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@Resumen:

La presente invencidon consiste en un dispositivo
electrédico para la deteccién de acido glucénico, con
tres electrodos, uno de referencia, otro de trabajo y
otro auxiliar, obtenidos todos ellos por serigrafia, el
area activa del electrodo de referencia incluye tinta de
plata/cloruro de plata, la del contraelectrodo tinta de
carbono y la del electrodo de trabajo con una tinta de
carbono que incorpora tetratiafulvaleno (TTF) al 3%,
sobre una lamina plastica de poliéster, modificandose
el area activa del trabajo con la enzima GADH
utilizando un agente bifuncional en presencia de
seroalbumina bovina (BSA), asi como su
procedimiento de fabricacién y su uso en la deteccién
citada, de manera simple, con bajo coste y en relativo
corto tiempo de andlisis.
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DISPOSITIVO ELECTRODICO PARA LA DETECCION DE ACIDO
GLUCONICO, PROCEDIMIENTO DE FABRICACION Y USO DE DICHO
‘ DISPOSITIVO

DESCRIPCION

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencidén se enmarca en el campo de

la electroquimica aplicada al anédlisis quimico.

Asi, la presente invencidén se refiere a un
dispositivo constituido por un sistema electrdédico para
la deteccidén de 4acido glucénico, con tres electrodos,
obtenidos todos los electrodos por serigrafia,
modificédndose uno de ellos ©posteriormente con una
enzima, asi como, su procedimiento de fabricacidén vy

condiciones de uso en la deteccidn citada.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las celdas electroquimicas son de gran interés
en el andlisis de sustancias debido a su robustez,

fabricacién sencilla y econdmica.

Una de las técnicas mds utilizadas para la
fabricacién de los electrodos que se utilizan en las
celdas electroquimicas es la serigrdfica. Esta técnica
permite construir sensores quimicos con una

reproducibilidad y una infraestructura minima.

La serigrafia es un método de impresidén directa,
también llamado de impresién por penetraciédn. La
deposicién de tintas se realiza capa a capa sobre un

sustrato. La calidad de los sensores quimicos asi
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fabricados depende, en gran medida, de los materiales

utilizados.

Mediante la tecnologia de electrodos
serigrafiados es ©posible la miniaturizaciédn de los
sensores ofreciendo la ventaja de ser versatiles, pueden
ser fabricados con distintas configuraciones de
electrodos y con diferentes tintas, y tener bajo coste
pudiendo asi prestarse para la produccidédn en masa de
electrodos desechables. Ademas, pueden ser utilizados

para anédlisis in situ.

Para aumentar la selectividad de los electrodos
se modifican por diferentes métodos, por ejemplo
inmovilizando una sustancia, frecuentemente un enzima,
en su superficie que responda selectivamente a
determinados analitos. La selectividad y la accidn
catalitica de las reacciones enzimdticas potencian la

selectividad y sensibilidad de los dispositivos.

El método de inmovilizacidn es muy importante ya
que va a influir en el tiempo de vida del sensor, en su
sensibilidad vy reproducibilidad. Asi, hay distintos
tipos de inmovilizacién: por absorcién, por
microencapsulacién, por atrapamiento, por
entrecruzamiento utilizando un agente bifuncional, y por

unidén covalente.

Tradicionalmente, la determinacién de &cido
glucénico y sus metabolitos se ha realizado mediante
técnicas cromatograficas, normalmente acopladas a
detectores de electroforesis, espectroscopia de
infrarrojo, UV/Vis, quimioluminiscencia y fluorescencia.
Estas técnicas de ensayos implican instalaciones

costosas y procedimientos largos, complicados \Y%
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tediosos. De forma muy minoritaria se ha determinado
también por técnicas electroquimicas utilizando

electrodos convencionales no desechables.

La presente invencidén solventa estas desventajas
mediante un dispositivo electrddico, cuya simplicidad,
bajo coste y su relativo corto tiempo de anélisis,
comparado con las técnicas cromatogrdficas, ha supuesto

un gran avance en su empleo en muchos campos.

En el caso del acido glucédnico, teniendo en
cuenta los grupos funcionales presentes en su molécula
susceptibles de sufrir reacciones de ©6xido-reduccidn,
puede ser analizado por técnicas electroquimicas tales
como voltamperometria ciclica, voltamperometria de onda
cuadrada y diferencial de impulsos con acumulacidén, vy

cronoamperometria.

La utilizacidén de mediadores, afiadidos a 1la
celda electroquimica junto con el electrolito soporte
permite disminuir el potencial de uso, contribuyendo a
evitar interferencias y han sido frecuentemente
utilizados. E1 potencial redox del tetratiafulvaleno
(TTF) en torno a 100 mV, hace de este analito un
candidato adecuado para ser utilizado como mediador en
el campo de los Dbiosensores electroquimicos. Sin
embargo, la insolubilidad de esta sustancia ha limitado
su uso a las disoluciones no acuosas. Este problema se
puede solventar incorporando el TTF a la tinta de
serigrafiado, originando asi una pasta conductora con
mediador incorporada para el serigrafiado directo del

electrodo de trabajo.

La enzima gluconato deshidrogenasa (en adelante

GADH) , interacciona especificamente con el &cido
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glucdénico catalizando la deshidrogenacidén del mismo. La
inmovilizacidén de esta enzima sobre un electrodo
serigrafiado permite poner a punto un dispositivo que
alina las ventajas de los dispositivos electrddicos
serigrafiados desechables con el uso de enzimas

especificas para la deteccidén de &cido glucédnico.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidén queda establecida vy
caracterizada en las reivindicaciones independientes,
mientras que las reivindicaciones dependientes describen

otras caracteristicas de la misma.

El objeto de la invencidén es un dispositivo
electrdéddico, su procedimiento de fabricacién y uso del
mismo para la deteccidn de Aacido glucédnico. EI1 problema
a resolver es constituir el dispositivo, llevar a cabo
su fabricacidén y usarlo, todo ello de manera simple, con
bajo coste y en relativo corto tiempo de ané&lisis,

comparado con las técnicas cromatograficas conocidas.

A la vista de 1lo anteriormente enunciado, la
presente invencién se refiere a un dispositivo
electrédico para la deteccidén de 4&cido glucdnico
obtenido por serigrafia caracterizado por gue comprende
tres electrodos, cada electrodo consta de un contacto o©
borne, un tramo y un Area activa, siendo uno de
referencia, otro de trabajo, y otro auxiliar o
contraelectrodo, constituidos 1los bornes y los tramos
con una tinta de plata, el &rea activa del electrodo de
referencia con una tinta de plata/cloruro de plata, el
4drea activa del contraelectrodo con un tinta de carbono
y el drea activa del electrodo de trabajo con una tinta

de <carbono a la que se ha 1incorporado previamente
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tetratiafulvaleno, al 3%, sobre una lamina pléastica de
poliéster, estando el electrodo de trabajo modificado
posteriormente de manera que se 1inmoviliza el enzima
GADH en su superficie utilizando un agente bifuncional
como el glutaraldehido en presencia de serocalbumina
bovina (BSA).

Opcionalmente el dispositivo incluye un aislante
que cubre el dispositivo, dejando libre los contactos y

dreas activas de los electrodos.

Asimismo, la presente invencidén se refiere a un
proceso de fabricacidén del dispositivo anteriormente

mencionado que comprende las siguientes etapas:

-serigrafiado de una lamina de poliéster con tinta de
plata con las formas de los contactos y los tramos de
los tres electrodos,

-serigrafiado del area activa del electrodo de
referencia con Ag/AgCl,

-serigrafiado del &rea activa del contraelectrodo con
carbono,

-serigrafiado de un aislante cubriendo el dispositivo,
excepto el area activa de los electrodos y los bornes
de los mismos,

-serigrafiado del &rea activa del electrodo de trabajo
con pasta de carbono a la que se ha incorporado TTF al

%,

-modificacién del &rea activa del electrodo de trabajo

mediante inmovilizacién de la enzima GADH en su

superficie.

Y, la presente invencidn se refiere al uso del
dispositivo anteriormente mencionado con la opcién del

aislante, gque comprende las siguientes etapas:
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-introduccidn del dispositivo en una celda
electroquimica que contiene 5 mL de wuna disolucién
tampdn de dihidrogenofosfato sédico con pH 6, 100 mM vy
KCl 100 mM,

-unién de los contactos de los electrodos a un
potenciostato,

-aplicacién de un potencial de 0.100 V entre el
electrodo de trabajo y el contraelectrodo,

-espera a estabilizacidn de corriente, .

-adicién de 50 pL de disoclucidén problema de acido
glucédnico,

~sucesivas adiciones de 50 pL de disolucidén de 4&cido
glucdnico de concentracidén de 12.48 hasta 108.00 uM,

-registro de las intensidades de corriente en funcién
del tiempo,

-representacién de la recta de calibrado,

-extrapolacién de dicha recta de <calibrado para
calcular la concentracién de &cido glucdnico en la

muestra problema.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Se complementa la presente memoria descriptiva,
con un Jjuego de figuras, i1lustrativas del ejemplo

preferente y nunca limitativas de la invencién.
La figura 1 muestra el esquema de la reaccién
electrdédica en la que interviene el mediador TTF y la

enzima GADH.

La figura 2 representa una vista en alzado de

los electrodos sin aislante.

La figura 3 representa una vista en alzado de
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los electrodos con un aislante.

EXPOSICION DETALLADA DE LA INVENCION

En la realizacidén aqui detallada y mostrada en
las figuras, la invencidén se refiere a un dispositivo
electrdéddico para la deteccidén de &cido glucédnico, con
tres electrodos (1, 2, 3, obtenidos todos los
electrodos por serigrafia, uno de ellos, el de trabajo
(2) incorporando un mediador a la pasta, y modificandose
posteriormente con una enzima, asi como su procedimiento

de fabricacidén y su uso en la deteccidn citada.

Como la técnica serigrdfica implica el uso de
materiales concretos y da lugar a la configuracidn
geométrica concreta del dispositivo, la exposicidén de
dicha técnica de fabricacidén sirve asimismo de
explicacidn de la configuracién del dispositivo,
pudiendo ir ligadas ambas, configuracién y técnica o
procedimiento de fabricacién, durante la ©presente

exposicidén detallada de la invencidn.

El mecanismo de reaccidn transcurre de acuerdo
con el esquema mostrado en la figura 1. EIl A&cido
glucdnico se oxida en presencia de GADH hasta 2-dihidro-
gluconato. La enzima reducida se oxida en presencia del
mediador, tetratiofulvaleno (TTF), gque a su vVvez se
recupera por oxidacidén en el electrodo de trabajo (2),
originando una corriente proporcional a la concentracién

de &cido glucédnico.

La invencién se refiere al dispositivo,
procedimiento de fabricacién y de uso de un dispositivo
de tres electrodos (1, 2, 3) desechables, serigrafiados

en un soporte de poliéster, en concreto politereftalato
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de etileno (PET), cuya disposicidén espacial permite el
rapido andlisis “in situ” de pequefios volumenes de

muestra por técnicas electroquimicas.

Como muestra la figura 2, el dispositivo consta
de tres electrodos serigrafiados (1, 2, 3): electrodo de
referencia (1), electrodo de trabajo (2) y electrodo

auxiliar (3) o contraelectrodo.

Los electrodos tienen tres zonas o partes
diferenciadas: los contactos (1.3, 2.3, 3.3) o© bornes,
para su conexidén a un potenciostato de los conocidos;
las A&reas activas (1.1, 2.1, 3.1), en contacto directo
con la muestra a analizar y los tramos (1.2, 2.2, 3.2),
como unidén entre contactos (1.3, 2.3, 3.3) y las é&reas
activas (1.1, 2.1, 3.1).

El procedimiento de fabricacidén, serigrafiado,
del dispositivo se lleva a cabo con la ayuda de una
serie de pantallas, moldes o patrones de serigrafiado en
las que aparece, en una superficie porosa, el esqguema

del motivo a imprimir que definird el dispositivo.

Los patrones son como sigue:

-E1 primer patrén se utiliza para formar,
serigrafiando con pasta comercial conductora de plata,
los contactos (1.3, 2.3, 3.3) y los tramos (1.2, 2.2,
3.2) de los electrodos (1, 2, 3). Es decir, se crea la
base conductora eléctrica del dispositivo. Después de su
aplicacién esta capa debe curarse durante 20 minutos a
120°cC.

~E1l sequndo patrén estd diseriado para 1la

obtencidén del 4&rea activa (1.1) del electrodo de
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referencia (1). Para su formacidén se imprime un producto
comercial a base de Ag/AgCl sobre la base conductora en
la zona del 4&rea activa de dicho electrodo, que
posteriormente se somete a un proceso de curacién en las

mismas condiciones, 20 minutos a 120°C.

-E1 tercer patrdén se utiliza para constituir el
drea activa (3.1) del contraelectrodo (3), serigrafiando
pasta de carbono comercial. Tras su aplicacidén se somete

a un curado de 60°C durante 30 minutos.

-E1 cuarto patrdén es una capa de tinta aislante
(4) que cubre el dispositivo, dejando libre los
contactos (1.3, 2.3, 3.3) y A&reas activas (1.1, 2.1,
3.1) de los electrodos. La correcta formacidén de esta
capa ailslante (4), vista en la figura 3, exige la

curacién a 80°C durante 30 minutos.

-Por dGltimo el quintoc patrén permite la
impresién del &area activa (2.1) del electrodo de trabajo
(2) utilizando una tinta comercial de carbono a la que
se ha incorporado TTF al 3%, modificdndolo mediante la
inmovilizacién de la enzima GADH en su superficie
utilizando un agente Dbifuncional en ©presencia de
seroalblmina bovina (BSA). El proceso de incorporacidn
se lleva a cabo mezclando mecanicamente las cantidades

adecuadas.

En esta realizacidén, los contactos (1.3, 2.3,
3.3), los tramos (1.2, 2.2, 3.2) y el &rea activa del
electrodo de referencia (1) es de geometria rectangular,
el de trabajo (2) circular y el contraelectrodo (3)
tiene forma arqueada envolvente de los otros dos

electrodos. Las mejores dimensiones del &rea activa

10
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(1.1) del electrodo de referencia del dispositivo

corresponden a 2 mm de anchura por 4 mm de longitud.

Para el electrodo de trabajo (2) la mejor
dimensién probada de su &rea activa (2.1) corresponde a

un circulo de 4.5 mm de didmetro.

En cuanto al contraelectrodo (3) 1las mejores
dimensiones de su Area activa (3.1) son una anchura
entre 1,4 y 1,5 mm, un tramo recto de entre 3 y 5 mm,

que conecta con un arco de radio entre 3 y 5 mm.

La inmovilizacién de la enzima GADH sobre el
electrodo de trabajo (2) se realiza de acuerdo con el
siguiente procedimiento: E1 proceso de la inmovilizacién
de la enzima se lleva a cabo adicionando sobre el
electrodo de trabajo (2) 1 pL de GADH, 0.86 upL de
glutaraldehido (GA) al 5% y 1.14 pulL de una disolucidén de
BSA al 6%. Dicho electrodo (2) se deja inmovilizando
durante 90 minutos a una temperatura de 4°C, tras 1lo
cual va esta listo para realizar medidas

cronoamperométricas.

El dispositivo asi constituido es un sensor
miniaturizado cuya geometria es Optima para el anédlisis
de muestras reales liquidas de pequefio tamafio. La
adicién de un pequefioc volumen con una micropipeta
directamente sobre el sistema electrdédico permite el
analisis sin necesidad de utilizar una celda
electroquimica convencional, haciendo méas facil, rapido
y econdémico el andlisis “in situ” al ser susceptible de
ser conectado a un potenciostato portatil comercial.
Alternativamente el sistema puede introducirse en una
celda electroquimica en la que se encuentra en

disolucidén la cocaina.

1"
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Para poner en funcionamiento el dispositivo, se
unen las partes superiores conductoras (1.3, 2.3, 3.3)
de cada uno de los electrodos (1, 2, 3) con los bornes
de salida de un potenciostato a través de unas
conexiones eléctricas. A través de éste y de acuerdo con
la técnica seleccionada para llevar a cabo la
determinacién amperométrica, se impone una diferencia de
potencial entre el electrodo de trabajo (2) y el
contraelectrodo (3) y se registra la intensidad que se
origina en el <circuito debido a las reacciones
electroquimicas que la perturbacién de potencial
provoca, con la adicién de &cido glucénico y que va a
permitir poner de manifiesto la presencia de los

analitos.

Para 1llevar a cabo la determinacién de una
muestra problema de 4&cido glucdnico, se parte de la
celda electoquimica que contiene 5 mL de una solucidn
tampdén de dihidrogenofosfato sdédico con pH 6, 50 mM vy
KC1 100 mM. A continuacidn se conecta el potenciostato a
los contactos (1.3, 2.3, 3.3) de los electrcdos y se
aplica un potencial de -0.100 V entre el electrodo de
trabajo (2) y el contraelectrodo (3). En ese momento se
aprecia una intensidad de <corriente alta que se
estabiliza pasados unos minutos. Cuando se obtiene una
sefial estable de la intensidad de la corriente, se lleva
a cabo una adicién de 50 pL de disoclucidén problema de
dcido glucénico previamente diluido, observandose un
salto de intensidad debido al proceso de reduccidn
electroquimica experimentado. A continuacidén se hacen
sucesivas adiciones de 50 pL de disolucidén de acido
glucénico en un rango de concentracién de 12.48 hasta
108.00 uM) dependiendo de las caracteristicas de la

muestra, registrdndose las intensidades de corriente vy

12




10

ES 2 484 665 B2

observandose sucesivos saltos de intensidad.

Se obtiene la recta de calibracién
correspondiente. Se calculan las intensidades de 1las
sucesivas adiciones y estos valores se representan
frente a la concentracién originando una recta cuya
interseccidén con el eje de abscisas permite obtener, por
extrapolacidén, la concentracidén de la muestra problema
en molaridad que posteriormente se transforma en $%

teniendo en cuenta el peso de la muestra de partida.

13
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REIVINDICACIONES

1. Dispositivo electrddico para la deteccidn de
dcido glucdédnico obtenido por serigrafia caracterizado
por dque comprende tres electrodos (1, 2, 3), cada
electrodo consta de un contacto o borne (1.3, 2.3, 3.3),
un tramo (1.2, 2.2, 3.2) y un A&rea activa (1.1, 2.1,
3.1), siendo uno de referencia (1), otro de trabajo (2),
y otro auxiliar o contraelectrodo (3), constituidos 1los
bornes (1.3, 2.3, 3.3) y los tramos (1.2, 2.2, 3.2) con
una tinta de plata, el &rea activa del electrodo de
referencia (1.1) con wuna tinta de plata/cloruro de
plata, el A&rea activa del contraelectrodo (3.1) con un
tinta de carbono y el &rea activa del electrodo de
trabajo (2.1) con una tinta de carbono gque incorpora
tetratiafulvaleno (TTF) al 3%, sobre una lamina plastica
de poliéster, estando el electrodo de trabajo (2)
modificado de manera que se inmoviliza la enzima GADH en
su superficie wutilizando un agente bifuncional en

presencia de seroalbUmina bovina (BSA).

2. Dispositivo electrdédico segun la
reivindicacién 1 que incluye un aislante (4) que cubre
el dispositivo, dejando libre los contactos (1.3, 2.3,

3.3) y &reas activas (1.1, 2.1, 3.1) de los electrodos

3. Dispositivo electrédico segun la
reivindicacién 1 en el que los contactos (1.3, 2.3,

3.3), los tramos (1.2, 2.2, 3.2) y el &rea activa (1.1)

del electrodo de referencia (1) tienen forma
rectangular.
4. Dispositivo electrddico segun la

reivindicacién 3 en el que el Aarea activa (1.1) del

14
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electrodo de referencia (1) tiene forma rectangular de 2

mm de anchura por 4 mm de longitud.

5. Dispositivo electrdédico segun la
reivindicacién 3 en el que el 4&rea activa (2.1) del
electrodo de trabajo (2) es un circulo de 4.5 mm de

didmetro.

6. Dispositivo electrddico segun la
reivindicacién 3 en el que el 4&rea activa (3.1) del
contraelectrodo (3) tiene una anchura entre 1,4 y 1,5
mm, un tramo recto de entre 3 y 5 mm, que conecta con un

arco de radio entre 3 y 5 mm.

7. Proceso de fabricacién del dispositivo segtn
las reivindicaciones 1 y 2 <caracterizado por que

comprende las siguientes etapas:

-serigrafiado de una lémina de poliéster con tinta
de plata con las formas de los contactos (1.3,
2.3, 3.3) y los tramos (1.2, 2.2, 3.2) de los
tres electrodos (1, 2, 3),

-serigrafiado del &rea activa (1.1) del electrodo
de referencia (1) con Ag/AgCl,

-serigrafiado del area activa (3.1) del
contrelectrodo (3) con una pasta de carbono,

-serigrafiado de un aislante (4) cubriendo el
dispositivo excepto el 4&rea activa (1.2, 2.2,
3.2) de los electrodos (1, 2, 3) y los bornes
(1.1, 2.1, 3.1) de los electrodos (1, 2, 3),

-serigrafiado del &rea activa (2.1) del electrodo
de trabajo (2) con una pasta de carbono a la que
se ha incorporado TTF al 3%,

-modificacidén del &rea activa (2.1) del electrodo

de trabajo (2) mediante la inmovilizacidén del

15
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enzima GADH en su superficie.

8. Proceso de fabricacién segun la
reivindicacién 7 en el que 1la inmovilizacién de la
enzima GADH se lleva a cabo mediante entrecruzamiento

con glutaraldehido y serocalbumina bovina.

9. Proceso de fabricacién segun la
reivindicacién 8 en el que la inmovilizacidén de 1la
enzima GADH se lleva a cabo adicionando sobre el
electrodo de trabajo (2) 1 uL de GADH, 0.86 uL de
glutaraldehido (GA) al 5% y 1.14 uL de una disolucién de
BSA al 6%, dicho electrodo (2) se deja inmovilizando

durante 90 minutos a una temperatura de 4°C.

10. Uso del dispositivo segun las
reivindicaciones 1 y 2 caracterizado por que comprende

las siguientes etapas:

—-introduccién del dispositivo en una celda
electroquimica que contiene 5 mL de una solucidn
tampén de dihidrogenofosfato sdédico con pH 6.0,
100 mM y KC1 100 mM,

-unién de 1los contactos (1.3, 2.3, 3.3) de los
electrodos a un potenciostato,

-aplicacién de un potencial de 0.100 V entre el
electrodo de trabajo (2) y el contraelectrodo
(3),

-espera a estabilizacidén de corriente,

-adicién de 50 ulL de disolucidn problema de acido
glucébnico,

-sucesivas adiciones de 50 upL de disolucidén de
dcido glucdnico de concentracidédn de 12.48 hasta
108.00 uM,

-registro de las intensidades de corriente,

16
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-representacién de la recta de calibrado,
-extrapolacidén de dicha recta de calibrado para
calcular la concentracién de &cido glucdnico en

la muestra problema.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201300149

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 31.10.2013

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-10 SI
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-10 SI
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201300149

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 CAMPUZANO S et al. Integrated Electrochemical Gluconic Acid 01.03.2007
Biosensor Based on Self-Assembled Monolayer-Modified Gold
Electrodes. Application to the Analysis of Gluconic Acid in Musts
and Wines. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 20070301
not American Chemical Society, Books and Journals Division.
01.03.2007 VOL: 55 No: 6 Pags: 2109-2114 ISSN 0021-8561

Doi: doi:10.1021/jf063073w

D02 MX 2010002962 A (ULTIZYME INT LTD) 31.03.2010
D03 WO 0190733 A1 (RADIOMETER MEDICAL AS) 29.11.2001
D04 EP 1321763 A1 (ASAHI CHEMICAL IND) 25.06.2003
D05 WO 0239533 A2 (IRD AS) 16.05.2002

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente solicitud divulga un biosensor o dispositivo electrodico obtenido por serigrafia para la deteccidon de acido
glucénico.

Las reivindicaciones 1-6 caracterizan el dispositivo, las reivindicaciones 7-9 caracterizan el proceso de fabricacion y la
reivindicacion 10 el uso del electrodo para la deteccion del acido glucénico.

El dispositivo electrodico se caracteriza por disponer de tres electrodos constituidos por bornes, tramos y areas activas. Los
bornes y los tramos estan constituidos por tinta de plata, el area activa del electrodo de referencia con una tinta de
plata/cloruro de plata, el area activa del contraelectrodo con una tinta de carbono y el area activa del electrodo de trabajo
con una tinta de carbono que incorpora TTF. El electrodo de trabajo lleva inmovilizada la enzima GADH.

D01 divulga un biosensor amperometrico enzimatico para la deteccion de acido gluconico, constituido por moléculas de
GADH inmovilizadas junto a TTF. Como electrodo de trabajo se emple6 un disco de oro recubierto de MPA-SAM. Se
emplearon también como electrodo de referencia un electrodo BAS MF-2063 conteniendo Ag/AgCI/KCI 3 M y un cable de
platino como contraelectrodo.

D02 divulga un electrodo enzimatico compuesto de particulas de carbono en el que se soporta la enzima glucosa
deshidrogenasa (GDH) con flavina adenina dinucleétido (FAD) como coenzima y una capa de electrodo en contacto con la
particula de carbono, en el que la particula de carbono y / o la capa de electrodo estan / esta compuesta de las particulas de
carbono con un diametro de particula de no mas de 100 nm y una superficie especifica de al menos 200 m? / g, segun la
figura 12. También divulga un material de tinta para revestir la superficie del electrodo enzimatico.

D03 divulga un sensor para mediciones biolégicas, fisioldgicas y quimicas, més especialmente para la medicion
electroquimica de glucosa, lactato, urea o creatinina. El método de produccién de este sensor se lleva a cabo usando una
técnica de impresion, preferentemente una técnica serigrafica.

D04 divulga un electrodo enzimatico compuesto por: un electrodo de trabajo, un contraelectrodo y, opcionalmente, un
electrodo de referencia; y una capa de reaccion formada sobre dicho sistema de electrodos, en el que dicha capa de
reaccion comprende diaforasa (DI), 12 alfa-hidroxiesteroide deshidrogenasa (12 alfa-HSD) y nicotinamida adenina
dinucledtido sintetasa (DANE).

DO05 divulga un procedimiento de produccion de un electrodo de membrana por serigrafia. El proceso proporciona células de
combustible con menor contenido de catalizador y mejora de la eficiencia electroquimica. Se facilita el montaje, ya que
asegura el contacto intimo y la adherencia de la capa de catalizador a la membrana de electrolito de polimero. Se
proporciona una secuenciacion en el que la capa que requiere mas alta compactacion esta posicionada para estar en
contacto directo con la membrana de electrolito de polimero lo que la aplicacion de calor y presiéon asegura una buena
adhesion y la cohesidon de las capas de catalizador evitando al mismo tiempo la pérdida subsiguiente de contacto. El
carbono y capa de soporte y el papel carbon o grafito para proporcionar permeabilidad a los gases 6ptima. Las pilas de
combustible con los conjuntos de electrodos de membrana exhiben voltaje de la célula superior a la misma densidad de
corriente como las pilas de combustible preparadas de acuerdo con métodos estandar.

La diferencia entre el electrodo de las reivindicaciones 1-6 y D01 seria la impresién por serigrafia de los electrodos de
trabajo, referencia y contraelectrodo mediante el uso de tintas de plata y carbono. El efecto técnico de esta diferencia seria
la miniaturizacién del sistema.

Ninguno de los documentos del estado de la técnica divulga un dispositivo electrédico serigrafiado como el que se menciona
en las reivindicaciones 1-6, por lo que estas reivindicaciones, al igual que se refieren al proceso de fabricacién y el uso del
dispositivo serian nuevas tal y como se menciona en el art. 6 de la ley 11/1986. Ninguno de los documentos del estado de la
técnica, tomados solos o en combinacion, permiten deducir de manera obvia que la aplicacidon de la serigrafia al electrodo
divulgado en el documento D01 llevaria consigo una mayor miniaturizaciéon del electrodo con las ventajas adicionales que
eso conlleva. Por tanto, las reivindicaciones 1-10 también parecerian cumplir con el requisito de actividad inventiva tal y
como se menciona en el art. 8 de la ley 11/1986.
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