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Resumo: A necessidade de diagnosticos rapidos para deteccdo de doencas veterinarias motivou
pesquisadores a desenvolver biossensores seletivos de baixo custo. Uma dessas doencgas ¢ a mastite,
que leva a perdas consideraveis devido a produgdo reduzida de leite e possiveis mortes. Neste
trabalho, biossensores microfluidicos foram fabricados com filmes poliméricos com diferentes
nimeros de bicamadas. Essas arquiteturas foram funcionalizadas com camada ativa para deteccao
de bactérias em amostras comerciais e de leite, usando espectroscopia de impedancia elétrica. Os
limites de deteccao foram suficientes para deteccdo de rastros de bactérias e modelada pela isoterma
de Langmuir-Freundlich. Técnicas de visualizacdo de informag¢des foram usadas para verificar a
seletividade dos biossensores. Com o IDMAP, foi obtida maior distingdo entre amostras comerciais
e leite contendo bactérias com o filme LbL de maior nimero de bicamadas. O mecanismo de
detecgdo foi elucidado usando espectroscopia PM-IRRAS, monitorando as bandas de amida I e II,
respectivamente. Esses biossensores de baixo custo foram eficazes no diagnostico e prognostico da
mastite e podem ser implementados na pecudria com transferéncia de tecnologia
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MICROFLUIDIC BIOSENSORS APPLIED IN MASTITIS DETECTION IN DAIRY CATTLES

Abstract: The need for rapid diagnosis of veterinary diseases has motivated research to develop
low cost, selective biosensors. One of such diseases is Mastitis that leads to considerable losses
owing to reduced milk production and possible animal deaths. In this work, we developed
microfluidic biosensors made with LbL films with different numbers of bilayers. These molecular
architectures were functionalized with active layer to detect bacterial colonies in milk and
commercial samples using electrical impedance spectroscopy. The limits of detection were
sufficient for detection of bacterial traces and modeled by the Langmuir-Freundlich isotherm.
Information visualization techniques were used to analyze the spectra and verify the selectivity of
biosensors. With IDMAP technique, higher distinction of commercial samples and milk with
bacterias was obtained with the most bilayer number LbL film. The detection mechanism was
elucidated using Polarization Modulated-Infrared Reflection-Absorption Spectroscopy (PM-
IRRAS) by monitoring the amide I and II bands, respectively. These low-cost biosensors are
effective for mastitis diagnostics and prognostics in cattle, which may be further implemented in
agriculture with technology transfer
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1. Introducao

A necessidadede diagnoésticos para detecgdo de doengas veterindrias com alto risco de
transmissdo tem motivado pesquisas em nanotecnologia e instrumentacdo agropecudria para
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desenvolver biossensores altamente seletivos, de baixo custo e que detecte a doenca rapidamente.
Neste cendrio, o rapido diagnodstico da mastite ¢ a tinica possibilidade de aumentar as chances de
cura do animal e diminuir prejuizos econdomicos ao produtor relativos as altera¢des fisioldgicas do
rebanho e alteracdo da qualidade do leite, que pode levar o ser humano ao adoecimento fisico
através de graves infecgoes.

Um dos diagnosticos mais versateis para deteccdo da Mastite, mas que carecem de
aperfeicoamento e qualidade sdo os biossensores eletroquimicos e elétricos, construidos a partir de
filmes nanoestruturados poliméricos (ARIGA et al., 2019). Sdo dispositivos miniaturizados que
funcionam com base na deteccdo de interacdes especificas, no qual um elemento de reconhecimento
bioldgico interage de modo seletivo em um meio complexo com a substancia de interesse e um
transdutor converte a resposta em um sinal mensuravel (MOUSA, 2010). Os biossensores
apresentam varias vantagens em relacdo aos métodos convencionais de sensoriamento
(cromatografia e bioquimicos), tais como cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG-MS) e o teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbant Assay), dentre elas o menor tempo de
analise, facil manuseio, menor custo, possibilidade de miniaturizagdo, podendo ser portateis e
usados em analise em tempo real, podendo auxiliar na rapida deteccdo de doengas. Neste trabalho,
biossensores de afinidade foram desenvolvidos a partir de filmes nanoestruturados poliméricos para
deteccdo de rastros de bactérias presentes em amostras de leite origindrias de gados infectados por
Mastite.

2. Materiais e Métodos
2.1.  Preparagdo dos Filmes Nanoestruturados

Filmes nanoestruturados foram preparados sobre eletrodos microfluidicos empregando a
técnica de automontagem. Primeiramente, a solugdo de um polication foi injetada no microcanal do
eletrodo, utilizando bombas de seringa com fluxo constante, seguido da imobilizagdo do polianion,
usando as mesmas condigdes anteriores. Ambas as etapas sdo precedidas da lavagem para remocao
de camadas fracamente adsorvidas. Apos esta etapa, a camada ativa ¢ imobilizada e os sitios ativos
ndo especificos sdo bloqueados por uma solu¢dao de albumina de soro bovino (BSA) (SOARES et
al., 2015a, 2015b).

2.2.  Deteccio de Mastite

A detec¢ao de mastite foi realizada por medidas de espectroscopia de impedancia elétrica.
Apo6s a imobilizagao da camada ativa, solugdes aquosas de bactérias, com diferentes concentragdes
foram injetadas nos eletrodos como controle positivo, seguido de lavagem com agua ultrapura para
remog¢ao de moléculas ndo adsorvidas. O mesmo procedimento foi utilizado para avaliar o controle
de qualidade do leite, no qual amostras de leite com diferentes concentragdes de bactérias e
experimentos de controle com diferentes interferentes foram adsorvidos no eletrodo de trabalho
para avaliar a eficiéncia do biossensor. Os espectros de capacitancia foram utilizados para construir
as curvas de calibracdo, analisar os parametros analiticos dos biossensores (limite de detec¢ao) e
desenvolver mapas de visualizagdo que avaliam a seletividade do biossensor.

3. Resultados e Discussiao

A espectroscopia de impedancia elétrica foi realizada para detectar bactérias devido a forte
interacdo especifica entre a mesma e a camada ativa. Alteracdes elétricas foram melhor observadas
em frequéncias abaixo de 1000 Hz, nas quais as alteracdes na dupla camada elétrica sdo induzidas
pela interagdo camada ativa-bactéria. Essa interagdo altera as medidas elétricas, das quais sdo
usadas na constru¢do das curvas de calibragdo, mostrando que o niimero de sitios ativos disponiveis
para adsor¢do das bactérias tende a zero com a concentragdao, porque sua interagdo com a camada
ativa ¢ irreversivel. Os biossensores apresentaram LoD suficientes para detec¢do de rastros de
bactérias em amostras de leite, uma vez que o valor ¢ inferior a outros biossensores similares
(WILSON et al., 2019). Dispositivos como estes detectam interagdes quimicas entre a camada ativa
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e as bactérias a partir de transdugdo do sinal. Essas interacdes geram excelente desempenho dos
biossensores, porém ¢ necessario elucidar o mecanismo de bioreconhecimento entre camada ativa e
bactérias. Medidas de PM-IRRAS indicam que o mecanismo de deteccdo ¢ governado por
interagdes especificas que ocorrem nas regides de amida I e II, sem haver mudanca na orientagdo
molecular dos dipolos.

A otimizacdo do desempenho ¢ fundamental para escolha das melhores condigdes de
fabricagdo dos biossensores. Para isso, projecdes multidimensionais a partir da técnica IDMAP
foram usadas para avaliar a seletividade e comparar o desempenho dos dispositivos. Biossensores
numero maior de bicamadas possui melhor seletividade e distingdo entre diferentes concentragdes
de bactérias. Tal seletividade pode ser quantificada pelo coeficiente de Silhueta (S), no qual S~1
indica que o sistema faz excelente distingdo das amostras, S~0 ¢ S~-1 indicam que o sistema ¢
ineficiente na distingdo das amostras. Para os biossensores, os coeficientes de silhueta foram
proximos a 1, corroborando a eficiéncia dos sensores nas distingdes de amostras de bactérias.

4. Conclusoes

Filmes nanoestruturados poliméricos foram usados no desenvolvimento de biossensores para
analise da qualidade do leite a partir da detec¢do de mastite bovina. A otimizagdo do filme mostrou-
se adequada, pois permitiu a escolha da melhor arquitetura para imobilizagdo da camada ativa. Na
deteccdo ndo foram observados falsos positivos quando o biossensor foi exposto a diferentes
concentracdes de bactérias Além disso, a sensibilidade ¢ suficiente para aplicagdes em analises
veterinarias, sendo superior a maioria dos biossensores disponiveis para este fim. Outras
contribui¢cdes importantes estdo relacionadas ao uso de métodos de visualizagao de informagdes
para comparar o desempenho de sensores e biossensores ¢ a identificagdo do mecanismo de nivel
molecular responsavel pela detecgdo. Com relagdo a comparagdo de unidades sensoriais, mapas de
visualizacao de informagdes forneceram uma quantificagdo da seletividade das unidades sensoriais.
Além disto verificou-se que o mecanismo de deteccdo esta associado a interacao especifica entre
camada ativa e bactéria, sendo comprovado por medidas de PM-IRRAS.
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