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RESUMEN

Numerosos articulos recientes confirman el potencial de los biosensores microcantilever para aplicaciones ambientales
y biomédicas, asi como su funcionalidad multifacética, lo cual indica su singularidad comparada con los disefios de
los sensores mas tradicionales. A diferencia de muchos tipos de transductores para sensores quimicos, los
microcantilever son simples dispositivos mecdnicos: diminutas vigas o resortes batientes, cuyas dimensiones son:
grosor entre 0.2 y 1 um, ancho: entre 20 y 100 um, y largo: entre 100 y 500 um. Ellos estan conectados al extremo
de un soporte apropiado para su conveniente manipulacién. El presente articulo es un comentario especializado
sobre las mas recientes aplicaciones de los biosensores cantilever en el campo de las ciencias biolégicas, fisicas y
quimicas. También se presentan al lector algunas de las potencialidades de estos biosensores que proporcionan
informacién detallada sobre interacciones moleculares especificas. Ademas, se hace referencia al principio de
funcionamiento, los logros y las tendencias de esta eficaz herramienta.
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ENFOQUE

ABSTRACT

Cantilever Biosensors. An increasing number of recent reports confirms the potential of MC sensors for environmental
and biomedical applications, and the multiple functions of the MCs indicate their uniqueness as compared with
more traditional sensor designs. Unlike many other types of transducers for chemical sensors, MCs are simple
mechanical devices. They are tiny plates or leaf springs, typically 0.2-1 im thick, 20-100 im wide, and 100-500 im
long, which are connected on one end to an appropriate support for convenient handling. This paper is a specialized
comment on the latest applications of cantilever biosensors in the field of Biological, Physical and Chemical Sciences.
Likewise, the reader is provided with some of the potentials of these biosensors which offer detailed information on
specific molecular interactions. Furthermore, reference is made to its functioning principle, achievements and the
tendencies of this efficient tool.
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Introduccion

Unagran parte delos sistemas micro el ectromecanicos
y nanoelectromecénicos convencionales (MEMS y
NEMS, respectivamente) se usan para detectar y
sensar. El principio para sensar difiere segun el
dispositivo, en dependenciade lo que se desea detectar
y dela precision que se necesita. Entre |os principios
de sensado que dependen de | as propi edades mecanicas,
estén el capacitivo, el piezoresistivoy el defrecuencia
de resonancia.

Los investigadores comenzaron a utilizar los
cantilever micromaquinados, como sondas de fuerza
en la microscopia de fuerza atbmica (MFA). De
inmediato se percataron de su extrema sensibilidad
frenteavariosfactoresambientales, talescomo € ruido
acustico, la temperatura, la humedad y la presién
ambiental. Sin embargo, en 1994, dos equipos de
investigadores: uno del Laboratorio Nacional Oak
Ridge y el otro de IBM, convirtieron el mismo
mecanismo que causaba laindeseadainterferencia, en
una plataf orma para unanuevafamilia de biosensores.
Ellos encontraron que un cantilever de MFA estandar
podia funcionar como un microcalorimetro a ofrecer
una sensibilidad del orden de 10™ Jouley unamejora
sustancial con respecto a las técnicas tradicionales.
Midiendo e cambio en la frecuencia de resonancia de
los microcantilever, los investigadores pudieron
demostrar que son dispositivos sensibles alos cambios

de masa, con un mejor rendimiento que los sensores
piezoeléctricos gravimétricos convencionales. Estos
investigadores, quienes disponian de instrumentacién
para MFA, mostraron un interés sustancial en los
cantilever como una nueva plataforma para una
variedad de biosensores quimicosyy fisicos.

Avances recientes en las tecnologias de microfa
bricacion han impulsado nuevas aplicaciones para
microherramientas y nanoherramientas. Los
microcantilever y nanocantilever se han empleado
como una nueva clase de biosensores: reconocen
proteinas con extrema sensibilidad y detectan
cantidades peguefias de materiales, especiamente
bacterias patdgenas, cualidad importante para el
diagndstico médico y para supervisar el suministro
de alimentos. Los sistemas microel ectromecénicos
y nanoel ectromecanicos dirigidos, también pueden
servir como detectores biol 6gi cos multifuncional es,
altamente sensibles e inmunoespecificos.

Cantilever

Los cantilever (del inglés, ‘voladizo, tabla de salto o
trampolin’) son biosensores nanomecani cos, producidos
por tecnologia estandar de microfabricacion de silicio,
gue tienen dimensiones en la gama del micrometro al
nanémetro (Figuras 1y 2). La flexibilidad de los
cantilever, conjuntamente con las técnicas para
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Figura 1. Nanorresonador para el proyecto Nanomass.

supervisar suflexion, han hecho de estosunaherramienta
versatil para la microscopia de exploracion y para la
deteccion de moléculas.

La tecnologia estos sensores esta establecida y
bien documentada como unatécnicamultifuncional,
altamente sensible, y un método entiempo real, Util
para una variedad de aplicaciones, que incluye los
biosensores de gas para detectar explosivos
plasticos, y |0s biosensores liquidos para detectar
microorganismos enteros en estudiosdel ADN y de
las proteinas.

Configuracién de la medicion

Al integrar un piezo resistor en cada cantilever en una
configuracion del tipo del puente de Wheatstone, es
posibleinterpretar directamente un cambio deresistencia
como un cambio del voltagje. Laconfiguracion del puente
de Whesatstone puede consistir en un par de cantilever
para utilizar uno como referencia. La salida de esta
configuracion es la sefid diferencia entre € cantilever
de medicién y el cantilever de referencia. Esta
configuracion mejoraeficazmente larelacion sefiad-ruido
y elimina el ruido que provocan los enlaces no
especificos, lasfluctuacionestérmicasy lasvibraciones.

Los enlaces no especificos a una superficie es un
problema genera que se debe reducir a minimo en
todos los andlisis. Al utilizar un cantilever como

Figura 2. Arreglo de diez microcantilever integrados en un
microcanal.
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referencia, no se eliminan por completo los enlaces no
especificos, pero si es posible controlar su influencia
en ladeteccion.

Principio de funcionamiento:
deteccién de interacciones
moleculares

Lainmovilizacion de moléculas sobre la superficie del
cantilever es un requisito previo para su uso como
sensor nanomecanico (Figuras 3y 4). Laseleccion de
la molécula depende de la aplicacion deseada, ya sea
en lafase liquida o en la fase gaseosa. Las moléculas
inmovilizadas hacen al cantilever especificamente
sensible aotras mol éculas con las cua estengaafinidad.
La interaccion molecular sobre la superficie del
cantilever hace que este se flexione, como resultado de
latension superficial inducida por lainteraccion [1].

La tension superficial inducida por interacciones
moleculares, generalmente no se observa en la
superficie de un material comin. Sin embargo, cuando
la reaccion ocurre en la superficie de un cantilever
flexible, latension superficia lo fuerza a flexionarse.
El cantilever esun sensor de latensiony se flexiona
como respuesta a los cambios de energia libre en su
superficie.

Lectura eléctrica

Tradicionalmente, la flexion del cantilever ha sido
monitoreada, usando latécnicade“paancadptica’, que
tiene su origen en las técnicas de microscopia de
exploracion. Desarrollos recientes han logrado sensores
cantilever con piezo resistores integrados. Estos
biosensores se caracterizan por ofrecer una lectura
déctricacompletadelaflexion de cantilever. Estacudidad
permite eiminar lacomplejaalineacion ddl |aser, redizar
mediciones en liquidos opacos, y reducir € coste de la
instrumentacion.

Una caracteristica particular de este principio de
lectura eléctrica es la posibilidad de crear dispositivos
portétiles paraaplicacionesdeandlisisdescentralizados,
es decir, no hay que llevar las muestras hasta el
laboratorio central.
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Figura 3. Cantilever (con piezorresistor integrado) sin deteccion.
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Figura 4. Cantilever con deteccién. Presencia de moléculas
inmovilizadas sobre su superficie.
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1. Cantilever technology. 2006.[Sitio en
Internet]. Disponible en: http://www.
Cantion.com/cantilever_technology.htm.
Ultimo acceso:12 octubre 2006.
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El piezo resistor integrado cambia su valor cuando
se le aplica una fuerza; es un elemento sensor que
posibilitamedir laflexién del cantilever, por debajo de
laescalamanomeétrica. Generadmente, esdificil mangar
cantilever por medio de la lectura piezo-resistiva en
liquidos, debido a aislamiento poco efectivo entre el
piezo resistor y el liquido.

La informacién obtenida

Los andlisis acerca de la interaccion molecular con
los cantilever micromecanicos y nanomecanicos
pueden proporcionar lainformacion detallada sobre
interacciones molecul ares especificas. Lainteraccion
ocurre en lasuperficie de los cantilever donde unade
las mol éculas que interactiiahasido inmovilizada. La
exposicion del chip a uno 0 mas enlaces afines ala
molécula inmovilizada proporciona la informacién
gue se relaciona con:

La concentracion de la molécula

La sefial de estado estacionario del cantilever y/o €l
indice de enlace a la superficie, dependen de la
concentraciéon de la molécula afin a la molécula
inmovilizada presente en la solucién. Las soluciones
se pueden preparar con moléculas purificadas o la
molécula afin a la molécula inmovilizada puede ser
parte de una mezcla compleja.

La cinética de la interaccién

Lasupervisionentiemporea delainteraccion molecular
permite determinar la velocidad de una interaccion
especifica. Cuando la muestra sustituye a la solucion
tampdn corrienteen laceldadeflujo, lasmoléculasdela
muestra se enlazan a “socio inmovilizado” en la
superficie de un cantilever. Una vez que la muestra
salga de la celda de flujo y sea remplazada por una
solucion tampdn, las moléculas enlazadas en la
superficie comenzaran a disociarse de su “socio
inmovilizado”.

Para todos los andlisis, la selectividad, la gama
dinamicay otras caracteristicas de funcionamiento del
ensayo, se determinan en gran parte por la seleccion
de la molécula de enlace unida a la superficie.

Medicién de una senal

El voltaje diferencial de salida del puente de
Wheatstone se supervisa en tiempo real. Cuando se
coloca una muestra sobre el sensor, ocurre una
interaccidn especifica en la superficie del cantilever.
La fuerza cambiard la tensién superficial y como
resultado se flexionara el cantilever. Al plotear la
respuesta contra el tiempo durante la interaccion
molecular, se obtiene una medida cuantitativa del
progreso delainteraccion. Laamplitudy el tiempo de
reaccion antes de que se obtenga un nuevo estado
estable, se usan para extraer informacién de la
concentracion y de las interacciones cinéticas.

Aplicaciones

Para detectar reacciones bioguimicas en la superficie
del cantilever, unacarade estetiene que estar cubierta
con una pelicula detectora que reaccione con las
moléculas bajo investigacion. Esta nueva técnica de
deteccion, basada en los cantilever, es muy sensible.
L os biosensores basados en cantilever tienen un enorme
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potencial, especialmente en el campo del andlisis
bioquimico. Latécnicade deteccion puede ser utilizada
para construir rapidos y sencillos detectores
bioquimicos, pero debe permitir también nuevos
estudios deinteracciones moleculares sencillas, debido
alaelevadasensibilidad mecanicadelosmicrocantilever
(Figurab).

Como tecnologia, los biosensores cantilever son
aplicables aunagran cantidad de tareas especificas [2]:

1. Investigacion acerca de las ciencias de la vida
estudio de los fundamentos de la interaccién entre las
moléculas bioldgicas u otras. Desarrollo de un nuevo
analisis sobre la plataforma con aplicaciones
potenciales en dispositivos manuales.

2. El diagnostico in vitro: permite analizar las
muestras quimicas y biolégicas mediante métodos
mucho mas répidos, sensiblesy libres de etiquetas, es
decir, no se necesitan trazadores o marcadores parala
identificacion final.

3. Descubrimiento de farmacos: estudio de la
interaccién entre pequefias moléculas y receptores
especificos. Hacer andlisis multiplexados o para
incrementar el paralelismo y el contenido de los
resultados de los andlisis.

4. Control de agua fresca: detectar iones metdlicos
pesados en agua fresca. Desarrollo de ensayos para
uso descentralizado para el control de resina u otros
compuestos relacionados, en el suministro de agua
fresca[3].

Logros

L os avances de lananotecnol ogia permiten desarrollar
sistemas portatiles para aplicaciones biologicas,
fisicas y quimicas, y alcanzar niveles de deteccion
ultrasensibles con muy bajo consumo de reactivosy
analitos.

Por medio delos biosensores nanomecénicos se han
podido detectar cambios de masa del orden de 1.10*
gramos, lo cual se corresponde con unavariacion de 1
Hz en lafrecuencia de resonancia del sistema[4].

Un gjemplo de la aplicacién de los osciladores
micromecanicos en la deteccion de una sola célula, 1o
constituye un sensor de masa que se basa en la
medicién de |a frecuencia resonante, compuesto por
un sensor cantilever de nitruro desilicio debajatension
para la deteccion de Escherichia coli (E. coli). Este
sensor presentaanti cuerpos de enlace con lasensibilidad
suficiente para detectar una célula. La etapa de enlace
implicalainteraccion entre los anticuerpos de E. coli
0157:H7 inmovilizados sobre la superficie del
cantilever y el antigeno O157 presente en lasuperficie
de E. coli patégena O157:H7. Lacargatotal adicional
del enlace especifico delas células deE. coli sedetectd
midiendo un cambio de la frecuencia resonante del

Ty
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2. Nanomechanics for bio/chemical
detection. 2006. [Sitio en Internet]. Disponible
en: http://www.mic.dtu.dk/Research/NSE/
BioProbe/Introduction.aspx. Ultimo acceso:
4 septiembre 2006.

3. Nanomechanical cantilever. 2006.
[Sitio en Internet]. Disponible en: hittp://
www.Cantion.com/applications.htm.
Ultimo acceso:12 octubre 2006.

4. Nanomechanical sensor. 2006. [Sitio
en Internet]. Disponible en: http://
monet.physik.unibas.ch/nose/inficon/.
Ultimo acceso:4 noviembre 2006.
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Figura 5. Empleo de cantilever para la detecciéon de cambio de tensién superficial (a), cambios de

temperatura (b) y de masa (c).

Biotecnologia Aplicada 2006; Vol.23, No.4


http://www.mic.dtu.dk/Research/NSE/BioProbe/Introduction.aspx
http://www.mic.dtu.dk/Research/NSE/BioProbe/Introduction.aspx
http://monet.physik.unibas.ch/nose/inficon/

Nardo Ramirez Frometa

Biosensores Cantilever

oscilador micromecéanico. De los espectros medidos
delafrecuenciaresonante del cantilever, en aire, antes
y después de la unién célula-anticuerpo, se calculé
que lamasa de unasolacéluladeE. coli puede ser de
665 fg, lacual se corresponde con otrosinformes[5].

Un grupo de trabajo multidisciplinario de la
Universidad de Aarhus, Dinamarca, reporta que
utilizando un cantilever con un elemento piezo resistivo
interno lograron detectar una secuencia de una cadena
de ADN [6].

Laaplicacion de los cantilever micromecanicosy
nanomecanicos ha posibilitado el estudio de
interacciones moleculares en tiempo real, la
deteccion de bacterias enteras de formarapidaal no
requerir del tiempo de crecimiento de estas, asi como
de toxinas y residuos de antibi6ticos en productos
alimenticios. Uno de los campos en que ha habido
una rapida y amplia aplicacion de los sensores
nanomecanicos, es en la deteccion de agentes
quimicos contaminantes, tanto en los alimentos
como en el medio ambiente.

Ademas, se ha desarrollado un sistema para la
inmovilizacion multiple y simultanea de moléculasen
secciones separadas sobre un arreglo de cantilever de
formasimple. Esta.configuracion incrementade manera
notable la eficiencia de cualquier medicion quimica.
Resulta una ventaja que un cantilever seatratado con
la misma molécula, ya que permite coleccionar una
mayor cantidad de datos por cada medicion, o cua
incrementa la confiabilidad de esta [7].

Existe una configuracidn que consiste en un arreglo
de 33 microcantilever paraladeteccion de ADN con
el empleo del polimero SU-8 soporte. Las pro-
piedades mecéanicas de este sistema, tales como la
constante spring, frecuencia de resonancia y factor
de calidad, se caracterizan como una funcion de las
dimensionesy el medio. Al comparar estatecnologia
con lade los cantilever comerciales a base de silicio,
quedd demostrada que la sensibilidad mejoré en un
factor de 6 [8].

En la literatura es posible encontrar multiples
aplicaciones de los biosensores nanomecanicos:
deteccion bioquimica [9], deteccion de ADN [10],
de proteinas[11], de pesticidas [12] y de explosivos
TNT [13].

Recibido en noviembre de 2006. Aprobado
en noviembre de 2006.
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Sistema sensor cantilever SU-8 con
lectura integrada

Convencionalmente, los cantilever se han fabricado
de silicio, y un sistema Optico conocido de la
microscopia de fuerza atémica. Estos se han
empleado para la deteccién. Esta nueva aplicacion
presentacomo soporte el polimetro SU-8, y lalectura
serealiza mediante un sensor de fuerzaintegrado, de
oro[14].

Diseno de una nariz artificial

Sistema portédtil capaz de identificar varios vapores de
compuestos organicos voléatiles. Es un sistema
automédtico de flujo de gas, que trasportael analito ala
camara de andlisis, la cua contiene un arreglo de
cantilever nanomecanicos. La adquisicion de datosy
control se realiza por medio de una computadora
personal [15].

Conclusiones

El campo de la microtecnologia y de los sistemas
microel ectromecanicos (MEMSS) ha crecido exponen-
ciamente durante las dos Ultimas décadas del siglo
XX. Recientemente los investigadores han centrado
su trabajo en la bisqueda de materiales aternativos a
layatradicional tecnologiabasadaen € silicio. Uno de
los materiales méas prometedores para los nuevos
disefios de micro-sistemas y nanosistemas es el
polimetro SU-8. Entre sus Utiles propiedades se
destacan su fotosensibilidad, su transparenciaalaluz
visible, su bajo médulo de Y oung (también conocido
como madul o de elasticidad, es un pardmetro mecanico
gue proporciona una medida de la rigidez de un
materia solido), asi como su €l evadabiocompatibilidad.
Su propiaestructuralo convierte en un material estable
desde el punto de vistaquimicoy térmico, que permite
larealizacion de microestructuras muy finas con una
excelente relacion de elementos como: sefial-ruido
optima. El uso del SU-8 también permite que el
proceso de fabricacion de los cantilever, basado en el
micromaquinado de superficies ssamucho massimple,
baratoy versétil. Esto hace quelaintegracion de nuevas
funcionalidades sea més fécil y permita el desarrollo
de una amplia variedad de cantilever, tanto en formas
como en aplicaciones.
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