou semelhantes. O biossensor 900 pode ser utilizado para
determinar concentracdes de analito, incluindo as de glucose,
dcido Grico, lactato, colesterol, bilirrubina, e semelhantes.
Enquanto é mostrada uma configuracdo particular, o biossensor

900 pode ter outras configuracdes, incluindo aquelas com
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componentes adicionais.

O sensor de teste 904 tem uma base 906 formando um
reservatdério 908 e um canal 910 com uma abertura 912. O
reservatdério 908 e o canal 910 podem estar cobertos por uma
tampa com um respiradouro. O reservatdrio 908 define um volume
parcialmente encerrado. O reservatdério 908 pode conter uma
composicdo que auxilia na retencdo de uma amostra liquida tal
como polimeros ou matrizes poliméricas porosas que gelificam
na presenca de agua. 0s reagentes podem ser depositados no
reservatdério 908 e/ou canal 910. A composicdo de reagentes no
elétrodo de trabalho 903 inclui uma composicédo de reagentes de
baixo teor de sal e pode incluir um ou mais sistemas
enzimdticos, mediadores, e espécies semelhantes. O
contraelétrodo 905 pode ser formado utilizando a mesma ou
diferente composicdo de reagentes, preferivelmente uma
carecendo de um sistema enzimético. O sensor de teste 904 pode
também ter uma interface de amostra 914 disposta de forma
adjacente ao reservatdrio 908. A interface de amostra 914 pode
rodear parcialmente ou completamente o reservatdédrio 908. O
sensor de teste 904 pode ter outras configuracdes.

A interface de amostra 914 tem condutores 909 conectados
ao elétrodo de trabalho 903 e ao contraelétrodo 905. Os
elétrodos podem encontrar-se substancialmente no mesmo plano
ouemmais de umplano. Os elétrodos 903, 905 podem ser dispostos
numa superficie da base 906 que forma o reservatdrio 908. Os
elétrodos 903, 905 podem estender-se ou projetar-se para o
reservatdério 908. Uma camada dielétrica pode cobrir
parcialmente os condutores 909 e/ou os elétrodos 904, 905. A
interface de amostra 914 pode ter outros elétrodos e
condutores.

O dispositivo de medicdo 902 inclui circuitos elétricos
916 conectados a uma interface de sensor 918 e um visor 920.
Os circuitos elétricos 916 incluem um processador 922 conectado
a um gerador de sinal 924, um sensor de temperatura 926

opcional, e um medio de armazenamento 928.
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O gerador de sinal 924 proporciona um sinal de entrada
elétrico a interface de sensor 918 em resposta ao processador
922. 0 sinal de entrada elétrico pode ser transmitido através
da interface de sensor 918a interface de amostra 914 para
aplicar o sinal de entrada elétrico a amostra do fluido
biolbégico. O sinal de entrada elétrico pode ser um potencial
ou corrente e pode ser aplicado empulsos, sequéncias, ouciclos
multiplos. O gerador de sinal 924 pode também registar um sinal
de saida a partir da interface de sensor como um
gerador-registador.

O sensor de temperatura 926 opcional determina a
temperatura da amostra no reservatdrio do sensor de teste 904.
A temperatura da amostra pode ser medida, calculada a partir
do sinal de saida, ou assumida como sendo a mesma ou semelhante
a uma medida da temperatura ambiente ou da temperatura de um
dispositivo implementando o sistema biossensor. A temperatura
pode ser medida utilizando um termistor, termdémetro, ou outro
dispositivo sensor de temperatura. Podem ser utilizadas outras
técnicas para determinar a temperatura da amostra.

0O meio de armazenamento 928 pode ser um dispositivo
magnético, 6tico, ou de memdria semicondutora, outro
dispositivo de armazenamento, ou semelhante. O meio de
armazenamento 928 pode ser um dispositivo de memdbéria fixa, um
dispositivo de memdbdéria removivel, tal como um cartdo de
memdéria, de acesso remoto, ou semelhante.

O processador 922 implementa a anadlise do analito e os
dados de tratamento utilizando um cdédigo de software legivel
através de computador e dados armazenados no meio de
armazenamento 928. O processador 922 pode iniciar a andlise do
analito em resposta a presenca do sensor de teste 904 na
interface de sensor 918, a aplicacdo de uma amostra ao sensor
de teste 904, em resposta a uma entrada por parte do utilizador,
ou semelhante. O processador 922 dirige o gerador de sinal 924
para proporcionar o sinal de entrada elétrico na interface de

sensor 918. O processador 922 pode receber a temperatura da
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amostra a partir do sensor de temperatura 926 opcional. O
processador 922 recebe o sinal de saida a partir da interface
de sensor 918. O sinal de saida é gerado em resposta a reacédo
redox do analito no reservatdrio 908.

O processador 922 mede preferivelmente o sinal de saida
para obter um valor de corrente a partir de uma excitacdo onde
o valor de corrente inicial é maior do gue 0s gue seguem no
decaimento e em menos de cerca de 3 segundos apds a introducéo
da amostra no sensor de teste 904. Mais preferivelmente, o
processador 922 mede o sinal de saida para obter um valor de
corrente em menos de cerca de 3 segundos apds a introducido da
amostra no sensor de teste em 904 e obtém o primeiro valor de
corrente registado a partir de uma excitacdo onde os valores
de corrente gque seguem o primeiro valor de corrente diminuem
continuamente. Ainda mais preferivelmente, o processador 922
mede o sinal de saida para obter um valor de corrente em menos
de cerca de 3 segundos apds a introducdo da amostra no sensor
de teste em 904, para obter o primeiro valor de corrente
registado a partir de uma excitacgédo onde os valores de corrente
que seguem o primeiro valor de corrente diminuem continuamente,
e para obter um valor de corrente durante o desempenho cinético
maximo do sensor de teste.

O um ou mais valores de <corrente obtidos sé&o
correlacionados com a concentracdo de analito da amostra
utilizando uma ou mais equacgdes de correlacdo no processador
922. Os resultados da andlise dos analitos podem ser enviados
para o visor 920 e podem ser armazenados no medio de
armazenamento 928. Preferivelmente, os resultados da andlise
dos analitos s&o enviados para o visor 920 em cinco segundos
ou menos apds a introducdo da amostra no sensor de teste, mais
preferivelmente os resultados sdo enviados para o visor 920 em
trés segundos ou menos apds a introdugdo da amostra no sensor
de teste.

As equacdes de correlacdo relacionando concentracdes de

analito e valores de saida de corrente podem ser representados



48

graficamente, matematicamente, uma combinacdo dos mesmos, ou
semelhante. As equacdes de correlacdo podem ser representadas
através de um quadro de nimeros de programa (PNA), outro gquadro
de consulta, ou semelhante que se encontra armazenado no meio
de armazenamento 928. Podem ser proporcionadas instrucdes
relativas a implementacdo da andlise dos analitos por meio do
cbdbdigo de software legivel através de computador armazenado no
meio de armazenamento 928. O cdédigo pode ser cddigo objeto ou
qualquer outro cédigo descrevendo ou controlando a
funcionalidade descrita no presente documento. Os dados a
partir da andlise dos analitos podem ser submetidos a um ou mais
tratamentos de dados, incluindo a determinacdo de taxas de
decaimento, constantes K, relacdes, e semelhantes no
processador 922.

A interface de sensor 918 tem contactos gue conectam ou
comunicam eletricamente com os condutores 909 na interface de
amostra 914 do sensor de teste 904. A interface de sensor 918
transmite o sinal de entrada elétrico a partir do gerador de
sinal 924 através dos contactos aos condutores 909 na interface
de amostra 914. A interface de sensor 918 também transmite o
sinal de saida a partir da amostra através dos contactos ao
processador 922 e/ou gerador de sinal 924.

O visor 920 pode ser analdgico ou digital. O visor pode
ser um LCD adaptado para exibir uma leitura numérica.

Na utilizacdo, uma amostra para andlise é transferida para
0 reservatdrio 908 introduzindo o liquido na abertura 912. A
amostra flui através do canal 910, preenchendo o reservatdrio
908 enquanto expulsando o ar previamente contido. A amostra
reage gquimicamente com os reagentes depositados no canal 910
e/ou reservatdrio 908. Preferivelmente, a amostra é um fluido,
mais preferivelmente, um liquido.

O sensor de teste 902 ¢é disposto de forma adjacente ao
dispositivo de medicdo 902. Adjacente inclui posicdes onde a
interface de amostra 914 se encontra em comunicacdo elétrica

com a interface de sensor 918. A comunicacédo elétrica inclui



49

transferéncia por fios ou sem fios de sinais de entrada e/ou
saida entre contactos na interface de sensor 918 e condutores
909 na interface de amostra 914.

Enquanto foram descritas varias formas de realizacgédo da
invencdo, seréd evidente para 0s peritos na especialidade que
sdo possiveis outras formas de realizacdo e implementacdes

dentro do admbito da invencéo.



50

DOCUMENTOS REFERIDOS NA DESCRICAO

Esta lista de documentos referidos pelo autor do presente
pedido de patente foi elaborada apenas para informacdo do
leitor. Ndo ¢é parte integrante do documento de patente
europeia. Ndo obstante o cuidado na sua elaboracdo, o IEP ndo
assume qualquer responsabilidade por eventuais erros ou

omissdes.

Documentos de patente referidos na descrigdo
e US 6531040 B [0006]

e US 5798031 A [0006] [0032]
e US 5120420 A [0006]

e WO 2008036516 A [0012]

e US 20090145756 A1 [0037]

e US 20090178936 Al [0043]

e US 5393615 A [0048]

e US 5498542 A [0048]

e US 5520786 A [0048]

e US 20020178936 A [0067]

e US 20080173552 A [0084]

e US 0885768 W [0091]



1.

REIVINDICACOES

Um sensor de teste para determinar a concentracdo de um

analito numa amostra, compreendendo:

2.

um reservatdério tendo um volume de reservatdrio;

pelo menos dois condutores no reservatdério, onde um dos

condutores ¢ um elétrodo de trabalho tendo uma &rea de

elétrodo de trabalho; e
uma composicdo de reagentes disposta sobre o elétrodo

trabalho, a composicdo de reagentes compreendendo

de

um ligante, um sal de tampdo, um mediador, um sistema

enzimdtico e um tensioativo ndo idnico,

o0 mediador compreendendo um sal inorgdnico metdlico ndo de

transicdo a um méximo de 20% (p/p):;

onde o sal de tampédo estéd presente a uma concentracédo de
maximo de 9,54 nmol por mm’ da 4&rea de superficie
composicdo de reagentes, ou um maximo de 67 nmol por ul
volume do reservatdério, ou um maximo de 167 nmol por mm?
drea do elétrodo de trabalho. e

o mediador estéd presente a uma concentracdo de um maximo
4,76 nmol por mm’ da area de superficie da composicédo
reagentes, ou um maximo de 40 nmol por pl do volume
reservatério, ou um méximo de 100 nmol por mm’ da &area

elétrodo de trabalho.

O sensor da reivindicacdo 1, onde a composicédo

reagentes compreende

da
do
da

de
de
do
do

de

o ligante a desde cerca de 0,14 até cerca de 0,43 ng por mm’

da 4rea de superficie da composicédo de reagentes,

0 sal de tampédo a desde cerca de 2,30 até cerca de 9,54 nmol,

preferivelmente desde cerca de 3,40 até cerca de 4,77 nmol,

por mm’ da &rea da superficie da composicdo de reagentes,

o mediador a desde cerca de 1,70 até cerca de 4,76 nmol,

preferivelmente desde cerca de 2,80 até cerca de 4,00 nmol,

por mm’ da 4rea de superficie da composicdo de reagentes,



0 sistema enzimdtico a desde cerca de 0,07 até cerca de 0,3
Unidades por mm? da 4rea de superficie da composicdo de
reagentes, e

0 tensioativo ndo idénico a desde cerca de 0,04 até cerca de
0,24 pg por mm’ da &rea de superficie da composicdo de

reagentes.

3. O sensor da reivindicacdo 1, onde a composicdo de
reagentes compreende
o0 ligante polimérico a desde cerca de 1 até cerca de 3 g por
nl do volume do reservatédrio,
0 sal de tamp&o a desde cerca de 16 até cerca de 67 nmol,
preferivelmente desde cerca de 24 até cerca de 34 nmol, por
nl do volume do reservatédrio,
o mediador a desde cerca de 12 até cerca de 40 nmol,
preferivelmente desde cerca de 20 até cerca de 28 nmol, por
pnl do volume do reservatdrio,
O sistema enzimatico a desde cerca de 0,5 até cerca de 1,8
Unidades por pl do volume do reservatdrio, e
o tensioativo ndo idénico a desde cerca de 0,3 até cerca de

1,7 ng por pl do volume do reservatdrio.

4, O sensor da reivindicacdo 1, onde a composicdo de
reagentes compreende
o0 ligante a desde cerca de 1 até cerca de 7,5 pg por mm’ da
drea do elétrodo de trabalho,
o sal de tampdo a desde cerca de 16 até 167 nmol,
preferivelmente desde cerca de 24 até cerca de 84 nmol, por
mm’ da 4rea do elétrodo de trabalho,
o0 mediador a desde cerca de 12 até 100 nmol, preferivelmente
desde cerca de 20 até cerca de 70 nmol, por mm? da area do
elétrodo de trabalho,
0 sistema enzimdtico a desde cerca de 0,5 até cerca de 5
Unidades por mm’ da &rea do elétrodo de trabalho, e

o tensioativo ndo idénico a desde cerca de 0,3 até cerca de



4,3 pg por mm’ da area do elétrodo de trabalho.

5. O sensor de qgualquer uma das reivindicacbes 1-4,

compreendendo adicionalmente um tensioativo idnico.

6. O sensor da reivindicacdo 5, onde o tensiocativo idnico

compreende um tensioativo anidnico.

7. O sensor da reivindicacédo 6, compreendendo o tensioativo
aniénico a desde cerca de 3 até cerca de 16 ng por mm’ da &rea
da superficie da composicdo de reagentes, ou o tensioativo
anidénico a desde cerca de 20 até cerca de 140 ng por 1l do volume
do reservatdério, ou o tensioativo anidénico a desde cerca de 10

até cerca de 350 ng por mm’ da 4rea do elétrodo de trabalho.

8. O sensor de gualquer uma das reivindicacdes 1-7, onde o

sal de tampdo compreende Na,HPO,.

9. O sensor de gualquer uma das reivindicacdes 1-8, onde o
mediador compreende um sal inorgdnico metdlico ndo de transicéo
a um maximo de 15% (p/p),um maximo de 10% (p/p), um maximo de

5% (p/p) ou um maximo de 4% (p/p).

10. O sensor de qualquer uma das reivindicacdes 1-9, onde o
tensioativo ndo idnico compreende um tensicativo a base de

acucares.

11. Um sistema biossensor, para determinar a concentracdo de
um analito numa amostra, compreendendo:
um sensor de teste compreendendo um reservatdrio, pelo menos
dois condutores no reservatdrio onde um dos condutores & um
elétrodo de trabalho, e uma composicido de reagentes disposta
sobre ou perto do elétrodo de trabalho,
a composicdo de reagentes compreendendo um ligante, um sal

de tampdo, um sistema enzimdtico, um tensioativo néo



idénico, e

um mediador compreendendo um sal inorgdnico metédlico néo

de transicdo a um maximo de 20% (p/p); e
um dispositivo de medicdo em comunicacdo elétrica com o
sensor de teste;
onde o meio de medicdo mede um valor de sinal de saida a partir
do meio de reacdo a desempenho cinético médximo num maximo de
7 segundos apds introduzir uma amostra no meio de reacédo, onde
o valor do sinal de saida ¢é responsivo a concentracdo do
analito na amostra,
o0 dispositivo de medicdo determina pelo menos um valor AS
responsivo a pelo menos um pardmetro de erro, e
0 dispositivo de medigcdo determina adicionalmente a
concentracdo de analito na amostra a partir de uma egquacéo
de compensacdo incluindo pelo menos uma correlacdo de
referéncia e o pelo menos um valor AS;
onde a equacdo de compensacdo tem um valor R? de pelo menos
0,5.

12. 0O sistema da reivindicacédo 11, onde a composicdo de
reagentes do sensor de teste compreende:
0 sal de tampdo a uma concentracdo de um maximo de 9,54 nmol
por mm’ da &rea de superficie da composicdo de reagentes,
o mediador a uma concentracdo de um maximo de 4,76 nmol por

mm’ da 4rea de superficie da composicdo de reagentes.

13. O sistema da reivindicacdo 11, onde o reservatdrio do
sensor de teste tem um volume de reservatdrio, e a composicéo
de reagentes compreende:

0 sal de tampdo a uma concentracdo de um méximo de 67 nmol

por pl do volume do reservatédrio,

0 mediador a uma concentracdo de um maximo de 40 nmol por pl

do volume do reservatdrio.



14. O sistema da reivindicacdo 11, onde o elétrodo de trabalho
do sensor de teste tem uma area de elétrodo de trabalho, e a
composicdo de reagentes compreende:

0 sal de tampdo a uma concentracdo de um maximo de 167 nmol

por mm’ da &rea do elétrodo de trabalho,

0 mediador a uma concentracdo de um maximo de 100 nmol por

mm’ da area do elétrodo de trabalho.

15. O sistema de qualquer uma das reivindicacdes 11-14, onde
0 meio de medigdo mede um valor de sinal de saida a partir do
meio de reacdo a desempenho cinético méximo num méximo de 5
segundos apds introduzir uma amostra no meio de reacdo, ou em
pelo menos 3,5 segundos apds a introducdo de uma amostra no

sensor de teste.
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