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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um protdtipo de Microbalanga de Cristal
de Quartzo — MCQ de baixo custo, util como ferramenta de ensino, capaz de realizar analises
micro gravimétricas e detectar interagdo de moléculas bioativas. O uso de equipamentos de
anélise biomoleculares ndo marcados ndo & comum no ensino de ciéncias biomedicas,
biotecnologia e outras &reas, uma vez que estes equipamentos sdo de alto custo e com
caracteristicas industriais ou comerciais que excedem as caracteristicas necessarias para o
ensino. Foi foco deste trabalho a pesquisa de componentes eletromecénicos de baixo custo
mas que resultasse em um equipamento que tivesse reprodutibilidade de resultados. A
ANOVA demostrou que o equipamento respondeu adequadamente a padrdes gravimétricos
pré-estabelecidos produzindo um modelo de regressédo satisfatorio, [F (1, 16) = 382.487, p <
0,001; R2 = 0,959]. Em comparacdo com o custo de um equipamento comercial, 0 modelo
proposto teve custo 28 vezes inferior. Ja para as analises biomoleculares o prototipo foi capaz
de identificar a interacdo antigeno anticorpo em tempo real bem como 0 momento em que 0
complexo antigeno-anticorpo foi desfeito. O equipamento foi projetado para ser construido
utilizando-se materiais comuns em eletronica e com uma linguagem computacional simples.
Os resultados dos testes de desempenho e das caracteristicas fundamentais foram exitosos,
mostrando aplicabilidade adequada da MCQ como instrumento de ensino ou mesmo pesquisa
bésica.

Palavras-chaves: Microbalanca de Cristal de Quartzo. Construcéo de Protétipo. Ferramentas
de Ensino



ABSTRACT

The objective of this work was to develop a low-cost prototype of a Quartz Crystal
Microbalance - MCQ, useful as a teaching tool, capable of performing micro gravimetric and
interaction analysis between bioactive molecules. The use of unmarked biomolecular analysis
equipment is not common in the teaching of biomedical sciences, biotechnology and other
areas, since such equipment is expensive and has industrial or commercial characteristics that
sometimes exceed those necessary for teaching. The focus of this work was the research of
low-cost electromechanical components, but which resulted in an equipment that had
reproducible results. ANOVA demonstrates that the equipment responded adequately to pre-
produced gravimetric patterns, producing a satisfactory regression model, [F (1, 16) =
382.487, p <0.001; R2 = 0.959]. In comparison with the cost of commercial equipment, the
model developed had a cost 28 times lower. For biomolecular analyzes or a prototype capable
of identifying the antigen-antibody interaction in real time, as well as at the time when the
antigen-antibody complex was undone. The equipment was designed to be built using
common electronic materials and with a simple computational language. The results of the
performance tests and the fundamental characteristics were successful, showing the
appropriate applicability of the MCQ as a teaching tool or even basic research.

Key-words: Quartz Crystal Microbalance. Prototype construction. Teaching Tool
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1 INTRODUGCAO

Ha uma tendéncia mundial para o desenvolvimento de equipamentos analiticos
chamados de “equipamentos verdes”.(QIAN; ZHAI; MENG, 2019) Tem como caracteristica
baixo impacto ambiental, tanto no seu processo produtivo quanto no seu uso, eficiéncia
energética, baixa toxicidade de reagentes sdo caracteristicas necessarias neste tipo de
desenvolvimento. Estas técnicas sdo conhecidas como Tecnologias Limpas.(SCHMIDT;
HUENTELER, 2016) Outra forte tendéncia nas Ultimas décadas € a miniaturizacdo de
dispositivos analiticos, principalmente nas areas de Mecatronica e Engenharia Quimica. O
aperfeicoamento dessas areas, fortemente influenciado pelos avancos da area de
microeletrénica, permitiu o surgimento dos MEMS (Micro-electromechanical Systems —
Microssistemas Eletromecanicos) onde sistemas mecéanicos e sistemas eletronicos foram
integrados.(LYSHEVSKI, 2018)

A éarea de quimica teve uma grande evolucdo, onde a miniaturizacdo permite a
obtencdo ou manipulacdo de amostras em volume muito pequeno, tanto na fase pré quanto na
analitica. Nesta ultima, os Microssistema de Analise Total (UTAS — Micro Total Analysis
System) sdo fortemente aplicados por se tratar de sistemas miniaturizados, permitem analises
em tempo curto, utilizando poucos recursos e volumes muito pequenos, da ordem de
microlitros.(STEVEN et al., 2018) Tanto o MEMS quanto o uTAS estdo intimamente ligados
ao desenvolvimento de novas tecnologias possiveis para 0 ensino de ciéncias, quimica e
engenharia e suas ramificacdes (PATABADIGE et al., 2016; STEVEN et al., 2018).

As técnicas de ensino tém focado seus esforgos na pratica do uso do conhecimento,
com o uso de abordagens direcionadas para a resolucéo de problemas do que no simples uso
da informacdo. Estas abordagens sdo definidas como Ensino Baseado na Resolucdo de
Problemas (PBL — Problem Based Learning).(SILVA, W. R. S. da; SOUZA; RODRIGUES-
MOURA, 2019) Estas técnicas de ensino sao mais adequadas para acompanhar a rapidez do
desenvolvimento tecnologico que exige inclusive uma répida adaptacdo do processo de
ensino-aprendizagem. Um outro ponto a ser considerado é em relagdo a capacidade e usos
didaticos dos instrumentos, é que estes equipamentos ndo excedam muito o exigido na
aplicacdo a qual estdo destinados.(SHONNARD et al., 2003) Este conceito e de dificil
aplicacdo no ensino, uma vez que a exigéncia neste nivel é geralmente menor que aquela
capaz de ser fornecida pelos equipamentos comerciais. Assim, MEMS e UTAS apresentam
boas caracteristicas, como baixo uso de reagentes, energia e custo competitivo, que podem
fornecer novas perspectivas ao ensino.(LYSHEVSKI, 2018; STEVEN et al., 2018)
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A evolucdo tecnolégica demandado o ensino de véarios fenbmenos fisico-quimicos
normalmente pouco explorados didaticamente, como €é o caso dos fendmenos de superficie de
eletrodos funcionalizados. Botteon (2007) prop6s um método para estudo de membranas
utilizando equipamentos ndo destinados para este fim especifico.(BOTTEON et al., 2007)
Santos (2008) prop6s um sistema microeletrénico capaz de realizar analises em Vvarios
eletrodos de filmes finos.(SANTOS, L. C. et al., 2008) Microssistemas eletrénicos também
foram desenvolvidos para uso no ensino e aplicados no ensino de biociéncias e
engenharia.(STEVEN et al., 2018)

Seguindo o0s conceitos de baixo custo, miniaturizacdo e tecnologia limpa a
Microbalanca de Cristal de Quartzo (MCQ) se apresenta como uma boa alternativa para o
desenvolvimento de material de ensino e com possibilidade de uso também em pesquisa
basica. A MCQ ¢é um instrumento de analise gravimétrica extremamente sensivel que pode
medir as alteracGes de massa nas escalas de micrograma (g) e nanograma (ng) por unidade
de area, normalmente milimetro quadrado (mm?). Todas essas medidas e as reagBes que as
precedem ocorrem em um disco de cristal de quartzo funcionalizado, sendo este o cerne da
tecnologia. (POHANKA, 2018a)

O quartzo é um material piezoelétrico — materiais que respondem a deformacao fisica
produzindo diferenca de potencial elétrico (DDP) ou o contréario - que pode, de acordo com a
tecnologia de producdo oscilar em uma frequéncia definida. (HUSSAIN et al., 2018) A
frequéncia de oscilacdo definida no processo produtivo pode ser alterada pela adicdo ou
remocao de pequenas quantidades de massa na superficie do eletrodo, geralmente de metal.
Essa variacao na frequéncia (Af) pode ser medida com hardware e software adequados e em
tempo real, para obter informagdes Uteis sobre interacdes ou reacdes moleculares que ocorrem
na superficie do eletrodo ou diretamente do cristal, como crescimento de filme, oxidacéo,
corrosao, interagdo antigeno anticorpo etc. Por mais de 60 anos, a MCQ tem sido usada sob
vacuo em fase gasosa, ha cerca de 40 anos atras essa técnica também se mostrou aplicavel em
meios liquidos (NOMURA, Toshiaki; MINEMURA, 1980).

A reacdo molecular com o eletrodo revestido com filme reativo via fase de vacuo ou
gas normalmente resulta em filmes rigidos que sdo totalmente ligados a superficie do
eletrodo. Portanto, a mudanca na massa de tais filmes estd diretamente relacionada a
alteracdes na frequéncia de oscilacdo que é definida por uma equacdo chamada Equacao de
Sauerbrey.(HUSSAIN et al., 2018)

A MCQ pode fornecer informagdes Uteis sobre o incremento de massa e a taxa de
deposicdo (ou remocédo) sobre o eletrodo. (HUSSAIN et al., 2018; LU; CZANDERNA,;
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TOWNSHEND, 1987; NOMURA; HATTORI, 1980). Nas reacdes de fase liquida, no
entanto, a adsor¢cdo molecular sofre influéncias do meio, as moléculas liquidas associadas
como uma massa dinamica adicional via hidratacdo, solvatacéo direta e/ou aprisionamento no
filme adsorvido. A adsorcdo em fase liquida pode produzir filmes macios ou viscoelasticos
neste caso a camada reativa resultante pode néo esta firmemente ligada ao cristal oscilante.
Isso pode levar a suavizagéo ou perda da energia de oscilagao.

O incremento de massa em filmes suavizados ndo pode ser determinado com preciséo,
neste caso apenas a mudanca de frequéncia pode ser medida. Tanto a alteracdo de frequéncia
quanto a perda de energia (medida como alteragdo de dissipagdo, AD) precisam ser medidas
para determinar com precisdo a alteracdo de massa de um filme viscoelastico. Além disso,
pelo monitoramento de Af e AD ¢ possivel obter informagdes estruturais adicionais como:
alteracdes conformacionais no filme, reticulacdo, propriedades viscoelasticas, viscosidade, e
densidade.(RODAHL; KASEMO, 1996)

A sensibilidade gravimétrica maxima da técnica em fase liquida é inferior a 1 ng/cm?
a espessura maxima do filme que pode ser medida pode ser de centenas de nandmetros a
alguns microns, dependendo da rigidez do filme. A MCQ-D tem uma ampla gama de
aplicacdes em varios campos da ciéncia.(XIAOYU et al., 2000)

A estrutura simples dos osciladores MCQ e o desenvolvimento de uma técnica de
sistema micro-eletromecéanico de quartzo (MEMQ) tornaram possivel ao longo do tempo
desenvolver arranjos miniaturizados de sensores osciladores com frequéncias muito estaveis.
(MICHALZIK; WILKE; BUTTGENBACH, 2005; SKLADAL, 2003; ZIMMERMANN et
al., 2001)).

Recentemente, a construcdo e analise de um MEMQ genérico e a aplicacdo de um
sistema miniaturizado portatil baseado em injecdo em camara de fluxo foram descritos.
(LIANG et al., 2017). A MCQ proposta nessa pesquisa foi composta de uma microsseringa
injetora de amostras, uma camara de reacdo desenhada sob medida e um software de
monitoramento de frequéncia. Ademais, foram relatados progressos na construcdo de um
oscilador de frequéncia para aplicagdes reais e uma camara de reagdo em fluxo mais vantajoso
ao usuario, de simples construcdo e operacdo o desempenho de trabalho da MCQ
desenvolvida foi examinado com base na imunorreagdo comum entre 1IgG humana e 1gG anti-
humana.(LIANG et al., 2016)

Assim, o objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de um equipamento de analise
de baixo custo, baseado na técnica do sistema construtivo micro-eletromecéanico de quartzo

para construcdo de Microbalanca de Cristal de Quartzo, para uso no ensino nas areas de
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Ciéncias, engenharia, quimica, bioquimica e biotecnologia ou mesmo como ferramenta para
pesquisa basica. Desse modo contribuir para popularizagdo de técnicas de analises
micromeétricas e moleculares com possibilidade de uso em varios niveis de ensino, do basico a
pos-graduacdo. Levando-se em conta o alto investimento requerido para implantacdo deste

tipo de equipamento no ensino, qualquer tentativa de reducdo de investimento é relevante.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Demonstrar o0 processo construtivo uma Microbalanca de Cristal de Quartzo
prototificada de baixo custo, para fins académicos, que seja capaz de realizar analises de

moléculas bioativas bem como anélise gravimétrica.

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Construir uma MCQ com uso de hardware e software livres utilizando o sistema
construtivo MEMQ.

2. Demonstrar custos e caracteristicas de materiais possiveis de utilizacao.

3. Analisar a capacidade de analise gravimétrica da MCQ com uso de padrbes analiticos
em meio liquido.

4. Produzir imunossensores tipo (Au-Cisteamina-GLU-mAb-1gG) aplicando protocolo de
imobilizagéo orientada de anticorpos.

5. Analisar a capacidade dos imunossensores de reconhecer antigenos ativos em meio
liquido.

6. Aplicar protocolo de regeneracdo do imunossensor.

2 METODOLOGIA

Com a intengdo de construir um modelo prototificado de MCQ de baixo custo que
favoreca o desenvolvimento e aplicacdo de praticas de experimentais de ensino voltada para
microanalise e analise biomolecular sera aplicado um modelo de pesquisa experimental, com
base em prova de fundamentos e conceitos da tecnologia em questdo. Para Santos (2014), a

prova de fundamentos e conceitos sdo termos adequados para definir um modelo pratico que
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possa reafirmar um conceito tedrico. Sua aplicacdo faz uso de um protétipo de hardware
desenvolvido a partir varios conceitos tedricos.(SANTOS, D. V., 2014) No entanto é
necessario esclarecer que a pesquisa experimental ndo € apenas realizada no laboratério, do
mesmo modo a descritiva ndo é apenas pesquisa de campo. (CERVO; BERVIAN; SILVA,
2007)

Novos protétipos, métodos e linguagens ndo deveriam ser apenas publicados,
sugeridos ou apresentados sem antes passar por um processo de experimentacdo. A
abordagem mais apropriada para a area de prototipos de engenharia seja biomédica,
biotecnoldgica ou outra é o método experimental. (TRAVASSOS; GUROV; AMARAL,
2002) O método cientifico experimental pode, por exemplo, facilitar o entendimento de como
0s materiais e objetos do experimento foram desenvolvidos por uma pesquisa, de forma que a
ferramenta proposta possa ser utilizada em um processo, seja académico, industrial ou

comercial.
2.1 Local

Neste estudo, sera abordado os aspectos fundamentais relativos a experiéncia de
desenvolvimento de um estudo qualitativo e quantitativo em que é adotado um método
simultdneo de projecdo e construcdo do experimento. O design e contrucdo do prot6tipo foi
realizado nos laboratérios de fisica e andlises clinicas do Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia do Tocantins, Campus Araguaina - IFTO. As analises de funcionalidade
ocorreram no laboratério de parasitologia da Universidade Federal do Tocantins — Escola de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Araguaina — UFT-EMVZ.

2.2 Tipo de pesquisa

Houve empenho inerente a pesquisa em adquirir novos conhecimentos, porem
orientada para o desenvolvimento experimental de um objeto de estudo. Esse tipo de pesquisa,
mesmo essencialmente pratica, ndo deixa de incluir uma revisdo teodrica. Dessa forma, a
pesquisa tem o objetivo relacionado ao contexto pelo qual o objeto pesquisado e desenvolvido
esta inserido. Assim, esse estudo classifica-se como bibliografico e experimental.
(ANDRADE; STEFANO; ZAMPIER, 2010)

2.3 Coleta de dados

Os dados foram coletados a partir da pesquisa e descricdo de caracteristicas de

materiais de baixo custo, processos construtivos, avaliacdo do protdtipo e de material
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acessivel ao publico em geral, publicado em livros, artigos, relatorios técnicos e contetido

eletrénico.
2.4 Andlise dos dados

Os dados qualitativos foram avaliados com base na analise de suas caracteristicas e
possibilidade de uso e comparados com resultados de outros trabalhos. Os dados quantitativos
foram submetidos a tratamento estatistico e/ou comparados com métricas pré-estabelecidas.

2.5 Procedimentos Metodologicos

A MCQ consiste fundamentalmente de um circuito oscilador em que os pulsos de
frequéncia s@o gerados disco de cristal piezelétrico de quartzo, com grande estabilidade fisico-
quimica e elétrica, e amplamente utilizada em sistemas similares. (PAN et al., 2018) Também
é utilizado o controlador eletronico Arduino® Micro fortemente difundido como plataforma
de prototipagem de microssistemas eletronicos. O oscilador usa o esquema elétrico do circuito
tipo Pierce. Para atender aos objetivos deste estudo e apresentar similaridade com outros
MEMQ’s, 0 estudo seguiu as seguintes premissas.

- Regime de trabalho: A MCQ deve ter amplitude de deteccdo da ordem de 1 Hz a 10
MHz;

- Estabilidade: A MCQ deve mostrar estabilidade do sinal de leitura nos testes com
padr@es analiticos pré-estabelecidos;

- Baixo custo: No processo construtivo a MCQ deve utilizar hardware e software
baratos, mesmo que esses fossem mais suscetiveis a variac@es e interferéncias. Assim, espera-

se reduzir o custo da elaboracdo, mesmo com eventuais limitacdes ao equipamento.

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

O funcionamento da MCQ ¢é baseado no efeito piezoelétrico. A piezoeletricidade é
definida como sendo a propriedade que alguns materiais dielétricos possuem de se
deformarem quando submetidos a um campo elétrico ou de produzirem campo elétrico
quando deformados mecanicamente. (SKLADAL, 2003) O cristal de quartzo pertence a esta
classe de materiais.

A palavra piezoeletricidade é derivada da palavra grega “piezein”, que significa
“pressionar”, e a eletricidade gerada em resposta a pressdo aplicada nesses tipos de materiais.
Os fisicos franceses Pierre e Jacques Curie descobriram esse efeito em 1880, quando

demonstraram que os cristais de sal podiam produzir eletricidade quando deformados ao
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longo de certas orientagdes cristalograficas.(LUCKLUM; EICHELBAUM, 2007) Um ano
depois, eles demonstraram que o efeito inverso também era possivel, ou seja, 0 quartzo
poderia se deformar com a aplicacéo de tensdo. (JOHANNSMANN, 2015)

3.1 Cristais de Quartzo

O quartzo, além de piezoelétrico, também possui outras propriedades que o tornam um
dos melhores materiais para dispositivos ultrassensiveis. E de grande abundéncia na natureza,
é de facil crescimento sintético e seu processamento é relativamente simples. Além disso, 0 a-
quartzo, tipo que pode ser usado como cristal oscilante, é termodinamicamente estavel até 573
°C. Para fabricar cristal de quartzo ressonantes, as laminas séo cortadas de bloco maior em
orientacbes especificas em relacdo ao eixo cristalografico. (ELETTRONICA, 2017,
ORMOND, 1985)

Os discos de quartzo usados nas MCQ’s sdo mais comumente processados usando a
orientacéo de corte-AT ou do inglés, AT- cut (Figura 1 ) que fornecem oscilagdo em modo de
cisalhamento - fenbmeno de deformacgdo ao qual um corpo esta sujeito quando as forcas que
sobre ele agem provocam um deslocamento em planos diferentes, mantendo o volume
constante. (DIXON, 2008) Quando a corrente alternada é aplicada ao disco de quartzo, ele
oscila na sua frequéncia de ressonancia. As frequéncias de ressonancia sdo tipicamente da
ordem de MHz e inversamente proporcionais a espessura do cristal. O cristal de quartzo
comum de 5 MHz tem uma espessura correspondente de aproximadamente 330 pum.

Figura 1- Orientacdo cristalografica do corte-AT

Corte - AT

Fonte: Autor
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3.2 Equacao de Sauerbrey

A mudanca de frequéncia nos MCQ’s pode ser medida com uma resolucdo de 1 Hz.
Devido a sua alta estabilidade como material ressonante, os cristais de quartzo foram
incorporados com sucesso, no inicio dos anos 1900, como componentes em varios
dispositivos como filtros eletronicos, dispositivos de controle de frequéncia e transdutores
ultrassonicos. (BOTTOM, 2008; VAUGHAN; O’SULLIVAN; GUILBAULT, 2001)

A aplicacdo de cristais de quartzo como sensores gravimétricos foi realizada no final
da década de 1950, apds o trabalho pioneiro de Sauerbrey que demonstrou, em 1959, que a
variagdo de frequéncia (Af) do quartzo oscilante poderia estar linearmente relacionada a sua
alteragdo de massa (Am), essa linearidade foi expressa pela equacdo abaixo, conhecida como

equacao de Sauerbrey conforme expressa por

Am= -C .Af/n

onde n € o numero de sobretons e C € uma constante que depende da propriedade do
cristal usado. Essa equacédo constitui o principio basico da tecnologia MCQ. (SAUERBREY,
1959)

Para um cristal de quartzo 5 MHz corte-AT, a temperatura ambiente, C é
aproximadamente igual a 17,7 ng/(cm? - Hz). Isso significa que a adicdo de 17,7 ng/cm? de
massa em um cristal de quartzo de 5 MHz causa uma mudanca de frequéncia de 1 Hz. A
frequéncia do quartzo de 5 MHz pode ser facilmente medida com uma precisdo de 0,01 Hz no
vacuo; portanto, é possivel medir diferencas de massa em escala de nanogramas. Por
exemplo, a mudanga de frequéncia correspondente na adicdo de uma monocamada de dgua
com uma densidade de area de aproximadamente 25 ng/cm2 a superficie de um cristal de
quartzo de corte AT é de aproximadamente 1,4 Hz e estd dentro dos limites de deteccdo. Em
1963, Warner e Stockbridge conseguiram medir uma mudancga na massa tdo pequena quanto 1
pg/cm2, que correspondia a cerca de 0,1% de uma monocamada de hidrogénio. (WARNER,;
STOCKBRIDGE, 1963)

Sauerbrey considerou no desenvolvimento de sua equacdo que uma pequena massa
adicionada a superficie do cristal pode ser tratada como uma mudanca equivalente na massa
do proprio cristal de quartzo. Isso significa que a equacdo sé € valida quando a massa
adicionada é adsorvida rigidamente na superficie do quartzo sem atenuacfes. A descoberta de

Sauerbrey é esquematicamente representada na (Figura 2) abaixo.
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Figura 2 - Mudanca da frequéncia de oscilagdo com associacao e desassociagdo de massa

Fonte: (Dixon, 2008)

Sauerbrey continuou sua investigagédo das propriedades de detec¢do de massa do MCQ
e mais tarde demonstrou que a vibracdo do cristal é restrita a area onde os eletrodos se
sobrepdem. A amplitude da vibracdo, atinge seu maximo na regido central do eletrodo, e
diminui de forma gaussiana em dire¢do as bordas dos eletrodos. (SAUERBREY, 1959)

Em resumo, a equacdo de Sauerbrey sé se aplica plenamente se: a massa a ser avaliada
for pequena em relacéo do cristal; a massa medida deve ser ligada fortemente a superficie, e
finalmente, a massa deve ser uniformemente distribuida sobre o eletrodo.

Essa equacdo ainda é utilizada para verificar o crescimento de filmes rigidos em fase
de véacuo e gasosa. O desenvolvimento de uma MCQ aplicavel em meios liquidos foi o
préximo passo necessario a diversificacdo de sua aplicacdo. Em 1980 Nomura e Hattori
demonstraram a possibilidade de um cristal de quartzo gerar frequéncias oscilatorias estaveis
submerso em meio liquido. (NOMURA; HATTORI, 1980)

3.3 Microbalanca de Cristal de Quartzo com Dissipagdo — MCQ-D

O método de decaimento como método de estudo de osciladores acusticos foi
desenvolvido em 1954 (SITTEL; ROUSE; BAILEY, 1954). Nas aplica¢cdes em MCQ Hirao e
colaboradores descreveram as formas de aplicacdo da MCQ. A aplicacdo de uma tensdo de
corrente alternada (CA) sobre os eletrodos faz com que o cristal entre em modo de
cisalhamento até o ponto ressonante (HIRAO; OGI; FUKUOKA, 1993). Quando a tensdo CA
cessa, a oscilacdo diminui ou decai. Este decaimento é medido junto com a frequéncia de
ressonancia e o fator de dissipacdo de energia (D). D é definido como a perda de energia em

cada periodo de oscilacdo dividida pela energia total armazenada no sistema
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(JOHANNSMANN, 2007; PLUNKETT et al., 2003) (D) ¢ igual a largura de banda de
ressonancia dividida pela (Af).

Outros instrumentos MCQ determinam a dissipacdo de energia pelos espectros de
condutancia. A MCQ-D funciona em tempo real, e é sensivel a superficie, equipamentos mais
modernos permitem medir mais de 200 pontos de dados por segundo. AlteracGes na
frequéncia de ressonancia (Af) estdo relacionadas principalmente a captacdo ou liberacdo de
massa na superficie do sensor. Quando empregado como sensor de massa, 0 instrumento
possui uma sensibilidade de cerca de 0,5 ng/cm?, essa relagdo massa/area € variavel de acordo
com as caracteristicas de fabricagdo do cristal. Alteragcdes no fator de dissipag¢do (AD) estdo
relacionadas  principalmente & viscoelasticidade = (JOHANNSMANN, 2008) A
viscoelasticidade geralmente esta relacionada as caracteristicas estruturais do filme acoplado a
superficie do sensor.

Quando utilizada como sensor gravimétrico, a MCQ-D é frequentemente usada para
estudar a dindmica de interacdo molecular com varios tipos de superficies (VUORILUOTO et
al., 2015). Ao contrério de técnicas Opticas, como espectroscopia de ressonancia plasménica
de superficie (RPS), elipsometria, a MCQ determina a massa do filme adsorvido, incluindo o
solvente aprisionado na camara de reagdo (PLUNKETT et al., 2003).

Diferenca de massa seca e Umida medida por MCQ-D e RPS é mais significativo em
camadas altamente hidratadas (EMILSSON et al., 2015). Como a elasticidade da amostra é
afetada por uma grande variedade de parametros, a MCQ-(D) € util para estudar interacdes
moleculares com superficies, bem como interacGes entre moléculas. A MCQ-D é comumente
usada nos campos de biomateriais, adesdo celular, descoberta de medicamentos, ciéncia de
materiais e biofisica entre outras aplicacdes (MOHAN et al., 2014).

3.4 Método operacional tipico da MCQ

O sistema MCQ mais comum consiste em um cristal de quartzo com eletrodos
metalicos montados firmemente ligados nas laterais superior e inferior, um suporte para
prender o cristal e possibilitar conexao elétrica, frequencimetro que excita o cristal até sua
frequéncia de ressonancia, um controlador eletrénico e computador/monitor que |1&é a mudanca
de frequéncia e armazena os parametros do processo (Figura 3).

Os eletrodos na parte superior e inferior do cristal geralmente tém a forma de um
circulo ligado a uma trilha. Essa forma de eletrodo permite que a MCQ oscile apenas na area
onde os eletrodos séo aderidos (BOTTOM, 2008).
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Figura 3 - Configuracao operacional tipica da MCQ

Frequencimetro Computador para analise das frequéncias

o o—
[ Controlador |
Saida
O

Sensor MCQ \

®

3

Bomba tipo seringa (Entrada de reagentes)

Fonte: Proprio autor
A onda acustica gerada como resultado da oscilacdo do cristal é focada no centro do
sensor, o que facilita a montagem do cristal selando-o pelas extremidades sem amortecimento
excessivo da oscilacdo (Figura 4).
Figura 4 - Vedacdo de sensor MCQ pelas extremidades

Parafusos

Entrada/Saida de reagentes

Sensor MCQ

Anel de vedagdo

Vedagao mecanica

Fonte: Adaptado de (SANDSTROM et al., 2017)

Como a estabilidade da frequéncia de oscilacdo é alterada pelas mudancas de
temperatura, o suporte de cristal de quartzo é geralmente colocado em uma camara fechada e
com temperatura controlada. A cdmara de reacdo deve ser dimensionada para medi¢des em
fase gasosa, de vacuo ou liquida (MICHALZIK; WILKE; BUTTGENBACH, 2005)
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3.5 Microssensores imunolégicos MCQ

Os imunossensores baseados em piezoeletricidade sdo dispositivos analiticos que
podem ser produzidos para analise de uma grande variedade de elementos macromoleculares
e microrganismos (AFZAL et al., 2017).

Os imunossensores piezoelétricos sdo biossensores que utilizam um anticorpo como
elemento de biorreconhecimento e, obviamente a especificidade do anticorpo influencia
diretamente a especificidade e qualidade de todo o imunossensor. De modo geral, um
imunossensor piezoelétrico é especifico quando o anticorpo usado € especifico e o eletrodo
com as outras partes sensiveis do material piezoelétrico ndo sejam sensiveis a reacGes
inespecificas ou com compostos interferentes (POHANKA, 2018a)

Embora os imunossensores comumente contenham anticorpos imobilizados e sejam
capazes de reconhecer antigenos, o contrario também é possivel. Assim, o imunossensor pode
ser produzido com antigeno imobilizado, desse modo, o anticorpo é a molécula analisada. Os
imunossensores piezoelétricos com antigeno imobilizado sdo, portanto, adequados para o
diagnostico direto de doencas infecciosas (POHANKA, 2018b)

Os imunossensores piezoelétricos foram e sdo pesquisados ha muito tempo e varios
usos promissores foram estabelecidos. MCQ é bastante difundida para fins de elaboragdo de
imunossensores, isso pelo fato de que a MCQ ser amplamente utilizado em dispositivos
eletronicos disponiveis comercialmente. Essa disponibilidade permite a elaboracdo de
prototipos de variados tipos de biossensores. Por exemplo, Muratsugu e colaboradores (1993)
prepararam um imunossensor para a determinacdo da albumina na urina (albumindria) e
usaram uma MCQ com anticorpo imobilizado para deteccdo da albumina sérica humana.
Como resultado a albumina foi medida no intervalo de concentragdo de 0,1 a 100 pg/mL
(MURATSUGU et al., 1993)

Em outro trabalho, o fragmento C4 do sistema complemento foi determinado por um
imunossensor, onde os eletrodos de trabalho foram revestidos com uma membrana de Nafion
e depois por um anticorpo contra 0 C4. O fragmento foi determinado em uma faixa de
concentracédo de 0,08-1,6 ug/mL e o desvio padrdo relativo para o ensaio foi de cerca de 5%
(DENG et al., 2005). Um ultimo e 6timo exemplo imunossensor foi descrito por Funari e
colaboradores (2017) que utilizaram imobilizagdo espacial orientada de anticorpos contra o
gluten e atingiram um limite de deteccdo de 4 ppm, a faixa de sensibilidade ao gluten € entre
7,5e 15 ppm (VENTURA et al., 2017)
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Como demostrado nos exemplos acima, 0s imunossensores piezoelétricos sao
adequados para alvos de alto peso molecular porque causam diminuicdo acentuada da
frequéncia de oscilacdo do cristal. Isto também é uma limitacdo do método, porque o
reconhecimento direto de alvos de baixo peso molecular por anticorpos imobilizados é mais
trabalhoso.

Os microrganismos séo alvos que podem ser analisados diretamente e estes sdo
frequentemente testados por novas adaptacdes de sensores (CAMPBELL et al., 2007;
MARALDO; MUTHARASAN, 2007; SHARMA; MUTHARASAN, 2013a). Por outro lado,
a andlise de microrganismos também pode ter problemas. Uma célula microbiana néo
funciona como uma massa ideal, apenas uma parte da membrana na proximidade do receptor
capturado por um anticorpo preso a superficie do eletrodo esta envolvida nas alteracdes de
ressonancia.

Embora existam essas limitacGes, também ha protocolos que minimizam as falhas.
Olsen e colaboradores (2006) prepararam um biossensor MCQ para Salmonella typhimurium
utilizando um bacteriéfago como elemento de biorreconhecimento. O biossensor tinha um
limite de deteccdo de 100 células/mL (OLSEN et al., 2006). Em outro trabalho, o
imunossensor para a deteccdo de bactérias baseadas em anticorpos foi construido em cristais
de 10 MHz. O imunossensor continha anticorpo policlonal contra Francisella tularensis
imobilizada em uma monocamada auto-organizada e foi capaz de detectar 0 microrganismo
com limite de deteccdo de 105 Unidades Formadoras de Coldnias - UFC/mL em 5 minutos.

A limitacdo antes citada no ensaio bacteriano pode ser resolvida pela aplicacdo de
nanoparticulas (NP’s), geralmente de ouro, funcionalizada por outros anticorpos contra o
alvo, 0 que aumenta a massa sobre o sensor e organiza as bactérias especificas em uma
camada coesa. Um ensaio em que o analito foi capturado dentro de um sanduiche entre um
anticorpo imobilizado na superficie do cristal e um anticorpo ligado as NP’s foi testado com
sucesso por alguns pesquisadores. Salam e colaboradores (2013) detectaram Salmonella
typhimurium por um imunossensor MCQ e usaram nanoparticulas de ouro (AuNP’s) cobertas
com anticorpo para melhorar o sinal. (SALAM; ULUDAG; TOTHILL, 2013) O limite de
detecc¢do atingido foi de 10 a 20 UFC/mL, o que é muito impressionante para um imunoensaio
prototificado, os autores foram capazes de analisar de forma confiavel as bactérias nas
amostras de alimentos.

Um conceito muito parecido foi adotado por Guo e colaboradores (2012) que

detectaram Escherichia coli O157: H7 por um imunossensor MCQ usando anticorpos
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conjugados a AuNP’s como um amplificador de sinal. (GUO et al., 2012) O limite de
deteccdo para o ensaio iniciou-se com 10 UFC/mL.

Como no exemplo acima a amplificacdo do sinal por NP’s modificadas pode ser
também baseada em propriedades magnéticas, as nanoparticulas magnéticas contém oxidos de
ferro que sdo conhecidos por sua alta densidade de massa. Apenas a alta densidade ja é um
parametro ideal para um ensaio piezoelétrico (WUJCIK et al., 2014)

O magnetismo das particulas pode ser vantajoso, por exemplo, para a organizagao
microfluidica de todo o ensaio. Um prototipo de uso de NP’s magnéticas funcionalizadas com
anticorpos foi descrito em um estudo para a deteccdo do Fator de Necrose Tumoral o - TNFa
do inglés (Tumor Necrosis Factor ) e 0 limite de deteccdo foi de 1,62 pg/mL, a correlagdo
linear com o método imunoldgico padréo foi citada no trabalho (POHANKA, 2018a)

Anticorpos também sdo alvos que podem ser detectados por imunossensores, desse
modo, o antigeno é o elemento de biorreconhecimento. A deteccdo direta de anticorpos ja é
bem descrita em varios trabalhos ha varios anos, foi e continua sendo promissora para o
diagnostico de doencas infecciosas e autoimune. (KOSSLINGER et al., 1994)

O diagnostico de doencas infecciosas pelo reconhecimento de anticorpos contra o
virus da imunodeficiéncia humana, Leishmania chagasi (RAMOS-JESUS et al., 2011),
Francisella tularensis (POHANKA; PAVLIS; SKLADAL, 2007) e imunoglobulinas totais
IgG séo apenas alguns exemplos.

Os imunossensores piezoelétricos podem ser as principais alternativas ao teste ELISA
do inglés (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) e a Imunocromatografia de Fluxo
Lateral. O ELISA é um método comum disponivel em larga escala em forma de kits e com
grande variedade de marcadores imunoldgicos. E um método valido para um grande nimero
de analises com custos acessiveis (ORSINI et al., 2012) Por outro lado, o teste tem varios
subprocessos baseados em varias incubagcfes nas quais sdo aplicadas amostras e anticorpos
primarios, secundarios, reagentes cromogénos e outros produtos quimicos de suporte como
acido sulfarico, comum na etapa final em que a coloracéo ocorre.

Um imunossensor piezoelétrico pode fornecer parametros analiticos semelhantes o
ELISA, sem necessidade de aplicar reagentes especificos e quando necessario, a quantidade é
menor isso porque 0S imunossensores séo desenhados para um ensaio sem marcador e em
tempo real. Portanto, sdo capazes de concorrer com o ELISA (POHANKA, 2018b)

A imunocromatografia de fluxo lateral como o teste de Gonadotrofina Coridnica
Humana na urina BHCG do inglés (f Human Chorionic Gonadotropin) utilizada como exame

de gravidez, é um exemplo tipico do imunoensaio de fluxo lateral. Comparado ao ELISA, é
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significativamente mais simples e mais adequado para uso por pessoas nao treinadas. De
modo geral, é necesséria apenas que uma amostra seja aplicada para que o imunoensaio de
fluxo lateral seja realizado.

Por outro lado, estes testes ndo sdo capazes de fornecer mais informagcbes como
concentracdo do antigeno ou do anticorpo identificado (MALITESTA et al., 2012)

Estas comparacfes aqui apresentadas podem ser concluidas com a afirmagéo de que
0S imunossensores piezoelétricos podem ser comparaveis ao ELISA em termos de qualidade,
e contemporaneidade a testes como o imunoensaio de fluxo lateral em relagcdo a simplicidade

operacional.
3.6 Orientagéo de imunoglobulinas

Imunoensaio, biochips de proteina, e imunosensores sao utilizados para identificacdo e
analise quantitativa e qualitativa de antigenos em amostras empregam frequentemente
biomoléculas de reconhecimento tais como anticorpos (NIU et al., 2012; WUJCIK et al.,
2014). Os anticorpos sdo biopolimeros de aminoécidos cuja seqiiéncia e composi¢do, como
outras proteinas, definem a estrutura tridimensional (MENTI et al., 2016)

A sensibilidade dos testes depende da qualidade de imobilizacdo e densidade dos
anticorpos de captura em um suporte. As reacfes de fixacdo também devem ser capazes de
manter a conformacdo nativa da molécula em solucdo, e uma orientacdo que maximize a
captura de antigenos.

As regides Fab do inglés (Fragment antigen-binding) e Fc do inglés (Fragment
crystallizable) nos anticorpos sdo similares em sua composi¢do, ponto isoelétrico, e estrutura,
permitindo em ambas a determinagédo da orientagdo do anticorpo em suportes. O anticorpo
pode ser orientado de tal modo que a regido de interacdo com o antigeno fique disponivel.
Essa orientagdo ideal, em vérios estudos € referida como “end-on"; no entanto, 0s anticorpos
imobilizados de forma aleatoria podem assumir varias orientacdes no suporte por exemplo
"head-on", "side-on"e “lying-on” (Figura 5 )(PENG; CHUNG; LIN, 2011)

Figura 5 - Anticorpos com orientacdo aleatéria

N Y

“end-on” “side-on”
“head-on” “lying-on”

Fonte: (WELCH et al., 2017)
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Geralmente, os amino&cidos hidrofdbicos séo internalizados na estrutura de proteina,
deixando residuos hidrofilicos na superficie, com funcionalidades quimicamente reativas,
incluindo grupos amina, carboxila e hidroxila. Dissulfetos, podem ser reduzidos formando
grupos tiol que também podem ser funcionalizadas. Além disso, sitios para orientacdo de
amino&cidos naturais ou ndo naturais, podem ser introduzidos a anticorpos por tecnologia
recombinante (HUI et al., 2015; TRILLING; BEEKWILDER; ZUILHOF, 2013).

Adsorcao fisica de anticorpos em suportes solidos de imunoensaio tradicional, como o
poliestireno, sdo possiveis por interacdo apolares e eletrostaticas. Este método de fixacdo é
mais simples, mas ndo ha controle na orientacdo dos anticorpos. Nas etapas de lavagem
subsequentes pode ocorrer desnaturacdo ou descolamentos das estruturas (BUTLER, J. E. et
al., 1992; BUTLER, John E., 2004).

O desenvolvimento de tecnologias de fixacdo aumentou a sensibilidade e
especificidade de imunoensaios reduzindo a desnaturacdo das estruturas de
biorreconhecimento na superficie. A fixacdo por ligacdo covalente do anticorpo, através dos
seus grupos funcionais, com substratos quimicamente projetados resultou em outras melhorias
como a densidade de anticorpos, embora a orientacdo desfavoravel possa ocorrer (WANG, Y.
et al., 2016).

3.6.1 Imunoglobulinas Humanas

As imunoglobulinas humanas tem uma estrutura molecular muito parecida, séo
divididas em cinco classes x,y,0,9,& e as imunoglobulinas s&o chamadas de IgM, 1gG, IgA,
IgD e IgE, respectivamente. As trés principais classes sao a IgG, IgM e IgA e as presentes em
menor quantidade sdo a IgD e IgE , menos de 1% do total de imunoglobulinas, elas se diferem
umas das outras por variaces na molécula, por exemplo glicosilagdo, quantidade e
localizagdo das ligacOes S-S (dissulfeto) (COOK; TOMLINSON, 1995)Essas globulinas séo
biopolimeros de aminoacidos cuja sequéncia e composi¢do, como outras proteinas, definem a
estrutura tridimensional.

Salvo as particularidades de estrutura e funcdo a principal imunoglobulina humana é a
IgG (150 kDa — kilo Daltons) (SCHARF et al., 2001) muito utilizada em imunoensaios.

Uma IgG e formada por duas cadeias longas chamadas de cadeias pesadas e duas
curtas chamadas de cadeias leves. Essas cadeias sdo unidas pelas ligacdes de dissulfeto. Tanto

a cadeia leve quanto a pesada possuem sitios variantes e constantes. As porcdes variaveis das
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cadeias formam o sitio de ligacdo com o antigeno. Um anticorpo é compreendido de duas
regides de ligacdo do antigeno, fragmento Fab e um fragmento ndo reativo regido (Fc).
(SCHARF et al.,, 2001) A (Figura 6) mostra a estrutura principal das imunoglobulinas

humanas, sendo possivel observar detalhes como pontes de dissulfeto e regides.

Figura 6 - Estrutura principal das imunoglobulinas humanas

Cadeia leve Sitio de ligacdo com antigeno

\ _

- Regido Fab

Cadeia pesada

Pontes de dissulfeto | Riegiia o

Fonte: Proprio autor

3.7 Monocamadas Auto-organizadas - Self-Assembled Monolayer (SAM)

Monocamadas auto-organizadas sdo uma outra forma de modificacéo fisico-quimica
de suporte para adsorcdo direta de anticorpos ou para produzir grupos funcionais para ligagéo
covalente (ACERO SANCHEZ et al., 2016).

As SAM’s sdao normalmente formadas a partir de moléculas que contém grupos
funcionais ativos em suas extremidades, separados por uma cadeia de hidrocarbonetos e uma
cadeia de carbono linear que promove a auto-organizacdo quando se ligam a uma
superficie/suporte. Umas das extremidades tem afinidade especifica com a superficie (Head
Group), enquanto a outra, (Terminal Functional Group) interage quimicamente para adsor¢ao

ou fixacéo de proteinas. (Figura 7)
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Figura 7 - Representagdo de uma SAM sobre um substrato

Superficie ativa

Ligacdo de van der Waals
} Terminal -SH ligacdo ao ouro

Superficie metalica(Ouro)

Fonte: adaptado de TRAVIS L., 2015

A interacdo metal-tiol por exemplo é muito explorada utilizando alcanotidis para
produzir ligantes que podem interagir com substratos metalicos através do grupo tiol, e
possibilitar estratégias de adsor¢do ou acoplamento quimico de anticorpos para SAM’s
(CHEN, S. et al., 2003; LOVE et al., 2005) Vashist e colaboradores (2014) fornecem uma boa
revisdo da imobilizacdo de anticorpos usando silanizacdo para producdo de SAM’s com
densidades melhoradas (VASHIST et al., 2014)

3.8 Alvos de ligacdo covalente

Embora o design e as caracteristicas dos substratos/suportes sejam importantes, a
capacidade de anexar um anticorpo ou uma proteina a um suporte sélido € base para 0 sucesso
de um imunoensaio. A ligacdo covalente de proteinas de captura garante uma imobilizacdo
confiavel e pode aumentar a densidade da camada funcional e os resultados de orientacdo. No
entanto, para imobilizacdo de anticorpos, ligagdo orientada é necessaria (RAO; ANDERSON;
BACHAS, 1998)

A ligagdo covalente pode ser realizada de vérias formas sofrendo influéncias de
algumas variaveis como funcionalidade do suporte/substrato, sitio alvo do anticorpo, e
caracteristicas fisico-quimicas do sistema, isto é pH, temperatura e grau de conjugacdo
(GODDARD; HOTCHKISS, 2007). Os sitios de ligacdo mais comuns nos anticorpos para

fixacdo covalente, sdo grupamentos amina, carboxila, tiol e hidrocarbonetos (LIU; YU, 2016)
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3.9 Grupos Carboidratos

Os anticorpos séo glicados na porcdo Fc e esta caracteristica pode fornecer condi¢cdes
para a imobilizacdo direcionada destas proteinas nas superficies de diversos tipos de
microssensores (ADAK et al., 2014; VASHIST et al., 2014) A oxidacdo de periodato - anion
composto de iodo e oxigénio - pode ser um método para oxidar radicais didis nos carboidratos
transformando-os em grupos aldeido reativos com aminas (PELUSO et al., 2003) Os radicais
didis também podem ser esterificados pela acdo do acido borénico (DUVAL; VAN BEEK;
ZUILHOF, 2015).

Nesse contexto, Song e colaboradores demonstraram a imobilizacdo de anticorpos
utilizando 3-acido aminofenilbordnico para acoplar um primeiro anticorpo ligado a superficie
funcional do sensor pelo (NHS) do inglés (N-hydroxysuccinimide) e um segundo ligado ao
carboidrato pela por¢cdo Fc. Os ésteres de boronato sao reversiveis, por conta disso, Adak e
colaboradores utilizaram uma Unica molécula com dois grupos funcionais disponiveis para
formar em um deles um éster de boronato com o carboidrato, e em seguida a ligacdo
covalente do anticorpo foi possivel por reticulacdo fotoiniciada por luz ultravioleta. A
exposicdo aos raios ultravioleta (UV) forma carbenos reativos que se ligam irreversivelmente
ao anticorpo (HUI et al., 2015; SONG et al., 2014)

Alternativamente, Huang e colaboradores (2016) oxidaram o carboidrato da
imunoglobulina anti-alfa-fetoproteina em aldeido e ligaram covalentemente ao (APTES) do
inglés (3-aminopropyltri ethoxysilane) sobre uma superficie de quartzo (HUANG et al.,
2016). A quantidade de anti-alfa-fetoproteina imobilizada aumentou 32% e a interagdo com o
antigeno 16% em relacdo a adsorcdo fisica. Nessa mesma ideia, em um prototipo utilizou-se a
oxidacdo periddica dos carboidratos do anti-CD34 para promover a imobilizacdo orientada.
Neste prototipo, substratos de aco inoxidavel foram revestidos com acetato de etileno, em
seguida foram tratados com plasma de Oz e funcionalizados com APTES para criar grupos
aminas. As aminas foram entéo ligadas aos carboidratos oxidados e a ligagdo foi avaliada pela
captacado celular pelo anticorpo anti-CD34 (CHEN, X. et al., 2004)

3.10 Grupos Amina a Carboxila

Os grupos amina e carboxila sdo muito presentes e uniformemente distribuidos na
estrutura dos anticorpos por conta de sua polaridade. A lisina apresenta cadeias laterais

reativas de amina primaria ja as cadeias laterais carboxilicas ttm como origem o aspartato e
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glutamato, essas duas cadeias podem ser direcionadas para fixagcdo covalente. Devido a sua
distribuicdo em toda a superficie do anticorpo, a imobilizacdo covalente direcionada do
anticorpo, utilizando esses grupos é uma tarefa dificil. O acoplamento entre o substrato e a
proteina € comumente obtido a partir da carbodiimida EDC do inglés (N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride) combinado com ésteres de
succinimidil como o NHS. (GODDARD; HOTCHKISS, 2007) Esse método é conhecido
como acoplamento EDC/NHS e resulta na formacéo de ligacbes amida muito fortes.

As reacOes entre EDC/NHS tem sido muito utilizada como meétodo de fixacao
covalente e funcionalizacdo de proteinas e também como método para a preparacdo de
substratos. Carrigan e colaboradores (2005) usaram EDC/NHS de duas formas, a primeira
para a reticulacdo de polietilenimina e carboximetil celulose formando assim o substrato e na
segunda para a ativacdo desse substrato para proteinas tendo como alvo amina e carboxila
(CARRIGAN; SCOTT; TABRIZIAN, 2005)

3.11 Grupos Tiol

As cisteinas formam pontes de dissulfeto, como as presentes na regido flexivel dos
anticorpos, essas pontes também pode ser Uteis se reduzidas por exemplo com agentes como
TCEP do inglés (Tris(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride) também chamado de
cisteamina. Essa reducdo forma grupos tidis reativos, (TRILLING; BEEKWILDER,;
ZUILHOF, 2013) que podem por exemplo reagir com superficies ativadas por maleimida ou
iodoacetil (SHARMA; MUTHARASAN, 2013b) No entanto, as cisteinas sao internas para
estrutura do anticorpo, a ligacdo covalente através desta estratégia pode mudar a conformacao
do anticorpo (KARYAKIN et al., 2000), enquanto o impedimento estérico pode limitar a
ligacdo com antigeno. De outra forma a reacdo ouro-tiol torna util essa estratégia de
imobilizacdo para substratos de ouro e nanoparticulas (MAURIZ; GARCIA-FERNANDEZ;
LECHUGA, 2016)

A excitacdo por luz UV também pode ser usada para iniciar a foto reducéo de pontes
dissulfeto, de acordo com uma abordagem conhecida como a técnica de imobilizagdo
fotonica. Pulsos a 258 nm, com frequéncia de 10 kHz, podem ser Gteis para produzir tiois
livres que s@o capazes de ligar substratos de ouro para aplicagdes com MCQ por exemplo
(DELLA VENTURA et al., 2011)
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Fragmentos de anticorpos, como os Fab’s, podem ser produzidos com tiois reativos A
imobilizacdo de fragmentos Fab em eletrodos de ouro é termodinamicamente favoravel
através da formacdo da ligagdo Au-S. Também é muito simples monitorar a mudanca na
composicao da superficie através da RPS. Anticorpos ndo fragmentados e fragmentados tipo
Fab' foram imobilizados diretamente em monocamadas de ouro. As aminas livres na
superficie do anticorpo foram transformadas em tidis. Ambas as superficies foram analisadas
pelo método AFM do inglés (Atomic Force Microscopy). Superficies com anticorpos integros
adsorvidos ndo puderam ser analisadas devido a ponta da sonda ter movido os articorpos
fracamente ligadas a superficie. (CRIVIANU-GAITA; THOMPSON, 2015).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Construcdo da Microbalanca de Cristal de Quartzo

41.1 Microcontrolador Arduino

O Arduino Micro (Figura 8) é um hardware de cddigo aberto (MELLIS et al.,
2007)usado para elaboracao de prototipos de programacéo de eletrénicos. A placa de circuito
e software (BADAMASI, 2014) usa a linguagem C++ simplificada para programagéo
(MINNS, 2013)O Arduino Micro é muito usado como microcontrolador, entre outras coisas
devido a interface do usuario ter configuracdo amigavel e de facil utilizacao.

Como qualquer outro microcontrolador € uma placa de circuito com um processador
que pode ser programado para executar uma variedade de tarefas, é possivel enviar
informacdes do programa de computador para 0 microcontrolador para que este se ligue ao
circuito ou maquina especifica para executar um comando particular, ou controlar processos
eletrobnicos bem como leitura de sensores diversos tanto de entrada quanto de saida de dados
(MARGOLIS, 2011)

Diferente da maioria dos programas e placas de circuito, (BOXALL, 2013)ndo possui
um hardware especifico para carregar um novo codigo ou programa na placa, é necessario
usar apenas um cabo USB do inglés (Universal Serial Bus) para carregar um novo codigo, 0s
cédigos de programa sdo mais faceis de desenvolver tornando a programacdo mais
simplificada. Uma placa Arduino pode ser classificada em duas partes: 1) Hardware: consiste
de muitos componentes que se combinam paras as mais diversas funcdes (BADAMASI,
2014)
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O principal componente é o processador ATmega32u4 (Figura 9), esse componente é
composto de 20 entradas e saidas digitais destas 7 podem ser utilizadas como saidas PWM do
inglés (Pulse Width Modulation) e 12 como saidas analdgicas, um cristal gerador de clock de
16 MHz, uma micro conexdao USB, uma conexdo ICSP do inglés (In Circuit Serial
Programming). Esse arranjo d& o suporte ao microcontrolador. A placa também € Plug and
Play, o que significa que basta a conexdo USB para funcionar, eliminando a necessidade de
um processador secundario. Isto permite que o controlador seja identificado pelo computador
como um periférico qualquer.

Alimentacdo externa (ndo USB) pode ser tanto de um adaptador CA (Corrente
alternada) como um CC (Corrente continua) pilhas ou baterias por exemplo. Os bornes de
uma bateria ou fonte podem ser conectados aos pinos GND do inglés (Graduated Neutral
Density filter) e no pino Vin. A voltagem minima e maxima nesses conectores €
respectivamente de 6 a 20V. A corrente maxima suportada ¢ de 50mA. O ATmega32u4 tem
32KB memoria, dos quais 4KB sdo utilizados pelo bootloader. Tem também 2,5KB de
SRAM do inglés ( Static Random Access Memory) e 1KB de EEPROM do inglés (Electrically
Erasable Programmable Read Only Memory) que pode ser lida ou gravada com a biblioteca
EEPROM. (BOXALL, 2013; MINNS, 2013; TO BUILD FUTURE TECHNOLOGY, 2017)

Figura 8- Microcontrolador Arduino

Fonte: (NOVAETECH, 2019)
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Figura 9 - Conexdes elétricas, portas de entradas e saidas de dados
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4.1.2 Frequencimetro oscilador de Pierce

O oscilador da MCQ foi projetado para fazer uso do driver em uma configuracao
tipica, também conhecida como circuito do oscilador Pierce (Figura 10). O oscilador Pierce é
um tipo de oscilador eletrénico projetado para uso em circuitos osciladores de cristal
piezoelétricos. Tem esse nome por conta do inventor, George W. Pierce.

Praticamente todos os geradores de clock de Circuitos Integrados digitais (CI) séo do
tipo Pierce, pois sua implementagdo exige um minimo de componentes eletronicos, um unico

inversor digital, um resistor, dois capacitores e o cristal de quartzo, este dltimo um filtro
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seletivo de alta resolugéo. (PIERCE, 1923; SILVA, R. H., 2010) O driver SN74LVC1GX04
do oscilador ¢é otimizado para trabalhar com tenséo de alimentacdo de 3,3 V, corrente de saida
de £ 24 mA. Essas condicdes de operacdo garantem estabilidade de frequéncia e baixo
consumo de energia. O Arduino Micro possui uma fonte de 3,3 V gerada pelo regulador
embarcado, o consumo maximo de corrente é de 50 mA. Assim, o pino de 3,3 V é adequado
para alimentar o driver do oscilador. O pino de 3,3 V também é regulado quando o Arduino
Micro é alimentado pela porta USB. Além disso, o driver do oscilador (IC1) é alimentado nas
condicdes corretas de trabalho. Esta é a solugdo mais simples, para garantir o desempenho das

leituras de frequéncia da MCQ.

Figura 10 - Circuito do oscilador Pierce
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Fonte: (NOVAETECH, 2019)
4.1.3 Softwares utilizados

Dois softwares sdo necessarios para desenvolvimento e operacdo da MCQ e ambos séo
de codigo aberto, sdo eles: o Arduino IDE (Integrated Development Environment) e
OpenQCM®. O IDE é um aplicativo multiplataforma desenvolvido em linguagem de
programacdo Java. E usado para desenvolver e fazer upload de Scripts de programagio em

placas compativeis com Arduino.
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O Arduino IDE suporta as linguagens C e C ++, neste caso as regras de estruturacao
do cddigo séao diferentes. O Arduino IDE fornece uma biblioteca de software de projeto, que
disponibiliza muitos procedimentos comuns de entrada e saida de dados. O cdodigo
desenvolvido ou baixado pelo usuario requer apenas duas funcbes basicas para iniciar, 0
sketch e o loop principal do programa, que sdo compilados e vinculados a um stub do
programa main () em um script executavel com a cadeia de ferramentas GPL (General Public
License), também incluida na distribuicdo do IDE (ARDUINO, 2018) O Arduino IDE usa o
programa avrdude para converter o codigo executavel desenvolvido em um arquivo de texto
em codificacdo hexadecimal que é carregado na placa do Arduino por um programa
carregador no firmware da placa. Na (Figura 11) é apresentado o Screenshot do Arduino IDE

e nele é mostrado o Blink, um programa simples embarcado na placa (BLINK 1.8.5, 2019)

Figura 11 - Screenshot Arduino IDE

@® ® Blink | Arduino 1.8.5

Blink §
/f the setup function runs once when you press reset or power the board
void setup() {

/¢ initialize digital pin LED_BUILTIN as an output.
pinMode(LED_BUILTIN, QUTPUT);
}

A/ the loop function runs over and over again forever

void loop() {$
digitalWrite{LED_BUILTIN, HIGH): A/ turn the LED on (HIGH is the voltage level)
1elay(1000); £/ wait for a second
digitalWrite{LED_BUILTIN, LOW); // turn the LED off by making the voltage LOW
e lay (10007 ; // wait for a second

Arduino/Cenuing Uno on COM1

Fonte: (Arduino, 2018)

A versdo do IDE utilizado para upload do firmwere da MCQ foi a 1.8.10 de 13 de
setembro de 2019 o repositorio utilizado € o github.com/arduino as licengas de uso sdo LGPL
(Lesser General Public License) ou GPL (General Public License). O segundo software
necessario para desenvolvimento da MCQ foi o OpenQCM® o projeto do software aproveita
0s recursos embarcados do NetBeans para criar GUI (Graphic Unit interface) interface grafica
de usuario (Figura 12). O aplicativo usa as bibliotecas Java de terceiros como: Ardulink uma

biblioteca de cddigo aberto para controle e comunicagdo com placas Arduino, entre elas o
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Arduino Micro utilizada nesse projeto. O Ardulink também fornece componentes Java Swing
prontos, capazes de se comunicar com a placa para leitura serial dos dados de frequéncia e

temperatura do cristal de quartzo.

Figura 12 - GUI (Graphic Unit Interface) interface grafica do usuario OpenQCM®
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Fonte: (NOVAETECH, 2019)

Para exibicdos dos dados é utilizado a JFreeChart que é uma biblioteca Java de cddigo
aberto para plotagem gréafica de dados, essa biblioteca permite a exibicdo de graficos em
tempo real com leituras de frequéncia e temperatura. Para que os dados sejam plotados em
tempo real e sejam confidveis, utiliza-se a CommonsMath, uma biblioteca de matematica. A
medicdo da frequéncia do cristal de quartzo € afetada por falhas causadas principalmente pelo
algoritmo de contagem do nimero de pulsos em um intervalo fixo de tempo. A média dos
dados da frequéncia é calculada pela CommonsMath ao longo desse intervalo de tempo
suaviza as falhas.

A conexdo a placa Arduino com o software usa protocolo de comunicacgéo baseado no
Ardulink, esse protocolo é 0 mais importante para comunicagdo entre o computador e a placa
conectada na porta serial portCOM. A conex&o e a comunicagéo entre a placa Arduino e o PC
sdo implementadas em uma sequéncia de instrugdes que resultam na leitura e plotagem das
informacdes de frequéncia (eixo Y) e temperatura (eixo X), o0 comando que faz essa plotagem
é o CombinedDomainXYPlot da biblioteca JfreeChart, o grafico dindmico plota os dados
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versus o tempo atual, usando um primeiro eixo para a frequéncia e um eixo secundario para a
temperatura.

Os dados de frequéncia e temperatura podem ser salvas em um arquivo de texto no
formato ASCIlI (American Standard Code for Information Interchange) Codigo Padréo
Americano para o Intercdmbio de Informacdo - € um codigo binario que codifica um conjunto
de 128 sinais: 95 sinais gréficos e 33 sinais de controle, utilizando portanto apenas 7 bits para
representar todos os seus simbolos. Depois que o arquivo de dados gerado € selecionado, 0
software anexa 0s novos dados ao arquivo. O arquivo de dados é formatado da seguinte
forma: data (MM / dd / aa) hora (hh: mm: ss) frequéncia (%. 1f) temperatura (%. 1f)
(NOVAETECH, 2019)

4.1.4 Cristal oscilador de Quartzo

Na MCQ proposta utilizou-se cristais de osciladores de quartzo com corte AT (Figura
13), com frequéncia de oscilagdo em forma de cisalhamento de 10 MHz colocado entre dois
eletrodos de ouro para conexdo elétrica. A superficie do cristal de quartzo € plana e polida,
ainda necessaria limpeza prévia para 0 uso. A adesdo do eletrodo de ouro a superficie é
aprimorada usando um substrato de Titanio (Ti). A Sensibilidade nominal do sensor é de 4,42
x 10-9 g Hz-1 cm, a relagdo entre frequéncia e estabilidade térmica é de + 20 KHz a 23 °C
com densidade de 0,0026497 Kg / m® a 25°C.

A espessura de quartzo é de ~160 um com diametro total de 13,9 mm, ja o eletrodo
tem didmetro 6mm revestido com Ouro (Au) a espessura do eletrodo é de ~200 nm a conexao
elétrica se da pelos eletrodos mdveis da camara de reacdo da MCQ proposta. O cristal usa
conexfes tipo HC-48/U. Os dados de area e densidade do eletrodo sdo Uteis para
quantificacdo da massa medida sobre o eletrodo, no entanto esses dados ndo foram medidos
no trabalho (NOVAETECH, 2019)

Figura 13 - Cristais osciladores de quartzo

-

Fonte: (NOVAETECH, 2019)
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415 Estrutura de protecdo dos componentes eletronicos

Para a construcéo da estrutura de protecdo da MCQ foi utilizado placas de acrilico de
3, 2, e 1 mm de espessura (Figura 14). As placas que compdem o case foram usinados com
serra elétrica, as pecas de acrilico que constituem a estrutura permanente foram unidas com
adesivo liquido tipo cianoacrilato. A juntas moveis foram possiveis com uso de parafusos de
1,5 mm de espessura e 3 mm de comprimento. A estrutura de protecdo foi construida para
protecdo do frequencimetro e do controlador Arduino, as medidas do case estdo ilustradas na
(Figura 15). H& duas entradas, uma tipo micro USB para alimentac&o elétrica e saida de dados
para o computador e outra tipo RJ-45, esta liga o sensor da camara de reacdo diretamente ao
frequencimetro.

Na imagem também € possivel observar o Arduino micro conectado ao
frequencimetro. Todas as partes do desenho de execucdo do projeto da MCQ foram
modeladas com o software SketchUp Make 2017®

Figura 14 - Placas de acrilico utilizadas no projeto

Fonte: Préprio autor
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Figura 15 - Estrutura de protecdo dos componentes eletronicos

~~Arduino

- Frequéncimetro

Fonte: Préprio autor
4.1.6 Cémara de reacao

A camara de reacao (Figura 16) foi construida com uma variedade maior de materiais
em relacdo a estrutura de protecdo, isso por conta da especificidade de seu uso, além dos
materiais comuns ao case foram utilizados anéis de silicone (3, 5) para vedacdo das reacdes
em meio liquido, tubos de 1mm de entrada e saida de reagentes (7, 8), eletrodos de latdo de
1mm x 0,5mm para contato elétrico com sensor (2), placa de fenolite com camada Unica de
cobre para construcdo de circuito elétrico, imas de neodimio de 6 mm de diametro por 3 mm
de altura (6).

Figura 16 - Camara de reacéo

10

Fonte: Préprio autor
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A (Figura 17) ilustra o processo de montagem da cdmara de reacdo, para construcéo
desse componente as pecas de acrilico, Placa de circuito cobreado ja com os eletrodos de latdo
montados foram sobrepostas formando trés camadas juntas com parafusos M2 2,5 x 6 mm e
cola permanente de cianoacrilato. Um conector RJ-45 foi adicionado para capturar o sinal da

leitura da cAmara reacdo até o frequencimetro.

Figura 17 - Processo de montagem da camara de reagdo

Fonte: Proprio autor

A (Figura 18) mostra a cdmara de reacdo tipo fechada parcialmente montada. Este
modelo exige a colocacdo de tubos conectados em bomba peristéltica ou bomba tipo seringa
para succgdo dos reagentes. A conexao do topo seja no modo aberto ou fechado é possivel com

uso de iméas neodimio que também oferece vedagao por compressao.

Figura 18 - Camara de reagdo tipo fechada parcialmente montada

Fonte: Préprio autor

4.1.7 Operagédo da MCQ

Para operacdo da Microbalanca é necessario garantir boa montagem da camara de
reacdo, a estanqueidade das substancias permite confianca nas medi¢des, também é necessario
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seguir a ordem correta dos componentes a serem montados. A (Figura 19) apresenta uma
visdo geral da MCQ em perspectiva explodida. A sequéncia adequada de montagem da
camara de reacéo ¢ ilustrada nas fotos a seguir. E necessario delicadeza na montagem das
partes para ndo incorrer em quebra do sensor ou contaminacdo na superficie do sensor apos
limpeza dos componentes para montagem da cdmara de reacao.

Antes da colocacdo do silicone de vedacdo os eletrodos moveis (Figura 19b) devem
ser rebaixados girando o botdo de acionamento (Figura 19a) no sentido horario. E importante
perceber se no momento da montagem do sensor, se este esta alinhado na camara de reacéo
conforme Figura 13d esse cuidado previne que os contatos do eletrodo movel e o eletrodo do
sensor seja mal feito, diferente disso as rea¢fes no sensor ndo serdo lidas pelo frequencimetro

ou havera muita instabilidade na leitura.

Figura 19 - Visdo geral da MCQ, a) botdo de acionamento dos eletrodos mdveis, b) eletrodos
maveis, c) silicone de vedacéo, d) sensor MCQ, €) Anel de vedacao, f) ima de neodimio, g)
saida de reagente, h) entrada de reagentes, i) cAmara aberta de vedacéo, j) conector USB

Fonte: Proprio autor

Os tubos de entrada e saida devem ser montados na parte superior da camara de reacao
antes da colocagdo sobre o sensor para evitar danos no mesmo (Figura 20e). Outro ponto
critico € a colocacdo deste ultimo componente (Figura 20f) isso porque os imds de neodimio
podem comprimir o sensor de forma abrupta e resultar em danos e mau funcionamento do
aparelho. Finalmente conecta-se a seringa para succao de reagentes (Figura 20g). Aqui cabe
outra ressalva, como em todos os aparelhos MCQ que operam em fluxo com camara fechada,

é imprescindivel que os reagentes nunca sejam injetados sobre o sensor. Isso porque a forte
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elevacdo de pressdo sobre 0 sensor provoca variagcdo excessiva na leitura das frequéncias,
outro ponto é que a estanqueidade da camara fica prejudicada que pode resultar em
extravasamento de liquidos nos componentes elétricos. Quando os liquidos sdo succionados
cria-se um VAcuo no interior que extraem possiveis bolhas formadas entre o sensor e o0 anel de
vedacgdo, esse vacuo também diminui a possibilidade de formacdo de bolhas sobre o sensor
bem como possibilita que as solugdes entrem em contato com toda a &rea do sensor. A
formacéo de bolhas diminui consideravelmente a capacidade do sensor.

Figura 20 - Fotografia da MCQ - Ordem de montagem da camara de reacéo: a) silicone de
vedacdo, b) instalacdo do sensor MCQ, c) anel de vedacao, d) visdo superior - alinhamento
do sensor na cdmara, €) Tubos de entrada e saida de reagentes, f) instalacao da parte superior
da camara tipo fechada, g) instalacdo de seringa

Fonte: Proprio autor

Figura 21 - Fotografia da MCQ completamente montada

Fonte: Proprio autor
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4.1.8 Anélise de custo da construgdo da MCQ

A execucéo do projeto da MCQ apresentou um custo muito inferior comparado com
equipamentos de mercado, alcancando assim um dos seus principais objetivos que era o baixo
custo de producdo. Na (Tabelal) sdo estratificados os principais custos com componentes para
que seja feita uma unidade do equipamento. Nao foi possivel totalizar os custos por que 0s
custos indiretos deste projeto como tempo, deslocamento de pessoal para pesquisa e aquisicéo
de materiais, gastos com sistemas de informacéo, eletricidade internet, telefone etc.

O custo dos componentes totalizou, aproximadamente R$ 726, 65. Vale informar que,
nesse valor, ndo estdo inclusos custo de alguns materiais e servigos que foram reciclados de
componentes eletrénicos ou doados com fornecedores envolvidos com a proposta do projeto.

Quando comparado com o modelo de referéncia mais barato disponivel no mercado a
eQCM 10M Quartz Crystal Microbalance do fornecedor Gamry Instruments que custa R$
20.827,92 (COOLBAUGH, 2015) observa-se que o valor é aproximadamente 28 vezes
menor. Cabe ressaltar também que essa diferenca é importante quando se observa o propdsito

do equipamento proposto, ja citado ainda introducdo desse estudo.

Tabela 1 - Estratificacdo dos custos de montagem de uma unidade da MCQ

Item Dimensodes Unidades Custo de Qu_sto de
mercado (r$) | aquisicdo (R$)
Placas de acrilico 3 mm 6.936 mm? 1.60 0
Placas de acrilico 1 mm 2.464 mm? 0.40 0
Placas de acrilico 10 mm ‘ 1.938 mm? 4.45 0
Frequencimetro 17,7 x 48,2 mm 1 240.00 240
Placa Arduino micro 17,7 x 48,2 mm ‘ 1 15.00 15
Parafuso M2 2,5 X 6 mm 10 0.10 0
Manta de silicone 1 mm ‘ 2.464 mm? 0.30 0
Disco de quartzo 10 MHz 13,9 10 450.00 450
mm
Imas de Neodimio 3Xx 6 mm \ 8 10.00 10
Placa de circuito 1 mm 1.701 mm? 7.65 7.65
cobreada
Cola cianoacrilato 10 mL \ 1 4.00 4
Conector RJ-45 13 x 14 mm 1 0.10 0
Tubos de silicone 2 x 154 mm \ 2 2.00 0
Barra eletrodo latdo 10 mm 2 0.50 0
TOTAL \ 736.10 726.65

Fonte: Proprio autor
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4.19 Estudo da capacidade de andlise em meio liquido

Para a verificacdo da Microbalanca de cristal de quartzo utilizou-se &gua pura, de
acordo com a teoria baseada na (equacgédo 1) de Kanazawa — Gordon essa equagdo expressa a
variacdo de frequéncia de um cristal de quartzo em contato com um liquido em termos de
pardmetros fisicos do fluido e do quartzo (KEIJI KANAZAWA; GORDON, 1985). A relacéo
é:

Equacdo 1 - Equacdo de Kanazawa — Gordon

3
_ 7 (kL )
1= =1 '(mquQ)

Onde:

fo = frequéncia de vibragdo nominal do cristal seco
nL = viscosidade absoluta do cristal de quartzo

pL = densidade do liquido

nQ = modulo de cisalhamento do cristal de quartzo
pQ = densidade do cristal de quartzo

De modo mais simples, a variacdo de no padrdo de ressonancia de um cristal de
quartzo em meio liquido depende do produto da densidade-viscosidade do liquido estudado. A
equacdo acima é dependente das seguintes caracteristicas: i) o cristal de quartzo é um sélido
mas com propriedades elasticas, ha dissipacdo e energia na estrutura do cristal bem como na
estrutura da cdmara ii) o liquido é newtoniano, o que significa que é um liquido puramente
viscoso; iii) o liquido —se assemelha a uma camada infinita, assim a penetracdo da onda de
cisalhamento é muitas vezes menor que a espessura do liquido.

Foi utilizado um disco de quartzo de 10 MHz com corte AT e eletrodo de ouro de 6
mm de diametro. Agua pura foi injetada na camara de reacdo da MCQ usando uma bomba de
seringa. O volume da camara de medicéo € de aproximadamente 28 pL. Os parametros fisicos
do fluido e do quartzo séo:

fo = 10 Mhz

nL =1.002x 1072 g.cm™ 1. s71 (T = 20°)
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pL =0.9982 g.cm™3(T = 2 — 20°)

uQ =2.947 x 101t g.ecm 1.s7?

pQ =2.648 g.cm™3

Ainda de acordo com a equacédo de Kanazawa - Gordon, a variagdo de frequéncia do ar
para a agua destilada é Af = 2020 Hz (KEIJI KANAZAWA; GORDON, 1985).

A mudanca de frequéncia causada pela injecdo de agua pura na camara de reacdo foi
medida usando o seguinte procedimento: A MCQ foi conectada via porta USB e aguardou-se
0 tempo de estabilizacdo de temperatura e frequéncia estacionaria. Ap6s 30 minutos a
frequéncia inicial da MCQ foi medida e registrada durante um intervalo de mais 30 minutos.

A frequéncia inicial corresponde ao cristal de quartzo em contato com o ar. Apés a
medicdo da frequéncia de contato com ar, agua MiliQ foi injetada na cAmara usando bomba
tipo seringa. Um novo periodo estacionario de 30 minutos foi aguardado, as leituras da MCQ
foram registradas. A frequéncia final corresponde ao cristal de quartzo em contato com agua.

O resultado da frequéncia do cristal na mudanca do ar para dgua é calculado como a
diferenga da frequéncia final no ar (Afg) menos a frequéncia final na agua (Afi), como
mostrado na (Figura 22). Os resultados dos testes demostram Afo = 10015849.4 Hz e Af1 =
10013830.3 Hz mostraram uma boa concordancia entre a mudanca de frequéncia medida pela
MCQ na mudanca da interface do ar para a 4gua pura, a determinacdo matematica da equacédo
de Kanazawa Gordon também foi confirmada.

A equacdo prevé uma variacao na frequéncia de ressonancia na ordem de 2020 Hz. O
resultado calculado no teste é de 2018,9 Hz, a diferenca para o valor tedrico ideal é de £
1,1Hz para um cristal de quartzo de 10 MHz na mudanca da interface ar para a 4gua pura a
temperatura de 20°C. A variacdo de frequéncia medida usando a MCQ proposta esta muito
proxima (Afsina = 2018.9 Hz) do valor tedrico. O teste e os resultados aqui relatados
mostraram a sensibilidade do equipamento proposto para operagdo em meio liquido, a
diferenga encontrada neste teste é obstaculo suficiente para alcancar um dos objetivos
propostos uma vez que se optou por hardware e software de baixo de custo em que esperava-

se possiveis divergéncias entre valores teoricos e valores medidos.
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Figura 22 — Graéfico da variacdo de frequéncia na mudanga de interface ar-agua para
confirmacéo da equacdo de Kanazawa — Gordon
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Fonte: Préprio autor

4.1.10 Estudo da capacidade de analise gravimétrica em meio liquido

Para este estudo. Foram preparadas trés solucbes com diferentes concentracdes de
sacarose 7,5%, 15% e 30% peso/volume (p/v).

Uma bomba tipo seringa foi utilizada para injetar as diferentes concentracdes na
camara de reacdo. As solucGes foram bombeadas até observacdo de que a camara estava
totalmente preenchida com a nova solucdo. Em seguida, a variacdo de frequéncia foi aferida
em estado estacionario. A medicdo de frequéncia foi realizada sempre no equilibrio de
condicBes estaticas dos liquidos, a camara de reacdo foi lavada com agua destilada entre
injecOes das solucdes. De fato, o que foi medido nesse experimento foram as variagOes de
frequéncia causadas por mudanga de massa devido ao processo de alteracdo de densidade e
viscosidade da amostra liquida. Essas duas caracteristicas ndo sdo dissociaveis, por isso €
necessario lavar a cdmara de reacao antes de cada nova injecdo. Desta forma, € possivel medir
e comparar a mudanga de frequéncia causada por solu¢bes com diferentes concentracdes de
solidos dissolvidos. A variacdo de frequéncia da MCQ durante todo o teste com diferentes

concentragOes de sacarose é mostrada na (Figura 23).
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Figura 23 — Gréfico da variagdo de frequéncia da MCQ causado por injecdes sucessivas de
agua e sacarose em diferentes concentracdes 7,5, 15 e 30 % p/v.
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A maior variacdo no sinal de frequéncia, indicada pelos picos no grafico, é causada
principalmente pela variagdo abrupta de pressdo na superficie do cristal de quartzo devido a
injecdo de liquido. Mas, essa variacdo € transitoria e ndo é considerada. E importante notar
que o processo de regeneracdo do sensor ndo foi medido apds as injecdes sucessivas. No
entanto, a estabilidade do sinal referente a leitura da agua (Afsgua) Serve como parametro
branco ou “0” para calculo diferencial com as diferentes concentragdes. Na (Tabela 2) é
mostrada a frequéncia medida na MCQ para as trés concentracdes, a diminuicao de frequéncia

em relacdo a agua pura também foi medida.

Tabela 2 - Variacdo de frequéncia medida nas diferentes concentracdes de sacarose

Solugdes Frequéncia (Hz) Af (H2)
Agua 10014141.4 0
Sacarose 7,5% 10013824.8 257.3
Sacarose 15% 100135837 498.4
Sacarose 30% 10013300.6 781.5

Fonte: Préprio autor

Este resultado aqui relatado mostra que equipamento proposto responde a variagoes de

concentracéo de soluto. No entanto para elaboracdo do teste de ajuste linear e outras provas
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estatisticas fez-se necessario aumentar o nimero de anélises. A MCQ foi submetida a solugéo
de glicose em agua que variaram de 1,6 a 90 mg/mL. Os valores de frequéncia estaveis para

cada concentracdo sdo mostrados na (Tabela 3).

Tabela 3 - Frequéncias estaveis de diferentes concentracGes de solucdo de glicose

Analises gﬁgggg;:ﬁgﬁ?} E)e Frequéncia (Hz)
1 1,6 10006837.3
2 3,1 10006805.5
3 6,3 10006778.7
4 12,5 10006744.5
5 25 10006656.0
6 50 10006495.2
7 2,2 10006861.4
8 4,4 10006847.5
9 8,8 10006825.5
10 17,5 10006783.9
11 35 10006684.7
12 70 10006459.7
13 2,8 10006870.0
14 5,6 10006851.8
15 11,3 10006817.8
16 22,5 10006750.4
17 45 10006594.4
18 90 10006286.9

Fonte: Préprio autor

Para a verificacdo da adequacdo do modelo os dados foram submetidos a Andlise de

Covariancia— ANOVA. A (Tabela 4) mostra os resultados desse tratamento.

Tabela 4 — Anélise de Covariancia — ANOVA

Fon_te Eia C_;rau de Soma de Quagjr_ado = 0
Variacdo | Liberdade | quadrados médio
Regresséo 1 435662.880  435662.880 382.488 < 0.001
Residuo 16 18224.402 1139.025
Total 17 453887.282

Fonte: Proprio autor
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A regressao linear simples (Figura 24) mostrou que a variagdo da concentracdo de
glicose nas solugdes prevé a variacao da frequéncia medida na MCQ [F (1, 16) = 382.487, p <
0,001; R? = 0,959]

Figura 24 — Gréfico do ajuste linear da concentracdo de glicose e variagdo da frequéncia
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Fonte: Proprio autor

4111 Elaboracéo de imunossensores tipo Au-Cisteamina-GLU-mADb-1gG

Para elaboragdo de um imunossensor a correta imobilizagcdo dos elementos de
bioreconhecimento € um fator critico, o que melhora significativamente a sensibilidade e
reprodutibilidade analitica. (RADI et al., 2009) Um dos protocolos mais amplamente
utilizados para imobilizar anticorpos em superficies metalicas tem sido a ligacdo por
monocamadas automontadas (ARYA et al., 2009)

Nas SAM’s dos tiois sdo obtidos por um processo simples de imersdo do metal de
interesse em uma solucdo diluida contendo cadeias tioladas de alcano preparados em
solventes organicos, esses solventes variam de acordo com o protocolo empregado. (DUTRA
etal., 2007)

As monocamadas sdo quimicamente ligadas em superficies de metais nobres, que sao
utilizados devido a forte ligagdo do enxofre nesses metais (VERICAT et al., 2006). SAM’s
podem ser usadas para imobilizar anticorpos proximos a superficie do eletrodo com muito
controle e orientagéo. (WANG, X. H.; WANG, 2008)
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O uso de grupos funcionais apropriados para ligar anticorpos via monocamadas
autoorganizadas forma ligacGes fortes e irreversiveis na superficie do sensor, estas
caracteristicas podem permitir o reuso do sistema analitico. Nesta sessdo serd descrito o
processo de elaboracdo de um microimunossensor MCQ baseado na SAM para deteccdo de
anticorpos.

O anticorpo monoclonal de camundongo anti-humano (mAb-IgG Anti-humano) e o
IgG-Humano foram adquiridos da (EBRAM, Sao Paulo - Brasil). Os demais reagentes sdo:
agua ultrapura MilliQ (Merck, Sdo Paulo - Brasil), Cisteamina (LEMMA, Séo Paulo - Brasil)
CAS [156-57-0], glutaraldeido a 25% (DINAMICA, Indaiatuba - Brasil) CAS [111-30-8],
glicina (Vetec, Campinas - Brasil) CAS [50-40-6], Acido Cloridrico - HCL 37% (NEON,
Suzano - Brasil) CAS [7647-01-0], Tampdo Fostato Salino do inglés Phosphate Buffered
Saline (PBS), Albumina Bovina Sérica — (BSA) do inglés Bovine Serum Albumin (Sigma-
Aldrich, S&o Paulo - Brasil) CAS [9048-46-8] Alcool Metilico absoluto (Quimica Moderna,
Sao Paulo - Brasil) CAS [67-17-5]. Solugdo de glicina acida pH 3,0 a 0,1 M preparada com
750 mg de glicina e 83, 2 mg de HCL em &gua. Todos os reagentes foram preparados com
produtos quimicos de qualidade analitica.

Para o preparo da superficie de biorreconhecimento o eletrodo de ouro do sensor MCQ
foi limpa com a solugdo “piranha” preparada na propor¢do 1:3 partes de H202 30% v/v em
H>SO> concentrado por 2 minutos, em seguida lavada com agua ultrapura. Depois 0s sensores
MCQ foram submersos em alcool metilico em cadmara Umida sob agitacdo constante por 30
minutos. A SAM foi preparado por imersdo do sensor em uma solucdo de Cisteamina a 25
mM em etanol, colocado em cdmara Umida por 2h. Em seguida, os sensores foram
cuidadosamente lavados com PBS por 4 min, seguido por uma imerséo de solugéo recente de
glutaraldeido a 2 % (v/v) em PBS a 50 mM (pH 7,4) por 45 minutos em camara umida sob
agitacdo constante.

Por fim, as SAM’s foram formadas, exceto a camada do mAb-IgG anti-humano. Para
este procedimento uma solu¢do de mAb-1gG anti-humano (1,2 pg/mL), preparada em PBS,
foi pipetada (100 pL) no eletrodo de quartzo e deixada em repouso por 1h em cdmara Umida
para evitar evaporacdo. Neste momento, a ligagcdo covalente pelo grupo reativo da amina do
mADb-IgG com os terminais de aldeido é efetivada. Em seguida, o sensor de quartzo agora
funcionalizado com a molécula de biorreconhecimento, foi lavado com solucdo de PBS e
inserido na camara de reacdo fechada, nesse momento a cAmara de reagdo foi preenchida com
PBS e ligada ao software de analise para registro dos dados de frequéncia em fase estacionaria

por 30 minutos. Para blogueio de ligacGes inespecificas, uma solugdo de 1 mg/mL de BSA em
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PBS foi injetada na cAmara de reacdo, as leituras de frequéncia foram feitas por 30 minutos
em fase estacionéria.

A resposta analitica foi avaliada a partir da injecdo de 1,4 ug/mL de IgG-humano
preparado em PBS até preenchimento da cAmara de reacdo, as leituras de frequéncia foram
feitas por 30 minutos em fase estaciondria. O imunossensor foi regenerado desfazendo o
complexo antigeno anticorpo pelo uso de solucéo &cida de glicina pH 3,0. Em seguida, PBS
foi injetada na camara de reacdo. As leituras de frequéncia foram feitas por 60 minutos em
fase estacionéria. A (Figura 25) resume o processo de imobiliza¢do orientada dos anticorpos

que neste estudo sdo as estruturas de biorreconhecimento.

Figura 25 - Processo de imobilizacdo orientada de anticorpos
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Fonte: adaptado de (POITRAS; TUFENKJI, 2009)
4.1.12 Anélise da capacidade de reconhecimento de antigenos meio liquido

Para o imunossensor MCQ, a quantidade ideal de anticorpos imobilizados pode ser
estabelecida em relacdo ao valor maximo de interacdes antigénicas. (CHEN, Z. G.; TANG,
2007) Na maioria dos estudos, diferentes concentragdes de uma estrutura de
biorreconhecimento sdo testadas para se encontrar a concentragdo 6tima a ser imobilizada.

Neste estudo utilizou-se estruturas para as quais ja se conhece a concentracdo 6tima,
no caso 1,2 pg/mL nesta concentracdo (MATTOS et al., 2012) estabeleceu o valor maximo da
mudanca de frequéncia como resultado do equilibrio maximo exigido para imobilizar o mAb-
IgG anti-humano na superficie do eletrodo MCQ. A quantidade de mAb-mAb-IgG anti-
humano que é imobilizada na superficie do cristal pode alterar o desempenho do
imunossensor por conta da variacdo da disponibilidade de grupos reativos funcionais no
sensor (ZHANG et al., 2004) A concentracdo Otima de cisteamina para este estudo é 25 mM,
enquanto a concentracdo de glutaraldeido foi fixado em 2% (v/v) (POITRAS; TUFENKJI,

2009) A resposta analitica do imunossensor é mostrada na (Figura 26).
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Figura 26 - Resposta analitica e regenerativa do imunossensor
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A regeneracdo da camada funcionalizada é importante para 0s biossensores
reutilizaveis, mas costuma ser um processo delicado. Apds a ligacdo do alvo com o mAb-IgG
anti-humano uma solucéo glicina/HCI pH 3,0 a 0,1 M foi injetada no sistema.

A glicina HCI é um dos reagentes mais comuns para dissociar complexos antigeno-
anticorpo (SCHLECHT et al., 2006; TOMBELLI; MASCINI; TURNER, 2002). Isso resultou
na liberacdo do 1gG-humano como mostra a (Figura 20 Etapa 4), é possivel verificar que a
frequéncia de ressonancia retorna ao estagio anterior apés a injecdo de glicina. A média de
frequéncia na fase estavel de reconhecimento do alvo foi de 10000110.95 Hz enquanto a de
regeneracdo foi de 10000106.69 Hz. A diferenca entre elas é de apenas = 4.26 Hz, isso
demonstra a similaridade das duas fases e indica a eficiéncia da dissociacdo do alvo da
molécula de biorreconhecimento. No entanto, ainda € necessario um novo ciclo de adicdo do
alvo (Etapa 3) para verificar se a molécula de biorreconhecimento nao foi danificada no
processo de regeneracdo (PIRINCCI et al., 2018)

Os anticorpos imobilizados podem ter sido irreversivelmente danificados ou terem
sua conformacdo espacial modificada, isso diminuiria substancialmente a capacidade de
reconhecimento do sensor. Embora biossensores a base de anticorpos possam ser reutilizaveis
(WANG, D. et al., 2013), uma perda de atividade do anticorpo imobilizado sempre acontece
no processo de regeneracd0 mesmo que este seja muito ajustado. Nesse caso, injegdes

subsequentes de analito poderiam demonstrar quanto de dano o sensor sofre apds a
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regeneracdo, mensurar a diminuigdo de eficiéncia e estabelecer o nimero de ciclos analiticos
do sensor.

Mattos (2012) utilizando protocolo semelhante ao desse estudo estabeleceu que 0s
sensores MCQ testados podiam ser usados continuamente por 10 vezes, e as mudancas de
frequéncia relativa obtidas tinham alto grau de similaridade, em torno de 80% da resposta
obtida no primeiro ciclo.(MATTOS et al., 2012)

5 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo teve como objetivo principal a implementacdo de um prot6tipo de
Microbalanca de cristal de Quartzo de baixo custo capaz de realizar teste de gravimétricos e
de interacdo entre moléculas bioativas. Para tanto, foi desenvolvido um prot6tipo funcional a
partir de materiais de facil acesso que detecta a variagdo de massa de solutos dissolvidos e
interacdo de biomoléculas em eletrodo especifico, processa e transmite sinais para um
software, que mostra essas interacdes em tempo real e armazena os dados.

Esta pesquisa possibilitou a aplicacdo e o uso de técnicas de projeto e construcao de
dispositivos micro eletromecanicos destinados a implementagdo e desenvolvimento de
ferramenta de ensino capaz de aproximar do ambiente académico técnicas de analises
micrométricas e moleculares. A utilizacdo de solutos diluidos com diversas variacdes de
concentracdo mostrou-se eficaz como ferramenta de validacdo dos testes micrométricos de
massa.

A escolha do Arduino micro® como dispositivo controlador do frequencimetro foi
essencial para se chegar a solucdo final. Com o uso desse controlador, foi possivel evitar o
investimento de tempo e recursos no desenvolvimento de dispositivo capaz de comunicacao
de dados rapida e estavel com o computador. Outra funcionalidade adquirida pelo uso
Arduino foi a capacidade de ajuste simplificado da comunicacdo com computador,
alimentacédo de todo o sistema via porta USB, dispensado o desenvolvimento de sistema para
esse fim, a disponibilidade de ampla biblioteca de scripts de forma gratuita, linguagem de
programacao facil e software intuitivo.

Esses foram exemplos praticos de como essa placa de prototipagem contribuiu no
desenvolvimento do protétipo. permitindo abordagem corretiva dos mecanismos de ajuste
sempre que necessario, melhorando a performance e a qualidade dos resultados. Contudo, a

montagem do sensor nos eletrodos da MCQ ainda necessita de uma série de passos e cuidados
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para um selamento perfeito da camara de reagdo, em um trabalho futuro, poderdo ser
realizados testes com um sistema de selamento mais &gil e seguro.

E necessario aplicacdo de novos testes com outros equipamentos existentes, a fim de
verificar a acuracia com os resultados de outros trabalhos relacionados as duas proposicoes
deste. Outro ponto de destaque é ao intervalo de tempo gasto para as andlises, cada ponto
analitico precisa de no minimo 30 minutos para estabilidade do sinal. Para essa caracteristica,
se for levado em consideracdo a reducdo do tempo, haveria um impacto significativo no
volume de pontos de analise.

Quanto a funcionalidade do sistema proposto, foram detectadas algumas limitaces,
como, por exemplo, alta sensibilidade a variacGes na rede elétrica, assim a estabilidade 6tima
do sistema s6 foi atingida com uso notebooks ou desktops desligados da rede elétrica. A
conexdo em rede sem uso de algum tipo de estabilizador pode vir a prejudicar desempenho do
equipamento.

Neste estudo foi abordado uma tecnologia muito atrativa e relativamente simples para
pesquisa e desenvolvimento, de instrumentos didaticos e de pesquisa basica, que pode ser
muito Util para aproximar a teoria da analise molecular com pratica dentro do universo
académico. As técnicas microanaliticas e de interacdo biomolecular estdo disponiveis a muito
tempo e com nivel de sofisticacdo altissimo assim como o investimento para sua aquisi¢ao.
No entanto, ainda falta no mercado instrumentos voltados para o ensino com que oferecam a
oportunidade de contato com essas tecnologias, para que se possa ainda nos primeiros anos de
uma graduacdo ou mesmo no ensino técnico pensar em implementacdo, seja de protocolos de
uso ou da tecnologia em si. A solucdo proposta, neste estudo, se mostrou bastante viavel,
considerando a proposta de uso e o acerto das analises durante o desenvolvimento. A maior
parte dos testes realizados obtiveram resultados satisfatdrios, salvo algumas limitacGes ja
discutidas. Espera-se que seu conceito ndo mais esteja associado a algo “intangivel”.

Como proposta de melhorias futuras, destacam-se: sofisticacdo do design,
simplificagdo no processo de montagem do sensor, miniaturizagdo dos sistemas eletronicos,
implementacdo de um sistema de deteccdo de energia dissipada que aumentaria

significativamente a qualidade da analise de moléculas bioativas.
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