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Castillo Grau & Associates
Law Offices
P.O. Box 251473
Bogota, Colombia

FOR PATENTS AND TRADEMARKS IN

COLOMBIA
PODER POWER OF ATTORNEY
(1) BAYER HEALTHCARE LLC (1) BAYER HEALTHCARE LLC

domiciliado en (2) Tarrytown,New York
Estados Unidos de América

nombra al Dr. German Castillo Grau y/o Adriana
Castillo Gibsone y/o Luis Felipe Castillo Gibsone

..............................................................................

con oficinas en la Carrera 13 No. 3743, Piso 12
en Santafé de Bogota, D.C., Colombia como sus
representantes con poder especial amplio y
suficiente, para recabar de las oficinas vy
autoridades  Colombianas, administrativas,
judiciales o de policia, en primera o segunda
instancia, la Obtencion de Patentes de
Invencién, Registro de Marcas, de Disefios
Industriales, de Nombres y Enseiias
Comerciales, de Registros Sanitarios, Nombres
de Dominio, lo mismo que traspasos,
extensiones, renovaciones, cambios de nombre
y domicilio, registro de licencias de explotacién y
registro de licencias de uso referentes a tales
actuaciones, a cuyo efecto les faculta para dar
ante dichas autoridades todos los pasos
necesarios al objeto indicado, elevar solicitudes,
formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, apelaciones y reclamos, solicitar
la aplicaci6én de medidas cautelares, aceptar en
nuestro nombre y representacion la Cesion de
derechos de invencién y de patente de invencién
que se nos haga por cualquier persona, abonar
todos los impuestos cuotas y pagos
determinados por la ley, recibir todos los
documentos y valores dando el descargo
respectivo, llenar cualesquiera ofros requisitos,
desistir, y tomar en fin todas las medidas que
creyeren conducentes al resguardo de nuestros
intereses y en caso de presentarse oposiciones
para que intervengan como demandantes o
como demandados, con todas las demas
facultades legales necesarias. Este poder
comprende ademas las facultades de recibir,
desistir, transigir, comprometer, sustituir, revocar
sustituciones, recibir notificaciones y nombrar
apoderados judiciales o extra-judiciales

domiciled in (2) Tarrytown, NY
United States of America

hereby appoint Dr. German Castillo Grau and/or
Adriana Castillo-Gibsone and/or Luis Felipe
Castillo-GIbsone ........cccooerceecrnciccenrerirrecrerenenes
with offices at Carrera 13 No. 37-43, 12" Floor in
Bogota, Colombia as our representatives with
special ample and sufficient power to obtain from
the offices and Colombian authorities,
administrative, judicial and police, in first or in
second instance, Patents of Invention,
registration of Trade or Service Marks, Industrial
Designs, of Commercial Names and Ensigns,
Health and Sanitary Registrations, Domain
Names, as well as assignments, extensions,
renewals, changes of names and addresses,
registration of licenses of exploitation and
licenses of use referring to said actions who are
empowered to take before said authorities all of
the necessary steps for the purposes indicated,
to file applications, to formulate descriptions,
corrections, protests, declarations, appeals and
claims, apply for precautionary measures, to
accept on our behalf and representation the
assignment of rights on invention and titles of
invention that may be done to us by any person,
to pay all taxes, quotas and payments
prescribed by law, to receive all the documents
and proceeds giving the respective acquitance
or receipt, to fulfill any other requisites to desist
and take in fact any other measures that may be
deemed conductive to the safeguard of our
interests, and in case oppositions are presented
to intervene as plaintiff or defendant, with all
necessary legal faculties. This power includes
the faculties to receive, desist, compromise,
transact, substitute it in all or in part, to revoke
substitutions, to receive notifications and to
appoint judicial or extra-judicial attorneys.

Given and signed in (4) ....Elkhart, Indjdna
United States of America this 29+1/ day of

August , 2006

.....................................................

NOTARIO VEINTISEIS

GUSTAVO SAMPER RODRIGUEZ




SECRETARY OF STATE
STATE OF INDIANA

Todd Rokita
Secretary of State

APOSTILLE
(Convention de 1a Haye du S Octobre 1961)
1. Country: United States of America

2. This public document has been signed by Elizabeth A. Gettins
3. acting in the capacity of notary public in & Elkhart County

- for

4. and bears the seal/stamp of notary public in & for the State of Indiana
Certified

at Indianapolis, Indiana

this Eleventh day of September, 2006
by Secretary of State of Indiana

No. A2006- 14090

Cadie B A

9. Seal/Stamp: 10. Signature:

e

“\ Come fotario Veintiesis del Clrculo de
Bogoth, hego constar qus ests copia
coincide con original que se ha presarniado

Bogotéd D.C.- Colombla.

12 SET 2007

Todd Rokita
Indiana Secretary of State

T%%f %%49 ROD Jehrd

1 seal.
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DECLARACION NOTARIAL
(Individual)
4
i
Alos ....... diasdel mesde ......ccccoecccrvnvnnens de.......

compareci... personalmente ante ml, Notario
PUDIICO. ... eeieriiccris s

A quien(es) doy fé de conocer y me consta que
es(son) la(s) persona(s) descrita(s) y firmante(s)
del documento que precede, declarando ante mi
gue otorga(n) el mismo para los fines y
propésitos que en él se expresan.

El Notario Puablico

El infrascrito Notario certifica: que la firma que

antecede ¥ diCe .....cccvvrrvcerereenierenirreenie e

Richard L. Stadterman

es auténtica; que el signatario desempefia el

cargo de

Vice Presidente Global de Investigacion y Issa~
-------------------------------------------------------------------------- I‘.‘r.o]lo

de BAYER HEALTHCARE LLC

que tiene facultad para otorgar este poder; y que
dicha compaiiia esta domiciliada en

Tarrytown,New York EUA

y actualmente existe y esta organizada de

acuerdo a las leyes de
el Estado de Delaware, E.U.A.

Todos los hechos anteriores le constan por
haber examinado los documentos respectivos y

de todo ello da fe..

El Notario Publico

(Con Apostilla)

(Individuals)

NOTARIAL CERTIFICATE \éé

On this.....day Of i o) AR
personally appeared before me, a Notary Public,

to me known, and known to me be the person(s)
described in and who executed the foregoing
document, and he(they) duly acknowledged to
me that he(they) executed same for the uses
and purposes therein expressed.

Notary Public
(Corporations)
On thisz..g...day of. Augu R A , 2006

The undersigned Notary Public certifies: that

The preceding signature reading

Richard L. Stadterman...

is authentic; that the signor at present fills the
post of Vice President Global Research and
Development

of BAYER HEALTHCARE LLC

and that he/she is empowered to grant this
power; and that said company is domiciled in
Tarrytown, New York USA and actually exists
and is organized in the United States of America
accordance with the laws of the State of
Delaware, U.S.A,

All the foregoing facts are known to the Notary
due to his/her having examined the respective
documents to which he/she, the Notary, attests.

Granted and signed in..Elkhart, IN USA

Residing in Elkhart County, Indiana, USA
(seal) My Commission Expires Julv 20, 201

Notary Public

(With Apostilla)

' Comd Notario Veintisdis de! Clrculo de
% Bogqts, hago constar qus esta oopla
coinclqa con original que s3 ha nresentado
Bogota D.C.-Colombla.

12 SET 2007

GUSTAVO SAMPER RODRIGUEZ
NOTARIO VEINTISEIS

——um, y



SECRETARY OF STATE
STATE OF INDIANA

Todd Rokita
Secretary of State

APOSTILLE
(Convention de la Haye du 5 Octobre 1961)
1. Country: United States of America

2. This public document has been signed by Karen F. Singleton

3. acting in the capacity of notary public in & for St. Joseph County

4.and bears the seal/stamp of notary public in & for the State of Indiana

N

-~ Certified
5. at Indianapolis, Indiana /
6. this Second day of August, 2007 o R Ve G -
. 3 ot.htgooowquuom@pu

7. by Secretary of State of Indiana ?.:;:gﬂ;g_lt- ? 8o ha preseriado

8. No. A2007 - 010225 12 SET 2007

9. Seal/Stamp: 10. Signatufe: CUTAVO SAMPER RODRIGUEZ
NOTARIO VEINTISESS

Todd Rokita
Indiana Secretary of State

*Effective May 1, 2003 all apostilles from the Indiana Secretary of State will have an electronically printed seal.

tdove




INVENTION ASSIGNMENT
The undersigned Amy H. Chu and Hope G. Spradlin
domiciled in Elkhart, Indiana USA and Granger, Indiana USA respectively
hereby appoint(s) Dr. GERMAN CASTILLO GRAU, and/or Dr. ADRIANA
CASTILLO GIBSONE and/or Dr. LUIS FELIPE CASTILLO GIBSONE, domiciled
in Bogota, Colombia, with offices at Carrera 13 No. 37-43, 12" Floor in Bogota,
as attorney with ample and sufficient power, including that of receiving
notifications and appointing judicial and extra-judicial attorneys, to apply for and
obtain from the Colombian offices and authorities the Patent of Invention for
Stabilizing Enzyme Activity in Electrochemical Biosensors
tb be issued in the name of BAYER HEALTHCARE LLC
domiciled in Tarrytown, New York, United States of America to whom
assignment has been made of all rights and titles on said invention/creation for

the territory of Colombia, without any restriction whatsoever.

Given and signed in_I\; sha et a_ , Indiana USA
Inventor(sW éf(p%lf QI/MCWQQ_,

Amy H. Chu Hope G. Spradlin
BEFORE ME, a Notary Public of the State of Indiana USA this day of

slg Q ., 2007.

coindde con original que se ha presentsdo
Bogota D.C.- Colombla.

Com¢ Notario Veintiséis del Clreulo ds
J . t4, hago constar que esta oopia
\ U

KAREN F. SINGLETON 12 SET 2007
o o Pumlc'fSStLBtS : m#] PER RODRIGUEZ
My Comelmtie, prot Gop 26,2012 OUSTAVO SAMFER ROD |

10857420.1 247082/000133COPT
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ESTABILIZACION DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS EN BIOSENSORES

ELECTROQUIMICOS
.CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se dirige generalmente al campo de

dispositivos médicos que se wusan para analizar -fluidos

| biolégicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Mas especificamente, esta invencién se refiere a los
biosensores que se usan para medir la cantidad de analitos en
fluidos corporales, particularmente al medir glucosa en
muestras de ‘sangre entera. Se usan a menudo métodos épticos
para hacer tales mediciones; pero la presente invencién se
refiere a mejoras en biosensores electroquimicos.

Aunque los métodos de la invencién a describirse en. la
presente se pueden aplicar para medir otros énalitos, medir
la glucosa’ en muestras de sangre entera es de interés
particular. La invencidén también se refiere a un instrumento
electroquimico en el cual un potehcial constante o variable
se aplica a electrodos en contacto con una muestra de sangre

Yy la corriente resultante se mide después de un periodo corto

‘de tiempo. La corriente eléctrica medida se correlaciona con

la cantidad del analito en la muestra. Tales instrumentos se
refieren como amperometricos.

Los Dbiosensores de -glucosa usados en instrumentos
amperométricos puedén emplear diversos sistemas de reactivos
que reacciondn enzimas con la glucosa en la muestra y produée

una corriente eléctrica que se mide por la oxidacién de un
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compuesto de 6xido reducgiéﬂ, refefido como un mediador en la
siguiénte secuenéia general de etapés:
| Glucosa + Emdd'*lEmd-+ Glucosa Oxidada (Gluconolactona)
Erea + N Medoyia » N Medrea + Eoyia
n Medreda » Medogia + n e
Donide Eoxia Y Erea son formas oxidadas y reducidas del
centro de 6xido-reducciéﬁ de la enzima y Medogiqa Y Medreq son
las formas oxidadas y reducidas del mediador. La glucosa>

oxidasa se ha wusado como la enzima en biosensores’

electroquimicos, pero mas recientemente, se ha introducido la

glucosa deshidrogenasa. Estas enzimas Se usan con una co-
eniimé o‘co-factor,:tales éomo NAD; FAD; y»PQQ. Ei mediador
puede ser una sal de ferrocianuro o una sal de tetrazolio,
entre otras familiareszpara aquelloé expertos en la técnica.

La glucosa deshidfégenasa (GDH), su co-factor, y el
mediador se,combinan'enzuna formulacién que se aplica a un
pare'de electrodos, descfitos como el electrodo de'trabajd Yy
contra electrodo. Cuando se aplica un potencial a través de
los electrodos, la enzima/co—féétor oxida 1la glucosal (el
analito) y el mediador se reduce cuando vuelve a oxidar la
en;ima. El mediador reducido migra al electrodo de trabajo en
donde se vuelve a oxidar, y en el proceso libera electrones
que se mueven al contra electrodo y establece una corriente
eiéctriéa que es proporcional a la cantidad de la glucosa
presente en la muestra.

‘Ya que se usa un huevo sensor cada vez que el paciente
prueba lg cantidad de glucosa en su;sangfe,ﬁlas formulaciones
de reactivos debén proporcionar uh'desempeﬁo consisténte'de’
un biosensor al siguiente. Cléramente, es importante gque

sean confiables los resultados, debido a que los usuarios
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ajustarén su dieta o medicamento en respuesta a 1los’
resultados de sus pruebas. 'Por lo tanto, entre otros
requerimientos, la enzima debe mantener su actividad a través
de su vida atil de énaquel. La presente invencidén se refiere
en particular a limitar o prevenir la pérdida de actividad de
un sistema de uﬁa enziﬁa/co—factor [esto es, glucosa
deshidrogenasa - pirrolo-quinolina quinona (GDH-PQQ)] usado
en biosensores electroquimicos.

Un ‘método' para mantener la actividad de GDH-PQQ se

sugiere en la patente de E.U.A. No. 6,656,702, la cual ensefla

‘la adicién de azlcares a las formulaciones de reactivos,

particularmente trehalosa con GDH-PQQ. En un ejemplo un
polimero hidrofilico, carboximetil celulosa, -se deposita

sobre los electrodos y se seca. Luego, la mezcla de

»reactivos, incluyendo GDH~PQQ, trehalosa, y ferrocianuro de

potasio como el aceptador  de electfbnes (mediador), se

deposité al “gotear” sobre la capa seca de carboximetil

celulosa y luego se secd para completar la capa de reactivos

-sobre los electrodos. La patente también sugiere que un

polimero hidrofilico' puede agregarse también a la capa que

contiene los reactivos. Se cree que la patente ‘702 al ’

. referirse al “goteo” de las capas de reactivos significa que

se deposifaron ai depoéitar”gotas de reactivos en un pozo que
rodea a los elecfrodos expuestos.

‘Otra patente (patente de E.U.A. No. 6,270,637) describe
una formulacién para bioseﬁsores electroquimicos que incluye
GDH-PQQ y también incluye hidroxietil celulosa. La pafente
resalta el valor de incluir 6xido de polietileno que tenga un

peso molecular de 100 a 900 kilodaltones (kDai. El método de

‘aplicacién de su formulacién sobre 1los electrodos no se
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proporciona en detalle, pero se cree que se hace por el
reactivo de dosificacidén con un sistema de bomba.

La impresién en pantalla de capas de reactivos se usé en
las composiciones y biosensores descritos en la patente de
E.U.A. Nos. 5,708,247; 5,951,836; y 6,241,862, Glucosa
oxidasa se. usé6 como la enzima y las composiciones de
reactiyos también incluyeron hidroxietil celulosa y una
silice tratada que se selecciondé para tener un balance de
hidrofobicidad e hidrofilicidad, para formar redes
bidimensionales que excluyen los glébulos rojos.

Las formulaciones de reactivos se pueden depositar por
diversos métodos, incluyendo impregnacién, recubrimiento de
tiras, impresién por chorro de tinta, o micro-deposicién con
una bomba de jeringa que puede incluir la adicién de un
dispositivo de expulsién de gotas <con valvula micro-
solenoide. La impresidén en pantalla es un método de interés
particular yé' que es eficiente y bien adaptado para 1la
produccién a gran escala de biosensores. Requiere que la
formulacién (esto es, la tinta) que se aplica a los
electrodos tenga ciertas propiedades fisiéas para aplicarse
exitosamente. En particular, las tintas aplicadas por
impresién en pantalla deben tener las siguientes propiedades:
adhesidén al sustrato, cohesién, tikotropia (adelgazamiento al
corte) y reologia'optimizada para viscosidad y flujo.

Los inventores actuales encontraron que una composicién,
la cual se usd para impresién en pantalla cuando la glucosa
oxidasa fue la enzima, no se pudo usar cuando la enzima se
cambié a GDH-PQQ, debido a gque 1la nueva enzima perdia
actividad rédpidamente. Después de investigacién, se determiné

que determinados componentes usados para proporcionar las

I
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propiedades fisicas necesarias para impresién en pantalla
provocaron la pérdida de actividad de la enzima.
Consecuentemente, fue necesario descubrir componentes que no
provocaran una desactivacién prematura del GDH-PQQ, pero que
también reunieran los requerimientos para impresién en
pantalla. Esas formulaciones de reactivos se describen a
continuacién.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencién en un aspecto es wuna composicién de
reactivos para aplicacién a los electrodos en biosensores
electroquimicos. La nueva composicién se puede imprimir en
pantalla y evitar la pérdida prematura de actividad del
sistema de enzima-co-factor (GDH—PQQ) usado para oxidar la
glucosa en un biosensor de glucosa. En una modalidad
preferida, el GDH-PQQ se combina con un polimero hidrofilico,
preferiblemente hidroxietil celulosa, y polvo de silice
amorfa hidrofilico en una solucidén amortiguadora manteniendo
un pH entre 4.5 y 6.5, un tensoactivo, y un mediador,
preferiblemente ferrocianuro.

En una modalidad, la invencién es un Dbiosensor
electroquimico en el cual la composicidén de reaccidén antes
descrita se imprime en pantalla sobre el electrodo de trabajo
y contra electrodo.

En otro aspecto, la invencién es un método para mantener
la actividad de GDH-PQQ en una composicién de reactivos
impresa en pantalla.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La FIG. la y 1lb es una vista detallada de un sensor

electroquimico tipico.
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La FIG. 2 es una grafica de corriente de respaldo de
reactivos contra diferentes soluciones amortiguadoras.

La FIG. 3 es un diagrama de barras que muestra el efecto
de la actividad de enzimas de determinados componentes en
formulaciones de reactivos.

La FIG. 4 es un diagrama de barras que muestra el efecto
de la actividad de enzimas de formulaciones de reactivos de
la invencién.

La FIG. 5 es una grafica de glucosa medida contra un
método estandar.

La FIG. 6 es una grafica de la desviacién en mediciones
de FIG. 5.

DESCRIPCION DE LAS MODALIDADES PREFERIDAS

Medicidén del contenido de glucosa de la sangre

La glucosa contenida en sangre se puede medir por
diversos métodos. De interés particular son los métodos que
se usan por los pacientes diabéticos en casa. Estos incluyen
metodos 6pticos y electroquimicos, ambos de los cuales pueden
funcionar al oxidar la glucosa con una enzima. La cantidad
de glucosa presente se determina al medir el color
desarrollado por un indicador o 1la corriente eléctrica
producida por la oxidacién de un mediador de 6xido-reduccién
cuando se aplica un potencial a través de un par de
electrodos. La presente‘ invencién se refiere al ultimo
método de medicidén del contenido de glucosa de sangre entera,
en particular a los biosensores electroquimicos que emplean
glucosa deshidrogenasa (GDH) y el co-factor pirrolo-quinolina
quinona (PQQ). El GDH-PQQ se combina con otros componentes,
incluyendo mediadores, polimeros, tensoactivos, soluciones

amortiguadoras y espesantes, para producir una composicién
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que se deposita en un par de electrodos. Cuando se aplica un
potencial a través de los electrodos, la reaccidén del GDH-PQQ
con glucosa y las reacciones de éxido-reduccién del mediador
producen una corriente eléctrica proporcional a la cantidad
de glucosa en la muestra de sangre que estd en contacto con
la composicidén reactiva.

La presente invencién no se limita a un disefio
particular de biosensor entre los muchos que se han descrito
en la técnica. Un ejemplo de biosensores los cuales se
pueden usar se describe en la patente de E.U.A. No.
6,531,040, la cual se ilustra en FIG. la-b.

El biosensor 10 se muestra en una vista detallada en la
FIG. 1. Comprende una base aislante 12 sobre la cual se
imprime en secuencia (tipicamente por técnicas de impresién
en pantalla), un patrén conductor eléctrico 14, un patrén de
electrodo (porciones 16 y - 18), un patrén aislante
(dieléctrico).20, y una capa de reaccién 22. El biosensor se
completa al agregar una capa de cubierta 28. El1 capilar 30
formado entre la capa de cubierta 28 y la'capa de reactivos
22, proporciona una trayectoria de flujo para la muestra de
prueba de fluido.

Los reactivos en capa de reaccidén 22 reaccionan con los
analitos en la muestra de prueba de fluido (por ejemplo,
glucosa en sangre) y producen una corriente eléctrica la cual
se mide y se correlaciona con la cantidad del analito
presente. La capa de reaccién 22 tipicamente contiene una
enzima o enzimas, y un aceptador de electrones. La enzima
reacciona con el analito para producir electrones, los cuales
se transportan a la superficie del electrodo de trabajo por

un aceptador de electrones o mediador, el cual se reduce en
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respuesta a la reaccidén entre el analito y la enzima. En la
presente invencidn la enzima es glucosa deshidrogenasa (GDH)
y su co-factor pirrolo-quinolina quinona (PQQ) y el mediador
es una sal de ferrocianuro.

Las dos porciones 16, 18 del patrén del electrodo
proporcionan el respectivo electrodo de trabajo y contra
electrodo necesarios péra determinar electroquimicamenfe la
concentracién del analito. Un aspecto del disefio mostrado es
que el electrodo de trabajo y contra electrodo se configuran
de tal manera que la porcidén mayor del contra electrodo se
localiza corriente abajo (en .términos de la direccién del
flujo de fluido a lo largo de la trayectoria de fluido) desde
la porcién expuesta del electrodo de trabajo 1le6a.

El sub-elemento ‘del c¢ontra electrodo 18a, sin embargo,
se coloca corriente arriba desde el elemento superior del
electrodo de trabajo l16a de manera gue cuando una cantidad de
la muestra de fluido de prueba (por ejemplo, una muestra de
sangre entera) inadecuada para ~cubrir por completo el
electrodo de trabajo entra al espacio capilar, se forma una
conexién eléctrica entre el sub-elemento del contra electrodo
18a y la porcién expuesta del electrodo de trabajo 16a debido
a la conductividad de la muestra de sangre entera. El Area
del contra electrodo, sin embargo, Que estd disponible para
contacto por la muestra de sangre entera es tan pequefia que
solamente una corriente muy débil puede pasar entre los
electrodos y, asi, a ﬁravés del detector de corriente. Al
programar el detector de corriente para dar una sefial de
error cuando la sefldal recibida estd debajo de un cierto nivel
predeterminado, el dispositivo sensor informa al usuario que

sangre insuficiente ha entrado en la cavidad del sensor y que
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se debe efectuar otra prueba, o que se debe agregar mas
sangre. Aunque no son criticas las dimensiones particulares
de los electrodos, el 4&rea del sub-elemento del contra
electrodo 18a es tipicamente menor de alrededor de 10% que
aquella del electrodo de trabajo y, mas especificamente,
menor de alrededor de 6%. Este elemento se debe hacer lo mas
pequerfio posible.

También se contemplé en 1la patente de E.U.A. No.
6,531,040 que la capa de reaccidén 22 se puede retirar del
contacto con el sub-elemento de contra electrodo 18a, al
producir una pantalla que no imprime tinta de reactivos sobre
el sub-elemento del contra electrodo 18a. Esto agotaria al
sub-elemento para reactivo, con lo que no se permitiria
funcionar como un contra electrodo adecuado, de manera que se
alcanza una condicién de error cuando la muestra de fluido de

prueba falla al hacer contacto con el volumen del contra

electrodo 18. Aunque el sub-elemento 18a se muestra por

conectarse fisicamente a, y por lo tanto parte de, el contra
electrodo 18, 18a, se puede desconectar fisicamente del resto
del contra electrodo con la condicién de que tenga su propio
conector y el sensor esté equipado con un tercer contacto al
detector.

El electrodo de trabajo y contra electrodo se imprimen
generalmente al wusar tinta de electrodos, la cual es
generalmente de alrededor de 14pm (0.00055") de grueso vy
contiene tipicamente carbdén electroquimicamente activo. Los
componentes de la tinta del conductor pueden ser una mezcla
de carbdbn y plata que se escoge para proporcionar una
trayectoria de baja resistencia quimica entre los electrodos

y el medidor al cual se conectan por medio del contacto con
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el patrdén de conduccién en el extremo de cola de pescado 26

. del sensor. El contra electrodo puede comprender

piata/cloruro de plata, aﬁnque se prefiere el carbén. Para

intensificar la reprodiucibilidad de la lectura del medidor,

el patrdén dieléctrico aisla los electrodos de 1la muestra ‘de

prueba de fluido excepto en un area definida cerca del centro.

~del patrén del electrodo 24. Un &rea definida es impoftante

en este tipo de determinacién electroquimica debido a que la
corriente medida depende no solamente de la‘concentracién'del
analito y el &rea de la capa de reaccién 22, sino también del

area del electrodo de trabajo 16a que se expone a la muestra

 de prueba que contiene el analito.

Una capa dieléctrica tipica 20 comprende un monémero,

oligémero o polimero modificado de acrilato curado con UV, y

tiene alrededor de 10um (0.0004") de espesor. La capa ‘

dieléctrica también pude curarse por humedad o curafse por
célor. La tapa o cubierta 28 sé adapta para acoplarse con la
base para formar un espacio para recibir la muestra de prugba
de‘ fluido en la cual se Asitﬁanv ell contra electrodo y el

electrodo de trabajo. La tapa 28 proporciona un espacio

. céncavo 30, y estd formada tipicamente al repujar una hija

plana de material deformable. La tapa 28 se perfora para
proporcionar una ventilacién de aire 32 y se une a la base 12
en una operacién de sellado. La tapa y base se pueden

sellar juntas por soldadura sénica en la cual la base 12 y la

'tapa 28 se alinean primero y luego se oprimen juntas entre un

miembro vibrador sellado por calor o cuerno y una pinza

" estacionaria, en contacto solamente con las regiones planas,

no repujadas de la tapa. La tapa repujada y base también se

pueden unir al usar un material adhesivo en el lado inferior
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de la tapa. El método de unién de la-tapa y base se describen
més.completamente en la patente de E.U.A. No. 5,798,031.

Los materiales adecuados para aislar la base 12 incluyen

. policarbonato, polietilen tereftalato, polimeros de acrilico

y de vinilo dimensionalmente estables, y mezclas de polimeros
tales como policarbonato/polietilen = tereftalato, y
estructuras de laminados de ﬁetal (por ejemplo, un laminado
de nylon/aluminio/cloruro de polivinilo). La tapa
tipicamente se fabrica a partir de un material de lamina

polimérica deformable tales como policarbonato, o un grado

~repujado. de polietilen tereftalato, polietilen tereftalato

" modificado con glicol, o una composicién de laminado de metal

(por ejemplo, una estructura de laﬁinado de aluminio).

Otros sensores electroquinmicos se pueden usar en la
presente invencién. Ejemplos de un sensor electroquimico que
se puede usar para medir concéntraciones de glucosa son
aquellos usados‘ en los sistemas Ascensia™ AUTODISC® vy
Ascensia™ ELITE® de Bayer HeaithCare. Mas detalles vsobre
tales sensores ‘electroquimicos se pueden encontrar en la

patente de E.U.A. Nos. 5,120,420 y 5,320,732. Otros sensores

electroquimicos estan disponibles de Matsushita Electric

Industrial Company. Un ejemplo adicional de un sensor
electroquimico que se puede usar en un sistema de monitoreo
amperométrico se describe en la patente de E.U.A. No.
5,429,735.

Los sensores electroquimicos se puéden localizar en un
instrumento(dosificédor de. sensor de glucosa en sangre con
una pluralidad de sensores. Un ejemplo de un paquete sensor
cargado en un instrumento dosificador de sensor se describe

en la patente de E.U.A. No. 5,660,791.

—_ e e —
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Cuando se c¢oloca uh sensor - electroquimico en un
instrdﬁento de medicién adecuado y se introduce una muestra
de sangre, se aplica un potencial a través de los electrodos
y' la corriente eléctrica se mide, correlacionada con el
contenido de glucosa de la muesfra, y reportada al usuario.

Los sensorés amperbmétricos‘pueden aplicar un potencial
fijo a traves de los electrodos y la éorriente producida se
mide sobre un periodo de tiempo predeterminado, el cual puede

ser bastante corto, es decir de 5 a 10 segundos, con objeto

.de corregir la desviacién que pueda estar presente debido a

la reduccién prematufa del mediador. Ese periodo de refiere

como “periodo de quemado”. La corriente se eleva hasta un

pico y luego declina, mientras se rehidrata la muestra en la
capa de reactivos, permitiendo que sucedan reacciones de-

-oxidacién y reduccién. Después de este periodo de quemado, se

retira el potencial aplicado o al menos se reduce durante un

. periodo de reposo que permite que sucedan las reacciones.

20

25

30

Luego se vuelve a éplicar el potencial y ia corriente se mide
sobre un periodo predeterﬁinado de “lectura” (por ejemplo,
diez segundos). Ya que el mediador reducido esta presente
cémo‘resultado de la oxidacién concomitante de la enzima, la
corriente inicialmente producida es alta, pero luego declina

asintéticamente y 'se acerca a una condicién en régimen

permanente. La‘corriente'registrada al final del periodo de .

“lectura” corta se usa para determinar el contenido de

glucosa de la muestra de sangre, a través de una correlacién

‘previamente obtenida entre la corriente al final del periodo

de lectura y la glucosa contenida en muestras de prueba que
tienen concentraciones conocidas.

Composicidén reactiva

’LO
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La composicién que reacciona con una muestra de sangre
en un biosensor electroquimico debe proporcionar una

respuesta consistente de un sensor al siguiente. La respuesta

consistente es importante para los usuarios que se basan en

los resultados para ajustar su dieta o medicamento. Sigue que
los cambios en la actividad de los reactivos sobre la vida de
anaquel del biosensor deben ser lo mas pequefio posibles, pero
al menos predecibles, de manera que se pueda hacer el ajuste
de los resultados. La presente invencién resuelve un problema
descubierto en donde la enzima-co-factor GDH-PQQ se iba a
usar en un biosensor electroquimico en el cual la composicidn
reactiva se 1ba a imprimir en pantalla sobre los electrodos
del sensor. Los inventores encontraron que GDH-PQQ en
componentes comunmente wusados en impresién en pantalla
provocaron que el GDH-PQQ pierda actividad.

Las mezclas de GDH-PQQ con ferrocianuro de potasio como
un mediador de 6xido-reduccidén se prepararon en una serie de
soluciones amortiguadoras. Aunque se sabia que el GDH-PQQ
preferia un pH neutfo, las soluciones amortiguadoras,
incluyendo soluciones amortiguadoras de acetato, citrato vy
succinato, que proporcionan un pH en el rango de desde
alrededor de 4.5  hasta alrededor de 6.5 vy, mas
especificamente, desde alrededor de 5.0 hasta alrededor de
6.0 se encontraron que eran mas deseables, ya que el mediador
de ferrocianuro es mas estable en pH &cido (ver FIG. 2).

Se encontré que determinados materiales poliméricos
también parecian provocar una pérdida de actividad incluso
cuando se usaron soluciones amortiguadoras de bajo pH. Dos
polimeros usados para formar un portador para la enzima y

mediador de 6xido-reduccién se probaron con acetato de calcio
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75mM y succinato de sodio 75mM en soluciones amortiguadoras.
No se incluyé ferrocianuro de potasio. Los resultados se
muestran en la FIG. 3 en los cuales el efecto inicial sobre
la actividad de la enzima se muestra y se compara con el
efecto después de dos semanas a -20°C. Se puede observar que
cuando solamente éoluciones amortiguadoras de succinato y
acetato estaban presentes en una solucién que contiene 8.8
unidades de GDH-PQQ por miligramo de tinta de reactivos y 10
mM de CaCl;, pero sin ferrocianuro, la solucidén amortiguadora
no provocd una pérdida importante de actividad después de dos
semanas a -20°C. La actividad de la enzima se determina con
un instrumento Beckman SYNCHRON CX 4% Delta que mide. la
velocidad de formaciéh del diformazan a 560 nm formado por la
reduccién de azul de nitrotetrazolio (NBT) con metosulfato de
fenazina (PMS) a 37°C. Sin embargo, cuando se incluyen
aditivos previamente usados para preparar las tintas para
impresién en pantalla, se observaron pérdidas importantes de
actividad. La bentona, un espesante de arcilla, suministrado
por RHEOX, Inc. se incluyé a 1.3 % en peso en la solucién
amortiguadora. Los resultados mostrados en la FIG. 3 indican
que en la solucidén amortiguadora de acetato, la bentona
provocd una pérdida de actividad de enzima de alrededor. de
10%, mientras que en la solucidén amortiguadora de succinato;
alrededor de 90% de 1la actividad de la enzima se perdié del
reactivo fresco y también del reactivo almacenado a -20°C
durante dos semanas. Se perdidé la actividad también cuando
7.4 % en »peso de 6xido de polietileno se agregdé a las
soluciones amortiguadoras, aunque la diferencia en el efecto
de las soluciones amortiguadoras es notable. Se puede

concluir que las formulaciones de reactivos que contienen
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GDH-PQQ en combinacién con bentona- u oéxido de polietileno
mostraron menores actividades de enzima y son por lo tanto
componentes espesantes menos deseables de una tinta de

reactivos para impresién en pantalla.

La investigacién del efecto de otros espesantes dgue

- fueron reemplazos potencialmente adecuados para bentona vy

6xido de polietileno resulté en el descubrimiento de que

.determinados materiales produjeron una tinta de reactivos

adecuada para impresién en pantalla sin provocar una pérdida
de actividad de GDH-PQQ. Los resultados mejorados se ilustran
en la FIG. 4. En las pruebas reportadas en la FIG. 4, 4 a 8

u/mg de GDH-PQQ, 1.6 % en peso de silice fumante sin tratar

CAB-0-SIL M5%, 4.5 a 6.5 % en peso de hidroxietil celulosa

(HEC), y varios: tensoactivos se agregaron a la solucién -

amortiguadora de acetato. La actividad de la enzima se midié

con el ensayo de enzimas PMS/NBT sobre el analizador Beckman

‘a 37°C. CAB-0-SIL M5® fue adecuado en combinacién con HEC.

Estd claro que la combinacién de CAB-O-SIL M5% y HEC no
provocdé una pérdida de actividad de enzimas durante el

periodo probado.

Como se ha mostrado, la hidroxietil celulosa se puede.

. usar como un componente de matriz en la capa de reactivos en’

biosensores electroquimicps al usar GDH-PQQ sin provocar una
pérdida indebida de actividad de enzimas. Otros polimeros
hidrofilicos relacionados también se pueden usar, para hacer
la viscosidad de la composicidén adecuada para impresién en

pantalla. Otros derivados. de celulosa incluyen, pero no se

"limitan a, carboximetil - celulosa de sodio,

hidroxipropilcelulosa, hidroxietilcelulosa, o hidroxipropil

metilcelulosa. Otros polimeros solubles en agua que pueden
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ser fuUtiles incluyen ¢gomas xantana, goma guar, dgoma de
algarroba, carragenina, agarosa, y polimeros sintéticos

'iﬁcluyendévalcohol poliviniiico, pdliviﬁil pirrolidona, y los

similares.
CAB-0O-SIL M5® es una silice fumante amorfa sin tratar

que ha demostrado proporcionar las propiedades fisicas

- necesarias para tintas usadas . en impresién en pantalla de

capas de reactivos de la invencién. Esta silice hidrofilica

sin tratar se va a diferenciar de la silice tratada ensefiada

en varias patentes previas para balancear las propiedades-

hidrofébicas e hidrofilicas. Los agentes espesantes

-insolubles en agua -alternos incluyen, pero -no se limita a,

talco, mica, tierra diatomacea, aréillas naturales vy
modificadasy por.ejemélo arcillas ~de  bentonita, arcillas de
hectorita (por ejemplo, Optigel sH de IMV Nevada), sepiolitas
(por ejemplo, Sepiogel F de IMV Nevada), montmorilonitas (por
ejempio, arcilla IGB de IMV'Nevadé), Saponitas (por ejemplo,
Sepiogel F y IMVITE 1016 de IMV Nevada y Laponite de
productos de arcilla Southern), y los similares.

Como se muestra en la FIG. 4, la. seleccién de 1los
tensoactivos también puede afectar la actividad de - GDH-PQQ.
Triton x-100, un alcohol de alquil: aril poliéter,

suministrado por Sigma es muy adecuado. Sin embargo, otros

incluyendo FC 170C, un producto de 3M, Surfynol 485, un

producto de Air Products and Chemicals, Inc., y Pluronic L62
D, -un producto- de BASF se consideran ser dutiles en
formulaciones de la invencién.

.Las composiciones de reactivos preferidas para el
biosensor de impresién en pantalla de acuerdo con la

invencién contienen:
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alrededor de 30 hasta alrededor de 200 mM vy, mas
especificamente, alrededor de 50 hasta alrededor de 150 mM de
una solucién amortiguadora, prefefiblemente acetato de calcio

alrededor de 5 hasta alrededor de 50 mM de CaCl,

hasta alrededor de 0.5 % .en peso de un tensoactivo, con
base en el peso total de la composicién

alrededor de 2 hasta alrededor de 10 % en peso de un
derivado de celulosa, preferiblemente hidroxietil celulosa,
con base en el peso total de la composicién

alrededor de 1 hasta alrededor de 6 % en peso de silice
amorfa sin tratar, con base en el peso total de la
composicién

alrededor de 10 hasta alrededor de 20 % en peso de
ferrocianuro de potasio como un mediador, con base en el peso
total de la composicidén

alrededor de 1 hasta alrededor de 8 unidades de enzima-
cofactor GDH-PQQ para cada miligramo del peso total de la
composicién

una viscosidad desde alrededor de 60,000 hasta alrededor
de 180,000 cps (mPaes).

Ejemplo 1

Una solucién amortiguadora 75mM de acetato de calcio que
tiene un pH de 5.3 se prepardé al agregar acetato de calcio y
acido acético glacial. A 1la solucién amortiguadora se
agregaron los siguientes compuestos: 10mM CaCl,, 0.05 % en
peso de tensoactivo Triton X-100, 1-3 % en peso de polvo de
silice fumante sin tratar Cabosil M5, y 4-8 % en peso de
hidroxietil celulosa. Después de permitir 16 horas para
hidratacién de 1la silice y celulosa, 15-20 % en peso de

ferrocianuro de potasio y, 3 a 8 unidades de GDH-PQQ se
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agregaron a cada miligramo de la tinta de reactivos. La tinta
de reactivos se mezclé a 600 rpm con un mezclador de
cuchillas por alrededor de 10 a 20 minutos para producir una
composicidén de reactivos que tiene una viscosidad alrededor
de 80,000 a 140,000 cps.

La composicién de reactivos se imprimié en pantalla
sobre electrodos que contienen sustrato y se secé a 45-50°C

por 5 minutos.

Ejemplo 2

Se prepararon los sensores de glucosa al wusar la
composicién de reactivos del Ejemplo 1 y se probaron con
muestras de sangre que contienen contenidos de glucosa
conocidos y tienen 40% de hematocrito. Se aplicé un potencial
de 200 a 400 milivoltios a los electrodos y se mididé 1la
corriente diez segundos.después de aplicar el potencial que
se usd para determinar los contenidos de glucosa de las
muestras. Los resultados de estas pruebas se muestran en la
FIG. 5 donde la respuesta de un medidor de glucosa Ascensia™
AUTODISC® programado para un tiempo de prueba de 10 segundos
se graficé contra el contenido de glucosa medido por el
instrumento YSI de glucosa estédndar en la industria. Se puede
observar que se obtiene wuna respuesta lineal, que fue
relativamente insensible a la concentracién de la
concentracién de la enzima-cofactor dentro del rango
estudiado.

Los sensores también demostraron una buena respuesta a
la dosis cuando se comparan con los resultados obtenidos a

partir del instrumento YSI, un estandar de la industria. La
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desviacidén relativa a los resultados del instrumento YSI se
muestra en-la FIG. 6. La desviacién estuvo dentro de * 5 %
para muestras con £ 400 mg/dL glucosa y dentro de * 10% para

muestras con 680 mg/dL glucosa.

MODALIDAD ALTERNATIVA A

Una composicidn de reactivos para biosensores
electroquimicos de impresién en pantalla comprende:

(a) glucosa deshidrogenasa (GDH) y co-factor pirrolo-
quinolina quinona (PQQ) para la oxidacién de glucosa en una
muestra bioldgica;

(b) a polimero hidrofilico seleccionado del grupo que
consiste de derivados de celulosa, gomas naturales y geles, y
polimeros sintéticos solubles en agua;

(c) un agente espesante seleccionado del grupo due
consiste de polvo de silice amorfa sin tratar, talco, mica,
tierra diatomacea, y arcillas naturales y modificadas;

(d) una solucién amortiguadora suficiente para mantener
el pH en el rango desde alrededor de 4.5 hasta alrededor de
6.5 a 6.0;

(e) un tensoactivo; y

(f) un mediador.

MODALIDAD ALTERNATIVA B

La composicién de reactivos de la Modalidad Alternativa
A en donde 1la solucidén amortiguadora es una soluciédn
amortiguadora de acetato, citrato, o succinato.

MODALIDAD ALTERNATIVA C

La composicién de reactivos de la Modalidad Alternativa
A en donde el tensoactivo es un alcohol de poliéter de alquil

arilo.
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MODALIDAD ALTERNATIVA D

La composicién de reactivos de la Modalidad Alternativa
A en donde el mediador es ferrocianuro de potasio.

MODALIDAD ALTERNATIVA E

La composicidén de reactivos de la Modalidad Alternativa
A en donde la solucidén amortiguadora es desde 5.0 a 6.0.

MODALIDAD ALTERNATIVA F

La composicién de reactivos de la Modalidad Alternativa
E en donde la composicién tiene una viscosidad de alrededor
de 60,000 hasta alrededor de 180,000 cps (mPars).

MODALIDAD ALTERNATIVA G

La composicién de reactivos de la Modalidad Alternativa
A en donde el polimero hidrofilico es un derivado de celulosa
seleccionado del grupo que consiste de carboximetil celulosa
de sodio, hidroxi etil celulosa, hidroxi propil celulosa, e
hidroxi propilmetil celulosa.

MODALIDAD ALTERNATIVA H

La composicién de reactivos de la Modalidad Alternativa
G en donde el polimero hidrofilico es hidroxietil celulosa.

MODALIDAD ALTERNATIVA I

La composicién de reactivos de la Modalidad Alternativa
A en donde el agente espesante es polvo de silice amorfa sin

tratar.

MODALIDAD ALTERNATIVA J

La composicidén de reactivos de la Modalidad Alternativa
I en donde el polvo de silice amorfa sin tratar es
hidrofilico.

MODALIDAD ALTERNATIVA K

A
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" La composicién de reactivos de la Modalidad Alternativa
A en donde 1-8 unidades del GDH-PQQ estan presentes para cada
miligramo del peso total de la composiciédn.

MODALIDAD ALTERNATIVA L

La composicién de reactivos de la Modalidad Alternativa
B en donde la solucién amortiguadora estd presente en
alrededor de. 30 hasta alrededor de 200 mM.

MODALIDAD ALTERNATIVA M

La composicidén de reactivos de la Modalidad Alternativa
C en donde hasta alrededor de 0.5 % en peso del alcohol de
poliéter esta presente, con base en el peso total de la
composicién.

MODALIDAD ALTERNATIVA N

La composicién de reactivos de la Modalidad Alternativa
D en donde alrededor de 10 hasta alrededor de 20 % en peso
del ferrocianuro de potasio, con base en el peso total de la
composicién.

MODALIDAD ALTERNATIVA O

La composicién de reactivos de la Modalidad Alternativa
G en donde alrededor de 2 hasta alrededor de 10 % en peso del
derivado de celulosa estd presente, con base en el peso total
de la composicién.

MODALIDAD ALTERNATIVA P

La composicidén de reactivos de la Modalidad Alternativa
I en donde alrededor de 1 hasta alrededor de 6 % en peso del
polvo de silice amorfa sin tratar esta presente, con base en
el peso total de la composicién.

MODALIDAD ALTERNATIVA ()
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La composicién de reactivos de la Modalidad Alternativa
A comprende ademas alrededor de 5 hasta alrededor de 50 mM de
cloruro de calcio.

MODALIDAD ALTERNATIVA R

Un biosensor electroquimico que comprende:

(a) un sustrato no poroso;

(b) electrodo de trabajo y contra electrodo dispuestos
sobre el sustrato;

(c) una composicién de reactivos impresa en pantalla
sobre los electrodos, la composicién comprende:

(1) alrededor de 1-8 unidades de glucosa
deshidrogenasa (GDH) y co-factor pirrolo-quinolina gquinona
(PQQ) para la oxidacidén de glucosa en una muestra biolégica,
pér cada miligramo del‘peso total de la composicién;

(2) un polimero hidrofilico seleccionado del grupo
que consiste de derivados de celulosa, gomas naturales vy
geles, y polimeros sintéticos solubles en agua;

(3) un agente espesante seleccionado del grupo que
consiste de polvo de silice amorfa sin tratar, talco, mica,
tierra diatomlcea, y arcillas naturales y modificadas;

(4) una solucién amortiguadora suficiente para
mantener el pH en el rango desde alrededor de 4.5 hasta
alrededor de 6.5,

(5) un tensoactivo, y

(6) un mediador; y

(d) una cubierta protectora para los electrodos y la

composicién de reactivos.

MODALIDAD ALTERNATIVA S

El biosensor electroquimico de la Modalidad alternativa

R en donde la solucidén amortiguadora es alrededor de 30 hasta
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alrededor de 200 mM de una solucidén amortiguadora de acetato,
citrato, o succinato.

MODALIDAD ALTERNATIVA T

El biosensor electroquimico de la Modalidad alternativa
R en donde el tensoactivo es hasta alrededor de 0.5 % en peso
de un alcohol de poliéter de alquil arilo, con base en el
peso total de la composicién.

MODALIDAD ALTERNATIVA U

El biosensor electroquimico de la Modalidad alternativa
R en donde el mediador es alrededor de 10 hasta alrededor de
20 % en peso de ferrocianuro de potasio, con base en el peso

total de la composicién.

. MODALIDAD ALTERNATIVA V

El biosensor electroquimico de la Modalidad alternativa
R en donde cantidades suficientes de los componentes (c) (2) y
(c) (3) se incluyen para proporcionar una composicién adecuada
para uso en impresién-en pantalla.

MODALIDAD ALTERNATIVA W

El biosensor electroquimico de la Modalidad alternativa
R en donde la composicidén tiene una viscosidad de alrededor
de 60,000 hasta alrededor de 180,000 cps (mPars).

MODALIDAD ALTERNATIVA X

El biosensor electroquimico de la Modalidad alternativa
R en donde el polimero hidrofilico es alrededor de 2 hasta
alrededor de 10 % en peso de un derivado de celulosa
seleccionado del grupo que consiste de carboxi metil celulosa
de sodio, hidroxi etil celulosa, hidroxi propil celulosa, e
hidroxi propil metil celulosa, con base en el peso total de
la composicién.

MODALIDAD ALTERNATIVA Y
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El biosensor electroquimico de la Modalidad alternativa
X en donde el polimero hidrofilico es hidroxi etil celulosa.

MODALIDAD ALTERNATIVA Z

El biosensor electroquimico de la Modalidad alternativa
R en donde el agente espesante es desde alrededor de 1 hasta.
alrededor de 6 % en peso de un polvo de silice amorfa sin
tratar, con base en el peso total de la composicidn.

MODALIDAD ALTERNATIVA AA

El biosensor electroquimico de la Modalidad alternativa
Z en donde el polvo de silice amorfa sin tratar es
hidrofilico.

MODALIDAD ALTERNATIVA BB

El biosensor electroquimico de la Modalidad alternativa
R en donde 1la composicién de reactivos incluye desde
alrededor de 5 hasta alrededor de 50 mM de cloruro de calcio.

PROCESO ALTERNATIVO CC

Un método para mantener la actividad de glucosa
deshidrogenasa (GDH) y co-factor pirrolo-quinolina quinona
(PQQ) en una composicién de reactivos impresa en pantalla
usada en un biosensor electroquimico que comprende impresidn
en pantalla de una composicién de reactivos, el método
comprende las acciones de:

(a) glucosa deshidrogenasa (GDH) y co-factor pirrolo-
quinolina gquinona (PQQ) para la oxidacién de glucosa en una
muestra bioldégica;

(b) un polimero hidrofilico seleccionado del grupo dque

consiste de derivados de celulosa, gomas naturales y geles, y

polimeros sintéticos solubles en agua;
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(c) un agente espesante seleccionado del grupo que
consiste de polvo de silice amorfa sin tratar, talco, mica,
tierra diatomacea, y arcillas naturales y modificadas;

(d) una solucién amortiguadora suficiente para mantener
el pH en el rango desde alrededor de 4.5 hasta alrededor de
6.5;

(e) wun tensoactivo; y

(f) un mediador.

PROCESO ALTERNATIVO DD

El método de Proceso alternativo CC en donde el polimero
hidrofilico es un derivado de celulosa seleccionado del grupo
que consiste de carboxi metil celulosa de sodio, hidroxi etil
celulosa, hidroxi propil celulosa, y hidroxi propil metil
celulosa. .

PROCESO ALTERNATIVO EE

El método de Proceso alternativo CC en donde el agente
espesante es polvo de silice amorfa sin tratar.

PROCESO ALTERNATIVO F'F

El método de Proceso alternativo CC en donde el pH se
mantiene en el rango desde 5.0 a 6.0.

Aunque la invencién es susceptible a diversas
modificaciones y formas alternativas, modalidades especificas
se muestran a manera de ejemplo en los dibujos y se describen
en detalle. Se entendera, sin embargo, que no se pretende
limitar la invencidén a 1las formas particulares descritas,
sino por el contrario, la intencidén es cubrir todas las
modificaciones, equivalentes, y alternativas que caen dentro
del espiritu y alcance de la invencidén como se define por las

reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de reactivos para biosensores
electroquimicos de impresién en pantalla caracterizada porque
comprende:

(a) glucosa deshidrogenasa (GDH) y co-factor pirrolo-
quinolina quinona (PQQ) para la oxidacién de glucosa en una
muestra bioldgica;

(b) un polimero hidrofilico seleccionado del grupo que
consiste de derivados de celulosa, gomas naturales y geles, Yy
polimeros sintéticos solubles en agua;

(c) un agente espesante seleccionado del grupo que
consiste de polvo de silice amorfa sin tratar, talco, mica,
tierra diatomédcea, y arcillas naturales y modificadas;

(d) una solucién amortiguadora suficiente para mantener
el pH en el rango desde alrededor de 4.5 hasta alrededor de
6.5 a 6.0;

(e) un tensoactivo; y

(f) un mediador.

2. La composicién de reactivos de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada porque la soluciédén
amortiguadora es wuna solucién amortiguadora de acetato,

citrato, o succinato.
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3. La composicién de reactivos de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada porque el tensoactivo es un
alcohol de poliéter de alquil arilo.

4, La composicién de reactivos de conformidad con la.
reivindicacién 1, <caracterizada porque el mediador es
ferrocianuro de potasio.

5. La composicién de reactivos de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada porque la solucién
amortiguadora es desde 5.0 a 6.0.

6. La composicién de reactivos de conformidad con la
reivindicacién 5, caracterizada porque la composicién tiene
una viscosidad de alrededor de 60,000 hasta alrededor de
180,000 cps (mPars).

7. La composicién de reactivos de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada porgue el polimero
hidrofilico es un derivado de celulosa seleccionado del grupo
que consiste de carboximetil celulosa de sodio, hidroxi etil

celulosa, hidroxi propil celulosa, e hidroxi propilmetil

celulosa.
8. La composicién de reactivos de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada porque el polimero

hidrofilico es hidroxietil celulosa.
9. La composicién de reactivos de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada porque el agente espesante es

polvo de silice amorfa sin tratar.
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10. La composicién de reactivos de conformidad con 1la
reivindicacién 9, caracterizada porque el polvo de silice
amorfa sin tratar es hidrofilico.

11. La composicién de reactivos de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada porque 1-8 unidades de GDH-
PQQ estan presentes por cada miligramo del peso total de la
composicién.

12. La composicién de reactivos de conformidad con 1la
reivindicacién 2, caracterizada porque la solucidn
amortiguadora estd presente en alrededor de 30 hasta
alrededor de 200 mM.

13. La composicién de reactivos de conformidad con la
reivindicacién 3, caracterizada porque hasta alrededor de 0.5
% en peso del alcohol de poliéter estd presente, con base en
el peso total de la composicién.

14. La composicién de reactivos de conformidad con la
reivindicacién 4, caracterizada porque alrededor de 10 hasta
alrededor de 20 % en peso del ferrocianuro de potasio, con
base en el peso total de la composicién.

15. La composicién de reactivos de conformidad con la
reivindicacién 7, caracterizada porque alrededor de 2 hasta

alrededor de 10 % en peso del derivado de celulosa esté

" presente, con base en el peso total de la composicién.

16. La composicidén de reactivos. de conformidad con la

reivindicacién 9, caracterizada porque alrededor de 1 hasta
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alrededor de 6 % en peso del polvo de silice amorfa sin
tratar esta presente, con base en el peso total de 1la
composicién.

17. La composicién de reactivos de conformidad con la
reivindicacién 1, <caracterizada porque comprende ademas
alrededor de 5 hasta alrededor de 50 mM de cloruro de calcio.

18. Un biosensor electroquimico caracterizado porque
comprende:

(a) un sustrato no poroso;

(b) electrodo de trabajo y contra electrodo dispuestos
sobre el sustrato;

(c) una composicién de reactivos que se imprihe en
pantalla sobre los electrodos, la composicién comprende:

(1) alrededor de 1-8 unidades de glucosa
deshidrogenasa (GDH) y co-factor pirrolo-quinolina quinona
(PQQ) para la oxidacién de glucosa en una muestra biolédgica,
por cada miligramo del peso total de la composiciédn;

(2) un polimero hidrofilico seleccionado del grupo
que consiste de derivados de celulosa, gomas naturales y
geles, y polimeros sintéticos solubles en agua;

(3) un agente espesante seleccionado del grupo que
consiste de polvo de silice amorfa sin tratar, talco, mica,

tierra diatomdcea, y arcillas naturales y modificadas;
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(4) una solucién amortiguadora suficiente para
mantener el pH en el rango desde alrededor de 4.5 hasta
alrededor de 6.5,

(5) wun tensoactivo, y

(6) un mediador; 'y

(d) una cubierta protectora para los electrodos y la
composicién de reactivos.

19. E1 biosensor electroquimico de conformidad con la
reivindicacién 18, caracterizado porque la solucidn
amortiguadora es alrededor de 30 hasta alrededor de 200 mM de
una solucién amortiguadora de acetato, citrato, o succinato.

20. El1 biosensor electroquimico de conformidad con la
reivindicacién 18, caracterizado porque el tensoactivo es
hasta alrededor de 0.5 % en peso de un alcohol de poliéter de
alquil arilo, con base en el peso total de la composicién.

21. El biosensor electroquimico de conformidad con la
reivindicacién 18, caracterizado porque el mediador es
alrededor de 10 hasta alrededor de 20% en peso de
ferrocianuro de potasio, con base .en el peso total de la
composicién.

22. El1 biosensor electroquimico de conformidad con la
reivindicacién 18, caracterizado porque cantidades
suficientes de componentes (c)(2) y (c)(3) se incluyen para
proporcionar una composiciéh adecuada para uso en impresién

en pantalla.
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23. El1 biosensor electroquimico de conformidad con la
reivindicacién 18, caracterizado porque la composicién tiene
una viscosidad de alrededor de 60,000 hasta alrededor de
180,000 cps (mPae°s).

24, El1 biosensor electroquimico de conformidad con la
reivindicacién 18, caracterizado porque el polimero
hidrofilico es alrededor de 2 hasta alrededor de 10 % en peso
de un derivado de celulosa seleccionado del grupo que
consiste de carboxi metil celulosa de sodio, hidroxi etil
celulosa, hidroxi propil celulosa, e hidroxi propil metil
celulosa, con base en el peso»total de la composicién.

25. El1 biosensor electroquimico de conformidad con la
reivindicacién 24, caracterizado porque el polimero
hidrofilico es hidroxi etil celulosa.

26. El biosensor electroquimico de conformidad con la
reivindicacién 18, caracterizado porque el agente espesante
es desde alrededor de 1 hasta alrededor de 6% en peso de un
polvo de silice amorfa sin tratar, con base en el peso total
de la composicién.

27. El1 biosensor electroquimico de conformidad con la
reivindicacidén 26, caracterizado porque el polvo de silice
amorfa sin tratar es hidrofilico.

28. E1l1 biosensor electroquimico de conformidad con 1la

reivindicacién 18, caracterizado porque 1la composicién de
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reactivos incluye desde alrededor de 5 hasta alrededor de 50
mM de cloruro de calcio.

29. Un método para mantener la actividad de glucosa
deshidrogenasa (GDH) y co-factor pirrolo-quinolina quinona
(PQQ) en una composicidén de reactivos impresa en pantalla
usada en un Dbiosensor electroquimico qué comprende la
impresién en pantalla de una composicién de reactivos, el
método caracterizado porque comprende los actos de:

(a) glucosa deshidrogenasa (GDH) y co-factor pirrolo-
quinolina quinona (PQQ) para la oxidacién de glucosa en una
muestra biolégica;

(b) un polimero hidrofilico seleccionado del grupo que
consiste de derivados de celulosa, gomas naturales y geles, y
polimeros sintéticos solubles en agua;

(c) un agente espesante seleccionado del grupo que
consiste de polvo de silice amorfa sin tratar, talco, mica,
tierra diatomacea, y arcillas naturales y modificadas;

(d) una solucién amortiguadora suficiente para mantener
el pH en el rango desde alrededor de 4.5 hasta alrededor de
6.5;

(e) un tensoactivo; y

(£) un mediador.

30. El1 método de conformidad con la reivindicacién 29,
caracterizado porque el polimero hidrofilico es un derivado

de celulosa seleccionado del grupo que consiste de carboxi

i
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{57) RESUMEN
1. Una composicién de reactivos para biosensores

(GDH) y co-factor pirrolo-

para la oxidacién de glucosa en una

(b) un polimero hidrofilico seleccionado del grupo que

consiste de derivados de celulosa, gomas naturales y geles, y

polimeros sintéticos solubles en agua;

(c) un agente

consiste de polvo de silice amorfa sin tratar, talco, mica,

espesante

tierra diatomécea, y arcillas naturales y modificadas;

seleccionado del grupo dque



(d) una soluciédn amortiguadora suficiente para mantener
el pH en el rango desde alrededor de 4.5 hasta alrededor de
6.5 a 6.0;

(e) un- tensoactivo; y

(£) un mediador.

18. Un biosensor electroquimico caracterizado porque
comprende:

(a) un sustrato no poroso;

(b) electrodo dé trabajo y contra electrodo dispuestos
sobre el sustrato;

(c) wuna composicién de reactivos que se imprime en
pantalla sobre los electrodos, la composicién comprende:

(1) alrededor de 1-8 unidades de glucosa

deshidrogenasa (GDH) y co-factor pirrolo-quinolina quinona
(PQQ) para la oxidacién de glucosa en una muestra bioldgica,

por cada miligramo del peso total de la composiciény

(2) un polimero hidrofilico seleccionado del grupo

que consiste de derivados de celulosa, gomas naturales y

geles, y polimeros sintéticos solubles en agua;

(3) un agente espesante seleccionado del grupo que
consiste de polvo de silice amorfa sin tratar, talco, mica,

tierra diatomacea, y arcillas naturales y modificadas;



(4) una solucién amortiguadora suficiente para

- mantener el pH en el rango desde alrededor de 4.5 hasta

alrededor de 6.5,
| (5) un teﬁsoactivo, y
(6) un mediador;'y
(d) wuna cubierta protectora para los electrodos y la

composicién de reactivos.

29. Un método para mantener la actividad de -glhcosa
deshidrogenasa (GDH) Y co—faétor pirrolo-quinolina quinona
"(PQQ) en una composicidén de feactivos impresa en panfglla
usada en un biosensor electroquimico qué comprende la
.impresién ‘en pantélla de una composicién dé reactivos, el
método caracterizado pérque comprende 1los actos de::

(a) gluCOSa'deshidrogenasa (GDH) y co-factor pirrolo-
quinolina dquinona (PQQ) para la oxidacién 'de glucbsa én una
muestra biolégica;

(b) un polimero hidrofilico éeleccionado del grupo que

consiste de derivados de celulosa, gomas naturales y geles, Yy

polimeros sintéticos solubles en agua;
(c) un agente espesante seleccionado del grupo que
consiste de polvo de silice amorfa sin tratar, talco, mica,

tierra diatomacea, y arcillas naturales y modificadas;

(d) una solucién amortiguadora suficiente para mantener:

el pH en el rangd desde alrededor de 4.5 hasta alrededor de

6.5;
(e) un tensoactivo; y

(f) un mediador.
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REFERENCIA Radicacién No. 7 97001
Solicitud internacional PCT/US2006/007875
Fecha inicio fase nacional 04/10/2007

Tramite 11
Evento 378
Actuacién 416
Oficio No. 4171
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, reune los requisitos de forma establecidos en
la Decisidén 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacidn en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de 1Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacidén en la Gaceta de Propiedad Industrial.
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Dado en Bogota DC,
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