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RESUMO

Os métodos de deteccdo de patdgenos, em geral, requerem dias para identificacdo de micro-
organismos patogénicos, havendo interesse em uma deteccao rapida e precisa em tempo real,
0s biossensores magnetoelasticos sdo uma alternativa promissora. Os sensores
magnetoelasticos sdo dispositivos de deteccdo que podem ser acessados remotamente e sua
aplicacdo no método de biossensoriamento possui sensibilidade massica para espécies
bioldgicas, oferecendo confiabilidade na deteccdo de patdgenos como Escherichia coli. Neste
trabalho, tiras amorfas Metglas 2826MB3 foram revestidas com Au pelos processos de
deposicdo de sputtering e eletrodeposicdo e segmentadas em laminas de 5 x 1 mm. Foram
avaliados os parametros de rugosidade média absoluta (Ra), desvio padrdo das alturas da
superficie (Rq) e simetria do perfil de distribuicdo (Rsk) com a técnica de microscopia de
forca atbmica aplicada em trés superficies distintas (lisa, rugosa e polida). Buscando melhorar
a sensibilidade de deteccdo do dispositivo, avaliou-se a influéncia de diferentes tidis no
desempenho de biossensores magnetoelasticos. Os compostos utilizados diferem no tamanho
da cadeia carbdnica e no grupamento terminal que liga-se ao anticorpo. Sobre a superficie
polida revestida com Cr/Au pelo processo de sputtering depositou-se 0s compostos cistamina
(CYS), cisteamina (CYSTE) e &cido mercaptopropidnico (MPA), seguido por anticorpos. Os
biossensores foram expostos a solucdo de bactéria E. coli e a variacdo da frequéncia de
ressonancia foi medida com um analisador de rede. Foi possivel constatar que a superficie
polida revestida com Cr/Au pelo processo de sputtering apresentou menores valores de Ra e
Rq e melhor perfil de distribuicdo (Rsk) em relacdo as demais superficies estudadas. Os
biossensores com o composto MPA mostraram um aumento na captacdo de bactérias em
relacdo aos biossensores com os compostos CYS e CYSTE, porém altos valores de desvio
padrdo foram observados, dificultando a reprodutibilidade e confiabilidade do biossensor. Os
biossensores testados com CYSTE apresentaram maior eficiéncia e menor limite de deteccéo
em relacdo aos biossensores testados com CYS, apontando um melhoramento na utilizagdo
deste composto. Os resultados foram favordveis para a deteccdo da bactéria E. coli,
evidenciando que o tamanho da cadeia carbbnica e o grupamento terminal influenciam na
eficacia da imobilizacdo deste patdgeno em biossensores magnetoelasticos.

Palavras-chave: biossensores magnetoelasticos, Escherichia coli, AFM, frequéncia de
ressonancia.



ABSTRACT

The magneto-elastic sensors are detection devices that can be remotely accessed and applied
as biosensors having a mass sensitivity for detection of biological specimens, offering
reliability in the detection of pathogens such as Escherichia coli. The pathogen detection
methods generally require days to identify the pathogenic micro-organism, so there is interest
in a rapid and accurate detection in real time. The magneto elastic biosensors are a promising
alternative for this task. In this work, amorphous ribbons of Metglas 2826MB3 were coated
with Au by the processes of sputtering and electrodeposition and segmented into 5 x 1 mm
strips. We evaluated the roughness parameters arithmetic average height (Ra), root mean
square roughness (Rq) and skewness (Rsk) using atomic force microscopy applied on three
different surfaces (smooth, rough and polished). Seeking to improve the detection sensitivity
of the device, the performance of the biosensors was evaluated in terms of the effects of
different thiols on their performance. The compounds used differ in the size of the carbon
chain and the terminal grouping which binds to the antibody. On the polished surface coated
with Cr/Au by sputtering, we deposited the compounds cystamine (CYS), mercaptopropionic
acid (MPA) and cysteamine (CYSTE), followed by antibodies. The biosensors were exposed
to the bacteria E. coli in solution and the variation of the resonance frequency was measured
with a network analyzer. It was found that the polished surface coated with Cr/Au by
sputtering process showed lower values of Ra and Rq and a better distribution profile (Rsk) in
relation to other surface studied. Biosensors employing the compound MPA showed an
increase in attracting bacteria in relation to biosensors with CYS and CYSTE, but high
standard deviations were observed, thus hampering the reproducibility and reliability of the
biosensor. Biosensors tested with CYSTE showed higher efficiency and lower detection limit
with respect to biosensors tested with CYS, indicating an improvement in the use of this
compound. The results were favorable for the detection of E. coli, indicating that the size of
carbon chain and the terminal grouping influence the effectiveness of immobilization of the

magneto elastic biosensors.

Key-words: magneto-elastic biosensor, Escherichia coli, AFM, resonant frequency.
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Os sensores magnetoelasticos (SM) sdo dispositivos que podem ser monitorados sem a
utilizacdo de ligacdes elétricas sendo amplamente utilizados na quantificacdo precisa de
pardmetros como temperatura, umidade, pressao, viscosidade, densidade de liquidos, entre
outros. O funcionamento dos SM consiste na excitacdo de ondas por meio de um campo
magnético aplicado externamente de forma que a frequéncia de ressonancia possa ser
mensurada por uma bobina de captacdo situada fora da area do sensor (GRIMES et al., 2002).

Um excelente material para uso como plataforma de sensores magnetoelasticos é uma
classe de fitas de material amorfo proveniente da empresa Metglas Company. A liga Metglas
2826MB3, composta aproximadamente por ferro, niquel, molibdénio e boro, é um dos
materiais disponiveis comercialmente com potencial para utilizacdo destes sensores (GRIMES
etal., 1999; METGLAS, 2011).

O dimensionamento dos sensores influencia diretamente na sensitividade do
dispositivo. A deposicdo de ouro (Au) possibilita tornar a superficie funcionalizada para a
aplicacdo de compostos organicos como a cistamina (CYS), a cisteamina (CYSTE) e o 4cido
mercaptopropionico (MPA), remetendo a formacgdo de monocamadas auto-organizadas (SAM
- Self Assembled Monolayer) na superficie do sensor magnetoelastico.

Além da sensibilidade do dispositivo, 0s biossensores magnetoelasticos, oferecem
confiabilidade na deteccdo de patdgenos em tempo real, podendo ser aplicados na medicédo de
componentes nos fluidos bioldgicos, na deteccdo de microrganismos e toxinas, no
monitoramento de temperatura, umidade, presséo, entre outros (GRIMES et al., 2011). Para a
deteccdo de um patdgeno especifico, elementos biocojugados sdo formados mediante a
escolha do anticorpo responsavel pela ligacdo com a bactéria presente no meio contaminante
(MOSSANHA, 2011; RUAN et al., 2004).

Em 2011, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a Europa registrou casos
de infeccdo pela bactéria Escherichia coli, com mortes principalmente na Alemanha
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Em maio de 2016, a empresa americana General Mills,
produtora de farinha de trigo das marcas Gold Medal, Wondra e Signature Kitchen, recolheu
determinados lotes de seu produto dos supermercados por haver relagdo com um surto da
bactéria E. coli em 20 estados norte-americanos. E. coli € o agente patogénico causador de
infeccOes do trato urinario e infec¢Bes na corrente sanguinea. A transmissdo pode ocorrer pelo
consumo de alimentos contaminados, principalmente carne e leite crus ou mal cozidos, e

também pelo consumo de vegetais crus, sendo necessario o controle deste patdgeno na
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indUstria alimentar e no setor hospitalar. Os métodos de deteccdo, como ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay) e PCR (polymerase chain reaction), requerem dias para
identificacdo do patdgeno, havendo interesse em uma detec¢do rapida e precisa em tempo
real. Os biossensores magnetoelasticos mostram-se como um método alternativo na detec¢do
e quantificacdo de patdgenos como a E. coli de forma reprodutivel e confidvel (THE WALL
STREET JOURNAL, 2016; FOOD BORN BURDEN, 2016; MOROSINI, 2010).

O desenvolvimento de técnicas de microscopia de varredura por sonda, como a
microscopia de forga atdmica (AFM - Atomic Force Microscope) é uma poderosa ferramenta
no estudo da organizacdo estrutural das monocamadas auto-organizadas. Uma vez que a
deposicdo da SAM e posterior ligacdo com o anticorpo especifico do patégeno-alvo é
fortemente afetada pela rugosidade da superficie, esta técnica desempenha um importante
papel na quantificacdo deste parametro (LOVE et al., 2005; NETO et al., 2007).

Este trabalho tem por objetivo analisar a rugosidade de fitas amorfas por meio de
AFM e avaliar a influéncia de diferentes tidis, que variam em estrutura, tamanho da cadeia
carbdnica e grupamento terminal, no desempenho de detec¢do e quantificacdo da bactéria E.
coli com o uso de biossensores magnetoelasticos, contribuindo para o desenvolvimento da
inovacado e tecnologia nacional, buscando melhorar a sensibilidade de detecgdo do dispositivo,
oferecendo uma deteccao remota, rapida e confiavel.

O Laboratério de Caracterizacdo Magnética da UCS (LCM-UCS) trabalha ha alguns
anos com aplicacdes de sensores magnetoelasticos e, mais recentemente, com colaboracdo do
Laboratério de Genbmica, Protedbmica e Reparado de DNA da UCS (LGPRD-UCS), em
aplicacdes bioldgicas para a deteccdo de patdgenos em solucdes via sua aderéncia em um
filme depositado sobre o sensor. Aplicacbes dos sensores magnetoeldsticos no processo de
secagem de argila, detec¢do de bactérias, desenvolvimento de um dispositivo de deteccao

portatil e ainda sensores de tensdo sdo alguns dos temas estudados pelo grupo de pesquisa.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a superficie de biossensores magnetoelasticos por meio de microscopia de
forgca atbmica e avaliar a influéncia de diferentes tidis no desempenho destes biossensores

para deteccdo de E. coli.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Realizar a operacdo do AFM a fim de analisar as superficies rugosa, lisa e polida
do sensor magnetoelastico obtendo imagens que permitam a quantificacdo da
rugosidade presente.

2) Funcionalizar a superficie do sensor magnetoelastico com deposi¢do de Au pelos
métodos de eletrodeposicao e de sputtering.

3) Analisar as superficies revestidas com Au por AFM e comparar 0s métodos de
deposicédo perante avaliagdo da rugosidade presente.

4) Biofuncionalizar a superficie dos sensores magnetoelasticos com a deposic¢do dos
compostos cistamina, cisteamina e acido mercaptopropidnico e analisar em AFM e
FESEM.

5) Detectar e quantificar a bactéria E. coli utilizando o biossensor magnetoelastico.
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3.1 MECANISMO DE FUNCIONAMENTO DOS SENSORES MAGNETOELASTICOS

Os sensores magnetoelasticos sao utilizados comercialmente como marcadores
antifurto. Podem ser dimensionados em tiras com variadas medidas de comprimento, de
acordo com a utilizagdo, respeitando-se a relacdo 5:1 entre o comprimento (L) e largura (W).
Esta relacéo € suficiente para que a primeira vibracdo possa ser aproximada como vibracao
longitudinal, uma vez que, a aplicacdo de um campo magnético alternado ao longo da direcdo
longitudinal do sensor altera a forma do sensor e este vibra na mesma direcdo devido a
interacdo magnetoelastica (GRIMES et al., 2011; SHEN et al., 2010).

Procedente da empresa americana Metglas Company, a liga Metglas 2826MB3 é um
dos materiais disponiveis comercialmente com potencial para utilizagdo destes sensores. Com
composi¢do aproximada, em peso, de ferro (45%), niquel (45%), molibdénio (7%) e boro
(3%), esta liga possui magnetostriccdo de 12 ppm, massa especifica de 7900 kg.m™, médulo
de Young de aproximadamente 105 GPa e razdo de Poisson de 0,33 (METGLAS, 2011;
SHEN et al., 2010; MOSCON, 2009). Devido ao processo de fabricacdo, denominado Melt
Spinning, os lados das fitas apresentam diferentes rugosidades. A superficie da parte superior,
voltada para o ambiente € lisa, enquanto que a topografia do lado inferior, voltado para a roda
de conformacao apresenta bolhas de ar, tornando esta superficie rugosa.

O funcionamento dos sensores magnetoelasticos consiste em excitar ondas no sensor
por meio de um campo magnético aplicado externamente, de forma que a frequécia de
ressonancia do sensor possa ser mensurada por uma bobina de captacdo situada fora da area
do sensor. A frequéncia de ressonancia da vibracdo longitudinal de um material plano,
submetido a um campo magnético alternado, onde a espessura do material (t) € muito menor
do que seu comprimento (L) e largura (W) pode ser descrita a partir da relagdo mostrada na
Equacéo 1.

(1)
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Onde E, p, o, e L sdo, respectivamente, 0 modulo de elasticidade (Young), a massa
especifica, a razdo de Poisson e o comprimento (GRIMES, 2002; SHEN et al., 2010).
Vibracdes longitudinais sdo geradas pelo sensor magnetoelastico quando este é excitado por
um campo magnético. Estas vibracdes produzem ondas elasticas do centro para os extremos,
gerando ressonancia que pode ser detectada acusticamente, opticamente ou magneticamente
(GRIMES et al., 2011).

A resposta do sensor pode ser detectada através de medidas em funcdo do tempo ou da
frequéncia. A segunda alternativa é simples. Um gerador de sinais excita uma bobina em
torno do sensor e a resposta é obtida de uma bobina secundaria usando um amplificador lock-
in (SHEN et al., 2010). A Figura 1 ilustra o mecanismo operacional do sensor

magnetoelastico.

Bobina produtora do Bobina que capta o
Campo Alternado sinal magnético

g

Figura 1. Sistema de operacdo do sensor magnetoelastico (Adaptado de SHEN et al., 2010).

[ ——— -]
Sensor

Magnetoelastico

A bobina de captacédo (pick-up coil) é capaz de determinar a frequéncia produzida pelo
sensor. Esta bobina é conectada em um analisador de rede, que emite um sinal em corrente
alternada (AC) variando a frequéncia, a fim de excitar magneticamente o sensor. Quando
ocorre ressonancia entre o sensor e o sinal emitido, o coeficiente de reflexdo apresenta uma
gueda que € detectada no analisador. De acordo com as propriedades e o tamanho da fita
magnetoelastica, a partir dos resultados tedricos e em um intervalo de frequéncia conhecido, o
sinal resultante é comparado com o sinal incidente. A magnitude do pico de ressonancia pode
ser aumentada aplicando um campo de corrente continua (DC bias) em voltagem apropriada
sobre o solenoide.

A variacdo da frequéncia de ressonancia para sensores de mesma dimensao, porém

com diferentes aplicacbes de campo magnético, ¢ relacionada ao efeito AE, uma vez que 0
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maodulo de elasticidade é dependente do estado de magnetizacdo do sensor e estes apresentam
diferentes respostas na frequéncia (HORIKAWA, 2013; GRIMES et al., 2011). Shen et al.
(2010) afirmam que, dependendo do meio o qual o sensor esta exposto, forcas de
amortecimento afetam a superficie de maneira a impedir as oscila¢@es vibracionais, causando
diminuicdo na frequéncia do sensor magnetoelastico. O efeito de amortecimento também é
causado quando um carregamento de massa é aplicado uniformemente na superficie. Se um
aumento de massa € causado na superficie do sensor, a frequéncia de ressonancia ira diminuir
proporcionalmente. A Equacdo 2 relaciona a mudancga de frequéncia de ressonancia causada
pelo aumento de massa na superficie para temperatura e umidade constantes. A sensitividade
(Sm) representa esta relacdo entre 0 aumento de massa e a mudanca de frequéncia de
ressonancia do sensor (Equacédo 3) (HORIKAWA et al., 2011, HORIKAWA, 2013).

Af
Am  2M
(2)
. 5 | E
™ 4pl3t | p(1—0)
N 3)

Na Equacdo 2, Af, Am, f e M representam, respectivamente, a mudanga da frequéncia
de ressonéncia, a variacdo de massa na superficie, a frequéncia de ressonancia inicial e a
massa do dispositivo. Na Equacdo 3, E, p, L, t e o sdo respectivamente 0 mdédulo de
elasticidade (Young), a massa especifica, 0 comprimento, a espessura e a razdo de Poisson.
Uma vez que E, p e o S0 constantes, a sensitividade da medida da massa sera dependente da
espessura e do comprimento do sensor, deste modo, conforme apresenta a Figura 2, a redugéo
no comprimento e na espessura do sensor implica no aumento da sensibilidade na detecgéo de
massa (SHEN et al., 2009).
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Figura 2. Dados tedricos de sensitividade massica em fungdo do comprimento de sensores magnetoelasticos
para detec¢do de Bacillus anthracis (Adaptado de SHEN et al., 2009).

3.1.1 Corte dimensional nos sensores magnetoelasticos

O corte dos sensores magnetoelasticos € realizado para reduzir o tamanho a nivel
milimétrico e com precisdo através de uma serra automatica (micro serra). Este equipamento
também é utilizado para corte de células solares para captacdo de energia, conforme ilustra a
Figura 3. Para sensores, geralmente utiliza-se tiras de 30 mm a 0,5 mm de comprimento,

respeitando-se a relagdo 5:1 entre comprimento e altura (SHEN et al., 2010).

Figura 3. Sistema de corte de células solares (KULICKE, 2014).

3.2 METODOS DE DETECCAO DE ESPECIES PATOGENICAS

Uma pesquisa, realizada por Horikawa (2013), aponta o nimero de artigos publicados
entre os anos de 1985 e 2005 sobre os diferentes métodos de detecgdo de bactérias (Figura 4).
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Figura 4. Numero de artigos publicados entre os anos de 1985 e 2005 sobre os diferentes métodos de detecgdo
de bactérias (Adaptado de HORIKAWA, 2013).

Os metodos de deteccdo mais encontrados foram de PCR (Polymerase Chain
Reaction), cultura e ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay) devido a alta
confiabilidade que apresentam. Dentre as aplicacGes médicas e bioldgicas da técnica de PCR,
destacam-se o diagnostico de doencas hereditérias e infecciosas e testes de paternidade. Este
método € altamente especifico e preciso, contudo apresenta desvantagens como a necessidade
de conhecimento da sequéncia de DNA a ser amplificada e também, por se tratar de uma
técnica muito sensivel (com limite de deteccdo de simples célula), ha facilidade de
contaminacdo da amostra por DNA estranho (LEE et al., 2014; BOTARO, 2012;
HORIKAWA, 2013). O método de deteccdo baseado em cultura é capaz de identificar um
nimero pequeno de bactérias patogénicas. Dependendo da espécie bacteriana a ser
identificada, este método apresenta desvantagem no tempo de diagndstico, podendo levar de
dias a semanas para obtencdo de resultados, conforme apresenta a Tabela 1 (HORIKAWA,
2013).

Tabela 1. Exemplos de detec¢do de bactérias pelo método de cultura (HORIKAWA, 2013).

Patégeno detectado Tempo de ensaio (dias)
Escherichia coli O157:H7 2
Salmonella enteritidis 438
Listeria monocytogenes >7
Campylobacter fetus 14316

No teste ELISA, um antigeno especifico da bactéria é ligado ao anticorpo. Este
método necessita de um tempo alto para execucdo, degradacdo de reagentes e alto valor

agregado, levando cerca de horas a dias para diagnéstico, porém oferece alta sensibilidade
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(limite de deteccdo entre 10% e 10° UFC.mL™) e reprodutibilidade na deteccdo do patégeno-
alvo (LEE et al., 2014 ; SINGHA et al., 2009).

Nos ultimos cinco anos, o numero de publicacbes sobre o método de
biossensoriamento aumentou, aproximadamente, para 700 com aplicagfes em patdgenos
diversos. A utilizacdo de biossensores para deteccdo de bactérias patogénicas apresenta-se
como tecnologia emergente em relacdo a estes métodos, exibindo resultados confiaveis em
tempo real (LEE et al., 2014).

3.2.1 Deteccdo de bactérias por biossensores magnetoelasticos

A possibilidade de detectar pequenas massas (na ordem de picogramas) com
sensibilidade para espécies bioldgicas em tempo real com sensores que podem ser acessados
remotamente desprende muitas possibilidades. Uma consideracdo, além da sensibilidade do
dispositivo, é a necessidade deste de ser produzido de forma reprodutivel e confiavel. Os
biossensores magnetoelasticos podem ser aplicados na identificacdo e tratamento de doencas,
na medicdo de componentes nos fluidos bioldgicos, na detecgdo de microrganismos e toxinas,
no monitoramento de temperatura, umidade, pressdo, entre outros (GRIMES et al., 2011).

A deposicdo de ouro possibilita tornar a superficie dos sensores bioativa para a
aplicacdo de compostos organicos, podendo ser realizada pelos métodos de sputtering ou
eletrodeposi¢cdo. O método de sputtering utiliza uma camada de cromo (Cr) intermediaria com
a finalidade de melhorar a adesdo do Au na superficie do sensor magnetoelastico. A camada
de ouro é utilizada para proteger o material a corrosdo e proporcionar uma superficie para o
qual o elemento bioativo possa ser facilmente conectado. As camadas aplicadas (Cr e Au) sdo
de aproximadamente 100 nm e relativas ao tempo de deposi¢do (SHEN et al. 2010, RUAN et
al., 2004). A técnica de eletrodeposicdo ¢ uma alternativa na deposicao de filmes finos devido
ao baixo custo e flexibilidade, uma vez que ndo necessita de um sistema de vacuo para
realizar o processo. Este método refere-se a deposi¢do de um metal ou uma liga a partir de um
eletrolito atraves da passagem de corrente entre dois eletrodos localizados neste eletrdlito.
Desta forma os ions metalicos s&o reduzidos a atomos de metais em um eletrodo, conhecido
como cétodo ou eletrodo de trabalho (NABIYOUNI e FARAHANI, 2009).

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo de deteccdo, contendo um
componente bioldgico ativo (enzimas, anticorpos, antigenos, células entre outros) diretamente

acoplado a superficie de um transdutor, o qual converte um sinal bioldgico em sinal elétrico
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(FERREIRA et al., 2006). O principio de funcionamento de um biossensor magnetoel&stico é
ilustrado esquematicamente na Figura 5 (XIE et al., 2009).
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Figura 5. Principio operacional de um biossensor (Adaptado de XIE et al., 2009).

A determinacdo da frequéncia de ressonancia dos biossensores magnetoelésticos
ocorre através de um analisador de redes, conectado a uma bobina de captagéo (pick up coil),
o qual emite um sinal AC incidente a fim de excitar magneticamente a vibracdo longitudinal
do biossensor, conforme apresenta a Figura 6. Relacionando-se a dimenséo e as propriedades

do biossensor, o sinal resultante é comparado com o sinal incidente em um intervalo de
frequéncias conhecidas (HORIKAWA, 2013).
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Figura 6. Sistema de leitura de um biossensor magnetoelastico (Adaptado de HORIKAWA, 2013).

A imobilizacdo do patdgeno alvo na superficie do biossensor provoca um aumento de
massa e, consequentemente, a diminuicdo da frequéncia de ressonancia (descrito pela
Equacéo 2). Dependendo do tamanho do sensor, este possui um limite minimo de massa
detectavel (Amyn), descrito pela Equacdo 4, relacionado com o limite de deteccdo do sistema

de leitura das frequéncias.

_ ﬁfmm
min W (4)

Onde Afpmin corresponde & mudancga de frequéncia minima. Conhecendo-se o valor de
Afmin € @ massa do patdgeno alvo, a partir da Equacdo 5, é possivel determinar o ndmero
minimo de bactérias detectadas (Nmin) na superficie do biossensor (JAIN et al. 2001;
HORIKAWA, 2013).

'ﬂmmin

N_..B =
™" (massa do patdgena) 5)

A rugosidade da superficie dos sensores magnetoeldsticos € importante para
caracterizacéo dos filmes imobilizados e da morfologia das moléculas. Estudos realizados por
Possan (2015) afirmam que uma menor rugosidade da superficie pode melhorar as
verificacbes de frequéncia de ressonéncia, propiciando um melhor acoplamento da
monocamada auto-organizada. Uma topografia rugosa esta relacionada com a falta de

uniformidade das camadas que fazem parte da construcdo do biossensor.
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Possan et al. (2016) também relatam que uma superficie rugosa apresenta captacéo da
bactéria E. coli inferior em comparacdo ao biossensor de superficie lisa. A analise de um
biossensor polido também apresentou maiores variacbes na frequéncia de ressonancia,
significando maior captacdo de bactérias em relacdo a superficie rugosa. O polimento na
superficie do biossensor facilita a deposi¢cdo da monocamada auto-organizada, melhorando a

compactacao e posterior ligacdo com 0s anticorpos.

3.3 PATOGENO Escherichia coli

Relatada em 1885 pelo pediatra alemao Theodor Escherich (1857-1911) e pertencente
a familia Enterobacteriaceae, E. coli é uma bactéria Gram-negativa em forma de bastonete
(Figura 7). E. coli é um dos organismos mais comuns envolvidos em infec¢des na corrente
sanguinea e é capaz de adquirir resisténcia antimicrobiana facilmente (MAINIL, 2013).
Podendo ser encontrada no trato intestinal de seres humanos e animais, esta bactéria pode
crescer em meios anaerobios ou aerébios e é um indicador de contaminacdo na inddstria
alimentar, estando presente em alimentos frescos. E. coli também é a causa mais comum de
infeccBes do trato urinario, como a cistite e a pielonefrite (ADANY | et al., 2006 ; STROHL et
al., 2004).
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Figura 7. Micrografia de Escherichia coli (MICROBIOLOGY ATLAS, 2011).
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A dimens&o deste microrganismo varia entre 2 a 6 um de comprimento e 1 a 1,5 um
de largura e o meio Luria-Bertani € amplamente utilizado para cultivo desta bactéria, pois
permite rapido crescimento. E. coli é um organismo que cresce em temperaturas desde 7 °C

até 50 °C, com temperatura 6tima de crescimento a 37 °C.
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Se um numero de bactérias é inoculado no meio nutriente liquido e a contagem das
bactérias é realizada em intervalos frequentes, as fases caracteristicas de uma curva de
crescimento podem ser observadas, conforme ilustra a Figura 8 (SEZONOV et al, 2007;
LEVINSON e JAWETZ, 2005; ADAMS e MOSS, 1997; NATURDATA, 2011).

.
>

Log do numero de células
o

v
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Figura 8. Curva de crescimento caracteristico de bactérias. a) fase lag b) fase exponencial c) fase estacionéria e
d) fase de declinio (LEVINSON e JAWETZ, 2005).

Os métodos de contagem da E. coli podem ser feitos de modo direto, como a
centrifugagédo e massa seca ou determinagdes de forma indireta como a contagem de unidades
formadoras de coldnias (UFC) em placas (Figura 9). No método direto de centrifugacdo um
volume de cultura € centrifugado em um tubo capilar e a altura do sedimento é uma medida de
massa. Conhecendo-se o tamanho do microrganismo € possivel calcular o niUmero deste. Este
método ndo apresenta exatiddo, pois, deve-se considerar que as medidas de volume imido séo
pouco sensiveis, podendo ser aplicado na quantificacdo de leveduras, uma vez que séo
maiores e mais volumosas que bactérias. Na determinacdo em massa seca, a massa seca do
microrganismo € definida por unidade de volume de cultura, sendo mais satisfatéria, pois, ndo
leva em conta o contetido aquoso. Este método apresenta como desvantagem a necessidade de
grandes quantidades de cultura a fim de evitar erros nas medidas.

No método indireto de contagens de UFC, amostras de diluicGes seriadas séo
espalhadas em placas contendo meio de cultura sélido adequado e incubadas de forma a
permitir o desenvolvimento de colonias isoladas. O nimero de UFC.mL™ é obtido
considerando a diluicdo utilizada, variando de 30 a 300 por placa. Nesta técnica todas as
células permanecem na superficie do meio e a precisdo depende da dispersdo homogénea dos
organismos em cada diluicdo. Agitar a cultura antes de retirar a amostra e realizar diversas
placas para cada diluigdo contribuem para minimizar erros. O uso de culturas em fase lag e/ou

estacionaria também aumenta a exatiddo do método uma vez que o numero de coldnias



30
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

contadas representa 0 nimero de organismos vivos, ndo considerando aqueles que possam ter
morrido durante o plagueamento (BARBOSA e TORRES, 1999; BLACK, 2002; TRABULSI
e ALTERTHUM, 2008).

Figura 9. Crescimento de unidades formadoras de col6nia de Escherichia coli em meio de nutrientes adequado
(MICROBIOLOGY ATLAS, 2011).

O Centro de Controle e Prevencao de Doengas (CDC - Center for Disease Control and
Prevention) estima que 48 milhGes de pessoas adoecem por ano nos Estados Unidos por
doencas transmitidas através de alimentos, com cerca de 3000 mortes. Ainda de acordo com o
CDC, o tempo médio para diagnostico de E. coli é de 1 a 3 dias a partir da coleta da amostra.
A detecc¢do e quantificacdo rapida sdo primordiais para ambientes que requerem o controle de
patdgenos, sendo a utilizacdo de biossensores magnetoelasticos como um método alternativo
para esta funcdo, podendo ser acessados remotamente de forma reprodutivel e confiavel.

PadrBes e regulamentos sdo desenvolvidos por agéncias com o objetivo de assegurar
que o alimento recebido pelo consumidor seja saudavel, seguro e de qualidade. Além da
farinha de trigo relatada pela CDC, o leite também é um alimento comumente associado a
contaminagfes com bactérias e outras impurezas, sendo essencial o controle da qualidade
deste produto desde a saida do produtor rural até o consumo. Para o controle da qualidade do
produto, é muito importante a utilizacdo de um metodo robusto e sensivel, o que torna os
biossensores magnetoelasticos uma alternativa para as analises.

A Tabela 2 apresenta a quantidade maxima de bactérias permitida pela legislacdo para
0 fornecimento de leite cru, conforme descreve a Instrucdo Normativa n® 62 de 29 de
dezembro de 2011.
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Tabela 2. Concentragéo de bactérias permitida para fornecimento de leite cru (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E DESENVOLVIMENTO, 2011).

Concentracdo de bactérias

De 01/07/2014 a 30/06/2016 para regides Centro-Oeste,
Sudeste e Sul. De 01/07/2015 a 30/06/2017 para as 300 000 UFC.mL*
regides Norte e Nordeste
A partir de 01/07/2016 para regides Centro-Oeste,
Sudeste e Sul. A partir de 01/07/2017 para as regifes 100 000 UFC.mL™*

Norte e Nordeste

O limite de deteccdo de patdgenos com o uso de biossensores magnetoelasticos aponta
para 10? a 10* UFC.mL™, podendo ser aplicados com seguranca e confiabilidade no controle
da qualidade de leite e industria alimenticia em geral (XIE et al.,2009; SHEN et al., 2009,
RUAN et al., 2003, JING et al., 2010, HUANG et al., 2010; CHAI et al., 2013; POSSAN et
al., 2016).

3.4 UTILIZACAO DE TIOIS E ANTICORPOS NA FORMACAO DE ELEMENTOS DE
BIOCONJUGADOS

Para a deteccdo de um patdgeno especifico, elementos biocojugados sdo formados
mediante a escolha do anticorpo responsavel pela ligacdo com a bactéria presente no meio
contaminante. Compostos organicos com um grupo tiol em uma das extremidades e a outra
terminacdo da cadeia composta por acido carboxilico (R-COOH) ou aminas (R-NH;) podem
ser utilizados para a formacdo da SAM, especialmente para 0 uso com anticorpos, como a

cistamina, a cisteamina e o acido mercaptopropionico (HORIKAWA, 2013; SU et al., 2004).

3.4.1 A formacéo de camadas auto-organizadas

As monocamadas auto-organizadas representam um papel fundamental no
desempenho de biossensores devido a sua versatilidade, simplicidade, alta estabilidade e pela
capacidade de produzir estruturas ordenadas. Sao formadas ap6s a imersdo de uma superficie
solida ou liquida em uma solucdo diluida que contém moléculas funcionais. A superficie é
colocada em imersdo por um determinado tempo especificado, seguido com lavagem em
solvente e secagem (FERREIRA et al., 2006, CHAKI et al., 2001, LOVE et al., 2005).
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A formacéo das SAM é compativel com substratos metélicos (prata, ouro, platina,
entre outros), possibilitando a aplicacdo em biossensores. As SAMs permitem flexibilidade no
que diz respeito as aplicacdes, sendo dependentes da sua funcionalidade (hidrofilica ou
hidrofébica) ou da variacdo do comprimento da cadeia. A monocamada ao longo de uma
cadeia de alcanotiol, por exemplo, produz uma membrana na superficie capaz de imobilizar
moléculas bioldgicas (CHAKI et al., 2001; CANCINO, 2008). A formac¢do da monocamada é
afetada pela natureza e rugosidade da superficie (Figura 10), pelo solvente utilizado,
temperatura, tempo e concentracdo do composto aplicado. A vacancia monoatémica é um dos
tipos de defeitos encontrados na superficie de ouro, onde ocorre uma diminuicao de &tomos de
ouro presentes na superficie (MENDES, 2006).

Impurezas na Defeitos na rugosidade
superficie Vacancias da superficie
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Figura 10. Influéncia da topografia da superficie na formacao de monocamadas auto organizadas de alcanotidis
(CANCINO, 2008).

O etanol ¢ o solvente frequentemente utilizado no preparo e formacédo da SAM devido
ao bhaixo custo, baixa toxicidade e disponibilidade de obtelo-lo em elevada pureza. A cinética
de formacdo da SAM ¢ favorecida na temperatura de 25 °C, a qual os defeitos de compactagéo
sd0 minimizados. O efeito da temperatura é relevante durante os primeiros minutos de
formacdo das monocamadas, uma vez que é neste periodo que ocorre a maior parte da
adsorcéo e crescimento (LOVE et al., 2005).

O tempo de aplicacdo e a concentracdo do composto organico utilizado cooperam com
a formagéo da SAM. Uma vez que estes fatores sdo inversamente proporcionais, solucoes
com baixas concentrac@es de tidis requerem maior tempo de aplicacdo para a formacdo das
monocamadas (CHAKI et al., 2001; CANCINO, 2008; RANIERI et al., 2009). O substrato de

ouro é favoravel para a formagdo de monocamadas auto-organizadas, dado que o Au tem facil
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deposicdo de filmes finos e € um metal relativamente inerte (ndo oxida em temperaturas
inferiores ao seu ponto de fusdo). Outros metais com propriedades similares ao Au, como a
prata e o paladio, também podem ser aplicados na formacdo das monocamadas, porém sao
menos estudados (LOVE et al., 2005).

Além de oferecer vantagens como a flexibilidade e estabilidade quimica, na superficie
funcionalizada com Au ha a formacao facilitada da SAM atraves da ligacdo covalente com o
metal e o enxofre (Au-SR), resultando em uma estrutura ordenada e orientada conforme
apresentada na Figura 11. A interface metal-enxofre corresponde a regido de adsorcdo, na qual
a molécula de enxofre exibe o sitio de adsorcdo com a superficie funcionalizada pelo
substrato metalico. A interface organica condiz com a cadeia carb6nica responsavel pela
ligacdo da interface metal-enxofre para a organizacdo da SAM. O grupo terminal pode ter
funcionalidade varidvel, atribuindo a monocamada funcionalidades especificas, como ser
capaz de conectar-se com anticorpos (CHAKI et al., 2001; WINK et al., 1997; LOVE et al.,

2005).
} Grupo terminal
f ; ;;g} / Interface orgénica
(cadeia carbonica)
12232 L

Interface metal-enxofre

Substrato metalico

Figura 11. Monocamada auto-organizada em superficie de ouro (COELHO, 2011).

O processo de formagdo da SAM pela adsorcdo de tidis em substrato metalico de
ouro envolve trés etapas: a quebra da ligagdo S-H, a formacéo da ligagdo Au-SR e a liberagéo
para 0 meio do céation H*, conforme representa a Reacdo 1 de adsorcdo. A intensidade
energética da ligacdo entre Au e S é de aproximadamente 40 kcal.mol™, podendo ser
considerada como uma ligacdo covalente. A energia envolvida na ligacdo Au-SR torna a
SAM de tidis em ouro mais estavel em comparacao a outras técnicas de obtencdo de filmes
macromoleculares (CANCINO, 2008; SCHLENOFF et al., 1995; ULMAN, 1996; COELHO,
2011).

RSH(50|) + AU(S) > RSAU(S) + 1/2H2(50|) (1)
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Na etapa inicial de formagdo da SAM ha uma rapida adsorcéo, seguida pela fase de
desenvolvimento e organizacdo dependentes do tempo. Em poucos minutos de aplicacdo, ha
um aumento da espessura da monocamada (80-90%) e, posteriormente, este progresso torna-
se lento (cerca de horas) para maximizar a compactacdo das moléculas e minimizar possiveis
defeitos na formagédo da monocamada (Figura 12) (CANCINO, 2008; COELHO, 2011).

oL Seehase 1 B

Figura 12. a) etapa de adsorcao rapida b) com posterior crescimento lento e ¢) formacao da monocamada auto-
organizada (Adaptado de CANCINO, 2008).

3.4.1.1 A formacdo de camadas auto-organizadas com o uso de cistamina, a cisteamina e

acido mercaptopropidnico

Nos biossensores, as monocamadas com grupos terminais —NH, e -COOH séo
amplamente utilizadas para imobilizacdo de biomoléculas. Em geral, as SAMs de cadeia
longa fornecem alta cobertura e sdo mais estaveis termodinamicamente quando comparado a
tidis de cadeia curta, devido a diferenca na forca das interacbes ndo covalentes entre as
cadeias organicas. Em oposicao, as monocamadas de cadeia curta facilitam a transferéncia de
elétrons durante a sua formacgdo ocasionando uma maior sensibilidade do biossensor
(MENDES, 2006, MOCCELINI, 2001).

A molécula de cistamina (C4H12N,S;) é um dissulfito de cadeia longa que apresenta
em sua estrutura dois grupos amina (NH>) e dois a&tomos de enxofre (S) em cada uma de suas
extremidades, conforme ilustra a Figura 13a (MOSSANHA, 2011). A formagéo da SAM
ocorre através do rompimento da ligacdo entre os 4tomos de enxofre, conforme apresenta a
Figura 13b.

Em caso particular, a cistamina origina dois tiois, dado que a quebra da ligacdo S-S
libera dois atomos de enxofre para a ligagdo com o Au, favorecendo assim um acoplamento
mais proximo de cada molécula em relacdo a outros tipos de SAM (MOSSANHA, 2011,
GALLI, 2009; WIRDE e GELIUS, 1999; MENDES, 2006).
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Figura 13. a) estrutura quimica da cistamina (GALLI, 2009) e b) formacdo da SAM em superficie de Au com o

uso de cistamina (MOSSANHA, 2011).

A cisteamina (C,H;NS) é um tiol com estrutura semelhante a cistamina, porém
apresenta um atomo de enxofre e um grupo amina em cada uma das extremidades da cadeia,
sendo de cadeia curta, conforme ilustra a Figura 14a. Do mesmo modo que a cistamina, a
formacdo da SAM ocorre pela quebra da ligacdo com o enxofre e adsorve sobre a superficie
de ouro, conforme apresenta a Figura 14b (MENDES, 2006).
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Figura 14. a) estrutura quimica da cisteamina (Adaptado de MENDES, 2006) e b) formacdo da SAM em
superficie de Au com o uso de cisteamina (Adaptado de MOSSANHA, 2011).

A molécula de acido mercaptopropiénico (HSCH,CH,COOH) também ¢é um tiol de
cadeia curta (possui somente trés atomos de carbono em sua estrutura) com um atomo de
enxofre (S) e um grupo carboxilico (COOH) na sua extremidade, conforme apresenta a Figura
15a (NETO, 2012; MOSSANHA, 2011). Para haver a formagdo da SAM, o MPA rompe a
ligagdo S-H, quando imobilizado na superficie de Au, conforme ilustra a Figura 15b,
permitindo a obtencdo de uma monocamada organizada e orientada (MOSSANHA, 2011).
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Figura 15. a) estrutura quimica do acido mercaptopropiénico (NETO, 2012) e b) formacdo da SAM em

superficie de Au com o uso de acido mercaptopropidnico (MOSSANHA, 2011).

3.4.2 Anticorpos como elemento de bioreconhecimento

Os anticorpos (Ac) sdo proteinas reativas encontradas em todos os tecidos e no
plasma, pertencentes a classe das globulinas, chamadas imunoglobulinas (lg), devido a sua
estrutura globular. Estas proteinas possuem alto grau de afinidade e especificidade, com

capacidade para localizar, detectar, reconhecer e ligar-se ao patdgeno alvo. Produzidos pelos

linfocitos-B, atuam na defesa do organismo através do sistema imunoldgico. O anticorpo é

combinado com a mesma estrutura do antigeno (molécula alvo), formando uma ligacao

especifica entre ambos (ligacdo antigeno-anticorpo). A estrutura do anticorpo consiste em
quatro cadeias polipeptidicas, com geometria em forma de “Y”: duas leves (L) e duas pesadas

(H), conectadas entre si por ligacdes bissulfidicas, conforme ilustra a Figura 16 (HOPKINS,

2009; MANDAL, 2012; FIALHO, 2011).

Ligaghes
bissulfidicas

Cadera L ———»

Cadeia H———»

" «——— Cadela |

4— Cadeia H

Figura 16. Representagdo da estrutura basica do anticorpo (BENJAMINI, 2002).
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As imunoglobulinas possuem duas regides principais de ligacdo: a porcdo Fab
(fragmento de ligacdo ao antigeno — do inglés, fragment antigen binding) e a porcdo Fc
(fragmento cristalizavel) (Figura 17). A regido Fab corresponde a regido de ligacdo ao
antigeno e a regido Fc é capaz de formar ligacdes com Vvarios tipos de estrutura, inclusive a
grupamentos amina, carboxil e sulfidril (BENJAMINI, 2002; FIALHO, 2011; MIRANDA,
2014).

Ligacdo do
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Figura 17. Representagdo da estrutura basica do anticorpo (Adaptado de BENJAMINI, 2002).

3.4.2.1 Acoplamento de anticorpos na superficie modificada com tiois

Compostos ligantes conhecidos como agentes de reticulagdo (crosslinking) sao
utilizados para ligacdo das moléculas de anticorpo sobre a superficie do sensor modificada
guimicamente por monocamadas auto-organizadas. Estes compostos tem facilidade de reagir
com grupos funcionais desejados de um anticorpo, criando intermediérios altamente reativos
que proporcionam a ligagdo com os grupos funcionais da superficie.

A cistamina e a cisteamina podem ser utilizadas para criar grupos sulfidrilo em
proteinas (anticorpos), através da conjugacdo de um dos seus grupos amino terminais com 0s
carboxilatos (COO’) da proteina utilizando uma reacdo carbodiimida como agente de
reticulagdo. As carbodiimidas sdo utilizadas para mediar a formacdo de ligacdes amida por
meio da interacdo de grupamentos carboxilatos ou fosfatos com uma amina. O
dicicloexilcarbodiimida (DCC) e o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) sdo

carbodiimidas utilizadas para esta finalidade. O EDC é comumente utilizado, uma vez que
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reage rapidamente com carboxilatos para formar um éster ativo intermediario (O-Acylisourea)
que reage com um nucleofilo, como uma amina primaria, para a formacdo da ligacdo amida
(Figura 18). A reacdo pode ocorrer em pH de 4,7 a 7,5 com 0 uso de uma variedade de
solugdes tampdes (HARMANSON, 2008a).
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O-Acylisourea

Figura 18. Reacdo entre o anticorpo e a cistamina intermediada por carbodiimida (HARMANSON,2008a).

O 4cido mercaptopropidnico utiliza o EDC e o Sulfo-NHS (N-
Hidroxisulfosuccinimida) como agente de reticulagdo para ativacdo do grupo terminal

carboxilico (-COOH) presente na estrutura deste composto, conforme ilustra a Figura 19.
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Figura 19. Conjugacéo de MPA e anticorpo intermediada por EDC e Sulfo-NHS (HARMANSON, 2008b).
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O Sulfo-NHS por meio de formacao de seu intermediario (éster), que apresenta maior
estabilidade frente ao formado pelo EDC, ao interagir com o grupamento amina presente no

anticorpo, promove a formacéo da ligacao amida pela conjugacéo (Figura 20).

O (”)1—(

R/”\N,R' —— |-S(CH,),-C-NH
H

‘ Superficie do sensor
funcionalizada com Au
Ligagdo amida formada pela

conjugagao de MPA e anticorpo
intermediada por EDC e NHS

Figura 20. Superficie do sensor com MPA e anticorpo conjugado (Adaptado de FUNG e WONG, 2001).

A formacdo da ligagdo amida ocorre via formacdo do intermediario reativo instavel, o
O-Acylisourea da molécula de EDC e o grupamento carboxilato. A vantagem da adicdo de
Sulfo-NHS para reacdes com EDC é a de aumentar a solubilidade e estabilidade do produto
intermediario ativo (HARMANSON, 2008b, BRAIEK et al., 2012, JUNIOR, 2010).

3.5 ANALISE DA SUPERFICIE DOS BIOSSENSORES MAGNETOELASTICOS

O desenvolvimento de técnicas de microscopia de varredura por sonda, como a
microscopia de forca atdmica consiste em uma poderosa ferramenta no estudo da organizagéo
estrutural das monocamadas auto-organizadas. Uma vez que a formacdo da SAM e posterior
ligagdo com o anticorpo especifico do patégeno-alvo é fortemente afetada pela rugosidade da
superficie, a técnica de AFM desempenha um importante papel na quantificacdo deste
parametro (LOVE et al., 2005; NETO et al., 2007).

3.5.1 A AFM para analise da superficie dos sensores magnetoelasticos

A AFM fornece imagens da topografia da superficie, em escala nanométrica, movendo
mecanicamente a sonda pela amostra e utiliza interacdes de Van der Waals para estudar as
propriedades da superficie (HENKE et al., 2001; RAITERI et al., 2001). Inventada em 1986
por Gerd Binnig, Calvin Quate e Christoper Gerber (SANTOLIN, 2009), a AFM baseia-se na
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varredura da superficie estudada por meio de uma ponteira (triangular ou retangular) de
dimensdes muito reduzidas, aproximadamente 100 a 200 um de comprimento € menos que 20
nm de didmetro, integrada em um cantilever flexivel, formando uma sonda (Figura 21). A
AFM proporciona a visualizagdo de superficies em nivel atdbmico de diferentes naturezas
(metais, peliculas organicas, polimeros, amostras bioldgicas entre outros) e em diversos meios

como vacuo, pressao atmosférica e meios liquidos (FERREIRA et al., 2006).

Cantilever

Ponta

Figura 21. Representagdo de uma sonda de AFM (SANTOLIN, 2009).

A amostra é fixada em um disco metalico e colocada sobre uma base de cerdmica
piezoelétrica, fixada por um imad. A sonda aproxima-se da amostra, a base de ceramica
piezoelétrica movimenta a amostra, mantendo a forca de interacdo constante e a analise da
morfologia da superficie é dada pelo deslocamento vertical do cantilever.

A sonda varre a amostra (ou a amostra € deslocada sob a sonda) e os diferentes
acidentes topograficos encontrados na superficie provocam variacbes na interacdo que
acarretam em diferentes deflexdes. Os movimentos sdo identificados por um sensor no qual é
refletido um feixe de laser e um controlador, conectado a um computador que processa as
informagdes gerando as imagens (BRUSHAN et al., 2011, TANG et al., 2004). Dentre as
vantagens de utilizacdo desta técnica, destacam-se a praticidade e versatilidade do
equipamento, uma vez gque as amostras necessitam de pouco ou nenhum preparo (COSTA,
2010).

O equipamento pode ser operado em trés diferentes modos: contato, ndo-contato e
contato intermitente. A Figura 22 ilustra a relacdo entre a forca de interacdo e a distancia

ponta-amostra para os trés modos de operacao.
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Figura 22. Relacdo entre a forca de interacdo e a distancia ponta-amostra para os modos de opera¢do do AFM
(COSTA, 2010).

No modo contato a forca interatbmica entre a ponta e a amostra € repulsiva e o
cantilever ¢ mantido a poucos Angstrons de distancia entre a superficie e a amostra. A
constante de forca do cantilever determina a forga aplicada sobre a amostra favorecendo a
obtencdo de imagens de alta resolucdo em superficies lisas e rigidas. A compressdo entre a
ponta e amostra e as forcas geradas podem causar dificuldades no movimento da ponta,
gerando danos a superficie, principalmente em amostras maleaveis, devendo ser evitado em
amostras bioldgicas e organicas.

No modo ndo-contato a forca interatbmica entre a ponta e a amostra € atrativa e o
cantilever é mantido de dezenas a centenas de Angstrons de distancia entre a superficie e a
amostra. Neste modo, a ponta oscila em alta frequéncia (100 kHz a 400 kHz), a poucos
nanémetros acima da superficie e a forca total entre a ponta e a amostra é muito baixa (10
N ou inferior em liquidos e 107 N em ar). A ponta é sensivel a forcas, como interacdes de
Van der Waals, durante as oscilacdes e o efeito dessas forcas sobre a amostra pode ser
utilizado para obter informacdes sobre a topografia da superficie. Este modo ndo tem
aplicabilidade geral devido a instabilidade entre a ponta e as for¢as adesivas da superficie e a
resolucdo reduzida pela distancia ponta-amostra que é relativamente grande.

O modo intermitente, também chamado de semi-contato ou tapping, possui
caracteristicas intermediarias entre os outros dois modos. Neste, a ponta fica mais proxima da
amostra, de maneira que tenha-se um contato intermitente, utilizado para contornar as
limitagdes impostas pelos outros modos. A oscilacdo do cantilever € proxima da frequéncia de

ressonancia, podendo ser aplicado na analise de materiais mais maleaveis como materiais
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bioldgicos, polimeros e em amostras muito rugosas (ZAVALA, 2008; TANG et al., 2004;
ALMEIDA, 2010).

Celédon et al (2006) utilizaram imagens de AFM com diferentes magnificacdes (2500
nm?, 1000 nm? e 250 nm?) para determinar a rugosidade de filmes de ouro depositados pelo
método de sputtering sob diferentes condi¢Ges. Ayoub e Beaulieu (2013) utilizaram a técnica
para avaliar a morfologia de filmes de ouro depositados sobre silicio. Varios autores também
estudam o parametro de rugosidade de SAM depositada em ouro através da técnica de AFM.
Briand et al (2007) investigaram a formacdo de SAM de &cido 1-mercapto-11-decandico,
acido 1-mercapto-6-hexanol e cistamina sobre o ouro e também a imobilizacéo de proteina A
sobre as SAM estudadas, comparando os dados de rugosidade obtidos para as duas situacoes.

A ponta do AFM pode ser modificada quimicamente, a fim de torna-la sensivel a
interacGes moleculares especificas. Esta técnica é chamada de Microscopia de Forca Quimica
(CFM — Chemical Force Microscopy) e pode ser utilizada para investigar forcas entre grupos
moleculares distintos e mapear a distribuicdo de grupos funcionais especificos. A ponta é
capaz de gerar contraste dependente das propriedades quimicas da amostra, através do sinal
de fase (modo tapping), indicando a adesdo entre a ponta e a amostra e podendo ser medido
simultaneamente com a topografia (MOREAU, 2005).

Através da CFM é possivel mapear a informacdo quimica da superficie e quantificar as
forcas adesivas ou repulsivas associadas a materiais inorganicos e bioldgicos da superficie,
através do controle de interagdes quimicas entre a ponta e a amostra. O método de
monocamadas auto-organizadas é amplamente utilizado para funcionalizar pontas e
superficies (Figura 23) (STEFFENS et al, 2012; TANG et al., 2004).

Ponta do AFM
Raiode 10-20nm

Transporte Molecular

Substrato de ouro

Figura 23. Ponta de AFM modificada quimicamente com uma monocamada auto-organizada (Adaptado de
TANG et al., 2004).
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A SAM ¢ formada pela imersdo da ponta do AFM em uma solu¢do contendo
moléculas funcionais em um tempo especifico. Com a ponta revestida, uma molécula quimica
pode ser depositada sobre a superficie da amostra durante a varredura, formando
nanoestruturas quimicas sobre a superficie. Interacfes especificas entre antigeno e anticorpo
também podem ser analisadas pela técnica (STEFFENS et al, 2012; TANG et al., 2004,
OUERGHI et al., 2002).

A perspectiva neste trabalho é que a técnica de AFM possa fornecer imagens
topogréficas das superficies analisadas, sendo possivel a obtengdo e avaliacdo de parametros
de rugosidade. Espera-se que a investigacdo da superficie modificada com os diferentes tidis
empregados informe caracteristicas da deposicdo destes compostos relevantes a
homogeneidade e dispersdo. Deseja-se também que a espécie patogénica conectada ao
anticorpo especifico ocasione uma alteracdo da massa na superficie do biossensor e,
consequentemente, a variagdo na frequéncia de ressonancia, sugerindo a captacdo e deteccao

do microrganismo.
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A liga amorfa magnetoelastica funcionalizada com Au e 0 processamento do sensor
magnetoelastico por micro serra, proporcionam a dimensdo adequada e consistem nas partes
iniciais para a montagem do biossensor. A deposic¢do dos diferentes tiois empregados (CYS,
MPA e CYSTE) remetendo a formacéo de elementos bioconjugados com o uso de anticorpos
é primordial para a ligacdo com o patdgeno alvo. As analises de frequéncia de ressonancia
fornecidas pelo analisador de rede sdo realizadas para a verificagdo do comportamento e

desempenho do biossensor magnetoelastico.

4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

4.1.1 Liga amorfa magnetoeléstica

A liga amorfa magnetoelastica 2823MB3 foi adquirida pela empresa americana
Metglas Company. Disposta na forma de bobinas, apresenta 30 um de espessura e largura de
2 polegadas (METGLAS, 2011). Para melhorar a sensitividade, a fita foi polida, até a
espessura de 15 pm, a fim de tornar a superficie plana e uniforme, conforme a metodologia
descrita por Possan (2015).

Figura 24. Liga amorfa magnetoelastica Metglas 2826MB3.

4.1.2 Reagentes, vidrarias e equipamentos

Os reagentes e vidrarias utilizados nos experimentos foram disponibilizados pelo

Laboratorio de Genémica, Protebmica e Reparo de DNA (LGPRD) situado no Instituto de
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Biotecnologia (1B) da Universidade de Caxias do Sul (UCS), conforme descreve o Anexo | —
Quadro 1. Os equipamentos utilizados nos ensaios foram disponibilizados pelo LGPRD e pelo
Laboratorio de Caracterizacdo Magnética (LCM) da UCS, conforme descreve o Anexo | —
Quadro 2.

4.1.3 Microrganismo

A contaminacéo de biossensores foi realizada com a cepa de Escherichia coli O6 biotype
1 (Migula) Castellani and Chalmers ATCC25922. Esta cepa foi mantida congelada a
temperatura de -20 °C em solucdo de leite em p6 20 % m/m.
4.1.4 Meio de cultura

Selecionou-se 0 meio de cultura Luria Bertami para o crescimento de E. coli utilizada nos
ensaios. As diluicBes e 0 processo de esterilizacdo seguem em acordo com Sezonov et al.

(2007). A composicdo dos meios solido e liquido utilizados esta descrita na Tabela 3.

Tabela 3. Meios de cultura sélido e liquido para crescimento de Escherichia coli (SEZONQV et al., 2007).

Meio solido (% m/v) Meio liquido (% m/v)
Triptona 1,5% 1,5%
Peptona 0,5% 0,5%
NaCl 0,05% 0,05%
Agar 1,5% -
Agua destilada Até 100% Até 100%

4.1.5 Anticorpos

Os anticorpos primério Anti-E. coli ab137967 (4,5 mg.mL™) e secundério Goat Anti-
Rabbit IgG H&L Alexa Fluor 488 (2 mg.mL™) foram adquiridos pela ABCAM fracionados e
mantidos sob refrigeracdo a temperatura -20 °C.
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4.2 CARACTERIZAC}AO DOS BIOSSENSORES MAGNETOELASTICOS
4.2.1 Analises microscopicas dos biossensores magnetoelasticos

As andlises de AFM foram realizadas em Scanning Probe Microscopy SPM 9700 da
Shimadzu no modo tapping e os parametros de funcionamento foram ajustados para efetuar a
varredura em uma area de 1 pm? e 10 pm? (AYOUB e BEAULIEU, 2013, CELEDON et al.,
2006, BRIAND et al., 2007, OUERGHI et al, 2002). Utilizou-se ponteiras de silicio NCHR-
10. Os dados coletados séo interpretados pelos parametros de rugosidade média absoluta (Ra),
do desvio padrdo da distribuicdo das alturas da superficie (Rq) e da assimetria do perfil de
distribuicdo (Rsk) e foram obtidos através das imagens com area de 1 pm? pelo software do
equipamento. Os valores obtidos condizem com a média aritmética de trés imagens em
diferentes locais de varredura.

O parametro Ra informa uma descri¢do geral das variacfes de altura da amostra e é
definido como a rugosidade média absoluta medida a partir da linha média ao longo do
comprimento da superficie, conforme ilustra a Figura 25. A definicdo matematica para este
parametro é dada pela Equacédo 6, onde n representa o nimero de intersec¢des do perfil até a
linha média (GADELMAWLA et al., 2002).

6)

Figura 25. Representacdo grafica do parametro de rugosidade média absoluta (Ra) (Adaptado de
GADELMAWLA et al., 2002).

O parémetro Rq, também conhecido como RMS (root mean square), € a linha que

divide o perfil de modo que a soma dos quadrados da altura seja igual a zero. Este parametro
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representa o0 desvio padrdo das alturas da superficie e é definido pela Equacdo 7
(GADELMAWLA et al., 2002).

|1 n

Rq = |—Z | ¥2 |
Iﬂz'=1

N (7)

O parametro Rsk é sensivel a vales profundos ou picos altos e utilizado para medir a
assimetria do perfil a partir da linha média, definido matematicamente pela Equacdo 8, onde
N corresponde ao nimero de pontos. Uma distribuicdo simétrica de picos e vales possui Rsk =
0. Perfis com picos removidos ou vales profundos apresentam valor de Rsk negativo (Figura
26a) e perfis com vales preenchidos ou picos altos possuem Rsk positivo (Figura 26b)
(GADELMAWLA et al., 2002).

i=1 (8)
a) Perfil Distribuicio
| ' ‘
} e |
SEvwmess nCEativa
b) 2 Distribuica
Perfil s a0
\ \
\
' \
Mewness positiva

Figura 26. Representagao grafica do parametro de assimetria de distribuicéo das alturas da superficie a) para

superficie com Rsk negativa e b) para superficie com Rsk positiva (Adaptado de GADELMAWLA et al., 2002).

As analises de microscopia eletronica de varredura foram realizadas por Scanning
Electron Microscopy da TESCAN modelo MIRA 3. A microscopia de fluorescéncia, utilizada

para verificar a interacdo entre a bactéria e o anticorpo, foi realizada em microscopio de
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fluorescéncia Olympus BX3/BX53 para emissdo de 488 nm (Filtro 2) e as imagens

registradas pelo software Cellsens.

4.2.2 Analises das frequéncias de ressonancia

A andlise das frequéncias de ressonancia dos biossensores foi realizada pelo analisador
de redes E5061B HP/Agilent. O equipamento apresenta graficos de frequéncia de ressonancia
com marcadores pré-dispostos para informar os valores especificos de picos de ressonancia.
Os valores séo obtidos do analisador de rede e ordenados em planilhas para utilizagdo no

Microsoft Office Excel.

4.2.3 Crescimento e contagem das bactérias

A bactéria E. coli foi transferida para uma placa de Petri com o meio LB sélido a
partir da amostra original. Decorrido o tempo de crescimento (£20 h em estufa a 37 °C), uma
unidade formadora de col6nia foi utilizada para inoculacdo e posterior crescimento em 100
mL de meio LB liquido nas mesmas condic6es, com agitacdo de 100 rpm, proporcionado o
caldo de bactérias para iniciar a dilui¢do seriada (GUIA DE MICROBIOLOGIA, 2015).

A diluicdo seriada foi realizada com solu¢do tampédo PBS (phosphate buffered saline)
pH 7,4 a partir do concentrado de bactérias. Iniciou-se com 0,9 mL de solucdo de PBS e 0,1
mL de solucdo de bactérias, até a escala 1.10° permitindo a contagem das unidades
formadoras de colénia em meio semissolido. Para cada analise foram feitas novas suspensdes
de bactérias e a concentracdo foi determinada a partir da média da contagem de UFC de trés
placas. A contaminacio nos biossensores se deu com solucéo de E. coli concentrada em 10°
UFC.mL™ para os trés ti6is analisados.

4.3 METODOLOGIA

A Figura 27 representa o fluxograma da metodologia utilizada no processo de

elaboracdo dos biossensores.
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Figura 27. Fluxograma do procedimento experimental para elaboragdo dos biossensores.
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4.3.1 Funcionalizagdo da superficie do sensor magnetoelastico

O processo de sputtering foi realizado pelo grupo de pesquisa do Instituto de Fisica da
Universidade de S&o Paulo (IFUSP) em cooperagdo com o professor Antonio Domingues dos
Santos. O processo de deposicdo de Au por eletrodeposigéo foi realizado com anodo de ago
inox 304, 8-10 V; 2 A.dcm™, tempo de 2 minutos, pH 11 e volume de eletrélito de 150 L pela

empresa Celvi Revestimentos Galvanotécnicos.
4.3.2 Dimensionamento da fita magnetoelastica

A fita utilizada na analise de deteccdo da bactéria E. coli foi dimensionada de forma
que possua boa sensitividade e possibilidade de manuseio. O tamanho utilizado foi de 5 mm
de largura e 1 mm de altura. Apds a deposicdo de Au, a fita amorfa foi processada com serra
microdicing saw em cooperacdo com o Centro de Tecnologia da Informacdo Renato Archer
(CTI) em Campinas — SP.

4.3.3 AplicagBes de tidis com solugdes de cistamina, cisteamina e &cido

mercaptopropidnico sobre os biossensores magnetoelasticos

Apos a deposicdo de Au e o processamento de corte, os sensores foram lavados em
ultrassom com solucdo de Etanol/Metanol 1:1 estando prontos para a deposi¢do dos tidis na
superficie. A deposicdo de cada composto estudado (CYS, MPA e CYSTE) foi feita em meio
liqguido com etanol na concentracdo de 20 mM pelo tempo de 24 horas sob agitacdo de
aproximadamente 1700 rpm em temperatura ambiente (23 °C +2 °C). Ap6s a deposicao, 0
sensor foi lavado com o meio diluente para remover moléculas ndo ligantes e transferido para
um micro tubo de reacdo de 250 pL (Eppendorf) (BALL et al, 2003; POSSAN et al., 2016).

4.3.4 Aplicacdo de anticorpo sobre a superficie do biossensor magnetoelastico

modificada com 0s compostos tiois

O anticorpo primério Anti-E. coli ab137967 foi diluido para a concentragdo de 0,02
mg.mL™ com PBS (pH 7,4). Nos sensores com cistamina e cisteamina foi adicionado EDC 20

mM em proporgdo 1:100 com o anticorpo e incubado por 2 horas na temperatura de 37 °C.
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Nos sensores com &cido mercaptopropidnico foi adicionado EDC 15 mM e Sulfo-NHS 35
mM pelo tempo de 2 horas em temperatura ambiente e posterior adicdo do anticorpo diluido
por 2 horas a 37 °C. Ap0s a aplicacdo do anticorpo, o biossensor foi lavado com PBS (pH 7,4)
a fim de remover ligagdes ndo especificas. Para a anélise em microscopia de fluorescéncia, o
anticorpo secundério foi diluido para a concentragdo de 0,008 mg.mL™ com PBS (pH 7,4)
(HARMANSON, 2008a,b; BALL et al, 2003; BRAIEK et al, 2012).

4.3.5 Contaminacdo do biossensor com a cultura de bactérias e andlise das frequéncias

de ressonancia

Apds a aplicacdo do anticorpo o biossensor foi contaminado com a suspensao de
bactérias de concentracdo conhecida e foram realizadas as leituras de frequéncia de
ressonancia. As leituras foram verificadas durante 60 minutos, tomadas em intervalos de 2
minutos (POSSAN, 2015). Ao tempo inicial foi verificado o valor da frequéncia de
ressonancia e registrado como valor zero.

Considerando o peso e a dimensdo do patogeno utilizado, os valores de variagdo de
frequéncia verificados foram utilizados para calcular a sensitividade massica por bactéria e os
limites de deteccédo dos biossensores, a partir das Equacgdes 3, 4 e 5 descritas na se¢do 3 deste
trabalho.

4.3.6 Estimativa do limite de deteccdo, eficiéncia e analise estatistica dos biossensores
magnetoelésticos

Para estimar o limite de deteccdo dos biossensores foi considerado o método do
desvio padréo da diferenca disposto em Skoog, 2014. Este método considera a raiz quadrada
da diferenca dos quadrados entre o desvio padrdo médio do sensor contaminado (S1) e o

desvio padrdo médio do sensor branco (S2), conforme descreve a Equagéo 9.

§= 512 — 522 o

A eficiéncia dos biossensores foi estimada a partir da variagdo maxima de frequéncia

de ressonancia obtida para um biossensor de tamanho 5 x 1 mm, sendo de 376 Hz,
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considerando a variagcdo maxima de frequéncia de ressonéncia dos biossensores testados com
os diferentes tiois (POSSAN et al., 2016).

A andlise de variancia (ANOVA) é a metodologia estatistica empregada para avaliar a
significancia dos fatores e interaces, permitindo que varios grupos sejam comparados ao
mesmo tempo. A analise ANOVA fornece os dados da soma dos quadrados (SQ), os graus de
liberdade (GL), a média dos quadrados (MQ), o valor Fcacuado, 0 Valor P e 0 valor Ftico. Para
testar a hipdtese referente aos efeitos dos grupos utiliza-se o Teste F, comparando 0 Feaculado
com 0 Feritico- Se 0 valor calculado for maior que o critico existem diferencas significativas
entre os grupos provocada pelo fator controlavel em estudo. Outra maneira de avaliar as
diferencas significativas é através do valor p. Se o valor P for menor ou igual ao nivel de
significancia (o), as diferencas entre os grupos também serdo significativas (ANI et al, 2012;

VIEIRA, 2006; SKOOG, 2014).
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51 AVALIACAO E CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE DOS SENSORES
MAGNETOELASTICOS

As superficies rugosa, lisa e polida das fitas magnetoelasticas foram cobertas pelo
processo de sputtering com uma camada de aproximadamente 130 nm de Cr e 115 nm de Au
(POSSAN, 2015). A Figura 28 representa a microscopia de forca atdbmica da fita
magnetoelastica.
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Figura 28. Representacdo da microscopia de forca atdbmica a) superficie rugosa as cast b) superficie lisa
as cast c) superficie polida as cast d) superficie rugosa com recobrimento de Cr/Au por sputtering e) superficie

lisa com recobrimento de Cr/Au por sputtering f) superficie polida com recobrimento de Cr/Au por sputtering.

E possivel observar que a deposicdo de Cr e Au na superficie da fita magnetoelastica é
caracterizada por grdos de diferentes tamanhos distribuidos na superficie. A Tabela 4
apresenta a analise quantitativa dos parametros de rugosidade avaliados.
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Tabela 4. Parametros de rugosidade obtidos através da microscopia de forca atbmica para as superficies rugosa,
lisa e polida as cast e com deposicdo de Cr/Au pelo processo de sputtering.

- Superficie com deposicdo de Cr/Au
Superficie as cast _
pelo processo de sputtering

Rugosa Lisa Polida Rugosa Lisa Polida

*Ra(nm) 13,1462 2408  09%02 129+20 4706 2,801
**Rq(hm) 165+43  3,6+11 1106 170#30 59+10 3501
***Rsk  05%0,1 -06%0,1 0400 0501 0600  0,020,0

*Ra: rugosidade média absoluta
**Rq: desvio padrdo das alturas da superficie

***Rsk: assimetria do perfil de distribui¢do

A altura da superficie foi avaliada nos parametros de Ra e Rq. Em todas as superficies,
observa-se que Rq é, em média, 30% maior que Ra corroborando com resultados obtidos por
Shindo et al. (2013) no estudo da rugosidade por AFM em substrato de mica e silicio com
deposicdo de Au por sputtering. Verifica-se que a superficie polida apresenta menores valores
de Ra e Rq em relacdo as demais. Possan (2015) estudou a rugosidade de fitas Metglas
2826MB3 com rugosimetro e também observou menor Ra para a superficie polida apontando
que a reducdo da rugosidade é importante para proporcionar uma SAM mais dispersa,
resultando em um melhor acoplamento com o anticorpo e, consequentemente, uma maior
captacdo de bactérias.

A superficie rugosa apresenta um valor positivo de Rsk, consistente com a presenca de
picos elevados para fora do plano. A superficie lisa, inicialmente com Rsk negativo, conduz
uma superficie com picos largos e vales profundos, porém ap6s a deposicdo de Cr/Au, este
parametro torna-se positivo. A superficie polida apresenta topografia com menor diferenca
entre picos e vales perante as demais, uma vez que possui menor valor de Rsk. Apds a
deposicdo de Cr/Au este parametro aproxima-se do valor Otimo (zero), com leve
deslocamento para a direita. Segundo Celedon et al. (2006) filmes com Rsk proximos ao valor
zero apontam uma topografia mais simétrica sendo indicados para aplicagdes tecnoldgicas,
uma vez que os vales e 0s picos possuem quase a mesma distribuicao.

As superficies lisa e rugosa também foram revestidas com Au pelo processo de
eletrodeposicdo. As imagens de AFM sdo representadas na Figura 29 e a Tabela 5 contempla

a analise quantitativa dos parametros de rugosidade avaliados.
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Figura 29. Representagdo da microscopia de forga atdbmica a) superficie rugosa com recobrimento de Au por

eletrodeposicao b) superficie lisa com recobrimento de Au por eletrodeposicéo.

Tabela 5. Pardmetros de rugosidade obtidos através da microscopia de forca atbmica para as superficies rugosa e

lisa com deposicdo de Au pelo processo de eletrodeposicao.

Rugosa Lisa
*Ra (nm) 12,3 £1,6 4,4 +0,3
**Rq (nm) 15,2 £1,8 5104
***Rsk 0,9+0,0 0,09 +0,0

*Ra: rugosidade média absoluta
**Rq: desvio padrdo das alturas da superficie

***Rsk: assimetria do perfil de distribui¢do

Como pode ser observado nos dados dispostos na Tabela 5, a deposicdo de Au por
eletrodeposicdo demonstrou menores valores de Ra e Rq em comparagdo ao processo de
sputtering. Através das imagens obtidas, também é possivel constatar a distribuicdo dos
aglomerados de Au na superficie da fita magnetoelastica. Relacionando com as imagens das
superficies com deposicdo de Cr/Au pelo processo de sputtering, os aglomerados de ouro
aparentam estar mais uniformemente distribuidos. Este fato também pode ser confirmado com
a skewness, onde a simetria das superficies revestidas por eletrodeposi¢do € mais uniforme
quando comparada as superficies revestidas por sputtering, devido ao Rsk ser menor.

A andlise de Rutherford Backscattering Spectroscopy (RBS) apontou uma espessura
de 123 nm de Au para as fitas revestidas pelo processo de eletrodeposicdo, conforme ilustra a
Figura 30a. Contudo, esta analise apresentou £20% de orificios na superficie, provenientes do
processo de eletrodeposicdo, os quais foram confirmados com a microscopia eletronica de
varredura (Figura 30b). Desta forma, estas fitas foram inutilizadas para construcdo dos
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biossensores magnetoelasticos, uma vez que uma superficie com orificios pode comprometer
a deposi¢do da monocamada, influenciando no desempenho do biossensor magnetoelastico.
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Figura 30. a) espectro RBS do filme de Au depositado por eletrodeposi¢do (Instituto de Fisica da Universidade
de Sédo Paulo — IFUSP) e b) representacédo da micrografia FESEM comprovando a presenca de orificios na

superficie revestida com filme de Au por eletrodeposigdo.

Apo6s a andlise dos parametros de rugosidade avaliados, a superficie polida com
deposicdo de Cr/Au por sputtering foi escolhida para realizar a constru¢do do biossensor
magnetoelastico por possuir menores valores de Ra e Rq e melhor distribui¢do topografica

(Rsk = 0,02) em relacdo as demais superficies analisadas. A Figura 31 ilustra a micrografia

FESEM desta superficie.

Figura 31. Representacdo da micrografia FESEM do sensor magnetoelastico de superficie polida revestida com

Cr/Au pelo processo de sputtering em diferentes magnificages.
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Conforme j& evidenciado na imagem obtida pelo AFM (Figura 26f), o filme de cromo
e ouro depositados é caracterizado por grdos arredondados com tamanhos que variam,
aproximadamente, de 10 a 200 nm. A morfologia das particulas de ouro varia com o0 método e

com as condic¢des de preparacédo (FISCHER, 2011).

5.2 CONSTRUCAO DOS BIOSSENSORES MAGNETOELASTICOS

5.2.1 Avaliacdo da superficie com cistamina, contaminacdo e analise de frequéncia de

ressonancia dos biossensores magnetoelasticos

Sobre a superficie polida revestida com Cr/Au pelo processo de sputtering foi aplicada
uma concentracdo de 20 mM de CYS para a deposicdo da SAM. Conforme sugerido por
Mossanha (2011), para que ocorra a quebra da ligacdo entre os atomos de enxofre da
molécula de CYS e garantir a formacdo efetiva e estdvel da monocamada, o tempo indicado
para deposicdo da SAM sobre a superficie de Au é de 24 h. Decorrido este tempo, a superficie
foi analisada em AFM e FESEM, conforme representam as Figuras 32 e 33, respectivamente.
A Tabela 6 contempla os dados obtidos da analise quantitativa dos parametros de rugosidade

avaliados.
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Figura 32. Representagdo da microscopia de forca atdbmica da superficie do biossensor magnetoelastico com

cistamina em diferentes areas de analise.
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Tabela 6. Parametros de rugosidade obtidos através da microscopia de forca atdmica para a deposicdo de
cistamina sobre a superficie de ouro do sensor magnetoelastico.

Parametros Superficie com Au Superficie com cistamina

*Ra (hm) 2,8 10,1 28,6 5,7

**Rq (nm) 3,50,1 33,8+4,0
***Rsk 0,02 £0,0 0,1+0,0

*Ra: rugosidade média absoluta
**Rq: desvio padrdo das alturas da superficie

***Rsk: assimetria do perfil de distribui¢do

Observa-se que o biossensor com cistamina apresentou valores de Ra e Rq
aproximadamente 10 vezes maiores em relacdo ao sensor com deposicao de Au, evidenciando
que a superficie de ouro foi modificada pela monocamada. O pardmetro Rq representa o
desvio padrdo da distribuicdo de altura da superficie (GADELMAWLA et al., 2002). Assim,
se uma determinada superficie apresentar um perfil com desvios pouco significativos os
valores de Rq e de Ra tendem a ser similares. Nos dados dispostos na Tabela 4 observa-se que
os valores de Ra e Rg sdo muito préximos, indicando que a superficie apresenta poucas

irregularidades.
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Figura 33. Representacdo da micrografia FESEM da superficie do biossensor magnetoelastico com cistamina

em diferentes magnificaces.
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Na micrografia FESEM (Figura 31) € perceptivel a presenca de uma camada densa e
com formacéo de aglomerados. O fundo do sensor também pode ser observado indicando que
ndo houve uma cobertura total da area disposta. Os riscos associados ao processo de
polimento também sédo visiveis e um melhoramento no processo de tratamento da superficie
do sensor magnetoelastico pode melhorar a deposicdo da SAM durante a sua formacéo
(POSSAN et al., 2016; MENDES, 2006).

Apols a deposicdo de CYS executou-se o protocolo de aplicacdo de anticorpos,
intermediado por EDC e cinco biossensores foram testados sob as mesmas condicdes. Os
dados de Af coletados, juntamente com o sensor branco, estéo ilustrados no gréfico da Figura
34.
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Figura 34. Variagdo de frequéncia de ressonancia média dos 5 biossensores testados com deposicao de
cistamina juntamente com o sensor branco.

Os dados obtidos mostram que até 30 minutos hd uma alta taxa de captacdo de
bactérias, havendo saturacdo da superficie do biossensor apds este tempo, relacionada as
ligagBes de anticorpos dispostas para as bactérias. A variacdo méxima (média) de frequéncia
de ressonancia foi de 220 Hz. Verificam-se também valores altos de desvio padrdo nos
tempos iniciais, podendo ser explicado pela disposicdo de bactérias e variacdo nas ligacOes
com os anticorpos. O sensor branco é composto somente por cistamina e representa uma

variacdo de frequéncia de ressonancia de 8,2 Hz.
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Supondo a massa de uma unidade de bactéria E. coli (1x10™ kg), a partir da equacdo
da sensitividade maéssica do biossensor (Equacgdo 3) é possivel mensurar, aproximadamente, a
sensitividade por bactéria através da razdo destes dois parametros. Como proposto por
Horikawa (2013), dividindo os valores médios de Af coletados pela sensitividade por bactéria,
obtém-se as unidades aproximadas de bactérias captadas pela dimensdo do biossensor
magnetoelastico. Na Figura 35 sdo contemplados os valores de média de Af convertidos em

unidades de bactérias captadas pela dimensdo do biossensor em funcéo do tempo.
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Figura 35. Bactérias captadas na superficie do biossensor testado com deposicao de cistamina.

E possivel observar que a quantidade maxima de bactérias captadas é 1,15x10°,
havendo uma permanéncia de captacdo apos 30 minutos, corroborando com os resultados
obtidos por Possan et al. (2016). A curva apresenta caracteristica sigmoide e entre 0s
modelos matematicos frequentemente utilizados para curvas ndo-lineares estdo o Sigmoidal
Logistic, o Sigmoidal Boltzmann e o Sigmoidal Gompertz. A funcéo sigmoide possui ponto de
inflexdo, no qual ocorre a taxa maxima de variacdo da funcdo. Até o ponto de inflexdo, o
grafico apresenta concavidade para cima (derivada segunda positiva), no ponto de inflexdo a
funcdo apresenta derivada segunda nula, e dai em diante, apresenta concavidade para baixo
(derivada segunda negativa) (FLORENTINO et al, 2010; MENDES, 2011). Com o uso do
software Origin 9.0, o ajuste Sigmoidal Logistic foi escolhido para interpretar os resultados

obtidos neste estudo devido aos parametros fornecidos e as aplicagdes em biossensores
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magnetoelasticos (HORIKAWA, 2013; POSSAN et al, 2016). A equacdo matematica que
representa este modelo é dada por:

(A1 — A2)
(1 + (x/x0)7)

y=A2 +

Onde os pardmetros Al, A2, X, X0 e p sdo respectivamente, a quantidade de bactérias
inicial, a quantidade de bactérias final, o tempo, o tempo relacionado ao ponto médio da
inclinacdo e a poténcia de inclinacdo. Esta andlise ainda fornece 0s posicionamentos
percentuais de taxas de ligacdes de bactérias para uma curva ndo linear, representado pelos
pontos EC20, EC50 e EC80 (GADAGKAR e CALL, 2015). A Figura 36 ilustra o gréafico de
bactérias captadas em funcdo do tempo com o ajuste Sigmoidal Logistic.
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Figura 36. Bactérias captadas na superficie do biossensor testado com deposi¢do de cistamina com ajuste

Sigmoidal Logistic.

O ponto EC20 informa que 20% das bactérias foram captadas em 2,95 minutos,
correspondendo & 2,98.10° bactérias e representando uma taxa de ligacdo 1,01.10° bactérias
por minuto. O ponto EC50 ocorre em 10,26 minutos e representa 6,72.10° bactérias captadas
na superficie do biossensor, correspondendo, neste ponto, a taxa de ligacdo de 6,54.10
bactérias por minutos. A maioria das bactérias disponiveis (80%) sdo captadas na superficie

do sensor em até 35,64 minutos, conforme informa o ponto EC80. Este tempo corresponde a
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1,13.10° bactérias captadas e, neste ponto, a taxa de ligacdo é de 3,18.10" bactérias por
minuto. O coeficiente de correlacdo apresentou R? = 0,99, expressando que o modelo
matematico escolhido é apropriado para representar os valores observados, dado que o R?
variade O a 1.

Para representar a presenca de bactérias E. coli na superficie do biossensor, foi
realizada a microscopia de fluorescéncia, conforme apresenta a Figura 37. Utilizando o
microscopio de fluorescéncia, a verificacdo da presenca de bactérias que ligaram-se com o
anticorpo secundario e consequentemente com o anticorpo primario € possivel, uma vez que 0

anticorpo secundario estd marcado com fluoresceina (Alexa Fluor 488).

Figura 37. Representagdo da microscopia de fluorescéncia do biossensor com deposic¢do de CYS a) biossensor

branco b) biossensor com a presenga da bactéria Escherichia coli.

Observa-se que ha uma maior concentracdo de bactérias em algumas regides do
biossensor magnetoelastico, formando inclusive aglomerados de bactérias que podem ser
evidenciadas pela coloracdo esverdeada. As regides mais escuras ao fundo indicam a auséncia

de bactérias.

5.2.2 Avaliacéo da superficie com acido mercaptopropidnico, contaminacao e analise de

frequéncia de ressonancia dos biossensores magnetoelasticos

A deposicdo da SAM de acido mercaptopropionico sobre o sensor magnetoelastico
polido e revestido com Cr/Au pelo processo de sputtering também foi avaliada com AFM e
FESEM, conforme ilustram as Figuras 38 e 39, respectivamente. A Tabela 7 contempla os

dados obtidos da analise quantitativa dos parametros de rugosidade avaliados.
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Figura 38. Representagdo da microscopia de forca atdmica da superficie do biossensor magnetoelastico com

acido mercaptopropidnico em diferentes areas de analise.

Tabela 7. Pardmetros de rugosidade obtidos através da microscopia de forga atbmica para a deposicéo de &cido

mercaptopropibnico sobre a superficie de ouro do sensor magnetoeldstico.

Superficie com &cido

Pardmetros Superficie com Au .
mercaptopropionico
*Ra (nm) 2,8 +0,1 47,1 46,1
**Rq (nm) 3,5+0,1 60,2 £3,1
***Rsk 0,02 £0,0 0,08 £0,0

*Ra: rugosidade média absoluta
**Rq: desvio padrdo das alturas da superficie

***Rsk: assimetria do perfil de distribuicdo

Na Figura 36, é possivel observar regides com contrastes mais acentuados, onde as
regides claras e escuras indicam variagdes de espessura. A topografia da superficie com MPA
apresenta um aumento de aproximadamente 17 vezes nos parametros de Ra e Rg em relacdo a
superficie com Au indicando a modificagdo da superficie pela monocamada. O aumento
destes pardmetros com deposicdo de MPA também foi observado por Mishra et al. (2012) e
Smith et al. (2011). A superficie com MPA apresentou maior Ra e Rgq quando comparada
com a superficie com CYS, porém uma diferenca maior entre os valores de Ra e Rq é

evidenciada, sugerindo uma camada pouco dispersa.
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Figura 39. Representagdo da micrografia FESEM da superficie do biossensor magnetoeléastico com acido

mercaptopropibnico em diferentes magnificagdes.

Na micrografia FESEM n&o observa-se a presenca de placas como na superficie com

CYS, mas aglomerados dispersos deixando em evidéncia o fundo do sensor magnetoelastico,

resultando em uma monocamada pobre e pouco difundida.

Apds a deposicdo de MPA executou-se o protocolo de aplicacdo de anticorpos,

intermediado por EDC e Sulfo-NHS e cinco biossensores foram testados sob as mesmas

condigdes. Os dados de Af coletados, juntamente com o sensor branco, estdo ilustrados na

Figura 40.
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Figura 40. Variacao de frequéncia de ressonancia média dos 5 biossensores testados com deposicao de acido

mercaptopropifnico juntamente com o sensor branco.
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Verifica-se que ha bastante variagdo de Af até o tempo da saturacdo da superficie
(aproximadamente 35 minutos), resultando em altos valores de desvio padréo e dificuldade de
reprodutibilidade. O sensor branco, composto apenas por MPA, representa uma variacao
média de frequéncia de ressonancia de 11,6 Hz. Comparando os biossensores com deposicao
de CYS e MPA, este Ultimo apresentou maior capacidade de captacdo de bactérias, com uma
diferenga de 89,2 Hz (Afma: 310 Hz), porém com altos valores de desvio padrdo, néo
apresentando confiabilidade.

As variacdes na disposicdo e orientacdo dos anticorpos colaboram para a falta de
reprodutibilidade dos biossensores com SAM terminada em COOH. Conforme indica Chen et
al. (2003) superficies modificadas com SAM terminada em NH, possuem mais sitios ativos
para a ligagdo com o antigeno do que superficies modificadas com SAM terminada em

COOH (Figura 41).
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Figura 41. a) anticorpos ligados em superficie com SAM terminada em NH, e b) anticorpos ligados em
superficie com SAM terminada em COOH (Adaptado de CHEN et al., 2003).

Da mesma forma, os dados de variacdo de frequéncia foram convertidos em

quantidade de bactérias captadas, conforme ilustrado na Figura 42.
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Figura 42. Bactérias captadas na superficie do biossensor testado com deposigdo de acido mercaptopropidnico.
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Com os dados de variacdo de frequéncia convertidos em quantidade de bactérias
captadas é avaliado que a quantidade méxima de bactérias captadas é 1,62x10°. O ajuste

matematico Sigmoidal Logistic também foi realizado (Figura 43).
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Figura 43. Bactérias captadas na superficie do biossensor testado com deposicao de acido mercaptopropi6nico

com ajuste Sigmoidal Logistic.

O ajuste matematico informa que o ponto EC20 ocorre em 3,27 minutos, havendo
captacdo de 20% das bactérias dispostas, correspondendo a 2,87.10° bactérias e representando
uma taxa de ligagdo 8,77.10* bactérias por minuto. No tempo de 13,31 minutos ocorre o ponto
EC50 e informa que 9,42.10° bactérias foram captadas na superficie do biossensor,
correspondendo, neste ponto, & taxa de ligacdo de 7,08.10* bactérias por minutos. O ponto
EC80 representa 80% das bactérias captadas. Ocorre em 54,22 minutos, condizendo com
1,57.10° bactérias captadas e corresponde a taxa de ligacdo de 2,91.10* bactérias por minuto.
O coeficiente de correlacdo do modelo matematico escolhido apresentou R? = 0,98, indicando
novamente um bom ajuste.

Para representar a presenca de bactérias E. coli na superficie do biossensor, foi

realizada a microscopia de fluorescéncia (Figura 44).
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Figura 44. Representacdo da microscopia de fluorescéncia do biossensor com deposicdo de MPA a) biossensor

branco b) biossensor com a presenga da bactéria Escherichia coli.

Na avaliacdo de microscopia de fluorescéncia destes biossensores é constatado uma
distribuicdo de bactérias menos uniforme em relacdo ao biossensor anterior e varias regides
com auséncia de bactérias. Estas evidéncias indicam estar relacionadas com a falta de
uniformidade na deposicdo do MPA sobre a superficie do biossensor e nas variagdes das
ligagbes de anticorpos com este composto, comprovando a falta de confiabilidade dos
biossensores testados com o uso de MPA.

5.2.3 Avaliacdo da superficie com cisteamina, contaminacéo e analise de frequéncia de

ressonancia dos biossensores magnetoelasticos

Da mesma forma, a deposicdo da SAM de cisteamina sobre 0 sensor magnetoelastico
polido revestido com Cr/Au foi avaliada com AFM e FESEM, conforme representam as
Figuras 45 e 46, respectivamente. A Tabela 8 contempla os dados obtidos da andlise

quantitativa dos parametros de rugosidade avaliados.

Figura 45. Representa¢do da microscopia de forca atdbmica da superficie do biossensor magnetoelastico com

cisteamina em diferentes areas de analise.
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Tabela 8. Parametros de rugosidade obtidos através da microscopia de forca atbmica para a deposicdo de

cisteamina sobre a superficie de ouro do sensor magnetoelastico.

Parametros Superficie com Au Superficie com cisteamina
Ra (nm) 2,80,1 20,0 £1,3
Rqg (nm) 3,501 25,6 £2,2
Rsk 0,02 £0,0 0,07 £0,0

*Ra: rugosidade média absoluta
**Rq: desvio padrdo das alturas da superficie

***Rsk: assimetria do perfil de distribui¢do

A microscopia de forca atbmica da superficie com cisteamina apresentou um aumento
dos parametros Ra e Rq de aproximadamente 7 vezes em relagdo a superficie com Au,
apontando a modificacdo pela monocamada. Neste caso, os valores de Ra e Rq também sao
proximos, sugerindo que esta superficie apresenta poucas irregularidades. Variacdes de

espessura podem ser observadas através das regides claras e escuras.
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Figura 46. Representacdo da micrografia FESEM da superficie do biossensor magnetoelastico com cisteamina

em diferentes magnificaces.

Através da micrografia FESEM, é possivel observar que a deposicdo de cisteamina
também ndo envolve totalmente a superficie do sensor, porém uma continuidade no filme
depositado pode ser verificada, diminuindo os espagos vazios, o que favorece a construg¢do do

biossensor magnetoelastico.
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Sobre a superficie modificada com CYSTE executou-se o protocolo de aplicagdo de
anticorpos, intermediado por EDC, e novamente cinco biossensores foram testados sob as
mesmas condicdes. Os dados de variacdo de frequéncia coletados juntamente com o sensor

branco estéo ilustrados na Figura 47.
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Figura 47. Variagdo de frequéncia de ressonancia média dos 5 biossensores testados com deposicao de

cisteamina juntamente com o sensor branco.

Os biossensores testados com a deposicdo de cisteamina também apresentaram
saturacdo em aproximadamente 35 minutos. Baixos valores de desvio padréo sdo observados,
indicando uma monocamada dispersa, favorecendo a ligacdo de anticorpos através do grupo
terminal amina. O sensor branco, composto por cisteamina, também apresentou menores
valores em relacdo aos demais, com uma frequéncia de ressonancia média de 4,1 Hz. A
Figura 48 ilustra os dados de variacdo de frequéncia convertidos em quantidade de bactérias

captadas na superficie do biossensor.
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Figura 48. Bactérias captadas na superficie do biossensor testado com deposigdo de cisteamina.



70
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A variagdo maxima (média) da frequéncia de ressonéncia foi de 272,18 Hz
correspondendo a captacdo de 1,45.10° bactérias. Este valor é inferior aos biossensores
testados com a SAM de acido mercaptopropioénico e maior em relacdo a SAM de cistamina.
Apesar do MPA e da CYSTE serem tiois de cadeia curta e diferenciarem-se somente pelo
grupamento terminal, Mendes (2006) sugere que a monocamada formada por CYSTE é mais
estavel, pois necessita de maior energia para se desprender do metal e o grupamento terminal
amina facilita a transferéncia de elétrons durante a formacdo da SAM. Da mesma forma que
0s biossensores anteriores, o ajuste ao modelo matematico Sigmoidal Logistic também foi

realizado (Figura 49).
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Figura 49. Bactérias captadas na superficie do biossensor com deposicéo de cisteamina com ajuste Sigmoidal

Logistic.

O ajuste dos dados ao modelo matematico Sigmoidal Logistic informa a ocorréncia do
ponto EC20 em 4,82 minutos, representando 4,90.10° bactérias captadas a taxa de 1,01.10°
bactérias por minuto. No tempo de 11,88 minutos 7,76.10° bactérias sdo captadas na
superficie do biossensor & uma taxa de 6,53.10* bactérias por minuto, correspondendo a 50%
das bactérias captadas. O ponto EC80 representa 1,42.10° bactérias captadas em 29,28
minutos com uma taxa de captacao de 4,85.10* bactérias por minuto.

Em todos os casos € observada uma diminui¢do da taxa de ligagdo com o passar do
tempo, indicando o tempo de saturacdo. Na superficie com deposi¢cdo de MPA o ponto EC80
ocorre somente em 54 minutos, diferentemente das superficies com CYS e CYSTE onde este
ponto ocorre em torno de 35 e 30 minutos respectivamente, condizentes com,

aproximadamente, o tempo de saturagdo da superficie do biossensor magnetoelastico. Isso
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indica uma melhoria na superficie com CYSTE quando comparada com os demais tidis
analisados, onde a ligacdo das bactérias com o0s anticorpos ocorre mais rapidamente
apresentando maior potencial de captacdo do patdgeno.

A presenca de bactérias na superficie do biossensor com deposicdo de CYSTE

também foi representada por microscopia de fluorescéncia, conforme ilustra a Figura 50.

Figura 50. Representa¢do da microscopia de fluorescéncia do biossensor com deposi¢do de CYSTE a)

biossensor branco b) biossensor com a presenca da bactéria Escherichia coli.

A microscopia de fluorescéncia dos biossensores testados com deposicdo de CYSTE
também apresenta regides sem bactérias, porém uma melhor dispersdo das bactérias sobre a
superficie e poucos aglomerados sdo observados, evidenciando um melhoramento nestes
biossensores. A imagem mais uma vez constata que a variacdo da frequéncia de ressonancia

foi devido as bactérias ligadas na superficie.

53 LIMITES DE DETECCAO E EFICIENCIA DOS BIOSSENSORES
MAGNETOELASTICOS

O limite de deteccdo informa a concentragdo minima detectavel dos biossensores
magnetoelasticos. A Tabela 9 contempla os valores do limite de detecc¢éo estimados para cada
composto testado.
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Tabela 9. Limites de deteccdo para os biossensores testados com deposi¢do de CYS, MPA e CYSTE para
deteccdo de Escherichia coli.

Biossensor com Biossensor Biossensor com

CYS com MPA CYSTE
Smed (HZ) 9,02 33,13 4,13

Limite de deteccéo (bactériamL™)? 4,7.10* 1,7.10° 2,1.10*
Limite de deteccéo (ng.mL™) ? 46,9 173,0 21,7

8 Horikawa, 2013 ; Possan et al, 2016

O biossensor com deposicdo de MPA apresentou 0 maior limite de deteccao, seguido
pelo biossensor com deposicdo de CYS e CYSTE. Novamente o biossensor com CYSTE
mostrou melhores resultados em comparacdo aos demais compostos analisados confirmando
um melhoramento na utilizacdo deste composto para a formagéo de SAM.

A eficiéncia dos biossensores pode ser estimada considerando que a varia¢do da
frequéncia de ressonancia maxima para sensores de 5 x 1 mm com captacédo de E. coli é 376
Hz (POSSAN et al., 2016). A Tabela 10 apresenta a eficiéncia estimada dos biossensores
testados considerando o valor tedrico de 376 Hz como variacdo méxima de frequéncia de

ressonancia.

Tabela 10. Eficiéncia estimada para os biossensores testados com deposi¢do de CYS, MPA e CYSTE para
deteccdo de Escherichia coli.

Af tesrico (HZ) Af maximo (HZ) Eficiéncia (%)
Biossensores com CYS 220,8 58,7
Biossensores com MPA 376,0 310,0 82,4
Biossensores com CYSTE 272,1 72,3

O biossensor de superficie modificada com MPA apresentou maior eficiéncia em
relacdo aos demais, porem conforme ja discutido anteriormente, estes biossensores néo
apresentaram confiabilidade e reprodutibilidade. Assim, 0s biossensores testados com
CYSTE, quando comparado aos biossensores analisados com CYS, apresentaram maior
eficiéncia evidenciando um aprimoramento na utilizacdo deste composto para deteccéo de E.

coli com o uso de biossensores magnetoelasticos.
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5.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS EXPERIMENTAIS OBTIDOS COM O USO
DE BIOSSENSORES MAGNETOELASTICOS

A Tabela 11 apresenta os dados utilizados na analise estatistica e a Tabela 12
contempla a analise ANOVA dos dados experimentais obtidos com o ajuste matematico
Sigmoidal Logistic para a quantidade de bactérias capturadas na superficie do biossensor

magnetoelastico com cada diferente tiol estudado.

Tabela 11. Dados experimentais de captacdo de bactérias na superficie do biossensor magnetoelastico com cada

diferente ti6l estudado obtidos com o ajuste matematico Sigmoidal Logistic.

o _ Bactérias captadas com diferentes tidis
Posicionamentos percentuais

CYS MPA CYSTE

Ec 20 2,98.10° 2,87.10° 4,90.10°

Ec 50 6,72.10° 9,42.10° 7,76.10°

Ec 80 1,13.10° 1,57.10° 1,42.10°
Captacdo maxima 1,37.10° 1,99.10° 1,60.10°

Tabela 12. Analise ANOVA dos dados experimentais obtidos com o ajuste matematico Sigmoidal Logistic para

a quantidade de bactérias capturadas na superficie do biossensor magnetoelastico com cada diferente tiol

estudado.

Fonte da variagdo SQ GL MQ  Feaiculado  Valor P Feitico
Fator A* 3,04.10" 3 1,01.10% 4425 00001 3,28
Fator B** 2,21.10" 2 1,0.10" 483 00560 3,46
Erro 1,37.10" 6 2,29.10%

Total 3,40.10" 11

*Fator A: posicionamentos percentuais

**Fator B: diferentes tidis

Observa-se nos dados da Tabela 12 que os valores de Fcyculado Mostraram-se maiores
em comparagdo com 0 Fgitico € 0 valor P também apontou ser menor que o nivel de
significancia (o= 0,1). Assim, com 90% de significancia é possivel afirmar que ha diferencas
significativas entre os grupos, provocada pelo fator controlavel de estudo, ou seja, pelo
diferente tiol empregado. Realizou-se também a comparacdo multipla de médias pelo método
de Duncan, conforme exibe a Tabela 13. A diferenca sera significativa se a comparacao das
médias for maior que o limite de decisdo (Ld).
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Tabela 13. Comparagdo multipla de médias dos dados estatisticos obtidos com os biossensores

magnetoelasticos.

Fator A Fator B
Ld: 3,02.10° Ld: 2,62.10°
Ordem crescente Ordem crescente
Comparacao Comparacéo
das médias das médias
Ec20 3,56.10° 4,40.10°
Ec50 7,96.10° 5,74.10° CYS 8,67.10° 2,03.10°
Ec80 1,37.10° 2,80.10° CYSTE 1,07.10° 1,30.10°
Méaximo 1,65.10° 1,65.10° MPA 1,20.10° 3,33.10°

Os dados dispostos na Tabela 13 informam que, no caso dos posicionamentos

percentuais (Fator A), a diferenca é significativa somente em EC20 e EC50, ndo apresentando

diferenca significativa entre o ponto EC 80 e o ponto maximo. Os dados obtidos com o0s

diferentes tidis (Fator B) informam que ndo ha diferenca significativa entre o uso de CYS e

CYSTE, a diferenga ocorre somente com o0 uso de MPA.

A analise estatistica realizada aponta que é indiferente o uso de CYS e CYSTE, porém

vale ressaltar que o uso de CYSTE apresentou maior captacdo de bactérias, menor limite de

deteccdo e maior eficiéncia em relacdo a CYS. A utilizacdo de CYSTE também mostrou ser

mais estavel em comparacao aos demais tidis testados, uma vez que a média do desvio padréo

para este composto foi de 4,16 Hz, enquanto que para CYS e MPA foram 9,07 Hz e 33,14 Hz,

respectivamente.



6 CONCLUSOES

O AFM demonstrou ser uma ferramenta Gtil nas analises das fitas magnetoelasticas. A
escolha de operacdo do equipamento no modo tapping para realizar a varredura nas imagens
mostrou-se adequada para quantificar os parametros de rugosidade avaliados. As superficies
lisa e rugosa revestidas pelo processo de eletrodeposicdo apresentaram menores valores de
rugosidade em relacéo as superficies com deposicéo de Cr/Au por sputtering, porém orificios
foram observados, podendo comprometer o processo de construcdo dos biossensores, sendo
necessario investir mais tempo na melhoria e aprimoramento deste processo. A superficie
polida revestida com Cr/Au pelo processo de sputtering apresentou menores valores de Ra e
Rq e melhor perfil de distribuicdo em relacdo as superficies lisa e rugosa revestidas pelo
mesmo processo, sendo escolhida para a construcao dos biossensores magnetoelasticos.

O desempenho dos biossensores magnetoelasticos para a deteccdo de E. coli foi
investigado frente a deposicdo de diferentes tidis. As andlises de AFM das superficies com
cistamina, &cido mercaptopropidnico e cisteamina permitem afirmar que a superficie foi
modificada com os compostos estudados, devido ao aumento de Ra e Rg em relacdo a
superficie com Au. Os dados de variacdao de frequéncia de ressonancia analisados permitem
concluir que a maior captacdo de bactérias na superficie do biossensor ocorre em até
aproximadamente 35 minutos, havendo saturacdo da superficie apds este tempo. Os
biossensores com deposicdo de MPA mostraram um aumento na captacdo de bactérias em
relacdo aos biossensores com CYS e CYSTE, porém altos valores de desvio padrdo foram
observados, dificultando a reprodutibilidade e confiabilidade do dispositivo.

Os biossensores testados com deposicdo de CYSTE apresentaram melhores resultados
em relacdo aos biossensores testados com CYS, confirmando o que apresenta a literatura, que
tios de cadeia longa podem passivar a superficie, diminuindo a transferéncia de elétrons e
consequentemente a sensibilidade do dispositivo. Os biossensores com CYSTE também
apresentaram menor limite de deteccdo apontando um melhoramento na utilizacdo deste
composto para deteccdo de E. coli. De maneira geral, os resultados foram favoraveis para a
deteccdo da bactéria E. coli, evidenciando que o tamanho da cadeia carbénica e o grupamento
terminal influenciam na eficacia da imobilizacdo deste patdogeno em biossensores

magnetoelasticos.



7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

E consideravel avaliar o desempenho dos biossensores magnetoelasticos frente
diferentes concentracdes de bactérias e diferentes patogenos. A sensibilidade do dispositivo
pode ser melhorada, reduzindo o tamanho do sensor. Outro fator importante para a
comercializacdo do dispositivo é qualificar a estabilidade do biossensor proposto. A formacao
da SAM pode ser investigada pela técnica de microscopia de tunelamento por varredura (STM
— Scanning Tunneling Microscope). Estudar a hidrofobicidade dos diferentes tiois
empregados. A avaliacdo das interacdes antigeno-anticorpo com a técnica de funcionalizagdo
de pontas de AFM também pode sem empregada.
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APENDICE

Quadro 1. Dados de rugosidade das superficies rugosa, lisa e polida as cast dos sensores magnetoelastico.

Superficie rugosa Superficie lisa Superficie polida
Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3
Ra (nm) 9,8 19,3 104 3,7 18 1,7 0,6 18 0,3
Rq(nm) | 13,6 234 127 54 3,0 2,4 1,0 2,0 0,3
Rsk (hm) | 105 018 032 | -146 -0,72 0,18 | -006 0,70 0,72

Quadro 2. Dados de rugosidade das superficies rugosa, lisa e polida dos sensores magnetoelastico revestidas

com Cr/Au pelo processo de sputtering.

Superficie rugosa Superficie lisa Superficie polida
Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3
Ra (nm) 10,1 16,0 128 4,6 4.4 4,1 283 306 2,65
Rqg (nm) 125 185 20 7,5 55 4,7 362 3,77 332
Rsk (hm) | 047 017 106 | 1,13 044 042 | -018 0,33 -0,07

Quadro 3. Dados de rugosidade das superficies rugosa e lisa dos sensores magnetoelastico revestidas com Au

pelo processo de eletrodeposigao.

Superficie rugosa Superficie lisa
Al A2 A3 Al A2 A3
Ra (nm) 13,3 13,6 9,8 3,8 4,5 4,8
Rq (nm) 16,4 16,8 12,5 4,7 5,6 6,1
Rsk (nm) 0,87 0,94 0,96 0,22 0,13 -0,09

Quadro 4. Dados de rugosidade da superficie polida dos biossensores magnetoelésticos com deposicéo de CYS,

MPA e CYSTE.
Superficie com CYS Superficie com MPA | Superficie com CYSTE
Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3
Ra (nm) 20,0 30,8 35,1 48,1 33,6 59,6 22,0 18,9 19,1
Rg (nm) 25,8 34,6 41,1 67,7 42,2 70,7 29,1 25 22,9
Rsk (nm) | 062 005 -019 | 0,33 068 -0,77 | 0,09 0,04 0,08
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Quadro 5. Dados de variacdo de frequéncia de ressonancia (Hz) para os biossensores testados com deposicdo de

CYS.
Tempo (min) Sensor 1 Sensor 2 Sensor 3 Sensor 4 Sensor 5

0 0,00 0 0 0 0

2 37,50 37,50 42,75 50,50 58,25
4 37,50 98,75 47,75 75,50 92,75
6 75,00 118,75 64,50 131,50 92,75
8 75,00 126,75 82,75 128,25 131,00
10 93,75 137,50 105,50 141,50 149,75
12 146,25 156,25 137,50 147,25 154,00
14 148,50 137,50 150,50 146,25 169,25
16 173,75 146,25 154,75 155,00 168,75
18 168,50 147,25 156,25 165,00 182,25
20 198,75 155,00 144,50 185,75 179,50
22 198,75 159,00 164,50 180,75 193,00
24 206,50 170,25 172,50 192,25 201,25
26 202,75 175,00 168,25 200,50 190,25
28 207,75 186,25 182,50 209,25 197,75
30 206,75 202,50 195,50 207,25 206,50
32 210,00 195,00 194,25 218,25 212,50
34 218,50 200,00 204,00 226,25 217,75
36 218,50 209,25 210,25 224,25 225,25
38 223,50 207,25 208,00 225,50 221,00
40 222,75 214,50 212,50 224,25 226,00
42 223,00 218,25 219,75 221,50 220,00
44 226,75 216,50 216,75 223,50 226,00
46 224,50 212,25 212,00 224,50 223,75
48 224,75 215,25 212,75 221,75 222,50
50 225,75 217,50 219,75 223,50 223,25
52 225,75 206,50 219,75 226,25 219,00
54 224,50 207,25 215,75 226,25 221,25
56 226,75 213,25 216,75 225,25 222,00
58 225,00 211,75 215,00 223,50 222,75
60 223,00 211,75 219,00 221,75 223,75
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Quadro 6. Dados de variacdo de frequéncia de ressonancia (Hz) para os biossensores testados com deposicdo de

MPA.
Tempo (min) Sensor 1 Sensor 2 Sensor 3 Sensor 4 Sensor 5

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

2 47,25 50,00 50,00 31,25 62,50
4 68,75 76,67 56,25 25,00 68,75
6 148,50 120,00 62,50 43,75 343,75
8 187,50 175,00 137,50 31,25 287,50
10 200,00 216,67 100,00 50,00 287,50
12 206,25 225,00 118,75 50,00 275,00
14 225,00 250,00 125,00 50,00 268,75
16 257,50 258,33 175,00 68,75 287,50
18 287,50 250,00 212,50 68,75 287,50
20 300,00 275,00 193,75 62,50 268,75
22 306,25 300,00 212,50 56,25 268,75
24 306,25 300,00 225,00 68,75 287,50
26 325,00 291,67 231,25 56,25 268,75
28 306,25 300,00 250,00 87,50 287,50
30 300,00 300,00 250,00 181,25 268,75
32 306,25 300,00 256,25 275,00 281,25
34 306,25 300,00 237,50 256,25 287,50
36 306,25 300,00 268,75 262,50 287,50
38 306,25 300,00 256,25 275,00 281,25
40 300,00 325,00 281,25 275,00 287,50
42 312,50 325,00 268,75 275,00 293,75
44 325,00 300,00 268,75 268,75 306,25
46 306,25 300,00 268,75 262,50 306,25
48 318,75 300,00 268,75 275,00 306,25
50 325,00 300,00 256,25 275,00 325,00
52 343,75 300,00 281,25 268,75 325,00
54 325,00 300,00 268,75 275,00 343,75
56 325,00 300,00 268,75 275,00 343,75
58 325,00 300,00 268,75 287,50 343,75
60 325,00 300,00 268,75 293,75 362,50
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Quadro 7. Dados de variagdo de frequéncia de ressonancia para os biossensores testados com deposicao de

CYSTE.
Tempo (min) | Sensor 1 Sensor 2 Sensor 3 Sensor 4 Sensor 5

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

2 63,33 62,50 56,25 60,17 68,75
4 100,83 93,75 75,00 75,67 84,38
6 105,00 109,38 93,75 93,75 99,96
8 130,00 125,00 127,83 131,25 135,63
10 138,33 130,21 131,25 133,75 141,63
12 145,50 140,42 150,00 150,00 144,79
14 162,50 159,38 168,75 168,75 159,38
16 173,50 167,67 171,83 175,75 184,38
18 204,17 193,63 187,50 187,50 185,63
20 217,50 200,54 206,25 187,50 200,00
22 233,83 212,00 210,08 212,50 215,63
24 253,83 239,79 246,25 243,75 246,88
26 244,17 261,67 246,83 256,25 246,88
28 257,50 257,71 256,00 262,50 257,29
30 270,83 267,71 269,00 272,50 274,79
32 270,83 267,42 275,33 273,58 273,75
34 262,50 273,25 268,75 260,33 275,63
36 270,50 269,17 270,00 260,08 274,17
38 262,00 272,83 268,75 264,17 275,63
40 268,33 273,75 270,83 257,50 274,29
42 262,50 273,75 275,50 267,50 274,17
44 264,67 269,17 270,83 265,83 265,29
46 259,67 259,38 270,50 267,50 264,13
48 267,00 261,67 265,25 265,00 271,25
50 262,50 261,04 262,50 265,00 276,88
52 262,50 256,88 257,92 265,00 276,88
54 261,83 267,00 272,58 263,75 273,96
56 270,50 266,88 267,50 263,75 262,50
58 260,83 269,17 267,67 257,08 267,71
60 260,00 269,17 267,67 257,08 262,50
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Quadro 8. Reagentes e vidrarias utilizados nos ensaios de anélise e quantificacdo de E. coli por biossensores

magnetoelasticos.

Reagente / vidraria Marca
1-[3-(Dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide methiodide (EDC) Sigma Aldrich
N-Hidroxisulfosuccinimida (Sulfo-NHS) Sigma Aldrich
Agar Powder HIMEDIA
Alumina 0,05 pm Arotec
Alcool Etilico Sigma Aldrich
Cistamina dicloro Sigma Aldrich
Cisteamina Sigma Aldrich
Acido Mercaptopropionico Sigma Aldrich
Cloreto de Potassio Biosolve
Cloreto de Sodio Sigma
Fosfato de Potassio Monobasico Synth
Fosfato de Sodio Dibasico Heptahidratado Synth
Metanol Sigma
Peptone Bacteriological HIMEDIA
Tryptone Type-1 HIMEDIA
Bécker (50 mL e 250 mL) -
Erlenmayer (50 mL e 100 mL) -
Placas de Petri (@ 90mm) -
Microtubos de reacdo (250 pL e 600 pL) Eppendorf

Tubos para coleta de sangue (4 mL)

Pincas metalicas

Hermes Pardini
Vetus
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Quadro 9. Equipamentos utilizados nos ensaios de analise e quantificacdo de E. coli por biossensores
magnetoelasticos.

Equipamento Marca
Analisador de rede E5061B Agilent
Autoclave vertical CS

Balanca analitica AY220 max 220g d=0,1 mg Shimadzu
Banho ultrassonico genérico
Micropipetador 0,1:2 uL Labmate
Micropipetador 2:20 uL Labmate
Micropipetador 20:200 pL Labmate
Micropipetador 100:1000 pL Labmate
Microscopio de Imunofluorescéncia BX3 / BX53 Olympus

Microscopio Eletronico de Varredura Mira 3 Tescan
Microscépio de Forca atbmica SPM 9700 Shimadzu

Vértex modelo 38266 Didatica




