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En &ios recientes las microbalanzas de cristal de cuarzo QCM han despertado un gesreimtier comunidad cidfita e industrial por

su potencial aplicabilidad eareas como la édica, control de calidad, guica y farmaéutica. Son parte de unacnica de monitoreo
rapida, de bajo costo, alta reproducibilidad y bajosites de detecon de la sustancia de iné=. En este trabajo se reporta la fabriéaci

de biosensores con monocapas de figgano (1.5 mg/ml) o allimina de suero de bovino (1.5 mg/ml) anclados sobre electrodos de oro de
cristales de cuarzo para su apliéaten la lectura de interacciones piiaproténa en soluciones saturadas (1.5 mg/ml) de anti-fig@mo y
anti-alkimina de suero de bovino. Los electrodos de oro, empleadoséaminino soportes de los biosensores, fueron depositados mediante
la técnica de eroéhn cabdica sobre los cristales de cuarzo de frecuencia fundamgmtal20 MHz, mientras que su caracterifacifue
realizada empleando difraéei de rayos X, microscopia eleghica de barrido, microscopia de fuerzéraica y perfilometa. La amino-
funcionalizacbn de los electrodos de oroj@®mo la fabricadn de las pétulas sensibles de fibidgeno y alimina de suero de bovino, se
realizaron mediante auto-ensamblado molecular. Los resultados experimentales y el $aodelveypermitieron determinar la densidad
superficial de masa de la proténa absorbida desps de la interacon proténa/proténa. Se determilque en el caso de interacciones
fibrindgeno/anti-fibridgeno y allimina/anti-alimina la densidad superficial de masa corresppadbrden de 3.2pg/cn? y 2.02g/cn?,
respectivamente. Por su lado, los casos de baja homaopwgsentes en la interaoai fibrinbgeno/allimina y allimina/anti-fibrifogeno
mostraron valores promedio dede 0.37ug/cn? y 0.08 ug/cn?, respectivamente.

Descriptores: Piezoekctricos; QCM; biosensores.

In recent years, quartz crystal microbalances (QCM) have aroused great interest in the scientific and industrial communities due to their
potential applications in areas such as medicine, quality control, chemistry, and the pharmaceutical industry. They are part of a rapid

monitoring technique, and also have a low cost, high reproducibility, and low detection limits of the substance of interest. The following

research addresses the main steps for biosensors with fibrinogen (1.5 mg/ml) or bovine serum albumin (1.5 mg/ml) monolayers anchorec
to the gold electrode of quartz crystals fabrication, which are used for detecting the protein/protein interaction in the saturated solution of
anti-fibrinogen and anti-bovine serum albumin (1.5 mg/ml). Gold electrodes were prepared by a sputtering technique using a high purity
gold target to grow thin films onto the surfaces of quartz crystals until they presented a fundamental frequency of 20 MHz. The morphology,
roughness, thickness, and crystallography were characterized using scanning electron microscopy, atomic force microscopy, profilometry
and X-ray diffraction, respectively. The amino-functionalization of the gold electrodes and fibrinogen and bovine serum albumin sensitive
films manufacture were performed by using molecular self-assembly. Through experimental data, the Sauerbrey model obtained the adsorbe
surface concentration of protein after protein/protein interaction. The protein surface coverage of fibrinogen/anti-fibrinogen and albumin/anti-

albumin interactions were 3.2@y/cn? and 2.02.g/cn?, respectively. On the other hand, the cases of low homology, which were present in
the fibrinogen/albumin and albumin/anti-fibrinogen interactions, showed values of§I&TF and 0.08ug/cn?, respectively.

Keywords: Proteins; biosensors; QCM.

PACS: 87.14.E; 87.15.km; 87.85.fk

1. Introduccion el desarrollo de equipamiento e instrumental propio que per-
~ . o . . mitan cultivar dicha reladin y, al mismo tiempo, sean un
En &ios recientes, el intés de diversos grupos mexicanos : . . )

campo értil para el desarrollo de investigadorésgnes y

se ha extendido hacia el desarrollo de investigaciones que . . : F
. " e "y a captaddn de estudiantes interesados por la ciencia y la
guarden interacbn multidisciplinarias entre la bioldg,

S iy : : . tecnologa. La fabricaddn y aplicacbn de biosensores se
medicina, ingeniéa y fisica. Uno de los retos sigue siendo
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presenta en forma natural debido a la necesidad de coii2.65 gcm~3). El signo negativo indica que un incremento
tar con mecanismos de detdmtide un amplio rango de de la masa en la superficie del cristal, por ejemplo por la ad-
biomoleculas de inté&s en la industria y en particular en sorcbn de una mdacula, da lugar a una dismindai en su

el diagrostico clnico, a traes de la explotadn de diver- frecuencia de resonancia, y viceversa[6,7,10]. La fabidcaci
sos fedmenos fsicos como la variabn delindice de re- de unbiosensorbasado en QCMs consiste en la incorpo-
fraccibn, de masa, de esfuerzo, de resistencia, entre otrosacion de una monocapa @mgica con grupo terminal activo
Dichos biosensores requieren una alta sensibilidad, reprgi.e. grupo amino) depositada sobre los electrodos de oro,
ducibilidad, bajo costo y detedni rapida. Una de las ten- tal que sea posible el anclaje covalente de las bieoubas
dencias actuales para el anclaje de éuoaolas selectivas, y de inteés. En este trabajo se inmovilizaron covalentemente
su aplicaddn en biosensado de néalulas espéficas (ADN, protdnas FGN y BSA (1.5 mg/ml) para detectar y cuan-
protdnas, virus, enzimas), es a te@vde la funcionalizach tificar anti-fibrinbgeno (anti-FGN) y anti-allmina de suero

de superficies [1-3]. La investigaxi en elarea de biosen- de bovino (anti-BSA), respectivamente, en soluciones satu-
sores posee una gran importancia por su amplio espectro dadas (1.5 mg/ml).

aplicaciones y por la generaci de nuevo conocimiento, sin

embargo, en Mxico existen muy pocos grupos dedicados a .

estas ramas de la ciencia, por lo quéaeieseable formar 2. Detalles experimentales

un nimero creciente de investigadores de alto nivelisic&
Aplicada a la Biologa y a la Medicina. En este trabajo se
presenta la fabricath de biosensores con prilas de fibri-
nogeno (FGN) o albmina de suero de bovino (BSA) sobre . . :
cristales piezoélctricos con electrodo de oro, los cuales hanLas.,F'gS' 1a a le esguematlzan los pasos para la fabri-
sido previamente amino-funcionalizados. La parte instru 2PN de las diversas gellas que conforman el biosensor
mental posee una amplia aplicabilidad y puede ser desarrg>" monocapa de FGN ° BSA, e_mple.ando cristales de cuarzo
llada fcilmente en un semestre de estudios a nivel univers<®" electrodo de oro amino-funcionalizados como substratos.

X - : . . |I:a Fig. la representa el cristal de cuarzo, con frecuencia de
tario y, apli@ndolo para desarrollar biomateriales y biosen- 9 P

sores, puedétilmente constituirse en tema de investigaci resonanciaf, tal como se recibe deabrica; la Figs. 1by

. . . 1c correspondé&in al cristal una vez que se ha depositado
para desarrollo de tesis de licenciatura o de postgrado [4—5]Un electrodo de oro por erdsi cabdica, dondef” y f, son
Una microbalanza de cristal de cuarz@CM, quartz b ' oY Jo

. . i . las respectivas frecuencias fundamentales, antes y&edpu
cristal microbalancg se fabrica cuando sobre un cristal someterlo a un lavado con solanipiraia. La Fig. 1d mues
piezoeéctrico se deposita un electrodo @ato (oro, plata, P : 9.

) . X " __trala modificaddn orcanica (o activad@n o funcionalizadin)
platino en el caso particular para biosensores) y se incor;

. . . de la superficie de oro limpia y depositada mediante autoen-
pora en un sistema oscilador. Dependiendo del espesory €
. , : 7 samblado molecular (SAMself assembled monolayery
corte del cristal, contan con una frecuencia de resonancia

fundamentalf,. Estos dispositivos de detebni son robus- que presenta una frecuendia Las pelculas biosensoras,

tos, de bajo costo, estables en su frecuencia de resonandg frecuencig, se fabricaron por incubam de los QCMs

y altamente sensibles a los cambios de masa que van de 169 soluciones saturadas de BSA y FGN (1.5 mg/ml) por un

miligramos (10 kg) a los picogramos (105 kg), particu- periodo de dos horas (Fig. 1e) [11,12]. Finalmente, la Fig. 1f

. . ; ejemplifica la interac@n biomolecular entre dos pratas,
larmente si el tipo de corte del cristal de cuarzo es selec-

cionado de tal manera que su frecuencia de osoitatd de-

penda de la temperatura en un cierto rango (corte AT) [6,7]. 2. b) g
Cuando un QCM es empleado comsensor se
Cristal de Cuarzo L Cristal de Cuarzo
d)

2.1. Fabricacbn de biosensores para la detedmn de
anti-FGN y anti-BSA

aprovechan los cambios en la frecuencia de resonancia de
cristal debida a los cambios de masa en la superficie del ¢

electrodo méilico. Estos cambios son directamente pro- m
porcionales al corrimiento de la frecuencia de resonancia S cinide cians
y pueden ser evaluados mediante la eduaale Sauer-
brey[8-9].

—2f2Am )
APy

dondeAf es el cambio de frecuencia medidf, es la fre-
cuencia fundamental de resonancia del cristal de cuarzo cor

electrodo meilico antes de producirse el cambio de masa, fo a

Am es el cambio de masa, es elarea piezoéctricamente
activa (electrodo matico), 1, es el nbdulo de cizalla del  Figura 1. Diagrama del proceso de fabricanide las diversas

cuarzo de corte AT (parf, = 20 MHz corresponde un valor monocapas, y sus frecuencias asociadas, que componen un biosen-
de 2.94%10'" dinacm2) y p, es la densidad del cuarzo sor de protas.

Af =

Cristal de Cuarzo
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de frecuenciaf;, una que se encuentra anclada sobre unéisico o qumico. En este trabajo se utiizel método de
superficie plana (protea blanco, ligando o pelula biosen- autoensamblado molecular para crear sitios reactivos aminos
sora) y la otra en una soluri (analito o protima sonda) bajo con la proténa para fabricar la monocapa biosensora. Las
condiciones de pH neutro, temperatura ambiente y concemoléculas de la soluén del SAM cuentan con tres regiones

tracion saturada (1.5 mg/ml) [11,12]. fundamentales, ugrupo funcional cabezalque se adsor-
be& gumicamente a la superficie a modificar; gmupo fun-
2.1.1. Cristales de cuarzo cional terminal que brindaa reactividad para el anclaje co-

valente de las biométulas deseadas; y weparador del

Se emplearon quince QCMs de corte AT y frecuencia fundagpq formado por las cadenas intermedias de H, Cy O, gen-
mental bas¢ de 20 MHz (International Crystal Manufactur- o,gimente [14-16]. La activami orcanica de los electrodos
ing Co., Inc.), preparados como osciladores de cuarzo. Previg, oro, empleada en este trabajo, fue con grupaBnicgs

al depsito sqbre los substratos de cuarzo, estos se limpiara@rminales amino-reactivos lo que permitl anclaje cova-

en solucbn piraia 1:3 (una parte dacido sulfirico H,SO,  |ente entre las proteas y los electrodos activados [17] (Ver
en tres partes de pptido de hidogeno HO;), se realizaron i 14). Es decir, el radical amino (N servia como sitio

dos lavados extensos con agua desionizada (@8dw~")  ye anclaje molecular covalente para los sitios activos nega-
y uno con etanol absoluto (grado reactivo, Sigma). El secadgqg (COO") de las protimas a inmovilizar. La activasi

empleado entre dos lavados se reatipn gas nibgeno de e |5 superficie se realizasicamente en tres pasos:
alta pureza (Infra), desps de lo cual se proceda la lectura

de su frecuencia fundamentgél (Fig. 1a). 1) Monocapas de Mercaptopropiltrietoxisilano
HS(CH,)3Si(OCH;s)s, 5 mM (Sigma-Aldrich)
2.1.2. Dejpsito y caracterizadn de electrodos de oro me-

diante Sputtering 2) Hidrolizacibn de monocapas étido Clorhdrico HCI,

0.5 M (Sigma-Aldrich)
En el deppsito de las pétulas de oro se emain sistema de - . .
erosbn cabdica (Sputterig, Denton vacuum desk V) con un 3) qunoca,gijs' c:]e Tiocianatopril 16§H21 NO3SSi, 5%
blanco de oro de 99.9999% por periodos de 2, 4, 6 u 8 min, (Sigma-Aldrich).

35mAy 60 mTorr (muestras MD1aMD4) y 2, 4,6 u8min,  preyio a la amino-funcionalizami de los electrodos de
25 mA y 60 mTorr (muestras MD5 a MD8). Ladnica de oo de los QCMs, se reabizuna limpieza mediante su in-
sputteringconsiste Bsicamente en la extradei o erosbn de  merspn por 10 seg. en solum pirdia 3:1 (HO0:H,SO,),
atomos de la superficie de un blanco de iasedebido al in-  |3yado abundante con agua desionizada (18-dvh~!) y
tercambio de momento con iones que bombardeaaitiBos  etanol absoluto para erradiaaidos de oro formados sobre

de la superficie de dicho blanco. Durante este proceso se prg; superficie (Fig. 1c). Una vez lavados los QCMs se pro-
duce plasma del material del blanco el cual se deposita S@xdp a su amino-funcionalizaii inmediata.

bre un substrato para fabricar unaipela [13]. Elarea de la
mascara empleada para la fabricacdel electrodo de orofue 2 1 4. Protocolo de adsoii de proténas
de 11.6274 mrhen todos los casos (Fig. 1b). La forma de la
mascara de aluminio fue circular e inclugos pistas rectan- En la fabricaddn de las pétulas biosensoras sobre los elec-
gulares que permiten el contacto con las terminales de lectuteodos activados se emplearon las pimis FGN (Sigma-
(electrodos). En la verificah de la composiéin y homo-  Aldrich) y BSA (Sigma-Aldrich), de peso molecular de 340
geneidad a lo largo de la superficie depositadec@®so del y 67 kDa, respectivamente, en concentraciones saturadas
espesor, los electrodos fabricados fueron analizados mediar(te5 mg/ml) [11-12]. El protocolo consistien realizar solu-
difraccion de rayos X @angulo rasante (XRD, difraotnetro  ciones de fibribgeno de humano y de Alimina de Suero
Bruker D8 Advanced), microscopia de fuerzaratca (AFM,  de Bovino (BSA) en soluén buffer de fosfato (PBS) a pH
Thermomicroscopes), microscopia elédica de barrido de 7, temperatura ambiente y por un periodo de 2 hrs, tal que
emisbn de campo (FE-SEM, JSM-7401F) y perfiloni@tr se genere la adsofri esporéinea de profeas sobre los
(Dektak I1A). Las condiciones buscadas fueron tales que ejrupos terminales aminos (radicales NHde la superficie
espesor de las gellas de oro, en conjunto con el espesorde oro modificada, con aquellos presentes en las terminales
del cristal de cuarzo, tuviesen una frecuencia fundamental dearboxilo (terminal COO) de las protenas (Fig. 1e).
20 MHz (correspondientes a un espesor total der@).

2.1.5. Biosensor de anti-FGN

2.1.3. Preparadn de monocapas ofgicas mediante SAM ) )
sobre los electrodos de oro La evaluaddn de los QCMs con pidulas de FGN se reafiz

empleando un control negativo (BSA, 1.5 mg/ml) y un con-
Para fabricar una pelula de cualquier biométula de in- trol positivo (anti-FGN, 1.5 mg/ml) en base PBS (pH 7). Los
terés sobre los electrodos depositadosi(oih biosensora), experimentos de interadai proténa/proténa se llevaron a
es necesario previamente activar la superficieativet de- cabo a temperatura ambiente con un pH neutro y por un pe-
positando una monocapa amjca mediante algh proceso riodo de dos horas (Fig. 1f). Para evitar la forndacie
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multicapas, transcurrido el tiempo establecido se realizaron
lavados con PBS y posteriormente con agua desionizadz
(18 MQ-cm~1). Inmediatamente desps del lavado se pro-
cedb a medir la frecuencia de la interagiproténa/proténa

de los QCMs, y empleando la ecuacideSauerbreyse de-
termind la densidad superficial de masa adsorbkidda es-
tabilidad del biosensor en aire y a temperatura ambiente fue
monitoreada cada 20 minutos durante las primeras ocho ho
ras; y posteriormente de la hora ocho a la 36, se moiitore
en periodos de 12 horas. Empleamos un frecueeito de
cuatro canales para el monitoreo del cambio de frecuencia de
los biosensores.

I e—

2.1.6. Biosensor de anti-BSA

De manera similar, los biosensores conipgh de BSA
fueron evaluados en soluciones saturadas de anti-BSAIGURA 2. Configurachn experimental de medim de las fre-
(150 kDa, control positivo) y anti-FGN (160 kDa, control cuencias de los QCMs como un arreglo de biosensores.
negativo). En este caso la estabilidad del biosensor fue regis-
trada cada 20 minutos en las primeras cuatro horas; y cada
1.5 horas de la hora 16 a la 24. illima medicon se obtuvo

en la hora 36.

—— MD5

— (111)

2.1.7. Mediobn de la variacbn de frecuencia de los QCMs

Se emplé un frecuentnetro comercial para la lectura de
las frecuenciasf, f., fo, f1. fo Y fs correspondientes al
cristal de cuarzo sin electrodo, con electrodo de oro, con
electrodo de oro limpio, con electrodo de oro funcionalizado,
con pelcula biosensora de FGN o BSA y correspondiente
a la interacdn proténa-proténa, respectivamente. La fre-
cuenciaf, de cada QCM fue tomada como referencia ex- .
perimental respecto a ese biosensor durante el proceso d f 1 .
medicbn de la interacéin biomolecular. La Fig. 2 muestra B \T"‘“'/L ' ; JL .
esqueraticamente las etapas del experimento de medlide L ol = G0 L a8
frecuencia de los biosensores fabricados, &salel empleo 40908

un frecuenmetro de cuatro canales. FIGURA 3. Difractogramalipico de una muestra de jpalla de oro
depositada sobre cristal de cuarzo empleando@rasibdica a RF
(muestra MD5).

Intensidad (u.a.)

(200)
(220)

t\)
5 (31)

3. Resultados y Discugin

3.1. Electrodos de oro Para que los cristales de cuarzo en configorade mi-
crobalanzas tuvieran una frecuencia fundamental de 20 MHz
Para establecer las mejores condiciones deoslep de fue necesario que érea de 11.6274 mirdepositada cor-
peliculas de electrodos de oro sobre los cristales de cuarzegspondiese a un cambio de espesor en el cuarzo de 20 nm,
Se usaron cuatr@tnicas que rutinariamente se emplean ero cual corresponde a su vez a una masa de 487.17 ng. Los
el aralisis de pdtulas delgadas y ultradelgadas: XRD, FE-anlisis de perfilometa y microscopia eleadbnica de barrido
SEM, perfilometra y AFM. La fase cristalogtfica del oro nos permitieron corroborar que las muestras que contaban
depositada sobre las superficies de cristales de cuarzo faen este espesor fueron aquellas depositadas en condiciones
corroborada a tras de difracdn de rayos X (muestras MD1 de 4 min, 25 mA y 60 mTorr. La Fig. 4 corresponde a dos
a MD8). La Fig. 3 muestra un difractogrampito de unade micrografas de barrido en corte transversal de muestras de
las muestras depositadas mediante sputtering (muestra MDpeliculas de oro depositadas sobre los cuarzos. En ambas
2 min, 25 mA y 60 mTorr). Se obseivgue en todas las muestras se detern@irjue el espesor es alrededor de 125 nm
muestras (datos no mostrados) se obtuvieron los patrongara tiempos de 6 min, 25 0 35 mA 'y 60 mTorr. Las flechas,
caracteisticos del oro con faselbica centrada en las caras en las Figs. 4ay 4b, indican la presencia delad#o de oro
(FCC, face-centered cubic). Mediante la ecaaaleScher-  alo largo del borde en diredsi axial. La presencia de algu-
rer [18] se calcub el padmetro de red, el cual fue alrededor nas impurezas fue producto de la prepamade las muestras
dea = 4.078 en todas las muestras [19]. para su observamn en el microscopio de barrido.

Rev. Mex. Fis. B58(2012) 67-74
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FIGURA 4. Micrografias electbnicas de barrido de muestras fabri-
cadas empleando erésicabdica a 6 min, 25 0 35 mA'y 60 mTorr.
a) MD3y b) MD7.

FIGURA 5. Perfilometra de las dos muestras que presentaron el
mayor espesor (muestra MD8, Fig. 5a) y menos espesor (MD2;

Fig. 5b).

FIGURA 6. Micrografia por fuerza d@mica de la muestra MD2. a)
Topografa y b) rugosidad media.

Por otro lado, los aalisis de perfilometa corroboraron

microscopio. La Fig. 6a presenta la rugosidad media d& 9.3
y la morfologa (Fig. 6b) de la superficie del electrodo de oro
limpia (muestra MD2).

3.2. Medicibn de frecuencias y determinadén de masa
de las monocapas

Cuando se emplean las microbalanzas de cristal de cuarzo
como biosensores, el @anetro importante a medir es la
diferencia de frecuencias f entre dos pétulas adyacentes;

y es mediante la ecudni deSauerbreyque se relaciona con

la diferencia de masa&m. Entonces, @n y cuando se pre-
senten variaciones entre las frecuencias fundamenfalis

dos diferentes microbalanzas, no se adicianar error a la
lectura de interacodin entre la pétula biosensora y la mues-

tra a detectargnalito) debido a que se registraron las cor-
respondientes diferencias de frecuencias. La Fig. 7 mues-
tra los comportamientogpicos de las frecuencigs, f., f1

y f2, medidas empleando un frecu@netro (entradas digi-
tales, 5 V de alimentatn, salida a pantalla LCD 8igitos

y rangos de medion: 1 Hz a 3.5 MHz, 2 Hz a 7 MHz,

4 Hz a 14 MHz y 8 Hz a 28 MHz), correspondientes al elec-
trodo de oro sin lavar, limpio, amino-funcionalizado y con
pelicula sensora, respectivamente. La Fig. 7a muestra los
resultados experimentales durante el proceso de fakitaci
de los biosensores con palla sensible de FGN y la Fig. 7b
con pelcula sensora de BSA. Se observa que ebfeano de
piezoelectricidad para el tipo de corte AT de las microbalan-
zas de cristal de cuarzo empleadas se presenta durante todo
el proceso de fabrica@n del biosensor. Se regigtun incre-
mento en la frecuencia fundamenjglen todos los electro-
dos analizados respecto de los correspondientes cuando son
lavados con soludn piréfia (f]). En el caso de la prlula
amino-funcional (monocapa caracterizada fiQry pelicula
biosensora (monocaga) se preseidt un decremento en sus

un espesor de 304 nm para la muestra MD8 (Fig. 5a), mien-

tras que la muestra MD2 preséniin espesor de 20.08 nm

(Fig. 5b). Dichos espesores correspondieron al mayor y s n_—_u\ﬂ\u

menor valores obtenidos con las condiciones debsiep

aplicadas. La diferencia en la forma de los perfiles de las el

mediciones con perfilomé#r se deld a la preparadin del

escabn de la muestra analizada. En el caso de la Fig. 5a, se

realizd la lectura sobre el eséad de la pékula de oro deposi-

tada sobre el cuarzo, mientras que en el caso de la Fig. 5b s g 1ees
w

realizb un rayado sobre la superficie de oro una vez deposi- ™1 il Es 1
tada. Ambos ratodos de preparam de una pétula son e x-_x\x\x ]
validos para su estudio con perfiloniatr = - Sm—l

Dado que nos interesa conocer si las superficies de los 1::: o +g§}:§j

;
electrodos de oro son altamente planas para obtener un - N ]

mejor uniformidad de anclaje de las bioraolilas (confor-
macbn y orientaddn) que formen la p&ula biosensora y

por lo tanto una mejor $&l [20], es que los dichos electro-

dos se examinaron mediante AFM. Se eétila rugosidad
superficial mediante la ta cuadatica media (RMS) direc-
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FIGURA 7. Comportamiento de la frecuencia de oscitexcte la
microbalanza de cristal cuarzo durante las diferentes etapas de fa-

tamente de las iagenes de AFM empleando el software delbricacibn del biosensor.
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FIGURA 8. Cambio de frecuencia de las microbalanzas de cristal FIGURA 9. Comportamiento de la varigm de la frecuencia de los
cuarzo durante la fabricam del biosensor. biosensores durante la interamtiproténa/proténa con el tiempo
(minutos).

frecuencias y por tanto un aumento en masa. Se recomiengs posibles multicapas que pudiesen haberse depositado (in-
que si los QCMs con electrodos de oro no son empleados ineraccionesénicas) sobre los biosensores. En el caso de los
mediatamente despa de la amino-funcionalizami, se pro-  biosensores con gelila de FGN (Fig. 9a) se em@gl&omo
ceda a su refrigera@n a 8C. Una vez preparados los QCMs control negativo a BSA y como positivo a anti-FGN; mien-
como biosensores, es recomendable su uso inmediato. tras que en el caso de los biosensores coitylal de BSA

La Fig. 8 muestra los correspondientes cambios de freFig. 9b) el control negativo empleado fue la pioteanti-
cuencias correspondientes a las monocapas fabricadas en SN y el positivo correspondial antgeno anti-BSA.
biosensores de la Fig. 7. Dichos resultado&resn con- Las Correspondientes interacciones entre icpms
cordancia con el modelo dBauerbreyque relaciona una pjosensoras y controles negativos (BSA/EBN y anti-
disminucbn de masa con el aumento en la frecuencia deFGN/Q4BSA) no presentaron grandes variaciones en la fre-
QCM, y viceversa (Ec. 1). La dismin@@i en masa sobre cyencia dado que presentan una baja constante de aéaciaci
el electrodo, una vez lavados, puede atribuirse a la rémoci K, entre ellas [22]. Por el contrario, se observan variaciones
de Oxidos, polvo y grasas sobre la superficie del electrod@je ~3000 Hz para la interaom altamente reactiva entre
cuando estos han sido expuestos a aire, como fue en eg{fti-FGN y FGN (anti-FGN/Q4GN) dado que es una inter-
caso [21]. Para el caso de la diferencia de frecuencias efrcbn antgeno/anticuerpo con una constante de asdmiaci
tre f1(SAM/AU/QCM) yfo(AU/QCM); y de f> (peliculasen- K, de 9.15t 2.16x10" M~! [23]. Para el caso de la inte-
sora/SAM/AU/QCM) conf; tambén se obedece la Ec. 1. En raccbn entre anti-BSA y BSA (anti-BSA/QBSA se registd
estos casos el aumento de masa se debe alaslpslamino-  yna variaddn de~1800 Hz, la cual presenta una constante
funcional y sensible adsorbidas, respectivamente. Elftama de asociadn K, de 3.5 0.6x10" M~! [24]. Estos rangos
de la proténa FGN (Fig. 8a) cuenta con una masa de un ordeBe pueden atribuir tamé al taméo y peso de los afgenos
de magnitud superior que las correspondientes de los bioseg-|os cuales fueron expuestas lasipghs sensibles de las
sores con pétula de BSA (Fig. 8b), por lo que se present microbalanzas. Se observa un incremento en la vanati
una disminuddn de frecuencia de entre 1176 Hz y 3256 Hz,|3 frecuencia desy@s de los 120 min de expodici de las
mientras que en el caso de una éwlla de menor tani@ y  microbalanzas con la solsi analito de prof@a (anti-FGN
peso como BSA la disminu@n oscila entre 350 Hzy 720 Hz. /Q4.FGN y anti-BSA/Q2BSA). Dicho incremento se debe a

En la Fig. 9 se muestra el cambio de la frecuencia enka interaccbn de anti-FGN sobre los respectivos biosensores;
tre f3 y fo en funcbn del tiempo para experimentos de in- a los 140 minutos se observa otro cambio en la frecuencia
teracciones protea/proténa empleando microabalanzas de que podra ser asociado con le&mlida de conformaén de
cristal de cuarzo con pellas de FGN o BSA. En todos las proténas anti-FGN y anti-BSA. La evolumn del cambio
los casos se emplearon soluciones saturadas démastgue de la frecuencia en funin de tiempo a partir del minuto 120
sirvieron como controles positivos 0 negativos (1.5 mg/ml),se realib exponiendo los biosensores a condiciones normales
consideandose como t = 0 minutos la medinide la frecuen- de presbn y temperatura (2C), lo que poda ocasionar la
cia antes de la interadm proténa/proténa (pelcula sen- presencia de una masa aparente y por tanto un incremento en
sora). Inmediatamente desmulos biosensores se incubaronla variacbn de la frecuencia al minuto 140. Sin embargo, son
durante dos horas en las soluciones de fmate Posterior- necesarios estudios adicionales para la corrobtmaiz esta
mente los QCMs fueron lavados profusamente para eliminahipotesis.
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_m: LT LT R A I T —D—q1 =1 /Q3.BSAy anti-FGN/Q4BSA los cuales tienen un cambio de
il \ " frecuencia rimimo en comparadn con anti-BSA/Q2BSA

16200 ] (control positivo); entonces para ambos tipos de biosensores
21600 1 se comprueba la especificidad de los biosensores.

e ] El estudio de la estabilidad de la medicide las frecuen-
37800 ] cias de la pétulas biosensorgf{) y de interacdn (f3) con
e L el tiempo, se muestra en la Fig. 10. La Fig. 10a corresponde

a la evoluodbn de la pdkula de FGN anclada sobre la super-
ficie aminofuncionalizada de oro, mientras que la Fig. 10b
corresponde a la interaéei proténa/proténa de pékulas de
BSA con anti-BSA y anti-FGN, respectivamente. Se observa
que la variadn de la frecuencia de la monocapa autoensam-
blada de FGN no véa hasta 10 hrs(m estando expuesta a
aire. Con ello se garantiza la utilidad de los QCMs fabrica-

Cambio de Frecuencia Af (Hz)
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Tiempo (horas) dos como biosensores hasta por un periodo de 8 h expuestos
FIGURA 10. Estabilidad de la frecuencia de los biosensores: a)@l @iré. Para el caso de la interawete anti-FGN con BSA se
pelicula sensora y b) interadui proténa/proténa. presenta un comportamiento cuasiagisb con el tiempo de

medicbn (anti-FGN/Q4BSA), mientras que para la mono-
capa de interacén antgeno/anticuerpo (anti-BSA/QBSA)
TABLA |. Cambio en las frecuencias y determirtacide la den- ~ S€ preser@t una disminudn significativa de la frecuencia a

sidad superficial de masa de la interéccproténa/proténa me-  las 16 hrs posiblemente debida a &x¢ida de conformaén
diante QCMs. a causa de la disminuim de humedad en la pelila sensible
Cristal Afs = fo-fo o3 al no encontrarse en soléci liquida.
(Hz) (uglcn?)
anti-FGN/Q2FGN 2,964 3.29 4. Conclusiones
B_SA/Q‘QLFGN 568 0.63 Se fabricaron biosensores con ipalas de FGN y de
anti-FGN/Q4FGN 2,941 3.26 BSA basados en microbalanzas de cristal de cuarzo para
BSA/Q5.FGN 112 0.12 la detecddn de interacciones prdte/proténa de anti-
anti-BSA/Q2BSA 1824 2.02 FGN/FGN y anti-BSA/BSA. Los electrodos de oro, de es-
anti-FGN/Q3BSA 128 0.14 pesor nanortrico, fueron depositados por l&chica de

erosbn cabdica a radiofrecuencia; mientras que las capas
organicas, correspondientes a la actiégacsuperficial del oro
la peicula biosensora de FGN o BSA, fueron fabricadas
ediante autoensamblado molecular. Se demdstespeci-
ficidad de los biosensores con las pmgs anti-FGN o anti-
4BSA en concentraciones saturadas, empleando el modelo de
Sauerbreyara la determina6n de la densidad superficial de
dnasa de profea adsorbida sobre el biosensor. Se derbostr

) - gue la vidaltil de las péiculas sensoras de FGN y BSA es
masas sobre; los e'le_ctrodos considerando la masa deposit al menos 8 horas desgmide su exposion al aire. A
como una pétula ng|da_\. Se opserva que _Ia densidad SLjper'mismo, se presedtun comportamiento estable en aire de las
ficial de masa del analito (anti-FGN y anti-BSA, 1.5 mg/ml) onocapas de la interaei proténa/proténa hasta por un
para los biosensores de FGN corresponden a 3.29, 0.63, 3. riodo de 12 hrs
y 0.12 ug/cn?, para las microbalanzas @GN, Q3FGN, '
Q4. FGN y Q5FGN, respectivamente; mientras que para
Q2BSA, Q3BSA y Q4 BSA se calcularon valores de 2.02, Agradecimientos
0.14 y 0.04ug/cn?. Se puede ver que en el caso de BN
y Q5.FGN (controles negativos), los valores de las densidagste trabajo fue apoyado por el proyecto No. 105491 (CB-
superficial de masa son pedjias en comparamh con losval- 2008, CMB). Los autores agradecen a Ana B. Soto, Ro-
ores obtenidos para Q2GN y Q4FGN (alta afinidad) por gelio Fragoso (Departamento dési€a, CINVESTAV-IPN),
lo cual se puede asegurar que sobre los QCM's de contrdfliguel Luna (SEES, Departamento de IngefaeEkctrica,
negativo no se preseninteracodn proténa/proténa. Esta CINVESTAV-IPN), Erika Luna (MICRONA-UV) por el
misma tendencia se observa para los biosensores anti-FG¥0Yyo €cnico prestado.

anti-FGN/ Q4BSA -32 0.04

La Tabla | resume el cambio de frecuencia debida %1
la interacobn proténa/proténa Afs = fs—fs (Hz) y la
correspondiente varigm de densidad superficial de mas
o3 (ugricn?) sobre los QCMs desps de la interacon
proténa/proténa. Esta densidad fue calculada mediante |
ecuacbn de Sauerbreyque permite determinar cambios de
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