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RESUMEN

La deteccién y el seguimiento analitico del insecticida organofosforado clorpirifos son necesarios a fin de
que sus niveles no sobrepasen los limites permitidos por diferentes normas de organismos reguladores. En este
trabajo se presenta un inmunosensor piezoeléctrico que puede determinar y cuantificar el 3,5,6-tricloro-2-piridinol
(TCP), el principal metabolito del clorpirifos y del herbicida triclopir. El andlisis y cuantificacién del TCP se basa
en un inmunoensayo competitivo con anticuerpo monoclonal. Para ello se inmovilizd, con enlace covalente, €l
conjugado de hapteno BSA-TS1 para TCP, sobre la superficie del electrodo de oro del cristal piezoeléctrico de
cuarzo. Esta unién covalente a la superficie sensora se realizd mediante la formacién de monocapas autoensam-
bladas simples y mixtas (SAM y MSAM)). Se obtuvieron curvas patrén de calibracién con cristales inmovilizados
con ambos tipos, SAM y MSAM, y se compararon los resultados. Los valores de limite de detecciéon (LOD) y el
rango de trabajo obtenidos usando SAM simples fueron de 16 y 25-100 ug/L respectivamente, mientras que los
valores obtenidos para estos dos pardmetros empleando MSAM fueron de 9,5 y 18-74 ug/L respectivamente. En
ambos casos, el cristal podia usarse alrededor de 100 ensayos sin pérdida apreciable de sensibilidad.
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PIEZOELECTRIC IMMUNOSENSOR FOR THE DETECTION
OF 3,5,6-TRICHLORO-2-PYRIDINOL METABOLITE OF THE PESTICIDE
CHLORPYRIFOS

ABSTRACT

Detection and monitoring of the organophosphate insecticide chlorpyrifos are required to comply with
the limits allowed under different laws of regulatory agencies. Here we report on a piezoelectric immunosensor
which can determine and quantify 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP), the main metabolite of chlorpyrifos and the
herbicide triclopyr. The analysis and quantification of TCP is based on a competitive immunoassay with monoclonal
antibody. Therefore, BSA-TS1hapten-conjugate for TCP was attached by a covalent bond to the gold electrode
of a quartz crystal by means of both, simple and mixed self-assembled monolayers (SAM and MSAM). Standard
calibration curves were obtained with both types, SAM and MSAM, and results were compared. For simple SAM
the limit of detection (LOD) and working range obtained were 16 and 25-100 ug/L, respectively, whereas for
MSAM were 9.5 and 18-74 ug/L, respectively. In both cases, the crystal may be used for about 100 tests without
appreciable loss of sensitivity.

KEYWORDS: chlorpyrifos; QCM; SAM; TCP; monoclonal antibody.

INMUNOSENSOR PIEZOELECTRICO PARA A DETECCAO DO METABOLITO
3,5,6-TRICLORO-2-PIRIDINOL DO PESTICIDA CLORPIRIFOS

RESUMO

A detecgéo e o rastreamento analitico do inseticida organofosforado clorpirifos sdo necessarios a fim de que
seus niveis ndo ultrapassem os limites permitidos por diferentes normas de organismos reguladores. Neste trabalho
apresenta-se um imunosensor piezoeléctrico que pode determinar e quantificar o 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP),
o principal metabolito do clorpirifos e do herbicida triclopir. A anélise e quantificacdo do TCP baseiam-se em um
imunoensaio competitivo com anticorpo monoclonal. Para isso se imobilizou, com enlace covalente, o conjugado
de hapteno BSA-TS1 para TCP, sobre a superficie do eletrodo de ouro do cristal piezoeléctrico de quartzo. Esta
unido covalente a superficie sensora realizou-se mediante a formacdo de monocapas autoensambladas simples e
mistas (SAM e MSAM). Obtiveram-se curvas padrao de calibragdo com cristais imobilizados com ambos os tipos,
SAM e MSAM, e se compararam os resultados. Os valores de limite de deteccao (LOD) e faixa de trabalho obtidos
usando SAM simples foram de 16 e 25-100 ug/L respectivamente, enquanto os valores obtidos para estes dois
parametros, mas empregando MSAM foram de 9,5 e 18-74 ug/L respectivamente. Em ambos os casos, o cristal
podia ser usado ao redor de 100 ensaios sem perda apreciavel de sensibilidade.

PALAVRAS-CHAVE: clorpirifos; QCM; SAM; TCP; anticorpo monoclonal.
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1. INTRODUCCION

La deteccién y el anélisis del clorpirifos son
necesarios para controlar que sus niveles se ajusten
a los limites permitidos por las legislaciones de dife-
rentes organismos reguladores. Asi por ejemplo, la
Unién Europea ha limitado estrictamente las emisio-
nes, vertidos y pérdidas de clorpirifos por medio de
la Directiva N° 2455/2001/EC, que incluye una lista
de 33 sustancias peligrosas prioritarias (European
Parliament, 2001). Esto hace necesario el desarrollo
de métodos rapidos, de bajo costo, con deteccién en
linea y con dispositivos de andlisis en campo que pue-
dan funcionar sin supervisién. Como una propuesta
promisoria de solucién se presenta la tecnologia de
los biosensores, especificamente la modalidad de los
inmunosensores piezoeléctricos que corresponden
a uno de sus tipos especiales (Montoya, Ocampo y
March, 2008).

El clorpirifos es un insecticida organofosforado
de amplio espectro que se utiliza para el control de
mosquitos, moscas, cucarachas, pulgas y termitas en
las viviendas, y en agricultura y salud para combatir
diversas plagas de los cultivos presentes en el suelo
o en las hojas y combatir larvas acuéaticas. También
se utiliza para el control de ectoparasitos en ganado
bovino y ovino. El TCP o 3,5,6-tricloro-2-piridinol es
el principal metabolito del insecticida clorpirifos y del
herbicida triclopiri; se encuentra en la orina humana.

El clorpirifos puede causar inhibiciéon de la
colinesterasa en los seres humanos, lo cual implica
que se puede sobreestimular el sistema nervioso, cau-
sando nauseas, mareos, confusion, y en exposiciones
demasiado altas (por ejemplo, por accidentes o por
derrames grandes), pardlisis respiratoria y muerte
(FAO/WHO, 1983). Ademas, de acuerdo con la EPA
de los Estados Unidos, la exposicién al clorpirifos
representa un grave problema para las mujeres
embarazadas y nifos pequefnos, causando efectos
neurofisiolégicos (Agency for Toxic Substances and
Disease Registry, 2011).

Existe una amplia variedad de métodos anali-
ticos descritos en la literatura para la identificacion y
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cuantificacién de pesticidas, la mayoria de ellos de-
masiado costosos o demorados para la entrega de los
resultados. Los métodos estandarizados de analisis
tales como cromatografia de gases (GC), cromato-
grafia liquida (LC) y cromatografia liquida de alta
presion (HPLC), junto con sus detectores selectivos
(espectrémetro de masas, de captura de electrones,
de fotometria de llama o detectores de arreglo de
diodo) han sido usados para la determinacion eficaz
de clorpirifos y sus metabolitos. Sin embargo, estos
métodos requieren mucho tiempo y un trabajo pre-
parativo previo de las muestras como la extraccion
con disolventes y la limpieza de los extractos (Sanz
et al., 1991; Hiemstra y De Kok, 1994).

Para resolver estos problemas surgen las
técnicas inmunonaliticas que emplean anticuerpos
especificos para la deteccidon de contaminantes
medioambientales, como los plaguicidas, de manera
sencilla, rapida, selectiva y sensible. Los inmunoen-
sayos, por ejemplo el formato ELISA, son considera-
dos como de bajo costo y complementarios de los
métodos cromatogréficos. Sin embargo, requisitos
tales como periodos de incubacién largos y repetidos
lavados dificultan su automatizacién para el anélisis
periddico de muestras (Manclis y Montoya, 1995;
Banks y Hernandez, 2003). En cambio el biosensor
piezoeléctrico detecta rdpidamente y de manera
reversible la presencia de contaminantes ambienta-
les por medio de un inmunoensayo que no necesita
marcaje (cosa que si requiere el ELISA) y permite la
deteccion directa (Jiang et al., 2008).

El uso de cristales piezoeléctricos como ele-
mentos transductores en el desarrollo de biosensores
microgravimétricos tiene su origen en los trabajos
de Sauerbrey hace ya algunas décadas (Sauerbrey,
1959). Sus estudios demostraron que, bajo ciertas
condiciones, la variaciéon de la frecuencia de re-
sonancia de un cristal piezoeléctrico presenta un
comportamiento lineal con la densidad de masa
superficial depositada sobre €él. Aunque el entorno
liquido afecta la frecuencia de resonancia del cris-
tal (Kanazawa y Gordon, 1985), se ha demostrado
(Arnau, Jiménez y Sogorb, 2000) que si el medio en
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que se halla inmerso el sensor puede considerarse
semiinfinito, exponiéndose sélo una cara del sensor
al entorno de ensayo, la variacién de frecuencia del
resonador corresponde a la suma de las contribucio-
nes debidas al liquido y a la capa de recubrimiento.
En consecuencia, si las caracteristicas de densidad y
viscosidad del medio fluido se mantienen constantes,
la variacién de frecuencia sigue el mismo compor-
tamiento lineal establecido por Sauerbrey, siempre
que la capa de recubrimiento pueda considerarse
rigida (Ocampo, March y Montoya, 2007).

Se denomina monocapa autoensamblada
(SAM) a un recubrimiento monomolecular que
se realiza sobre una superficie sélida. Estas mo-
nocapas, por sus propiedades tanto fisicas como
quimicas, constituyen una herramienta muy atil
para la inmovilizacién de biomoléculas mediante
enlace covalente sobre la superficie sensible del
biosensor. Entre los compuestos mas comunes en la
formacién de SAM figuran los alcanotioles, los cua-
les en disoluciones etandlicas diluidas se adsorben
espontaneamente al oro del electrodo del cristal
piezoeléctrico (Garcia, 2009).

Las monocapas autoensambladas mixtas
(MSAM) se forman generalmente por la coadsorcion
de mezclas de dos tioles; uno de ellos proporciona el
grupo funcional (como un 4cido carboxilico) a una
fraccién molar baja, y el otro, que es conocido como
diluyente (un tiol), tiene una fraccién molar alta. El
tiol reduce la concentracién en la superficie de los
grupos funcionales a los que se unira la proteina por
medio de enlace covalente, reduciendo asi al minimo
los impedimentos estéricos, la desnaturalizacién par-
cial de la proteina y las interacciones no especificas
que pudieran producir interferencias. También el tiol
diluyente se puede utilizar para aportar otras propie-
dades fisico-quimicas a la interfaz (como su caracter
hidrofébico / hidrofilico) (Briand et al., 2006).

Este trabajo hace parte de una investigacién
tendiente a desarrollar inmunosensores piezoeléctri-
cos para el analisis de plaguicidas y busca determi-
nar si el empleo de recubrimientos MSAM permite

disminuir los limites de deteccién comparados con
los obtenidos mediante los recubrimientos SAM. Esto
no solamente es importante para detectar cantida-
des minimas de contaminantes, sino que permitirfa
rebajar la cantidad de anticuerpos utilizados y la
de los conjugados de hapteno, los cuales tienen un
costo apreciable en su preparacion; para lograrlos
se us6 como compuesto modelo el metabolito TCP.

2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
2.1 Materiales y reactivos

Los productos quimicos utilizados en la inmo-
vilizacién de sensores de superficie fueron suministra-
dos por Sigma-Aldrich de los Estados Unidos, entre
ellos el acido tidctico (TA), la N-hidroxisuccinimida
(NHYS), el 1-etil-3 (-3 dimetilamino-propil) clorhidrato
de carbodiimida (EDC), el agente bloqueador clorhi-
drato de etanolamina, la albiimina de suero bovino
(BSA), el Tween 20 (T20), los disolventes organicos
etanol y acetona y las sales inorgdnicas.

Los inmunorreactivos para el andlisis de
TCP (conjugado de ensayo BSA-TS1 y anticuerpo
monoclonal LIB-MC2) fueron producidos en los
laboratorios del Grupo de Inmunotecnologia de la
Universidad Politécnica de Valencia (UPV), segin
procedimiento reportado anteriormente (Manclds
y Montoya, 1996).

El 11-mercaptoundecanol (MUD), el acido
16-mercaptohexadecanoico (MHA) y el clorpirifos
fueron suministrados por la UPV; a su vez la UPV
obtuvo el clorpirifos de Dr. Ehrenstorfer GmbH,
Augsburgo, Alemania. Los estdndares fueron pre-
parados a partir de una solucién madre (I mM) en
dimetilformamida (DMF) secay almacenada a-20 °C,
por dilucién en PBST (tampdn fosfato salino 10 mM,
pH de 7,45 con 0,005 % del surfactante Twween 20).

2.2 Procedimiento de inmovilizacion

El conjugado de hapteno BSA-TS1 se inmovi-
liz6 sobre el electrodo de oro del cristal por enlace
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covalente mediante la formacién de SAM y MSAM.
La densidad molecular que se logra con las MSAM
confiere estabilidad a la capa y proporciona un con-
trol fiable sobre la inmovilizacién del conjugado de
hapteno (Ferreti et al., 2000). Para lograr el enlace
covalente entre el derivado de hapteno y la superficie
del sensor en condiciones no desnaturalizantes, se
recurrié al acoplamiento con carbodiimida (Graba-
rek y Gergely, 1990).

El proceso de inmovilizacién del conjugado de
TCP en el electrodo se llevd a cabo en varias etapas.
En primer lugar, se lavé la superficie de oro del cristal
de cuarzo con una mezcla oxidante conocida como
solucién pirana (H,SO, concentrado y H,0, al 30 %,
3:1 v:v) durante 5 minutos a temperatura ambiente,
para destruir los posibles contaminantes organicos
y garantizar una superficie inerte. Se lavé tres veces
el cristal con agua bidestilada y etanol y se sec6 con
gas nitrégeno.

Para la preparacion de las SAM, el electrodo
Se puso en contacto con una disolucién 10 mM de
acido tidctico en etanol. En el caso de la formacion
de las MSAM, se utiliz6 una mezcla, en una pro-
porcién 3:1 (v/v), de dos tioles: el MUD y el MHA a
una concentracion final de 10 mM en etanol. Tanto
las disoluciones de TA como las de la mezcla MUD/
MHA 13:1, reaccionaron durante toda la noche para la
formacién de las SAM y las MSAM, respectivamente.
Después los electrodos se lavaron exhaustivamente
con etanol para eliminar el exceso de alcanotiol.

La activaciéon del grupo carboxilico en un
reactivo intermedio (éster de N-hidroxi-succinimida)
se llev6 a cabo utilizando una mezcla de N-hidroxi-
succinimida (NHS) y EDC. Este intermediario forma
enlace covalente con los grupos amino de los con-
jugados hapteno-proteina usados como elementos
de reconocimiento. Por dltimo, se afadi6 etanola-
mina, con el fin de bloquear todos los ésteres NHS
que pudieran haber quedado en la superficie del
sensor y que no hubiesen reaccionado para formar
el enlace covalente. Este procedimiento evita inte-
racciones inespecificas con otras proteinas después
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de la interaccién con el conjugado (Duan y Meyer-
hoff, 1995; Disley et al., 1998; Susmel, Guilbault y
O’Sullivan, 2003; Briand et al., 2006; Mauriz et al.,
2006a, 2006b).

Para activar los grupos carboxilicos, me-
diante la formacién de ésteres, la superficie sensora
se sumergié en una solucién de EDC (200 mM) y
N-hidroxisuccinimida NHS (50 mM) en etanol y
se dejo reaccionar durante 4 horas a temperatura
ambiente. El EDC convierte el &cido carboxilico
del alcanotiol en un reactivo intermedio (ésteres de
N-hidroxisuccinimida) que reacciona con el grupo
amino libre del conjugado y, por lo tanto, se produce
el acoplamiento covalente del conjugado de hapteno
a la superficie del sensor. Finalmente la inmovili-
zacion mediante enlace covalente del conjugado
BSA-TS1 se llevo a cabo por medio del enlace entre
los grupos amino de la proteina (BSA) y los grupos
activos NHS-éster de la monocapa. Para ello, sobre la
superficie sensora del cristal, se depositaron 60 uL de
una disolucién de 10 mg/ml de conjugado y se dejé
reaccionar durante 5 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavd, primero con tampdn fosfato
sédico 0,1M, pH 7,5 y después con tampdn borato
Na 0,1M, pH 8,75. Los grupos NHS activos que no
reaccionaron con el conjugado se bloquearon con
60 uL de etanolamina 0,1 M en tampdn borato por
una hora a temperatura ambiente. Por dltimo, se
lavé el cristal inmovilizado con agua bidestilada, se
seco al aire y se guardé a 4°C.

2.3 Transductor piezoeléctrico
y sistema de medida

El analizador de sefiales de la microbalanza de
cristal de cuarzo (ACC-QCM-09), las celdas de flujo
y algunos de los cristales de cuarzo fueron suminis-
tradas por AW Sensors de Espafia (www.awsensors.
com); otros cristales de cuarzo fueron suministrados
por International Crystal Manufacturing Company
(www.icmfg.com) y la microbomba peristaltica fue
proporcionada por Cole Parmer (www.coleparmer.
com), los dos ultimos de los Estados Unidos. Las
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dimensiones de los cristales de cuarzo con electro-
dos de oro fueron: 0,167 mm de espesor, 5 mm de
diametro y 0,196 cm?*de area efectiva.

Una vez quimicamente funcionalizado, el cris-
tal piezoeléctrico de cuarzo fue colocado y sellado
en una celda de flujo, sellada a su vez con dos anillos
de nitrilo, para que asi solamente una de las caras
del cristal pueda estar en contacto con los reactivos
durante los analisis. La celda (volumen interno
50 uL) fue incluida en un sistema de flujo constante
a una velocidad de 60 uL/min, controlado a su vez
por una bomba peristéltica, como se detalla en la
figura 1.

Las medidas de la frecuencia y de la resistencia
durante los andlisis se hicieron en la microbalanza
de cristal de cuarzo (ACC-QCM-09), el cual es un
sistema que proporciona la medida de los efectos
de variacién en la masa del cristal, y se basa en la
técnica de la cancelacién de la capacitancia y fue
disenada para los usos de la investigacion.

2.4 Analisis de datos

Las curvas patrén normalizadas se obtuvieron
representando la disminucién de la frecuencia contra
el logaritmo de la concentracién del analito. Los

Bomba
Peristaltica

Sistema de
Medida

Desecho

Celda de
Flujo

=

—
[ i

puntos experimentales se adaptaron a la ecuacién
logistica de cuatro variables:

y =D + (A-D)/[1 + (x/C)B]

donde A es el valor asint6tico maximo (sefial maxima
en la ausencia del analito, Afméx), B es la pendiente
de la curva en el punto de inflexién (relacionado
con la concentraciéon del analito que proporciona un
50 % de inhibicién de Afméx: C, 150) y D es el minimo
asintético (Ocampo, March y Montoya, 2007).

2.5 Procedimiento del inmunoensayo

Los inmunoensayos desarrollados para la
determinacién del insecticida fueron pruebas de inhi-
bicién basadas en el procedimiento de conjugado
inmovilizado, en el cual el hapteno conjugado fue
inmovilizado mediante enlace covalente sobre la
superficie del sensor. Para los anélisis de inhibicién,
una cantidad fija del anticuerpo monoclonal fue mez-
clada con soluciones patrén del analito, y la mezcla
se bombed sobre la superficie del sensor. Puesto que
los analitos inhiben la unién del anticuerpo a los con-
jugados inmovilizados respectivos, el aumento en las
concentraciones del analito reduciré el decremento
de frecuencia del sensor piezoeléctrico.

* b Tampon de

. trabajo
Vilvula de
distribucion
Valvula de
inyeccion
Desecho Tampon de

regeneracion

Figura 1. Sistema de medida
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Se prepararon diversas concentraciones pa-
trén del insecticida por medio de diluciones seriadas
en dimetilformamida (DMF). Los patrones fueron
mezclados con una concentracion fija y limitante del
anticuerpo monoclonal, LIB-MC2. 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 ensayo,
la regeneracién de la superficie del biosensor se logré
usando HCl diluido 0.1 M para romper la asociaciéon
anticuerpo-conjugado de ensayo inmovilizado. Las
curvas patrén representativas del ensayo se obtuvie-
ron como promedio de varias curvas patrén indivi-
duales. Igual procedimiento se siguié en Ocampo,
March y Montoya (2007).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se emplearon monocapas autoensambladas
(SAM) para asegurar la regeneracion y reutilizaciéon
de la superficie del sensor. La formacién de SAM
evita la desnaturalizacién potencial de la molécula
inmovilizada proporcionando estructuras bien orde-
nadas unidas mediante enlace covalente.

250 A
200
150

100

Cambio en la sefial, Af, Hz

50

Para averiguar la concentracién é6ptima
de anticuerpo monoclonal LIB-MC2 en el ensayo
competitivo con el inmunosensor piezoeléctrico, se
analizaron diferentes concentraciones y se observd
su correspondiente variacion de frecuencia (Af) en
Hz. La figura 2 muestra la curva dosis-respuesta
obtenida. Como se observa en esa figura, en to-
das las curvas dosis-respuesta, cuanto mayor es la
concentracién de MAb, mayor es la Af obtenida.
Esta influencia en la respuesta parece que tiende a
alcanzar su maximo a concentraciones de MAb de
alrededor de 100 ug/mL. Con el fin de obtener una
sefial adecuada con el minimo gasto de MAb posible,
se estimé qué valores de Af de 100 Hz eran adecua-
das para trabajar. Ademas por ELISA se conoce que
en los inmunoensayos competitivos cuanto mas baja
es la concentracién de anticuerpo involucrado en
la interaccién, mas posibilidades existen de detectar
concentraciones bajas de plaguicida. Asi pues se
selecciond como concentraciéon de trabajo 20 ug/
mL, que es la concentracién de anticuerpo LIB-MC2
con la cual se obtienen Af = 100 Hz.

Las figura 3 muestra las curvas patrén obte-
nidas en el andlisis de TCP usando cristales inmo-
vilizados mediante SAM simples (azul) y MSAM
(rojo). Como se puede observar, las dos curvas son

0 T
0 20 40

60 80 100 120

Concentracion de anticuerpo LIB-MC2, pg/mL

Figura 2. Variacion de la frecuencia Af en funcion de la concentracion de anticuerpo LIB-MC2
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sigmoideas tipicas de los ensayos competitivos, en
los que concentraciones crecientes de analito (TCP)
producen sefnales decrecientes. La curva correspon-
diente a la MSAM esté ligeramente desplazada hacia
la izquierda respecto a la correspondiente a la SAM.
Esto significa que con los cristales inmovilizados por
medio de MSAM se obtuvieron sensibilidades un
poco mayores que con los inmovilizados mediante
monocapas simples. En efecto, el limite de deteccién
I,y fue de 9,5 ug/L con MSAM, mientras que con
SAM fue de 16 ug/L, y en cuanto a la sensibilidad
(definida como I, y el rango de trabajo (definido
como I, ,,), los valores obtenidos con MSAM fueron
39 y 18-74 ug/L respectivamente; para SAM estos
valores fueron de 52 y 25-100 ug/L respectivamente.
Asi pues se observa que con el empleo de MSAM se
obtienen valores mas bajos que con SAM, lo que se
traduce en una mejora tanto en sensibilidad como en
limite de deteccién y rango de trabajo, siendo estos
ultimos valores del orden de la mitad que con SAM.

March et al. (2009) llevaron a cabo ensayos
con monocapas simples y reportaron valores infe-
riores a los anteriores. Consideramos que esto es
debido a algin grado de deterioro de los reactivos,
puesto a que no se dispone en el laboratorio de
inmunosensores de la EIA de condiciones rigurosas

120
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80
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40

% Sefial, 100 Af/Afo

20

de temperatura para su conservacion en el almace-
namiento y transporte. Sin embargo los resultados
son comparables en orden de magnitud.

Cada uno de los 10 puntos que aparecen en
las curvas de la figura 3 se obtuvo mediante el pro-
medio de cuatro lecturas realizadas por duplicado,
por lo que cada punto corresponde al promedio
de 8 valores. En todas las lecturas se observd que
la lectura de la resistencia era casi constante y, por
lo tanto, el decrecimiento en la frecuencia se debe
exclusivamente a la masa de anticuerpo depositada
sobre la superficie del cristal. Lo anterior hizo posible
la generacion de las curvas de calibracion estandar
que se presentan. Estas curvas tienen la forma tipica
de decrecimiento sigmoidal que se ajustaron a la
ecuacion logistica de cuatro variables presentada
en la seccién 2.4, donde el valor maximo ocurrid
cuando la concentracién del analito (TCP) fue cero.

Una de las ventajas que mostrd este inmuno-
sensor fue su reusabilidad. Después de 100 ensayos
de regeneracién con HCI 0,1M, el inmunosen-
sor, aunque presentd una disminucién de cerca del
40 % en la deteccion de la sefial maxima, no hubo un
cambio significativo en la sensibilidad, medida por el
valor 150. Esto confirma la estabilidad y reusabilidad
de este inmunosensor recubierto con el conjugado.

=f—SAM
—{i—MSAM

100 1000

[TCP] (ug/L)

Figura 3. Comparacion entre las curvas patrén obtenidas con SAM simples y mixtas
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4. CONCLUSIONES

La reproducibilidad de los resultados obteni-
dos confirma la validez del método para el desarrollo
de un inmunosensor piezoeléctrico llevado a cabo
en otra etapa de esta investigacion para la deteccion
de plaguicidas.

Se ha estandarizado un sistema de inmoviliza-
cién del conjugado de hapteno usando monocapas
autoensambladas de dos tipos: simples y mixtas.

Se apreciaron ventajas en cuanto a los valores
de limite de deteccién y rango de trabajo obteni-
dos empleando monocapas mixtas en relacién con
las simples. En efecto, el limite de deteccién fue de
9,5 ug/L para las MSAM frente a los 16 ug/L obte-
nidos con las monocapas simples; mientras que los
valores correspondientes al rango de trabajo osci-
laron entre 18 y 74 ug/L con las MSAM, y entre 25
y 100 ug/L con las SAM simples.

Lo anterior indica claramente que el inmuno-
sensor desarrollado, empleando MSAM, permite de-
terminar TCP a concentraciones aproximadamente
1,5 veces menores que con las monocapas simples.
La sensibilidad alcanzada permite, por otro lado,
analizar este metabolito de acuerdo con la normativa
europea para frutas y verduras.
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