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Resumen

Para resolver las limitaciones de sensibilidad

asociadas a los biosenso res QCM basados en la

deteccion de pequefios cambios de frecuencia, se propone un nuevo concepto de biosensor
piezoeléctrico. El nuevo biosen sor se basa e n la deteccién d e cambios de fase, trab ajando a
frecuencia alta y constante. Sobre esta base, se ha desarrollado un inmunosensor QCM de 50 MHz
para la determinacién de plaguicidas con alta sensibilidad.
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La deteccién de cambios de masa muy
pequefios mediante la Microbalanza de Cristal
de Cuarzo (Quartz Crystal Microbalance, QCM)
es una de las técnicas de transduccion mas
ampliamente utilizadas en el di sefio de
sensores Yy biosen sores para apli caciones
bioquimicas en medio liquid o. Asi,
recientemente se ha descrito su utilizacion en el
desarrollo de inmunosensores para la
determinacién de plaguicidas en frutas vy
productos derivados [1]. Apesa r dela s
indudables prestaciones analiticas de los
biosensores basados en QCM, existen todavia
aspectos mejorables, tales como el aumento de
la sensibilidad y la disminucién de los limites de
deteccion, que permitirian extender la utilizacion
de estos inmunosensores a aplicaciones mas
exigentes, tales como el analisis de plaguicidas
en aguas potables.

El aumento de la frecuencia de vibracion

fundamental delsen sor piezoeléctrico se
traduce en un aumento efectivo del a
sensibilidad (relacion fr ecuencia/masa), tal

como predice la ecuacion de Sauerbrey [2]. Sin
embargo, este aumento de sensibilidad no se
ha podido transferir en la misma medida a una
mejora en los limites de dete ccién. La
progresiva desestabilizacion de la frecu encia
como consecuencia del aumento del ruido de
fase, particularmente en losdi spositivos
osciladores, parece ser la causa mas probable
que impide alcanzar la resolucion deseada a
concentraciones de analito muy bajas.

Para intentar resolver estas limitaciones, se
propone un nuevo concepto de biosensor
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piezoeléctrico. A diferencia del QCM clasico, en
el cual de detectan cambios de frecu encia
asociados a pequefios cambios de masa, el
nuevo biosensor se basa enla deteccion de
cambios de fase, trabajando a frecuencia
alta y constante. Sobre estaba se, se ha
desarrollado un inmunosensor QCM de 50
MHz para la determinacién de plaguicidas.
Con el o bjetivo de ase gurar la e stabilidad
mecanica, facilidad de m anipulacién y robustez
del dispositivo, los cristales de alta frecuencia
fundamental (High Fundamental Frequency,
HFF) se anclaron permanentemente aun
soporte de chips PEEK (Fig. 1) disefiado y
construido expresamente. Se ha desarrollad o
también el sistema automatico de inyeccién de
flujo (Fig. 2), que consta de: la celda de flujo
para el chip sensor, elcircuitod e flujocon
bombas de jeringa y valvulas d e distribucion e
inyeccién automaticas, vy el sistema de
caracterizacién electrénica, basado enla
medida de fase/masa a frecu encia constante
[3,4].

El plaguicida modelo e scogido para el
desarrollo del inmunosensor fue el in secticida
carbaryl, para el cual ya se habia desarrollado
un biosensor QCM clasico [1]. Como molécula
de biorreconocimiento se utilizaron anticuerpos
monoclonales especificos de carbaryl, enun
inmunoensayo competitivoen el fo rmato de
conjugado inmovilizado. El conjugado hapténico
de carbaryl se uni6 covalentemente ala
superficie de orod el elecrodo del sensor,
mediante monocapas autoensambladas (SAM)
de acido mercaptohexadecanoico.
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Figura 1. Chips y celda de flujo del sensor HFF-
QCM

Figura 2. Sistema automatizado de medida para el
inmunosensor de alta frecuencia

En la Fig. 3 se muestra la curva pa trén de
carbaryl obtenida con el nuevo inmunosensor.
El analisis automatizado permitié alcanzar una
excelente reproducibilidad. Se obtuvo una
mejora de mas de un o rden de magnitud en la
sensibilidad (Iso = 1,2 ug I'") y de dos érdenes de
magnitud en el limite de d eteccion (LOD = 0,16
Mg I'1), comparados con los resultados
previamente obtenidos con el biosen sor QCM
clasico de 10 MHz [1,4]. Ademas, se disminuyd
el consumo de inmunorreactivos entre 5 veces
(anticuerpo) y 1000 vece s (conjugado de
ensayo).
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Figura 3. Curva patrén de carbaryl obtenida con el
inmunosensor de deteccién de fase a 50 MHz

La sensibilidad alcanzada por este
inmunosensor permite | a determinacién del
plaguicida a concentraciones cercanas alo s
limites maximos de residuos (LMR) establecidos
por la regulacion europea para aguas potables.
Todavia pueden esperarse mayores a umentos
de la sensibilidad mediante la utiliza cion de
sensores de ma s alta frecuencia fundamental
(100-150 MHz).
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