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RESUMEN

En este articulo se presenta una revision bibliogréfica de los aspectos mas relevantes en el desarrollo
de inmunosensores, acompanada de algunos de los resultados experimentales en una aplicacién en anélisis
del plaguicida Carbaril que ilustra la metodologia analitica y los resultados esperados. El inmunosensor de
microbalanza de cristal de cuarzo (QCM), méas conocido como inmunosensor piezoeléctrico, es un sistema
analitico que contiene un inmunorreactivo como componente bioldgico, un transductor de cristal de cuarzo
con un antigeno, un conjugado o un anticuerpo inmovilizado en su superficie, acoplado a un sistema de
procesamiento de informacién. Debido a su simplicidad, conveniencia, bajo costo, exactitud, estabilidad y
respuesta en tiempo real, este dispositivo se ha vuelto cada vez més importante, especialmente para andlisis
de materiales en biomedicina, alimentos, medio ambiente y veterinaria.
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ABSTRACT

A bibliographic review about the main aspects concerning the development of immunosensors is pre-
sented in this article, as well as some of the experimental results in an application in the analysis of carbaryl
plaguicide that illustrates the analytical methodology and the expected results. The quartz crystal microbal-
ance immunosensor (QCM), known as piezoelectric immunosensor, is an analytical system which combines
an immunoreagent as the biologic component, a quartz crystal transducer with an immobilized antigen or
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antibody on its surface, coupled to an information processing system. Due to its simplicity, convenience,
low cost, accuracy, stability, and real time response, this device has become very important, especially for
material analysis in biomedicine, food, environment, and veterinary.

KEY WORDS: immunosensors; piezoelectricity; QCM; pesticides.

Un biosensor es un dispositivo analitico cons-
tituido por un componente bioldgico tal como una
enzima, un anticuerpo o una célula, que es inmo-
vilizado en un elemento de reconocimiento, el cual
estd comunicado con un sistema de transduccién
que transforma la sefial bioquimica en eléctrica
cuantificable. La figura 1 muestra un esquema de los
componentes fundamentales de un biosensor [1].
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Figura 1. Esquema de un biosensor

Un inmunosensor es un biosensor en el cual el
componente bioldgico es un inmunorreactivo. Cuan-
do el analito es una molécula pequefia, se requiere
realizar un proceso adicional para lograr la reaccién
inmune con una molécula similar llamada hapteno.
Generalmente el elemento objetivo es el antigeno
(el analito o el hapteno) y el anticuerpo se adhiere
al receptor, aunque en algunos casos se obtiene
una mejor respuesta cuando el analito, o una forma
modificada de él, se adhiere al receptor.

El inmunosensor piezoeléctrico usa una mi-
crobalanza de cristal de cuarzo (QCM) como un
transductor altamente preciso y estable que contiene
un cristal de cuarzo con un antigeno, un conjugado

o un anticuerpo inmovilizado en su superficie [2]. La
tecnologia QCM utiliza un detector sensible a la masa
formado por un cristal piezoeléctrico oscilante de
cuarzo que resuena a una frecuencia fundamental,
propiedad que le ha permitido su uso en biosensores
basados en afinidad [3, 4]. La operacion de resona-
dores piezoeléctricos en fase liquida incluye cambios
de la frecuencia de la masa y efectos inducidos por el
cambio de la densidad o de la viscosidad de la capa
liquida circundante [5, 6].

Un gran numero de estudios recientes han de-
mostrado prometedoras aplicaciones de los inmuno-
sensores piezoeléctricos en la realizacion de anélisis
en muchos campos, tales como el alimentario, bio-
meédico, veterinario y medioambiental. Representan
una herramienta conveniente para la determinacién
rapida y simple de virus, proteinas, bacterias y otras
células, 4cidos nucleicos y moléculas pequefias como
drogas, hormonas y pesticidas [7-9].

Existen reportes donde se propone la aplica-
cién de inmunosensores en anélisis de materiales
para la industria y las oficinas gubernamentales,
tales como cerveza, concentracién de micotoxinas
en muestras de cereales y de alimentos, deteccion
temprana de materiales peligrosos como gérmenes
o materiales de guerra quimica, drogas ilicitas y ex-
plosivos, con propdsitos de seguridad, por ejemplo,
en aeropuertos [10, 11].

En el 4rea de biomedicina se presenta una
clara oportunidad de mejorar sus procesos, bajan-
do el tiempo y el costo de los andlisis. Se destacan
casos como la determinacién de proteinas urinarias
como marcadores para la nefropatia de la diabetes
[12], lainmunoglobulina IgM y la proteina C-reactiva
[13]; células humanas tales como T-linfocitos [14],
eritrocitos [15]; bacterias tales como Escherichia coli



(16, 17], estafilococos aureus [18, 19], tyfimurium de
salmonelas [20] y legionella pneumdfila [21]; drogas
como cocaina en los fluidos corporales [22] y metan-
fetamina en la orina humana [23]; virus como los de
herpes humano [24], hepatitis [25] y VIH [26], virus
Ebola [27] y antigeno carcino-embrionario [28].

Los usos veterinarios propuestos incluyen
la deteccién del virus de la peste porcina africana
(ASF) [29], antigeno del gusano adulto (AWA) en la
deteccién del Schistosoma japonicum en la infeccion
de los conejos [30, 31] y de Salmonella enteritidis en
los pollos [20].

Los inmunosensores basados en diferentes
transductores son herramientas de amplias posibili-
dades para la supervision de los agentes contamina-
dores organicos [2, 32-34]. Han encontrado uso en
areas extensamente variadas tales como herbicidas
en el agua potable [35], concentracidon de dioxinas
en muestras ambientales reales [36, 37], atrazina [38,
39], herbicida 2,4-D [40] y bifenilos policlorinados
(PCB) [41], entre otros.

Las secciones siguientes presentan una des-
cripcién general de los modelos que soportan el
funcionamiento de los inmunosensores piezoeléc-
tricos, de las etapas envueltas en la producciéon e
inmovilizacién de los inmunorreactivos y también
una ilustracién de la manera como se lleva a cabo
la caracterizacioén de un inmunosensor.

El uso de cristales piezoeléctricos como
elementos transductores en el desarrollo de inmu-
nosensores microgravimétricos tiene su origen en
los trabajos de Sauerbrey a finales de la década de
los sesenta [42]. Sus estudios demostraron que, en
ciertas condiciones, la variacién de la frecuencia
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de resonancia de un cristal piezoeléctrico tenia un
comportamiento lineal con la densidad de masa
superficial depositada sobre él. La sensibilidad de
esta variacion para cristales de cuarzo AT vibrantes
en modo de cizalla es proporcional al cuadrado de
la frecuencia de resonancia, f, segin la siguiente
expresion:

Af/ (Ap) = -2,269 . 107" f2 (Hz cm? ng™)

donde Ap_ es el incremento de masa por unidad de
superficie activa del sensor.

Por lo tanto, para un cristal de cuarzo AT de
10 MHz, la sensibilidad es de 0,23 Hz cm? ng'. Esto
significa sensibilidades superficiales de masa de
0,4 ng/cm? y 40 ng/cm? para variaciones minimas
detectables (VMD) de frecuencia de 0,1 y 10 Hz
respectivamente. Estas VMD son tipicas en sistemas
de microbalanza de cuarzo en medios gaseosos y en
medios liquidos respectivamente.

Estos datos indican que en estado gaseoso un
sensor microgravimétrico de cuarzo AT y frecuen-
cia de resonancia 10 MHz es capaz de detectar la
depositacion de moléculas monoatdmicas sobre su
superficie. Por otra parte, en medio liquido la sensi-
bilidad es suficiente para detectar la adherencia de
practicamente cualquier molécula de peso superior
a 2500 daltons, distribuida de modo uniforme sobre
la superficie activa del sensor. Sin embargo, esta
sensibilidad de masa es inespecifica y la relacién
lineal entre la variacién de frecuencia y de densidad
superficial de masa obtenida por Sauerbrey sélo es
vélida cuando la masa depositada sobre el cristal es
lo suficientemente fina o rigida para asegurar que sus
propiedades viscoelasticas no afectan la variaciéon
de frecuencia.

El entorno liquido afecta también la frecuen-
cia de resonancia del cristal [6]. Sin embargo, se
ha demostrado [43] que si el medio en que se halla
inmerso el sensor puede considerarse semiinfinito
(normalmente se expone sdlo una cara del sensor
al entorno de ensayo), es decir, no se producen
reflexiones de la onda acustica, la variacién de
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frecuencia del resonador corresponde a la suma de
las contribuciones debidas al liquido y a la capa de
recubrimiento. En consecuencia, si las caracteristi-
cas de densidad y viscosidad del medio fluido, que
por lo general puede considerarse newtoniano, se
mantienen constantes, la variacién de frecuencia
sigue el mismo comportamiento lineal establecido
por Sauerbrey, siempre que la capa de recubrimiento
pueda considerarse rigida.

Los métodos analiticos existentes para la
determinacién de pesticidas organofosforados y
N-metil carbamatos son complejos y generalmente
no disponibles, sobre todo para los compuestos mas
polares. La baja estabilidad térmica de estos com-
puestos hace inapropiada la técnica de cromatografia
de gases y convierte la cromatografia liquida HPLC
como la méas apropiada para su determinacion.
Aunque el método es adecuado, requiere procedi-
mientos de extraccién y limpieza y con frecuencia
exige etapas de derivacién y concentracién para
obtener la sensibilidad requerida [44-46]). Debido a
estas limitaciones de las metodologias convencio-
nales, las técnicas inmunoquimicas, y entre ellas los
inmunosensores piezoeléctricos, estan ganando una
aceptacion creciente como métodos alternativos o
complementarios para el andlisis de pesticidas.

La generacioén acertada de anticuerpos espe-
cificos y los andlisis de sensibilidad hacia una molé-
cula pequena dependen en alto grado del disefio
apropiado de los haptenos para hacer posible su
inmovilizacién y andlisis. Las moléculas pequenias,
como las de pesticidas, drogas, etc., son generalmen-
te no inmunogénicas, 0 sea que no provocan una
respuesta inmune, a menos que estén unidas con
algunas macromoléculas tales como proteinas. Esto
implica una modificacién de estas sustancias para
unirse con macromoléculas (portadoras) para hacer
asi un complejo o conjugado estable del portador-

hapteno. El hapteno debe ser tan similar como sea
posible al analito, manteniendo sus caracteristicas
estructurales principales, grupos quimicos y distri-
bucién electrénica [47-50].

Es dificil predecir cudl hapteno es tedricamen-
te el més apropiado para un analito particular y, ade-
mas, si este hapteno se comportara adecuadamente
en los ensayos, como se discutird méas adelante. Si
se emplea la tecnologia del anticuerpo monoclonal,
debe realizarse una seleccion cuidadosa del hapteno,
para aprovechar las diferentes caracteristicas de los
anticuerpos eventualmente obtenidos [51-54].

El disefio del hapteno es, por lo tanto, un paso
determinante en el desarrollo de los inmunoensayos
para las moléculas pequenas, porque el hapteno es
el responsable de determinar las caracteristicas del
reconocimiento del anticuerpo [55-57]. Para explorar
el nimero méximo de posibilidades para obtener
anticuerpos de buena calidad, se suele recomendar
la sintesis de varios haptenos con diferentes brazos
espaciadores obtenidos por medio de diversas ca-
denas moleculares [58-60].

La figura 2 muestra la estrategia de sintesis
realizada en el Instituto de Investigacién e Innova-
cién en Bioingenieria de la Universidad Politécnica
de Valencia (UPV), Espafia, para el hapteno CNH
utilizado en el andlisis de un insecticida modelo, el
carbaril [61]. Fue basada en los procedimientos de
sintesis industrial del propio insecticida.

La sintesis del acido 6-[[(1-naftiloxi)carbonil]
amino]hexanoico (CNH) fue un proceso en dos eta-
pas: la primera fue la sintesis de 1-naftil cloroformato,
que fue obtenido a partir del 1-naftol e hidréxido de
sodio para obtener un radical intermedio, el cual
tratado con fosgeno (COCI,) produjo, después de
purificar, el cloroformato como un aceite amarillo
claro; la segunda etapa fue la sintesis del CNH a partir
del cloroformato obtenido antes y 4&cido aminohexa-
noico disuelto en hidréxido de sodio y tratado con
una solucién de dioxano y luego purificado, como
se describe en [61].
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Figura 2. Esquema de la sintesis del hapteno CNH
para el insecticida carbaril

La preparacién de anticuerpos contra hap-
tenos, disefiada para aplicaciones especiales tales
como pesticidas y bifenilos policlorinados (PCB), se
basa en el enlace covalente del hapteno a una pro-
teina (portador) y la inmunizacién de animales con
los inmundgenos sintetizados. El enlace quimico del
hapteno a una proteina determina el caracter de la
especificidad del anticuerpo. Una gran cantidad de
haptenos conjugados a proteinas han sido utilizados
para el desarrollo de anticuerpos. Actualmente, la in-
genieria de anticuerpos y la produccién de anticuer-
pos recombinantes son campos muy prometedores
para la investigacion y sus aplicaciones [62-66].

El desarrollo de inmunoensayos requiere la
produccién de anticuerpos para los analitos y su
incorporacion en los distintos tipos y procedimientos
de andlisis, por lo general inmunoensayos enzimati-
cos en fase sélida (ELISA). La generacion acertada
de anticuerpos especificos y sensibles a una molécula
pequena depende de un diseno apropiado de los
haptenos, la inmunizacién y el procedimiento de ané-
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lisis. A este respecto, sigue siendo imprevisible como
los haptenos se presentan al sistema inmune, por lo
que es recomendable examinar varias estructuras
hapténicas [55, 59]. Particularmente, la deteccion de
un grupo de compuestos de estructura similar puede
lograrse a menudo mediante la sintesis juiciosa de
los inmundégenos o conjugados hapteno-proteina
para exponer al maximo las caracteristicas comunes
a todos los miembros del grupo y a la vez reducir al
minimo la presentacién de diferencias estructurales
al sistema inmune [56].

Una vez que los inmunégenos del analito
estén preparados, la discusidn se presenta sobre si
obtener anticuerpos policlonales 0 monoclonales.
Los anticuerpos policlonales son producidos usando
procedimientos tradicionales de inmunizacién, con
conejos, cabras, ovejas y cerdos. Los anticuerpos
policlonales, especialmente de conejos, son reactivos
ampliamente utilizados en analisis inmunoquimico,
aunque una de sus principales desventajas estriba en
el hecho de que no es posible producir especificidad
idéntica del anticuerpo incluso en dos animales de la
misma especie. Por otra parte, el uso de anticuerpos
monoclonales esta limitado por la dificultad en el
manejo de la tecnologia del hibridoma resultante.
Aun asi, si se requiere una fuente ilimitada de un
tipo solo y homogéneo de anticuerpo, la opciéon
es la tecnologia monoclonal. Ademas, los inmuno-
rreactivos estandarizados pueden facilitar la acepta-
cién de inmunoensayos en el laboratorio analitico
asegurando una fuente a largo plazo de kits con un
funcionamiento definido [59, 67, 68].

El procedimiento para producir los anticuer-
pos monoclonales es similar para diversos analitos;
en particular para el insecticida modelo carbaril se
ejecutaron los pasos siguientes [66]: (1) inmunizacién
de las ratonas adultas de 8-10 semanas, (2) fusién
celular de los linfocitos del bazo de la ratona con
células del mieloma, (3) seleccién de los anticuerpos
de alta afinidad secretados por los clones de hibri-
doma, que fueron expandidos y criopreservados en
nitrégeno liquido y (4) purificacién de los anticuerpos
monoclonales y almacenaje a 4 °C como precipitados



INMUNOSENSORES PIEZOELECTRICOS: REVISION GENERAL Y SU APLICACION EN EL ANALISIS DE PESTICIDAS

de sulfato de amonio. La afinidad y la especificidad
de los anticuerpos monoclonales producidos para
el insecticida modelo carbaril se caracterizé usando
procedimientos de ELISA de anticuerpo inmoviliza-
do o de conjugado inmovilizado [66, 69, 70].

La seleccién y la clonacién del hibridoma es
uno de los pasos basicos en el desarrollo de anticuer-
pos monoclonales. Un método comuiin usado en el
laboratorio de la UPV fue el siguiente: ocho a diez
dias después de la fusién celular, los sobrenadantes
de cultivo fueron seleccionados por la presencia de
anticuerpos que reconocieron el analito. La seleccion
consisti6 en la ejecucién simultanea de un ELISA no
competitivo y un ELISA competitivo indirecto, para
probar la capacidad de los anticuerpos de unirse al
conjugado proteico del hapteno inmunizante y de re-
conocer el analito, respectivamente. Los hibridomas
seleccionados fueron clonados y los clones estables
productores de anticuerpos fueron expandidos y
criopreservados en nitrégeno liquido.

La inmovilizacién de biomoléculas en un
sustrato es fundamental para asegurar el funciona-
miento del sensor, debido a su papel en la especifi-
cidad, sensibilidad, reproducibilidad y capacidad de
reciclaje. Los métodos para inmovilizar biomoléculas
divulgados en la literatura son adsorcion fisica, atra-
pamiento dentro de una membrana, peliculas de
Langmuir-Blodgett (LB) y enlace covalente en el so-
porte. Cada método tiene sus propias caracteristicas
y limitaciones, aunque el enlace covalente es el mas
empleado, porque proporciona la carga superficial
estable mas alta [71-73].

Algunos de los requisitos que debe satisfacer
un proceso de inmovilizacién son los siguientes: (1)
retencién de la actividad biolégica de las biomolé-
culas después de la inmovilizacién sobre la superficie
del sensor; (2) enlace reproducible, duradero y es-
table con el sustrato, frente a las variaciones de pH,
temperatura, fuerza idénica y a la naturaleza quimica

del microambiente; y (3) localizacién de las biomolé-
culas de manera uniforme, densa y orientada. Entre
todos los métodos, el enlace covalente satisface la
mayor parte de estos requisitos, aunque en ocasiones
tiene algunas limitaciones, entre ellas pérdida de
actividad de biomoléculas [72].

Monocapa autoensamblada (SAM) es el nom-
bre general dado a la tecnologia que proporciona
el método para generar peliculas monomoleculares
(monocapas) de moléculas bioldgicas en una varie-
dad de sustratos. La formacién de tales sistemas de
monocapa es muy versatil, permitiendo el desarrollo
in vitro de las biosuperficies que pueden mimetizar
los procesos moleculares naturales en el proceso de
reconocimiento [74].

Los tioles y los sulfuros son de particular interés
ante todo debido a su adsorcién quimica espontanea
en la superficie de oro, lo que da una organizacién
regular y elevada estabilidad térmica, mecénica y
quimica. Los tioles y los sulfuros con cadena larga son
mas estables térmicamente; se ha propuesto que su
adsorcion a la superficie procede por dos métodos:
(1) disociacion iénica y (2) formacion de radical, ésta
maés probable [75].

Debido a la estabilidad, la orientacién y la ca-
pacidad para funcionalizar los grupos terminales de
las moléculas, las SAM de los 4cidos mercaptoalca-
noicos pueden ofrecer un método muy conveniente
y simple para la inmovilizacién de biomoléculas en
la superficie del electrodo de oro, siendo por ello
muy utilizadas en el desarrollo de biosensores, faci-
litando a las proteinas y las enzimas la transferencia
de electrones directamente con la superficie del
electrodo, mientras que mantienen sus actividades
fisioldgicas [76-78].

La inmovilizacién del conjugado para el
andlisis del insecticida modelo carbaril se llevd a
cabo previamente segln se ha descrito [70] y se
ilustra en la figura 3, cortesia de Laura M. Lechuga
(IMM-CSIC, Madrid, Espafia). El conjugado proteina-
hapteno, BSA-CNH, fue inmovilizado en la superficie
del sensor mediante la formacién de monocapas



autoensambladas (SAM), que proporcionan el
enlace covalente de los derivados del analito a la
superficie funcionalizada de una manera controlada.
Para formar la SAM, una solucién de alcanotiol o de
acido mercaptoundecanoico se dejé reaccionar por
adsorcién sobre la superficie del electrodo de oro
del sensor [70]. Los grupos carboxilicos se activa-
ron mediante reaccién con un reactivo intermedio
N-hidroxisuccinimida (NHS) usando una mezcla de
carbodiimida (EDC) y NHS en agua. En la reaccion
la EDC convierte el acido carboxilico en el éster de
N-hidroxisuccinimida, que puede unirse covalente-
mente a los grupos amino libres de los conjugados
de BSA-hapteno.

El conjugado BSA-hapteno fue inmovilizado
en una solucién salina de tampén fosfato (PBS). Lue-
go se agregd etanolamina para eliminar los conjuga-
dos no covalentemente unidos a la capa y desactivar
todos los NHS-ésteres que no reaccionaron y que
quedaban como residuo en la superficie del sensor.
Este procedimiento asegurd que sélo quedaran en la
superficie del sensor los derivados covalentemente
unidos al analito.

Mercaptoundecanoic
or thioctic acid

FEFETET b = e
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—

Para prevenir la desnaturalizacién de la pro-
teina, reducir el ocultamiento estérico y también
para mejorar la bioactividad de una proteina inmo-
vilizada, los investigadores han propuesto el uso de
monocapas autoensambladas mixtas (MSAM) de
alcanotioles sobre oro. Las MSAM generalmente se
forman por coadsorciéon de mezclas de dos tioles
constituidos por un tiolato con un grupo funcional
principal (como un acido carboxilico) a baja fraccién
molar y de otro tiolato diluyente de alta fraccién
molar [79, 80]. El segundo tiol reduce primero la
concentracion superficial de los grupos funcionales
y reduce asi a un minimo el ocultamiento estérico, la
desnaturalizacion parcial de la proteina y las interac-
ciones no especificas que pueden producir sefiales de
interferencia [79]. También el tiolato diluyente puede
actuar para orientar las caracteristicas fisicoquimicas
globales de la frontera de separacién (tales como su
caracter hidrofébico/hidrofilico). La caracterizacion
de las superficies cubiertas con MSAM sigue siendo
tema de numerosos estudios [81].

El uso de MSAM puede controlar las pro-
piedades quimicas, estructurales y bioldgicas de la
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Figura 3. Procedimiento de inmovilizacion del hapteno conjugado

Escuela de Ingenieria de Antioquia



INMUNOSENSORES PIEZOELECTRICOS: REVISION GENERAL Y SU APLICACION EN EL ANALISIS DE PESTICIDAS

proteina inmovilizada. Esta capacidad de controlar
las caracteristicas superficiales en el nivel de nanoes-
cala, incluyendo la abundancia, el tipo y distribucién
espacial (normal y lateral) de los sitios del grupo
funcional extremo, facilitara los esfuerzos de desa-
rrollar biomateriales biocompatibles, biosensores y
electrénica molecular. El control de las caracteristicas
de la superficie de nanoescala permite ajustar el
microambiente superficial para ajustarse a las for-
mas distintas y las funcionalidades superficiales de
biomoléculas. De hecho, las MSAM han mostrado ya
comportamientos interesantes de la adsorcién con la
variacién en la composicién superficial de los grupos
funcionales extremos [82].

La etapa final en el desarrollo de un inmu-
Nnosensor es su caracterizacion. Se presenta a con-
tinuacién un ejemplo practico del desarrollo de un
biosensor piezoeléctrico para el andlisis del pesticida
modelo carbaril [83]. El inmunosensor piezoeléctrico
que trabaja en el modo microgravimétrico para la
determinaciéon de moléculas orgénicas pequenas,
tales como pesticidas, sigue un procedimiento
analitico para la deteccién muy similar al esquema
presentado en la figura 4.

El transductor piezoeléctrico y el sistema
de medida. Los cristales del cuarzo obtenidos por
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Figura 4. Esquema del sistema de analisis mediante
inyeccion de flujo

corte AT recubiertos con oro de 9-10 MHz (0,167 mm
de espesor, 5 mm de didmetro y 0,196 cm? de area
activa) fueron adquiridos en International Crystal
Manufacturing Company, Inc., Oklahoma, EE. UU.
Una vez quimicamente funcionalizado, el cristal pie-
zoeléctrico de cuarzo fue colocado y sellado en una
celda de arnita con dos anillos de nitrilo. Solamente
una de las caras del cristal estard en contacto con los
reactivos durante los anélisis.

La celda fue incluida en el sistema de flujo,
controlado a su vez mediante una bomba peristalti-
ca. Las medidas de la frecuencia y de la resistencia
durante los andlisis se realizaron en un equipo de
microbalanza de cristal de cuarzo para investigacion
(RQCM) de Maxtek, Inc. Este instrumento es un sis-
tema que proporciona la medida de los efectos de
variacién en la masa del cristal y se basa en la técnica
de la cancelacion de la capacitancia y se disefia para
los usos de la investigacién. Un esquema del sistema
completo de la medicién se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Sistema de medida



Analisis de datos. Las curvas patrén norma-
lizadas se obtuvieron trazando la disminucién de la
frecuencia contra el logaritmo de la concentracién
del analito. Los puntos experimentales se adaptaron
a la ecuacién logistica de cuatro variables:

y =D + (A-D)/[1 + (WC)®]

donde A es el asintdtico maximo (senal maxima en
la ausencia del analito, Sméx), B es la pendiente de
la curva en el punto de inflexién (relacionado con
la concentracién del analito que da un 50% de inhi-
bicién de Smax: C, ISO) y D es el minimo asintdtico
(sefal del fondo).

Procedimiento del inmunoensayo. Los
inmunoensayos desarrollados para la determinacién
del insecticida fueron pruebas de inhibicién basadas
en el procedimiento de conjugado inmovilizado,
en el cual el hapteno conjugado fue inmovilizado
covalentemente sobre la superficie del sensor. Para
los anélisis de inhibicién, una cantidad fija del an-
ticuerpo monoclonal respectivo fue mezclada con
soluciones patréon del analito, y la mezcla se bombed
sobre la superficie del sensor. Puesto que los analitos
inhiben la unién del anticuerpo a los conjugados
inmovilizados respectivos, el aumento en las con-
centraciones del analito reducira el decremento de
frecuencia del sensor piezoeléctrico.

Se prepararon diversas concentraciones pa-
trén del insecticida mediante diluciones seriadas
en dimetilformamida (DMF). Los patrones fueron
mezclados con una concentracion fija del anticuer-
po monoclonal, LIB-CNH45. Las soluciones del
analito-anticuerpo fueron incubadas por una hora
a temperatura ambiente y después inyectadas sobre
la superficie del sensor. La frecuencia de resonancia
del cristal piezoeléctrico se registrd en tiempo real
mientras ocurria el enlace entre el anticuerpo libre
y el conjugado inmovilizado. Terminado cada ensa-
yo, la regeneracion de la superficie del biosensor se
realizé usando cido clorhidrico diluido para romper
la asociacién anticuerpo-analito. Las curvas patrén
representativas del ensayo se obtuvieron como
promedio de varias curvas patrén individuales, pre-
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viamente normalizadas, expresando la disminucién
de la frecuencia provocada por cada concentraciéon
patrén como el porcentaje de la méaxima respuesta
(disminucién de la frecuencia obtenida en ausencia
del analito).

Determinaciones del pesticida. La finali-
dad dltima de un inmunosensor es siempre poder
determinar la concentracién de un pesticida en
muestras problema. Como era de esperar, en el caso
del carbaril que se esta ilustrando, las sefales de
frecuencia proporcionadas por el sensor como res-
puesta a las diferentes concentraciones del pesticida
siguieron curvas de calibracion tipicas de los ensa-
yos de inhibicién, de forma sigmoidea decreciente,
similares a la mostrada en la figura 6. Estas curvas
se obtuvieron mediante el ajuste de los puntos expe-
rimentales a la ecuacion logistica de cuatro variables
ya mencionada. Las curvas se normalizaron expre-
sando el valor de la absorbancia Inc F como (Inc F)/
(IncF)*100, donde Inc F esla absorbancia indicada
a una concentracién cero de insecticida. La misma
ecuacion permite también obtener el valor dela [,
que se define como la concentracion de analito que
reduce la sefal del andlisis al 50% de la maxima. Este
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Figura 6. Curva patrén de calibracion de carbaril
mediante el inmunosensor piezoeléctrico
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valor se utiliza habitualmente como una prediccion
de la sensibilidad del inmunosensor, de tal modo que
los valores menores que I indican mayor sensibili-
dad. En el caso del carbaril la [ se situ6 alrededor
de 25 ppb, mientras que el limite de prediccién del
ensayo (LOD) se calculé como 7 ppb.

Reutilizacion del sensor. Para este pesticida
los cristales piezoeléctricos funcionalizados con el
conjugado inmovilizado pudieron ser reutilizados por
mas de cien veces, con reducciones leves de la sefnal
maéaxima y sin pérdidas significativas de sensibilidad.
El tiempo total requerido para un ciclo completo de
andlisis, incluyendo la regeneracion, fue de alrededor
de 20 min.

Los inmunosensores piezoeléctricos pueden
considerarse ya como una técnica inmunoquimica
alterna, en algunos casos comparable a otras bien
establecidas como ELISA. En contraste con las
técnicas ELISA que requieren la marcacién de los
reactivos y tardan unas dos horas por ensayo, esta
técnica puede ser automatizada, no utiliza marcado-
res y los resultados de los andlisis se pueden obtener
en pocos minutos. En contrapartida, hoy por hoy es
necesario realizar los andlisis muestra a muestra. Por
tanto, todavia se precisa mucho esfuerzo de investi-
gacion para optimizar las técnicas de inmovilizacion
y asegurar la regeneracion del sensor, asi como para
obtener sensibilidades comparables a las técnicas
ELISA y poder implementar el andlisis simultdneo
de muchas muestras. No obstante, las técnicas de
inmunoensayo microgravimétrico deben conside-
rarse como alternativas, de gran valor en muchos
casos, a las actualmente establecidas.
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