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RESUMO

Hé& uma crescente demanda pelo monitoramento in situ da interagdo antigeno-anticorpo. Os
imunossensores baseados nessa interacdo tém atraido grandes interesses nos anos recentes e
em varias areas. Para essa finalidade tém sido empregados numerosos sensores, como 6ptico,
piezoelétrico e eletroquimico. Dentre eles, o capacitivo tem sido investigado com alta
sensibilidade. Os imunossensores capacitivos sdo baseados nas mudancgas das propriedades
dielétricas, distribuicdo de cargas, dimensdo e forma do complexo antigeno-anticorpo
formados na superficie do eletrodo. Estes dispositivos apresentam como principais vantagens
pouco influéncia de correntes faradicas e a falta da necessidade de marcacéo. Neste trabalho,
uma nova plataforma de imunossensor capacitivo baseado em dispositivos interdigitados foi
proposta, na tentativa de reduzir os custos na producdo em massa de eletrodos. Em adicéo,
suportes de aluminio foram empregados paraimobilizacéo de |gG usando monocamadas auto-
organizadas (SAMs) e sua eficiéncia avaliada através de métodos enziméticos.Os
microeletrodos foram obtidos pela evaporacdo térmica de aluminio sobre o substrato de
silicone (Si/SiO/Al), seguidos por posterior recozimento com a finalidade de executar um
contato 6hmico entre os dois filamentos (&rea de aproximadamente 3mm?). O microeletrodo
proposto foi acoplado a um analisador de parédmetro (Hewllet-Packer,USA) para medidas
potentiostéticas da capacidade. A superficie do sensor capacitivo foi composta pela formagéo
de monocamadas de tidis e subsegiiente imobilizacdo dos anticorpos. Como modelo de
anticorpos foi usado imunoglobulinas G (Anti-1IgG). A SAM sobre os eletrodos foi obtido
pelaimersdo em uma solucdo do cisteamina (25mM) seguidos pelo glutaraldeido para ligagéo
com anti-lgG imobilizado. A resposta capacitiva da imobilizagdo foi proporcional a
quantidade do IgG ligados ao anti-IgG imobilizado. Esta plataforma desenvolvida podera ser
aplicada para diversos sistemas de imunoensaio devido arapidez e ao custo baixo gque oferece.
Este trabalho abre perspectivas para o desenvolvimento de imunossensores aplicados a salde
humana e animal, no diagndstico ambiental e outros ensaios baseados na interacdo antigeno-
anticorpo.

Palavras-chave: imunossensor capacitivo, aluminio, monocamada auto-organi zada.



ABSTRACT

There is a growing demand for in situ monitoring of antigen-antibody interaction.
Immunosensors based on antigen—antibody interaction have attracted great interest in recent
years in various areas. Numerous techniques such as optica, mass-sensitive and
electrochemical have been employed for this purpose. Among the electrochemical techniques,
a capacitive measurement has also been investigated as a highly sensitive approach.
Capacitive immunosensor is based on changes in dielectric properties, charge distribution,
dimension and shape, when an antibody / antigen complex formed on the surface of an
electrode. These devices present advantages such as reduced influence Faradic currents, non-
necessity labeled or tracer to output signal. In this work, a novel platform of capacitive sensor
based on interdigited devices principle was purposed. In addiction, aluminum supports were
employed to antibody immobilization using “self assembled-monolayer” (SAM) and its
efficiency were evaluated by immunoenzymatic methods. The microel ectrodes was performed
by therma evaporation on the backside of silicon wafer, the auminum-deposited silicon
wafer was annealed for the purpose of performing ohmic contact between two strips (with
area approximately 3mm?). The purposed microelectrode was coupled to a Parameter
Analyser (Hewllet-Packer,USA) for potentiostatic capacitance measurements. The capacitive
sensor consisted of self-assembled of thiols compounds on auminum strips to which
antibodies towards. As model of antibodies was used immunoglobulin G (anti-1gG). The self-
assembled monolayer onto electrodes was obtained by immersing of the silicon wafers in a
cysteamine solution (25mM) followed by glutaraldehyde for cross linking immobilization of
anti-lgG. The results suggest that the antigen-antibody interactions can be measured as
proportional to the capacitance increase. This developed platform can be applied for severa
immunoassay systems due to rapid and low cost advantaging. Then, this work opens
perspectives for the development of novel imunossensores applied to the human and animal
health, in the ambient diagnosis and other assays based on the interaction antigen-antibody.

Keywords: capacitive, immunosensor, aluminum, self-assembled monolayer



1.0 - INTRODUCAO

O interesse por técnicas rapidas, sensiveis e praticas para diagnéstico tem aumentado
devido ao crescente desenvolvimento alcancado pelos sistemas de imunoensaios. Neste
contexto, os imunossensores, dispositivos portéteis, baseados na interacdo do antigeno-
anticorpo, surgem como ferramenta aternativa e tem atraido grande interesse nos ultimos
anos. Os imunossensores, portanto, tém sido um exemplo bem conhecido e revolucionario na
determinacdo de drogas e hormdnios nas areas clinicas, farmacéuticas e de contaminantes na
areaambiental (WILDE, PETTY & SAFFELL, 1997; ZHOU et d., 2004; BAE et a., 2005) .

Os hiossensores de afinidade podem ser divididos em duas categorias principas:
marcados (indireto) e ndo-marcados (direto). Os biossensores de afinidade marcados séo
derivados da tecnologia imunoensaio, no qual a geracdo do sna € facilitada
significativamente, mas este tipo é caro, consome tempo e as medidas em tempo-real sdo
impossiveis (GEBBERT et al., 1992; TANG et a., 2004). Os biossensores ndo-marcados s&o
atrativos por muitas razdes e dentre el es estéo Opticos, piezoel étricos e eletroquimicos (TANG
et al.,2004; TANG et a., 2005; TAYLOR et a.,1991; YAGIUDA et d., 1996; LUPPA,
SOKOLL & CHAN, 2001). Dentre estes, os biossensores épticos estdo como 0s mais
estudados, mas o limite de deteccdo espera-se ser melhor para 0s sensores eletroquimicos.
Além disso, 0 imunossensor Optico envolve uma instrumentacdo mais complexa do que os
eletroquimicos (LUPPA, SOKOLL & CHAN, 2001). Um dos transdutores e etroquimicos
com forte potencial é o capacitivo (BERGGREN & JOHANSSON, 1997).

A interacdo entre antigeno-anticorpo provoca mudancas nas propriedades dielétricas e
desse modo a quantidade de anticorpo ou antigeno na amostra pode ser detectada pela
mudanca da capacidade (VARLAN et a., 1997; LI et al.,2007). Uma quantidade significativa
de sensores ndo produz sinal mensuravel e para outros a reprodutibilidade € baixa.

Desse modo, uma etapa critica na preparacdo do imunossensor capacitivo é a
imobilizacgo das moléculas no suporte, onde orientagcdo nos locais dos antigenos ligados ao
analito na solugdo representa um papel chave (BATAILLARD et a., 1988; ZAYATS et d.,
2002). As imunoglobulinas podem ser adsorvidas diretamente na superficie ou unidas
covalentemente a superficie modificada com as monocamadas auto-organizadas (SAMS) de
alcanotidis (WU et a., 2001; ARNTZ et al., 2003). Usando a técnica de SAM pode fornecer
um método reprodutivel e robusto de fabricacdo de camadas de anticorpos imobilizados. SAM



€ um método de formulacdo de filmes organicos ultrafinos que requerem poucas etapas
comparadas a outras abordagens (LIMBUT et a., 2006; YIN et al., 2002).

Neste estudo, um novo modelo de sensor capacitivo baseado sobre uma disposi¢éo
interdigitada esta sendo proposto na tentativa em reduzir os custos para producdo macica dos
eletrodos. A plataforma nova do sensor seria a evaporacdo do aluminio (Al) em suportes de
silicones de Si/SiO, com érea aproximadamente 3mm? e a interacdo do antigeno-anticorpo

seriamedida pela capacitancia do sina de saida.

2.0 - REVISAO DA LITERATURA

2.1. IMUNOGLOBULINAS

Os anticorpos sdo estruturalmente  muito similares. Das cinco classes de
imunoglobulinas (IgG, IgA, IgM, IgD e IgE), que diferem em, por exemplo, na glicosilagéo,
no nimero e posicdes das pontes dissulfeto, principalmente 1gG (150 kDa) que € usado nos
imunoensaios. Uma IgG consiste em duas cadeias pesadas e duas leves, que sdo
interconectadas pelas pontes dissulfeto (veja figura 1). Todas as cadeias tém uma regido
variavel e constante. As regifes variaveis da cadeia pesada e leve combinam em um local de
interacdo com o antigeno, que é chamado o sitio antigénico. Assim, uma molécula de IgG tem
duas posicies de ligagdo idénticas para 0 antigeno (STRY ER, 2004)

As forcas moleculares responsaveis pela ligagdo antigeno-anticorpo sdo baseadas em
interacbes ndo-covalentes incluindo: interacBes hidrofdbicas ndo-polares, interagdo de
Coulomb, forcas Van der Waals e forcas de repul so estéricas (BUTLER, 1991).

Sitio Cadeia pesada Sitio
antigénico antigénico

regido da
dobradica

Pontes disulfetos
entre cadeias

Fig 1. Estrutura bésica de umamoléculade 1gG. (Fonte: KILLARD et al., 1995)



2.2. IMUNOENSAIOS

Os imunoensaios estdo sendo largamente usados como ferramentas anditicas em
ciéncias clinicas e farmacéuticas. Para ser habil em detectar a interaco, um dos imunoagentes
tem que ser marcado. Varias marcagdes tém sido aplicadas, dos quais os radioisotopos
estavam entre 0s primeiros, por causa de sua sensibilidade inerente. Atua mente, as marcactes
freqUentemente usadas s80 0os compostos quimioluminescentes (RONGEN & BENNEKOM,
1994; RONGEN et al., 1994) e as enzimas (por exemplo, fosfatase alcalina, peroxidase), que
convertem um substrato da enzima em um produto mensuravel (GOSLING, 1997,
PORSTMANN & KIESSING, 1996).

Muitos formatos diferentes tém sido descritos e quatro, dentre eles, estdo sendo
mostrados na figura 2. No imunoensaio homogéneo (figura 2a), anticorpos, antigenos e
antigenos marcados sdo misturados. Os antigenos marcados-livres e aqueles marcados-ligados
aos anticorpos podem ser distinguidos por uma mudanca de atividade dos marcados que estéo
ligados (PORSTMANN & KIESSING, 1996; TIJSSEN, 1993).

Usualmente, imunoensaios sdo heterogéneos, significando que o anticorpo ou o
antigeno imaobilizado em um suporte continuo e um imunocomplexo é formado pelo contato
com uma solugdo contendo o outro imunoagente. As proteinas néo ligadas sdo removidas por
lavagens e a resposta obtida das marcadas é proporciona a quantidade de proteinas ligadas
(PORSTMANN & KIESSING, 1996; TIJSSEN, 1993).

Em imunoensaio sanduiche, anticorpos s&o imobilizados e ap6s adi¢do da amostra que
contém o antigeno, um anticorpo secund&rio marcado é adicionado (Fig. 2b). Além deste
formato ndo-competitivo, também os formatos competitivos podem ser aplicados. Em um
ensaio competitivo, a competicdo ocorre entre o antigeno livre e ligado por uma quantidade
limitada de anticorpo marcado (fig. 2c) ou entre o antigeno (a amostra) e antigeno marcado
para quantidade limitada de anticorpo (fig. 2d) (PORSTMANN & KIESSING, 1996;
TIJSSEN, 1993).

Os lipossomos com moléculas marcadas ou enzimas encapsuladas tém sido usados
para intensificar as respostas. Usando essa técnica, o anticorpo secundario € marcado com
biotina e (estrep) avidina sendo usado como uma molécula de conex&o entre este anticorpo e
os lipossomos biotinilados (RONGEN, BULT & BENNEKOM, 1997).



Os imunoensai os sdo convenientes para pratica clinica quando muitos, freglientemente
idénticas, as andlises tém sido conduzidas em uma base rotineira. Imunoensaios sdo
usua mente executados em (um muiltiplo de) 96 pocos de placas de microtitulagdo (RONGEN,
BULT & BENNEKOM, 1997).

| dealmente, um método para deteccdo da imunointeracdo deve ter uma resposta rapida,
e uma dta especificidade e sensibilidade. Na pesquisa para métodos aperfeicoados, o
desenvolvimento de metodologias mais rapidas e mais sensiveis para deteccdo direta é
assunto principal. Estes pré-requisitos podem ser cumpridos através do imunossensor
(PORSTMANN & KIESSING, 1996; TIJSSEN, 1993).
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Fig 2. Formatos mais usados. (a) um imunoensaio competitivo homogéneo, (b) um imunoensaio
n&do-competitivo heterogéneo, (c) um imunoensaio competitivo heterogéneo e (d) um andlise
imunomeétrica competitiva heterogénea. (Fonte: RONGEN, BULT & BENNEKOM, 1997)

2.3. IMUNOSSENSORES

Geralmente, um sensor consiste em um elemento de reconhecimento bioldgico e um
transdutor (figura 3). No caso de um imunossensor, o elemento de reconhecimento bioldgico €

formado pelaimobilizacéo de anticorpos e antigenos (BY FIELD, 1994).

amostra [ w=ssmus »>

| Processamento de sinal | e | Informacé&o

transdutor

imunoadente

Figura 3. Principio de operagdo de um imunossensor (Fonte: BY FIELD & ABUKNESHA, 1994).



Para imobilizacdo dos imunoagentes muitos métodos tém sido desenvolvidos, em
v&rios substratos (RAO, ANDERSON & BACHAS, 1998). O evento de ligagdo é
transformado em um sinal mensuravel pelo transdutor (BY FIELD, 1994). A transducgdo tem
sido executada usando Optico (SPR) (HOMOLA, YEE & GAUGLITZ, 1999), piezoelétrico
(QCM) (SULLIVAN, VAUGHAN & GUILBAULT, 2000), microscopia de varredura de
superficie (microscopia de forca atémica) (DONG & SHANNON, 2000), microscopia de
varredura eletroquimica (WIJAYAWARDHANA et a., 2000) e outras técnicas
eletroquimicas (GHINDILIS et al., 1998).

A descricdo sistematica de um imunossensor inclui cinco caracteristicas principais: (i)
a espécie de interesse anditico ou o pardmetro medido, (ii) o principio de leitura do
transdutor, (iii) o modelo fisico ou (bio)quimico do sistema, (iv) a aplicacéo e (v) atecnologia
e materiais para afabricagdo do sensor (SCOUTEN, LUONG & BROWN, 1995).

A deteccao eletroquimica da imunointeracéo pode ser efetuada com e sem a marcagao.
Um formato freglientemente usado na imunodeteccdo eletroquimica € um imunossensor
amperométrico, onde proteinas sdo marcadas com enzimas produzindo um produto el etroativo
de um substrato adicionado (SKLADAL, 1997).

A deteccdo direta sem marcacdo pode ser efetuada pela voltametria ciclica,
impedancia e pela medida da corrente durante os pulsos potenciais (detecgdo amperométrica
pulsdtil). Esses métodos podem detectar uma mudanca na capacidade e/ou resisténcia do
elétrodo induzido pela ligacdo da proteina. Estes imunossensores tém sido desenvolvidos
usando varios substratos. Aqueles construidos em silicone, metal silanizado, ou polipirrole
sdo freqlentemente regeneraveis, quando sdo baseados em monocamadas auto-organizadas
(SAMs), isto € monocamadas espontaneamente formadas entre compostos de enxofre e
superficies de prata ou ouro (KNICHEL et al., 1999; RICKERT et al., 1999).

2.4, IMUNOSSENSORES CAPACITIVOS

Existem duas abordagens que tém sido aplicadas nas medidas de capacitancia
Qualquer uma pode ser realizada medindo a mudanca na capacitancia entre dois condutores
de metais proximos ao elemento de reconhecimento imobilizado entre eles (eletrodos
interdigitais), ou medindo a capacitancia potenciostética da interfase eletrodo/solugdo com os

elementos de reconhecimento da superficie do eletrodo de trabal ho.



2.4.1. Eletrodos Interdigitados

Um capacitor el étrico normal consiste em duas placas de metal paralelas separadas por
uma determinada distancia e com um dielétrico entre elas. A capacitancia pode ser descrita

pela Equacéo.

C=c¢cgpd/d

Onde, ¢ € a constante dielétrica do meio entre as placas, ¢y = 8.85419 pF/m (permissividade do
espaco livre), A é aarea das placas e d a disténcia entre elas. Assim, quando ha uma mudanca
nas propriedades dielétricas no material entre as placas, ocorrera uma mudanca na
capacitancia (BERGGREN, BJARNASON & JOHANSSON, 2001).

Pode-se observar na equacédo que a capacitancia, e assim a sensibilidade, aumentaréo
guando a distancia entre os dois condutores reduzir. Além disso, é importante que a camada
de passivacdo estgja tdo fina e tenha como constante dielétrica elevada, assim, isto reduzira
sua importéncia na capacidade total de acordo com o modelo de camadas acopladas em séries
independentes. Até aqui tem havido dificuldades em produzir camadas finas livres de
pinholes. As desvantagens associadas com os eletrodos interdigitais sdo limitagdes na
producdo de uma disténcia curta e reproduzivel entre os dois condutores, e sensivel a
mudancas na solugdo. A razdo é que as linhas do campo se curvardo para fora na solugéo.
Para superar o Ultimo problema, uma célula de referéncia sem elemento de reconhecimento
pode ser usada (BILLARD et a.,1991; BERGGREN, BJARNASON & JOHANSSON, 2001).

2.4.2. Eletrodos baseados nas medidas potenciostaticas da interfase eletrodo/solucéo

O segundo tipo de sensores € baseado na teoria da camada-dupla el étrica. Um eletrodo
imerso em uma solugdo do eletrdlito pode ser descrito como semelhante a um capacitor em
sua habilidade de armazenar a carga. Para um dado potencial, o eletrodo possuird uma carga
gm € a solugdo outra carga g, onde 0 ¢, seraigual - g,. Espécies carregadas e dipolos seréo
orientados na interface eletrodo/solucdo, portanto compondo a camada-dupla elétrica
Proximos a superficie do eletrodo, solvente e especialmente espécies adsorvidas constituem o
plano compacto de Helmholtz ou a camada Stern e ions solvatados podem apenas se

aproximar a superficie do eletrodo a uma disténcia de uma monocamada de moléculas



solventes orientadas. Ao construir um biossensor capacitivo a superficie do eletrodo é
geralmente coberta com uma camada insulada e o elemento de bioreconhecimento é
imobilizado no topo da camada. Neste caso, ions solvatados e moléculas de agua sdo
empurrados para fora da superficie do elétrodo dando origem a uma mudanca na capacitancia.
A maioria dos biossensores capacitivos descritos na literatura é baseada nesta abordagem
(BILLARD et a.,1991; BERGGREN, BJARNASON & JOHANSSON, 2001).

Um ponto critico na preparagdo de sensores capacitivos € a escolha dos congtituintes
para a imobilizacdo da camada de bioreconhecimento. Como eletrodo matricial um
semicondutor ou um condutor (metal) pode ser usado. Anticorpos tém sido acoplados aos
semicondutores, 6xidos de metal e as monocamadas auto-organizadas (SAMs) de compostos
de enxofre em ouro (BERGGREN, BJARNASON & JOHANSSON, 2001; NAKAMURA,
AOKI & CHEN, 2002).

2.5. IMOBILIZACAO

Para permitir o uso continuo dos imunossensores, € essencial uma incorporacao
estavel dos elementos de reconhecimento e esta tem sido uma etapa critica no
desenvolvimento destes dispositivos analiticos. Isso porque os biocomponentes, quando
imobilizados, precisam reter a maior parte de sua atividade biolégica, para que o
imunossensor possa apresentar sensibilidade significativa para o composto alvo. Existem
vé&rias técnicas para a imobilizagdo das biomoléculas, porém as mais comuns sdo a ligacdo
covaente, aligacdo covalente cruzada, a oclusdo em gel e a adsor¢éo fisica (Figura 3). Todos
esses métodos possuem numerosas variantes e se faz necessario selecionar 0 método mais
apropriado para cada caso em particular, considerando-se o tipo de aplicacdo que sera
realizada e o transdutor utilizado (CUNNINGHAM, 1998).
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Figura 4. Esquema dos principais métodos de imobilizagao do

elemento biolégico em imunossensores (Fonte: CUNNINGHAM, 1998).

2.5.1. Monocamadas Auto-Organizadas (SAMs “self-assembled monolayers™)

As interacdes covalentes entre moléculas e superficies sdo alguns dos aspectos mais
empolgantes e mais bem estudados da ciéncia de superficies. A magnitude destas interacfes
depende da natureza quimica da ligag&o variando desde as mais fracas como, por exemplo, a
existente entre alcanotiéis adsorvidos sobre ouro até interaces muito fortes, capazes de
guebras de ligagbes moleculares, bem como a existente entre etileno e platina (SMITH,
LEWIS & WEISS, 2004).

Uma das interagBes mais marcantes consiste na auto-organizacdo espontanea de
atomos ou moléculas em arranjos ordenados sobre superficies. O conceito de moléculas
organizadas com ato grau de ordenamento sobre determinados substratos ndo é novo,
contudo, no contexto da quimica de superficies, o tema tem chamado a atencdo,
principalmente, nos Ultimos vinte anos, no que tange ao estudo e a aplicacdo tecnoldgica de
monocamadas moleculares auto-organizadas sobre superficies metalicas. No entanto, ainda
hoj e sdo realizados desde estudos relacionados a investigacdo da organizacdo fundamental e a

guimica envolvida nestes sistemas, até trabalhos que examinam a robustez e aplicabilidade



destes na modificacdo das propriedades fisicas e quimicas de superficies (ULMAN et al.,
1996).

Monocamadas auto-organizadas (SAM) sdo ordenamentos organicos formados por
meio da adsor¢do dos seus constituintes moleculares dispersos, iniciamente, em solucédo
liquida ou fase gasosa sobre superficies de solidos, arranjos regulares de sdlidos ou liquidos
(no caso de mercirio ou outro metal liquido ou liga). Os adsorbatos se organizam
espontaneamente e, as vezes, em estruturas cristalinas ou semicristalinas (LOVE et a., 2005).
No entanto, o grau de organizacdo depende da natureza da interagdo da quimica entre &tomos
do substrato e do adsorbato, bem como do tipo e forca da interacgo intermolecular entre as
mol éculas do adsorbato. A estabilidade da monocamada formada € diretamente proporciona a
intensidade destas for¢as de ligac&o e interagdo (ULMAN et a., 1996; LOVE et a., 2005).

2.5.2. Interacdo adsorvente-substrato

Sistemas quimioadsorvidos incluem a auto-organizagdo de trialquil, tricloro, ou
trialcoxisilanos em superficies de diéxidos de silicio (ALLARA, PARIKH & RONDELES,
1995; ULMAN, 1996), &cidos carboxilicos adsorvidos sobre superficies de prata (LAIBINIS
et a., 1989; LAIBINIS et al., 1992) e éxidos de aluminio e n-alcanotiois quimioadsorvidos
em superficies de ouro (CAMPUZANO et al., 2003; KARPOVICH & BLANCHARD, 1995;
FREIRE, PESSOA & KUBOTA, 2003), para mencionar alguns poucos exemplos. As SAMs
sd0 classificadas de acordo com 0 mecanismo utilizado na sua fixagéo sobre o substrato e
existem basicamente trés técnicas de fixagdo. O primeiro tipo de SAM sobre eletrodos sdlidos
envolve a formagdo de monocamadas organizadas, via o processo de silanizac8o, a partir de
alquilclorosilanos, alquilalquoxisilanos e aquilaminosilanos que requerem superficies
hidroxiladas como substratos para sua formagdo. A forca que dirige para a auto organizagdo é
a formagdo de polisilanos, o qual esta conectado a grupos silandis na superficie (-SIOH) via
ligagdo Si-O-Si (WEETALL, 1993; ULMAN, 1996).

A segunda abordagem, a tecnologia de Langmuir-Blodgett é baseada nas propriedades
particulares de moléculas organicas como lipidios, fosfolipidios ou glicolipidios, orientar-se
em uma relacdo de ar/égua entre a fase gasosa e liquida, minimizar sua energia livre e formar
uma monocamada insollivel chamado filmes de Langmuir (LI et a., 2003). Os materiais

cléssicos naformagéo das monocamadas sdo anfifilicos insolGveis, compostos de duas regifes



moleculares distintas; cabeca hidrofilica, facilmente sollivel em &gua, um cauda hidrofoébica,
solivel em solventes apolares (Fig 5). A parte hidrofilica € responsavel pelo espalhamento do
filme na superficie da &gua devido a sua maior interacdo com a subfase aquosa. A parte
hidrofébica, freqlentemente formada de cadeias alifaticas, diminui a solubilidade das
moléculas na subfase aguosa. Para componentes biolégicos, a parte hidrofébica € composta
mais freqlientemente de uma ou duas cadeias aquila longas (GIRARD-EGROT, GODOY &
BLUM, 2005).

CH3(CH,)sCOOH
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Fig 5. Alguns compostos anfifilicos: acido estedrico (1), a&cido palmitico (2), 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-[fosfatidil-rac-(1-glicerol)] (sal de sodio) (DPPG) (3) (GIRARD-EGROT, GODOY &
BLUM, 2005).

A terceira categoria de monocamadas faz uso da adsor¢do irreversivel de acanos
funcionalizados sobre superficies metédlicas ordenadas. Particularmente, as SAMs mais bem
estudadas sdo essas monocamadas (Fig. 6). As mesmas sdo formadas sobre metais de
transicdo, como ouro, prata, cobre, paladio e mercurio, a partir de moléculas que tenham um
grupo cabecarico em elétron, como S, O e N, comumente, grupos de cadeias alquilico. Nestes
casos, a dfinidade entre a superficie e o0 grupo cabega, é forte o suficiente para formar tanto
ligacBes coval entes quanto idnicas que, em geral, possuem magnitude maior que 41, 8 k mol
! e também interagBes laterais entre moléculas adjacentes onde as energias envolvidas si
consideradas < 41, 8 kJ mol™, devido a forcas de Van der Waals que séo suficientes para
manter o arranjo da SAM. O conjunto destas interacdes confere a monocamada uma
estabilidade muito maior que unidades individualmente adsorvidas (SMITH, LEWIS &
WEISS, 2004).
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Fig 6. Monocamada de n-alcanatiol sobre uma superficie metdlica
(Fonte: CARVALHAL, FREIRE & KUBORTA, 2005).

Considerando que a variagdo no contato eletrénico entre o adsorbato e o substrato
metdlico controla, principalmente, a forca das interagdes no interior do filme fino, a
manipulagdo estrutural dos monémeros formadores da SAM afetard a capacidade de realizar
reacOes com grupos funcionais expostos (grupos carboxilicos, quinonas, aminas, anidridos). A
mudanca dos grupos expostos a interface filme/ar € critica para a determinacdo e designacéo
das forcas de interaces das moléculas proximais ou espécies quimicas de interesse, no caso,
de aplicacbes terminais podem ser modificadas 4apds a monocamada ser dispostos sobre
determinada superficie e a incorporagd0 de outros grupos como cromaoforos, grupos
el etroativos ou outras moléculas possibilita estudos nas areas de desenvolvimento de sensores,
transferéncia eletronica, adsorcdo de polimeros e outros. Alcanotiois com grupos terminais
sensivels a variagdo de pH — COOH e NH; permitem o controle da densidade de carga da
superficie da SAM conforme o pH da soluc&o onde sdo imersas. Estas superficies carregadas
tém sido usadas para imobilizacdo €eletrostética de enzimas em biossensores e como modelos
de estudo de equilibrio acido-base em superficies (CAMPUZANO et a.; 2003; LINDGREN
et a., 2001; BAIN & WHITESIDES, 1989).

Inicialmente, os estudos se concentraram na investigacdo das propriedades de
impedimento das monocamadas de tidis. Verificou-se que mesmo monocamadas de
alcanotidis sdo eetroativas (WEEISHAAR, LAMP & PORTER, 1992; WIDRIG, CHUNG &
PORTER, 1991), no entanto, atuamente credita-se a derivatizagdo (grupos funcionais ou
subunidades adicionadas & estrutura do mondmero organosulfurado) a possibilidade de
arquitetar e conceber o desenho molecular da superficie com controle posicional confere as

SAMs grande interesse tecnolégico, ja que, a presenca de moléculas quimicamente ligadas a



superficie em estudo, confere propriedades fisicas e quimicas diferenciadas daquelas exibidas
pela interface do substrato bruto. A estabilidade de monocamadas auto-organizadas (SAM)
formadas sobre eletrodos solidos esta intimamente relacionada com a intensidade das
interacBes intermoleculares entre os mondmeros da camada, portanto, SAM de cadeia curta,
em geral, s80 menos estavels que as de cadeia longa (WEEISHAAR, WALCZAR &
PORTER, 1993).

2.5.3. A adsorcao de tiois sobre substratos metalicos

Em geral, considera-se que as SAMs apresentam poucas imperfeicbes. Na verdade,
estes sistemas sdo, substanciamente, mais complicados que arranjos atamente ordenados, 0s
guais sdo usuamente utilizados na descricéo de sistemas auto-organizados, como nafig. 6. As
causas das imperfei¢cdes encontradas nas SAM sdo de origem intrinseca e extrinseca, fatores
externos, como a limpeza e os métodos de preparacdo do substrato sdo responsaveis por
alguns defeitos, mas certas imperfeicBes existem pelo simples fato de que sistemas auto-
organizados sdo sistemas dindmicos com complexos comportamentos de fase (FOLKERS,
LAIBINIS & WHITESIDES, 1992; RON & RUBINSTEIN, 1994; CARVALHAL, FREIRE
& KUBOTA, 2005).

Esforcos na tentativa de se obter a monocamada mais impenetravel e com menos
defeitos sobre superficies de ouro estimularam o estudo de diversos fatores durante o processo
de formagdo, morfologia do substrato, limpeza, pureza do adsorvente, solvente de deposi¢ao,
concentracdo da solucdo do adsorvente, tempo de deposicdo e outras variaveis mais
especificas, relativas ao procedimento especifico de formacdo da SAM. Infelizmente, ndo ha
formulas definidas para a obtengdo de monocamadas “perfeitas’ (FOLKERS, LAIBINIS &
WHITESIDES, 1992). Folkers et a. afirmaram que consideragdes a respeito de
monocamadas preparadas segundo em determinado protocolo ndo sdo, necessariamente,
vélidas para SAM construidas a partir de protocolos diferentes, uma vez que a presenca de
impurezas e irregularidades superficiais como vales, picos e terragos entre planos regulares,
influenciam mais nas propriedades el etroquimicas do eletrodo modificado, do que o grau de
cristalinidade do substrato. Alguns trabalhos na literatura mostraram que monocamadas de
tidis formadas sobre ouro policristalino apresentaram caracteristicas superiores aquelas

formadas sobre superficies de silica ou mica, sob as quais, ouro depositado por evaporacdo



(FINKLES, 1996). Creager et a. e Guo et al. demonstraram que monocamadas formadas
sobre ouro policristalino sd0 mais impenetréveis a sondas redox em solugdo, que aquelas

formadas sobre superficies monocristalinas.

3.0 - OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
» Desenvolver uma nova plataforma de imunossensor capacitivo (Si/SiOJ/Al)

baseado em dispositivos interdigitados.

3.2. Objetivos especificos

» Avdiar a eficiéncia da imobilizagdo de 1gG usando SAM em suportes de

aluminios;

» Produzir os microeletrodos (Si/SiO2/Al), a partir da evaporacéo do aluminio sobre
0 substrato de silicio (SI/SIOy);

» Caracterizar o imunossensor Si/SiO/Al resultante dainteracéo Anti-1gG x 1gG
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Abstract

A novel platform of capacitive sensor based on interdigited devices principle was purposed. The new
sensor platform was composed of two aluminum vapor etched electrodes separated by wide gaps
onto silicon wafers (Si/SiO/Al), with area approximately 9mm?. The antigen-antibody interaction was
measured by capacitance output signal. Self-assembled monolayer (SAM) prepared by cysteamine-
glutaraldehyde method was applied to immobilize anti-Imunoglobulin (anti-IgG) on the aluminum
surface. The characterization of a thiol SAM on aluminum demonstrated maximal retention and the
activity of the bound IgG receptor at 25mM cysteamine concentration. The capacitance response was
maxima at 10°Hz frequency oscilation on the response to the antigen-antibody interaction and resulted
in a sensitivity of 0.1 pg/pF. The results suggest that the antigen-antibody interactions can be

measured as proportional to the capacitance increase.

Keywords: capacitive, immunosensor, aluminum, self-assembled monolayer, cysteamine.



1. INTRODUCTION

There is a growing demand for in situ monitoring of antigen-antibody interaction. Immunosensors
based on antigen—antibody interaction (affinity biosensors) have attracted great interest in recent
years in various areas [1-2].The affinity biosensors can be divided into two main categories; label-free
(direct) and labeled. Labeled affinity biosensors are derived from the immunoassay technology, where
signal generation is significantly facilitated, but this type is expensive, time-consuming and makes real-
time measurements impossible [3,4]. Biosensors for direct, label-free, measurements of various
analytes are attractive for many reasons and have been described for optical, mass-sensitive and
electrochemical [4-8]. Among these, the optical biosensors are the most studied, but the detection limit
is expected to be better for the electrochemical sensors. In addition, the optical immunosensor involve
more complex instrumentation than the electrochemical types [8].

One of the electrochemical transducers with the highest potential is the capacitive one [9]. They
has been studied as a new immunoassay methodology for the measure the capacitance
potentiostatically at an electrode/solution interface with the recognition element on the surface of the
working electrode [10,11], or by measuring the change in the capacitance between two metal
conductors in close proximity to each other with the recognition element immobilized between them.
This last, denominated interdigited electrodes have been applied to immunosensors with the
advantage of reduced influence Faradic current, non-necessity labeled or tracer to output signal and it
can be easily miniaturized, making its ideal for mass producing of a wide variety of nanotech devices
[12,13].

The principle of the interdigited transducer is based on the thickness and dielectric behavior of a
dielectric layer on the surface a metal. A normal electrical plate capacitor consists of two parallel metal
plates separated by a certain distance and with a dielectricum in between [14]. The capacitance can

be described by Equation:

C=¢egA/d

where, ¢ is the dielectric constant of the medium between the plates, £,=8.85419 pF/m (permittivity of

free space), A the area of the plates and d the distance between them. Thus, when there is a change



in the dielectric properties in the material between the plates, a change in the capacitance will occur
[14,15].

In an interdigited immunosensor, the interactions between antigen-antibody cause changing
on the dielectric properties and thereby the amount of antibody or antigen in the sample can be
detected by capacitance changing [16,17]. A significant amount of sensors did not give any signal at
all and for others the reproducibility is low. Thereby, a most critical step in preparation of capacitive
immunosensor is the immobilization of capture molecules on the support, a process where the
orientation of the antigen-binding sites toward the analyte in solution plays a key role [18,19].

Immunoglobulins can be either adsorbed on surface directly or attached covalently to the
surface modified with hetero-bifunctional self-assembled monolayers of alkylthiols [20,21]. Using the
self-assembled monolayer (SAM) technique can potentially provide a reproducible and robust method
of fabrication immobilized antibodies layers [22 23]. Self-assembled monolayer (SAM) is a method of
formulation of ultrathin organic films requiring fewer steps than other approaches. Due to its high
stability, good orientation, and easy preparation, the SAMs have become well-established method to
immobilize sensor elements for immunosensor development. They are ordered molecular assemblies
formed by the adsorption of an intended compound on a solid surface [24-26]. The SAM of thiolate
compounds has been widely used utilizing 1-ethyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl/carbodiimidehydrochloride(EDC)/ hydroxysuccinimide (NHS) for the coupling of
biomolecules [27, 28]. In this article, the use of cysteamine to form a versatile SAM tightly attached to
the electrode surface by thiols (-SH) groups were tested. The amino groups of cysteamine SAM make
it possible to immobilize antibodies through cross-linking by glutaraldehyde [29]. In addition, a novel
platform of capacitive sensor based on interdigited devices principle was purposed. The new sensor
platform was composed of two aluminum vapor etched electrodes separated by wide gaps onto silicon
wafers (Si/SiO/Al), with area approximately 3mm? .The antigen-antibody interaction was measured by
capacitance output signal. Finally, an attempted to use the SAM tightly attached to the aluminum
surface was also be achieved. The aluminum supports were employed to antibody immobilization and
it efficiency was evaluated by immunoenzymatic methods (modified ELISA). A new configuration for

electrodes in mass production of reducing cost was purposed.



2. Materials and Methods

2.1. Materials

Goat anti-human IgG, H & L Chain Specific Peroxidase Conjugate (anti-lgG-HRP), Goat Anti-
human 1gG, H & L Chain Specific (anti-IgG), and Human IgG, Plasma (IgG) were purchaded from
Calbiochem. 2- Aminoethanothiol (cysteamine), 25% Glutaraldehyde, glycine and o-phenylenediamine
(OPD) were acquired from SIGMA-ALDRICH (USA). All the other reagents were prepared with
chemicals of analytical grade and the solutions used in the experiments were freshly prepared using
ultra pure water from the MILLIPORE units

A phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4, 10mM, used in all experiment, except special
remark, was prepared by dissolving 0.2g KCI, 8.0g NaCl, 0.24g KH,PO, and 1.44g Na,HPO,, in

1000mL ultra pure water.

2.2. Aluminum supports preparation

Aluminum supports measuring 3.0 x 3.0 mm? surface area were previously polished on with
alumina slurries (particles diameters 3.0 um) and then were immersed in a solution of 2M NaOH for
2min at 60°C. After that, the supports were subsequently cleaned to remove any physical adsorbed
multilayer through sonication for 15 min in distilled water and ethanol. Finally, the supports were dried

with stream nitrogen.

2.3. Immobilization of the IgG on the aluminum supports

The aluminum supports, after cleaned, were immediately immersed in a thiol solution of 25mM
cysteamine (CYS) prepared in ethanol for 2h at room temperature. The excess of material non-reacted
was removed after cleaned with ethanol. Then, the supports were then dipped in a 2.5% (v/v)
glutaraldehyde prepared in 10mM PBS (pH 7.4) for 1h. After the SAMs prepared, the IgG were

immobilized by incubation of the supports in a 1.0 pg mL™ Anti-IgG solution for 2h at 37°C. The coated



supports were exhaustively washed with PBS buffer. The excess of free reactive sites were blocked

with 10mM glycine solution, overnight at 4°C, washed with water, and dried.

2.4. Evaluation of the IgG immobilization efficiency

The modified ELISA method, used to measure the activity of the IgG immobilized on aluminum
supports, was carried by follow; the IgG immobilized aluminum supports were immersed in 100uL of a
solution of IgG (1ug mL™") about 1h at 37°C. Between each step, the supports were rinsed three times
with PBS. After that, a solution of Anti-IlgG-HRP (1npg/mL) diluted in PBS solution also was incubated
for 90 min at 37°C. A revelation solution was prepared adding 0.0325g of O-phenylenodiamine, 8.5 pL
of Hydrogen Peroxide 30% (v/v) and diluting at 10 mL with 0.1 mol/L citrate-Na,HPO, buffer, pH 5.5.
About 100uL/supports of revelation solution was incubated for 25 min under the cover of the light and
the reaction was stopped with 25 pl/support of 8 mol/L H,SO, and the absorbance was determined by
transferring the remaining solution to the microtitration plates by an ELISA reader (Bio-rad, USA) at

492 nm.

2.5. Production of capacitive immunosensor

The capacitive biosensors were fabricated using silicon wafers (100) oriented, n-type, two inch
diameter, and of 1Q.cm resistivity. The wafers were ultrasonically cleaned in methanol and HF 10%
before furnace loading.

Wet SiO, 350 nm thick was grown at 1100°C in a three-zone Lindbergh furnace. The thickness
of the grown thermal SiO, was measured using an Auto EI-IV Rudolph Ellipsometer. Aluminum films
approximately 80 nm thick were thermally evaporated from a W boat onto the oxide surface and
photolitographically defined to form two rectangular electrodes 1.5 mm wide and 2 mm apart. The
length of the electrodes varied from 7 to 10 mm. The wafers were annealed in forming gas at 400°C
for 30 minutes.

Insert Figure 1.



2.6. Apparatus and measurements of capacitance

The capacitance between electrodes was measured in the dark inside a metal box using two
micromanipulators and a computer controlled HP 4284A Precision LCR Meter. The bias was 0 V and
the level of the AC signal was 20 mV RMS.

Insert Figure 2.

3. Results and Discussion

3.1. Immobilization of Anti-IgG on aluminum by thiol monolayers

The process of immobilization of the antibody onto aluminum is showed at figure 3. The
aluminum support was treated to immobilize the antibody by cysteamine and glutaraldehyde. The
antibody could be immobilized via covalent by the aldehyde groups of glutaraldehyde that bind to the
amino groups of Fab portion in the IgG molecule.

The gold has been a metal widely studied for thiol film performing to immobilize biomolecules
to product surface plasmon resonance and quartz crystal microbalance immunosensors [26, 27]. The
gold is considered as inert metal permitting a strong linkage to the sulfur. In order to develop a robust
immunosensor, the characterization of a thiol SAM on aluminum was as a first step for the fabrication
of this immunosensors type. Then, the first experiment consisted to determine the influence of the
concentration of cysteamine on the retention and the stability and activity of the bound 1gG receptor.
According to figure 4, varying the concentration of the cysteamine, the maximal retention and the
activity of the bound IgG receptor was reached at 25mM cysteamine for all concentration of anti-IgG
used. A discrete decreasing arrived up to 25mM as resulting of hindrance esteric with damage to the
activity of the bound anti-IgG was also observed [29], then the concentration of 25mM was chosen to

remain studies.

Insert Figure 3.

Insert Figure 4.



3.2. Effect of amount of IgG bound to SAM

The response signal of the immunosensor depends on the amount of anti-lgG immobilized,
which in turn corresponds to the concentrations of the IgG in the incubating buffer. When a thiol
monolayer attached to a sensor surface was performed at concentration of 26mM CYS, the curve
achieve a plateau at approximately 1.0ug/mL anti-lgG with maximal activity of the bound 1gG receptor,
it was showed at figure 5. Then, a concentration of 1.0pg/mL anti-IgG was selected for subsequent

immobilization on the capacitive immunosensor.

Insert Figure 5.

3.3. Characterization of the capacitive immunosensor

According to Figure 6, the capacitance response was maxima at 10?Hz on the response to the
antigen-antibody interaction. However, the 10°Hz frequency was established because require a
simpler electronic configuration, as possible the use of the purposed capacitive device in commercial

capacitance meter.
Insert Figure 6.

The total capacitance is built up from several components. The first is the capacitance of self-
assembled monolayer, SAM. The second is the capacitance of the self-assembled monolayer and the
immobilized antibody. The total value of the capacitance can be described by the following equation

after the antigen-antibody interaction:

Cr=Co+ Csam+ Cap + Chpg,

where, C, is the capacitance as fabricates, Csay is capacitance after the SAM monolayer, Cpp is
capacitance after the antibody immobilization and C, is the capacitance after antigen-antibody
interaction. As showing at Table 1, a litle capacitance shift (0.5 pF) was observed after SAM
preparation as indicative that a thin film was tightly attached to the aluminum surface with well

organized monolayer functionalisation of alkanothiols, which form a compact insulating barriers,



avoiding the Faradic currents [14]. The covalent attachment of anti-lgG (1.0ug/mL) also resulted a little
capacitance shift suggesting the coupling of anti-IgG resulted in a thinner efficient bioaffinity platform
[29]. The antigen-antibody interaction measured resulted in a capacitance output signal of 5.9 pF, after
the incubation with a solution of 1.0ug/mL IgG. These results provide a solid basis for further
applications aiming at elaborating sensitive and specific immunosensors.

Insert Table 1

3.4. Calibration curve on the capacitive immunosensor

The calibration curve constructed by plotting the capacitance measured at picofarad against
the concentration of different antigen layers is shown in Fig. 7. The capacitive immunosensor
presented a good linearity with r = 0.982 (p<0.01) and reproducibility; the coefficient of variation was
13.4% calculated by data processing on the Microcal ™ Origin™, version 5.0, Microcal Software Inc.
Then, the developed capacitive immunosensor is capable to measure changing of antigen layer at
0.1ug/ pF as indicative that the purposed capacitive device can be applied to immunosensor

configuration with a reduced cost.

Insert Figure 7

Conclusion

The results suggest that the antigen-antibody interactions can be measured as proportional to
the capacitance increase. Further studies to determine the actual potentiality of this biodevices and to
elucidate a number of important issues, such as the reproducibility and sensitivity are necessary
before the clinical application. The present method using SAM based on cysteamine-glutaraldehyde
could be applied to the reversible affinity-sensors for other antigen-antibody or ligand-receptor

couples, and would find applications to the biomolecular switches.
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Table 1.

Step of immunosensor

Capacitance

Shift (pF)
As fabricated 0.0
After SAM 0.5
Anti-IgG coated 0.5
After Anti-IlgG — IgG interaction 5.9




Captions for Figures and Table

Figure 1. Schematic diagram of the device geometry of the capacitive immunosensor. (a) and

side of view; (b) Top of view.

Figure 2. Schematic design of the capacitive immunosensor system.

Figure 3. Schematic representation of the IgG immobilization by thiol film.

Figure 4. Effect of the concentration of the cysteamine as function of the maximal retention and
activity of the bound IgG at 0.1pg/mL (-m-), 0.5 pg/mL (- 0 -), and 1.0 pg/mL (-A-) anti-lgG

concentration.

Figure 5. Effect of the amount of anti-lgG immobilized on the response of the immunoassay.

Figure 6. Characterization of the capacitance as function of frequency varying with bias 0 V,

applying a 20 mV of potential.

Figure 7. Response on the IgG concentration as function of the capacitance. The linear fit is

showed ().

Table 1. Results of capacitance shift at each step of the immunoassay from capacitive

immunosensor.



6.0 - CONCLUSOES GERAIS

Baseado nos resultados pode-se concluir que:

e Osmicroeletrodos (Si/ SiOy/ Al) foram produzidos a partir da evaporacéo do aluminio
sobre o substrato de silicio (Si/SIOy);

o A caracterizag8o da SAM de tiol na superficie do aluminio demonstrou retencdo e
atividade maxima da ligacdo do receptor IgG na concentracdo de 25mM de

cisteaming;

e A curva de cdibragdo atingiu atividade maxima de ligagdo do I1gG em
aproximadamente 1.0pg/mL de anti-1gG;

e A interacdo antigeno-anticorpo demonstrou sua maxima resposta capacitiva em uma

frequéncia de 10° Hz, mas a freqiiéncia escolhida foi de 10°Hz;

e O imunossensor capacitivo apresentou uma boa linearidade com r = 0.982 (p<0.01) e
o coeficiente de variacdo foi de 13,4%. De acordo com esses dados, o dispositivo

proposto apresentou uma sensibilidade de 0.1ng/ pF.
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Studies on the Antibody Orientation at L-Lysine Self-Assembled Monolayers Modified
Aluminum Support for Immunosensing Electrodes Development
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Dutra, R. F.2%; *Silva, V. L.
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The coupling of a biological sensing element (such as antibodies, enzyme or cells) with a transducer,
either electrochemical, optical or piezoelectric, is the basis of biosensor. The two crucial components
of the biosensor are usually integrated by the immobilization of the biorecognition molecule onto the
surface of the transducer. Immobilization of the biomolecule is a particularly demanding aspect of the
fabrication of the biosensors as the immobilization procedure must maintain the biorecognition
molecule close to the transducer surface, while retaining its biological activity, a reproducible manner.
The use of self-assembled monolayers (SAMs) can potentially provide a reproducible and robust
method of fabrication immobilized antibodies layers where some control over the orientation and
distribution of the antibodies is afforded. The aim of this work is to specifically study on the antibody
orientation at L-lysine SAM modified aluminum supports. The SAM modified aluminum support was
prepared by incubating 10mM 3-Mercaptopropionic acid (3-MPA) in ethanol for 2h at room
temperature. For the coupling of antibodies, the surface was treated with 50mM 3-(dimethylamino-
propylethyl)-N-ethylcarbodiimide/ 50mM N-hydroxysuccinimide in PBS (pH 5.0) for 30 min followed by
incubation 0.1% (w/v) lysine in PBS, then a solution 1 [J g/mL of immunoglobulin G (IgG) was
incubated for 30 min. In order to block the other reactive sites, 1% (w/v) bovine serum albumin solution
was used for 30 min. In comparison to the control, the use of lysine was better the antibodies
orientation, and the average of absorbance measure was twice more than the control (without lysine).
In addition, the pH effects were also evaluated showing best results at pH 9.6. Finally, these results
showed the lysine at SAM modified metallic surface can improve the immunosensing electrode
performance.

Supported by CNPq, FINEP, FDPE/UPE, FAPESP.
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Studies of antibodies inactivation by U-Violet for SPR biosensor development
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Immunoenzimatic assays using biochemistry tests have been enough employed. In general way,
these presents good diagnostic sensitivity, however complex technologies are involved and a long
time of response is required, so new alternatives have been proposed. The SPR biosensor (Surface
Plasmon Resonance) appear as promising alternative because it presents low cost, results in real time
and simple operation. In SPR, while occur the formation of antigen-antibody complex, the thickness of
the film on the altered sensory surface is detected by the displacement in the resonance angle
providing in real time an electric signal susceptible of quantification. Like this to increase the diagnostic
specificity in this sensors, was suggested a system of "SPR image", in order to reduce the quantity of
positives false in the analysis when the measure are done in sensor surface with multiples zones of
receptors active and inactive. This work, in contribution to SPR image development, had as major
objective the study of methods of inactivation of receptors (antibodies) immobilized in solid surface
that preserve actives the receptors of around micro regions. Plates of ELISA (NUNC — Immuno Plate
Maxi Sorp) were used as model for immobilization of anti-Salmonella spp. and submitted to Ultraviolet
(UV) light. Parameters like distance of UV source (5, 10 and 15 cm), time of exposition (15, 30 and 40
min) were evaluated . A medium inactivation of 99,98% was obtained when the plate was maintained
to 5 cm of distance of the source for a great time of exposition of 45 min with antibody solution. These
results suggest the use of the UV light on antibodies as capable to promote inactive zones permitting
the production of SPR image sensors faster and selective.

Supported by: FINEP, CNPq, LIKA-UFPE
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A novel capacitive sensor based on aluminum-deposited silicon wafer for immunodiagnosis
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The interest concerning fast and sensitive techniques for diagnosis has increased as a consequence
of the rapid developments within the biotechnology. The capacitive biosensor has a metal surface
transducer with immobilized specific antibodies. The interactions between the antibodies and the
target analyte result in a capacitance change at the solid-liquid interface due to alterations of the
electric double layer created in close proximity to the transducer during the applied potential pulses.
The main advantage is that no label is necessary, since the binding of the antigen was detected
directly. In this work, microelectrodes was performed by thermal evaporation on the backside of silicon
wafer, the aluminum-deposited silicon wafer was annealed for the purpose of performing ohmic
contact between two strips. The purposed microelectrode was coupled to a Parameter
Analyser(Hewllet-Packer,USA) for potentiostatic capacitance measurements. The capacitive sensor
consisted of self-assembled of thiols compounds on aluminum strips to which antibodies towards. As
model of antibodies was used immunoglobulin G(anti-lgG). The self-assembled monolayer onto
electrodes was obtained by immersing of the silicon wafers in a cysteamine solution(25mM) followed
by glutaraldehyde for cross linking immobilization of anti-lgG. The capacitive response to the
immobilization was proportional to the amount of the IgG attached to the anti-lgG immobilized. This
developed platform can be applied for several immunoassay systems due to rapid and low cost
advantaging.

Keywords:biosensor,silicon wafer,immunodiagnosis
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Study of self-assembled monolayers of thiols on gold electrodes for immunosensors
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The immobilization step of the molecule is a particularly demanding aspect in the fabrication of the
immunosensors. As the immobilization procedure must maintain the biorecognition molecule close to
the transducer surface, while retaining its biological activity, a reproducible manner. The use of Self-
Assembled Monolayers(SAMs) can potentially provide a reproducible and robust method of fabrication
immobilized antibodies layers. In this work, two methods of SAM of thiols were tested for the
immobilization of immunoglobulin G(IgG) aiming their use in a piezoelectric immunosensor. The
electrodes consisted of a quartz crystal wafer sandwiched by two gold contacts (0.78cm®). Two
methods of immobilization were tested: via 3-mercaptopropionic acid (MPA) mixed to 11-
Mercaptoundecanoic acid(11-MUA) and via Aminoethanothiol(AET). In the first method, the electrodes
were immersed in a mixture equimolar of 3-MPA and 11-MUA (10mM), followed by incubation with N-
hydroxysuccinimide 0,2M/ 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 0,1M(1:1). In second
method, the electrodes were immersed in a solution of 26mM of AET, followed by glutaraldehyde
2.5%(v/v). After the SAM obtained, an IgG solution were incubated for 1h. Studies of concentration of
immobilized antibodies, pH stability and blocking agent were carried out. As comparing the two
methods, the via AET immobilization showed more sensitivity and reproducibility than the mixed via 3-
MPA and 11-MUA.

Keywords:immunosensor,SAM,gold electrode
Supported-by FINEP and FAPESP.



