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RESUMO

Os sensores de material magnetoelastico se encontram em ascenséao devido a sua
vasta aplicabilidade, desde a medi¢cdo de grandezas quimicas e fisicas a deteccdo de
patégenos, além da possibilidade de instrumentacdo sem fios. O principio de
funcionamento de um sensor magnetoelastico é baseado na magnetostriccdo e
magnetoelasticidade, ou seja, quando exposto a um campo magnético, emite
ressonancia, que pode ser detectada com o auxilio de dispositivos. Essa ressonancia
emitida é afetada por diversos fatores, como, por exemplo, carregamento de massa
na superficie do sensor, pH, temperatura, pressao, umidade e meio em que o sensor
estd inserido. A avaliacdo individual destes parametros é importante para o
entendimento do comportamento do sensor. Neste trabalho, foram avaliadas variaveis
gue podem influenciar na frequéncia de ressonancia dos sensores como, a
temperatura, o0 acabamento superficial de sensores polidos e ndo polidos, qualidade
e influéncia do recobrimento de ouro nas condi¢des polidos e ndo polidos. Além disso,
foi avaliada a influéncia de trés meios de andlise - ar, PBS e PBS e RIPA - no sinal
dos sensores. Foram utilizados sensores da liga amorfa de Metglas 2826MB3, no
tamanho de 5 mm x 1 mm x 30 ym. Os resultados obtidos sugerem que em meio
liquido, o aumento de temperatura ocasionado pela eletrénica do dispositivo portétil é
suficiente para a alteracdo do sinal emitido pelos sensores. Esse aumento de
temperatura foi mais rapido durante os primeiros 20 minutos de ensaio, apresentando
uma posterior estabilizacdo. Foram utilizados dispositivos portateis com quatro
configuracdes distintas (com e sem refrigeracéo), e 0 meio exposto a um dispositivo
com refrigeragéo apresentou menor temperatura (de 21 a 23 °C) quando comparado
ao meio exposto ao dispositivo sem refrigeracdo (de 25 a 27 °C). O aumento da
temperatura ocasionou também uma variacdo na frequéncia de ressonancia de
sensores. Constatou-se que 0s sensores apresentam variabilidade de sinal entre si,
além de defeitos superficiais de recobrimento. Quando expostos a alteracdo de meio
ar para meio liquido, a amplitude de sinal gerado apresenta uma queda de
aproximadamente 60 % devido as forcas de amortecimento do meio. Este
comportamento foi observado tanto para sensores que receberam polimento, como
para sensores néo polidos.

Palavras-chave: sensor, sensores magnetoelasticos, biossensor.



ABSTRACT

Magnetoelastic material sensors are rising due to their applicability, from the
measurement of chemical and physical quantities to pathogen detection, beyond the
possibility of wireless instrumentation. The working principle of a magnetoelastic
sensor is based on magnetostricion and magnetoelasticity, in other words, when the
sensor is exposed to a magnetic field, it emits resonance, which can be detected with
the aid of devices. This resonance emitted by the sensor can be affected by several
factors, such as mass loading on the sensor surface, pH, temperature, pressure,
humidity and the environment in which the sensor is inserted. The individual evaluation
of these parameters is important for the understanding of the sensor’s behavior. In this
work, variables that can influence the sensor resonant frequency such as temperature,
surface finish of polished and unpolished sensors, quality and influence of the gold
coating on polished and unpolished conditions were evaluated. Furthermore, the
influence of three means of analysis - air, PBS and PBS + Ripa - on the sensor signal
was evaluated. Sensors from Metglas 2826MB3 amorphous alloy were used, in the
size of 5 mm x 1 mm. The obtained results suggest that in a liquid environment, the
temperature increase caused by the portable device electronics is sufficient to change
the signal emitted by the sensors. This temperature increase was faster in the first 20
minutes of analysis followed by the stabilization. Portable devices with four different
configurations (with and without refrigeration) and the environment exposed to a
refrigerated device had a lower temperature (from 21 to 23°C) when compared to the
environment exposed to an unrefrigerated device (from 25 to 27°C). The increase in
temperature also caused a variation in the resonant frequency of sensors. It was found
that sensors present signal variability among themselves, in addition to surface coating
defects. When exposed to change from air environment to liquid environment, the
amplitude has a drop of approximately 60% due to the damping forces. This behavior
was observed for polished and unpolished sensors.

Key-words: Sensor, magnetoelastic sensors, biosensor.
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1 INTRODUCAO

A necessidade de leitura de diversas variaveis como temperatura, pressao, pH,
deformagé&o e umidade, para 0 monitoramento e o controle de processos, resultou na
criagdo de dispositivos que respondem a um estimulo fisico ou quimico,
transformando-o em uma grandeza fisica, possibilitando uma leitura eficiente e
precisa. A deteccao e leitura sem fio destas variaveis gerou o desenvolvimento dos
sensores sem fio (wireless), como os de material magnetoelastico, que permitem a
coleta e a distribuicdo de informag8es quimicas, bioguimicas e fisicas, aplicados nas
areas da biologia e quimica, por exemplo (KASSAL; STEINBERG; STEINBERG,
2018, p. 228).

Utilizados inicialmente como marcadores antifurto em comeércios, 0s sensores
magnetoelésticos (ME) passaram a ser amplamente empregados na deteccdo de
patdgenos, pois, quando funcionalizados, apresentam elevada sensitividade e
seletividade. O principio de funcionamento desses sensores € baseado nos
fendbmenos de magnetostriccdo e magnetoelasticidade, ou seja, quando este material
€ submetido a um campo magnético variavel no tempo, sofre uma deformacéo
longitudinal no seu tamanho original. Quando o campo magnético em que 0 sensor
esta exposto é igual a sua frequéncia fundamental, o sensor entra em estado de
ressonancia magnetoelastica, gerando ondas elasticas que podem ser detectadas
remotamente com o auxilio de analisadores de redes ou de dispositivos portateis
(GRIMES et al., 1999). A frequéncia de ressonancia desses sensores sofre alteracbes
em funcado de diversas variaveis, como, por exemplo, do meio em que o0 sensor esta
inserido (ar, agua, etc.), da temperatura (do ambiente ou do proprio meio) e, também,
devido a carregamentos de massa na sua superficie. Dessa forma, torna-se
necessaria a avaliagcao individual de parametros que possam alterar a frequéncia de
ressonancia desses sensores.

Devido a sua sensibilidade, os sensores magnetoelasticos tém gerado elevado
namero de pesquisas quanto a sua utilizacdo na deteccdo de patdgenos. Sua
aplicacéo para este fim consiste na funcionalizagdo da superficie por um elemento de
biorreconhecimento, geralmente um anticorpo (Ac), que torna possivel a captura do
patdgeno, alterando a massa inicial do sensor e provocando variacdo na frequéncia
de ressonancia. Um fator determinante para a etapa de funcionalizacdo de sensores

magnetoelasticos € a preparacédo de sua superficie, que pode ou nao ser polida, ja
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gue a rugosidade do material apresenta influéncia na adesdo de camadas que sdo
posteriormente depositadas, como o0 ouro, que é um material biocompativel e torna
possivel a producao do biossensor.

Desta forma, neste trabalho, foram avaliadas variaveis que podem influenciar na
frequéncia de ressonancia de sensores magnetoelasticos como, a temperatura, o
acabamento da superficie de sensores polidos e ndo polidos, qualidade e influéncia
do recobrimento de ouro nas condi¢des polidos e néo polidos, e por fim, a influéncia
dos meios de analise - ar, PBS e PBS e Ripa - no sinal dos sensores. Tais andlises
sao fundamentais para que esses sensores possam ser utilizados como biossensores

para deteccdo de diversos patdégenos.

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os parametros temperatura, acabamento da superficie e meio de analise
gue influenciam na leitura de sensores magnetoelasticos produzidos com a liga

METGLAS 2826MB3 para sua aplicagcdo em biossensores.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o sinal emitido por sensores magnetoelasticos polidos e ndo polidos sem
recobrimento e com recobrimento em ar e propor um procedimento de selecdo
dos melhores sensores antes da funcionalizacéo da superficie;

e Avaliar a influéncia da temperatura, gerada pelo dispositivo portéatil de medicéo,

na variacao de frequéncia dos sensores magnetoelésticos;

e Avaliar o sinal emitido por sensores magnetoelasticos, nos meios PBS (phosphate

buffered saline) e PBS + Ripa.



15

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SENSORES

Criados em 1950 para auxiliar na automacao industrial, 0s sensores séo capazes
de detectar minimas variages em ambientes, possibilitando um controle eficaz em
variaveis de processo. Estes instrumentos possuem aplicagdes que “[...] variam de
condicOes de laboratério a ambientes arduos, como dentro de reatores nucleares ou
locais remotos, como sistemas de satélite e naves espaciais.” (WEBSTER, EREN,
2014, p.1-2). Webster e Eren (2014) ainda definem que “Um sensor é um dispositivo
que responde a um fendbmeno de mudanca” e que mede parametros quimicos, fisicos
ou biolégicos, convertendo-os em sinais elétricos. Para o funcionamento dos sensores
S80 necessarios circuitos externos para que ocorra o processamento do sinal.

Pesquisas referentes a sensores estdo em ascensdo devido a vasta
aplicabilidade dos mesmos. Segundo a base de dados Scopus, para uma pesquisa
com a palavra “sensor”, aproximadamente 30 % de todas as pesquisas relacionadas
a sensores sao realizadas em éareas de engenharia, com 744.267 publicagdes,
seguido por ciéncias da computacdo, fisica e astronomia, conforme apresentado na

Figura 1.

Figura 1 — Publicagdes referentes a palavra “sensor” realizada em outubro de 2021.

Documentos por area

Outros (9,3%)
Medicina (2,3%)
Engenharia Quimica (2,6%)

.~ Engenharia (27,6%)
Ciéncias Planetarias (2,7%) ¢

Bioguimica, Genéticae - \
Biologia Molecular (3,6%)
Quimica (5,5%)

Matematica (6,1%) '

Ciéncias da Computagao
(16,9%)

Ciéncias dos Materiais
(10,5%)

Fisica e Astronomia (13,1%)

Fonte: Adaptado de Scopus (2021).
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O funcionamento dos sensores ocorre pela saida das informacdes do processo
gue se deseja avaliar, que pode se dar de forma remota devido a facilidade de
processamento, exibicdo, armazenamento e transmissdo dos sinais. As funcdes de
transferéncia expressam a relacéo entre as variacdes fisicas e os sinais do sensor e
influéncias externas como a umidade, temperatura, ruidos, vibracdes e componentes
elétricos com defeitos, sédo fatores que influenciam diretamente na leitura dos
sensores, sendo fontes de erro (WEBSTER; EREN, 2014).

Um instrumento de medicdo tem em sua construgdo elementos menores, que
sdo apresentados, de forma esquematica, na Figura 2, como transdutor, estagio de
condicionamento de sinal e estagio de saida (WEBSTER; EREN, 2014).

Figura 2 - Elementos de um instrumento de medicao.

Excitacdo

3

Quantidades 4 T Processa- Saida i
Sensor efou Condiciona mento de Transmissor

fisicas P .
transdutor »| dor de sinal sinal ou display

h 4
v

Sinal

Fonte: Adaptado de Webster e Eren (2014).

O termo sensor inteligente, smart sensor, também € apresentado por Webster
e Eren como uma nova classe de sensores convencionais que foi adotado em 1980.
Estes sensores inteligentes convertem um sinal em um nivel que os torna mais
convenientes de utilizar, fornecendo valor de fungcbes agregadas, o que aumenta a
gualidade da informacdo. Além disso, sdo capazes de executar algumas funcbes
como a auto-identificacdo, tabelas, curvas de calibracdo e até mesmo a comunicacao
com outros dispositivos.

Sensores de pressdo, quimicos, magnéticos, épticos e biossensores sdo
exemplos destes dispositivos inteligentes. Outro exemplo destes dispositivos séo 0s
sensores magnetoelastico que oferecem sensibilidade na deteccdo de variaveis
através da excitacdo das ondas através de um campo magnético que é aplicado
externamente, de maneira que a frequéncia de ressonancia possa ser medida

(GRIMES et al., 2002).
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2.2 SENSORES MAGNETOELASTICOS

Os sensores magnetoelasticos tém gerado grande interesse de pesquisadores
devido a sua exceléncia na deteccao de diversos parametros como pressao, umidade,

temperatura e elasticidade (GRIMES et al., 2002). Grimes et al., explicitam que

[...] sensores eletromagnéticos vibram mecanicamente em resposta a um
tempo de campo de excitacdo magnética variavel. As vibrag6es mecanicas
do material magnetoelastico e magnetostrictivo, podem ser monitoradas.

Define-se como magnetostrictivo, um material que se deforma sob a influéncia
de um campo magnético aplicado externamente. Ja, a magnetostriccdo é uma
caracteristica do material, que ndo se altera com o tempo, tornando possivel que
materiais ferromagnéticos se deformem quando expostos a um campo magnético
externo. Tal fendémeno foi observado por Joule em 1842 que, ao analisar uma barra
de ferro, notou que suas medidas se alteravam quando expostas a um campo
magnético (TORMES, 2014; LIU; JIANG; XU,2012).

Os sensores magnetoelasticos consistem em tiras ferromagnéticas amorfas que,
guando expostas a um campo magnético, produzem vibracbes que geram ondas
elasticas - fenbmeno de ressonancia - que podem ser detectadas de maneira remota
(GRIMES et al., 2011). A ressonancia que € emitida pelo sensor pode ser detectada
através de técnicas acusticas, Opticas ou magnéticas e a frequéncia desta vibracdo
depende do comprimento (L), da elasticidade (E) e da densidade (p) da fita do sensor,
conforme apresentado na Equacéo (1) (Grimes et al., 2011).

1 |E

f=5J0 1)

p

Na Figura 3, esta representado um sensor, exposto a um campo magnético e a
emissdo da ressonancia, que pode ser detectada por um circuito de recebimento,

geralmente uma bobina de captacao.
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Figura 3 — Representacdo esquematica do monitoramento de um sensor
magnetoelastico.
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Fonte: Adaptado de Grimes et al. (2011).

2.2.1 Funcionamento de sensores magnetoelasticos

Grimes et al. (2011) e Shen et al. (2010a) afirmam que 0s sensores podem ser
dimensionados em tamanhos variados de acordo com a sua utilizacdo, desde que se
respeitem a relacéo 5:1 entre o seu comprimento (L) e a sua largura (W). Desta forma,
conclui-se que o dimensionamento desses sensores influencia de forma direta na
sensitividade do dispositivo. Esta relagéo é considerada suficiente para que a primeira
vibracdo emitida possa ser aproximada como uma vibracao longitudinal, j& que ocorre
a aplicacdo de um campo magnético alternado ao longo da direcdo longitudinal do
sensor. O sensor exposto a este campo sofre alteracdo e vibra na mesma direcéo do
campo devido a interagcdo magnetoelastica.

Grimes et al. (2011) explicam que o funcionamento consiste em aplicar um
campo magnético externo, excitando ondas no sensor, qgue podem ser mensuradas
por uma bobina de captacdo de um material plano, quando submetido a um campo
magnético alternado, onde a espessura do material (t) € menor do que seu
comprimento (L) e largura (W). A Equacgao (2) apresenta a frequéncia fundamental de
ressonancia do sensor (f;), que leva em consideracéo a harménica da frequéncia (n),
considerada igual a 1 para obtencao da f;, o comprimento do sensor (L), 0 modulo de

Young (E), a massa especifica (p) e a razdo de Poisson (0).
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As vibracgOes descritas como longitudinais sdo geradas a partir do momento em
gue o sensor é exposto a um campo magnético gerado, por exemplo, por uma bobina
em torno do sensor. “Estas vibragdes produzem ondas elasticas do centro para os
extremos, gerando ressonancia que pode ser detectada acusticamente, opticamente
ou magneticamente.” (GRIMES et al., 2011). E possivel detectar a resposta gerada
pelo sensor com a frequéncia, utilizando um gerador de sinais, capaz de excitar uma
bobina que esta localizada em torno do sensor e a partir de um amplificador, pode-se

obter a resposta, conforme Figura 4.

Figura 4 - Operacdo do sensor magnetoelastico.

Bobina produtora do Bobina que capta o
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Fonte: Pozza (2016), adaptado de Grimes et al. (2002).

A bobina de captacdo determina a frequéncia que € produzida pelo sensor e
Pozza (2016) expbe que esta deve estar conectada em um analisador de rede, que
emite um sinal em corrente alternada (AC), variando a frequéncia, o0 que causa
excitacdo do sensor. O analisador, por sua vez, detecta a queda que ocorre no
coeficiente de reflexdo quando acontece a ressonancia entre o sensor e o sinal emitido

por ele.

De acordo com as propriedades e o tamanho da fita magnetoelastica, a partir
dos resultados tedricos e em um intervalo de frequéncia conhecido, o sinal
resultante € comparado com o sinal incidente. A magnitude do pico de
ressonancia pode ser aumentada aplicando um campo de corrente continua
(DC bias) em voltagem apropriada sobre o solenoide (POZZA, 2016).
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E importante ressaltar que de acordo com as dimensées do sensor e de seu
material de fabricacdo, existe um ponto 6timo de operacdo. Wen et al. (2010)
ressaltam que a ressonancia varia de acordo com 0 meio em que 0 sensor esta
exposto. Esta variacdo ocorre devido as forcas de amortecimento, que impedem as
oscilagdes vibracionais (BELTRAMI, 2016).

2.2.1.1 Frequéncia de ressonancia

A determinacdo da frequéncia de ressonancia de um sensor depende da
excitacdo magnética para estabelecer o seu ponto de operac¢do. Todo sensor possuli
uma frequéncia fundamental de ressonancia (f,), que pode ser lida quando este esta
exposto ao campo magnético AC. Destaca-se que para uma medicdo de frequéncia
de sensor, utiliza-se o ponto ideal de operacao, o ponto cuja amplitude é maior.

A frequéncia f, de um sensor se altera quando existe um pequeno carregamento
de massa na superficie do sensor e em mudanca de viscosidade ou densidade do
meio em que o sensor esta inserido (JAIN et al., 2000; GRIMES et al., 2011).

2.2.1.2 Sensibilidade de meio

Quando um sensor magnetoelastico é imerso em um liquido, as forcas viscosas
do liquido atuam como amortecedores na ressonancia emitida pelo sensor. O
aumento dessas forgas gera uma reducao na frequéncia de ressonancia (JAIN et al.,
2001). Grimes et al. (2000), sugerem que para um sensor ME perfeitamente plano, a
sua frequéncia de ressonancia se altera apos a imersdo em um liquido de acordo com
a Equacéo 3, onde f, é a frequéncia fundamental de ressonancia do sensor no ar, pg
e d a densidade e a espessura do sensor, e p; e n a densidade e a viscosidade do

liqguido em que o sensor sera imerso.

7 1
Af = —32% (np))? ®)

O termo (npl)% € obtido a partir da equacéo de onda que descreve a propagacao

de ondas em liquidos. Por fim, Grimes et al. (2000) conclui que “A mudanca na
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frequéncia de ressonancia é proporcional a raiz quadrada de np; ja que a equacao de
onda contém o quadrado da velocidade da onda.” O autor sugere ainda que, além da
viscosidade do meio, a rugosidade presente na superficie do sensor retém liquido,
fazendo com que o mesmo atue como um carregamento de massa, alterando também

a frequéncia de ressonancia.

2.2.1.3. Efeito da temperatura

Outro fator que interfere na frequéncia de ressonancia de sensores ME é a
temperatura. Autores como Jain e Grimes (2001) explicam que os parametros de
elasticidade, dimensdo e densidade do material do sensor sdo dependentes da
temperatura, porém “a elasticidade do material é a grande responsavel pelo efeito da
temperatura sobre a frequéncia de ressonancia caracteristica.” Outra possivel
explicacdo é que a viscosidade € influenciada pela alteracdo da temperatura
(OLIVEIRA, et al., 2009). A viscosidade estéa relacionada a forca de atracdo entre as
moléculas do meio, e, com 0 aumento da temperatura, a forca de atracdo diminui
devido ao aumento das distancias intermoleculares, reduzindo a viscosidade
(BRUNETTI, 2008; GRANJEIRO et al, 2007) e alterando , também, a frequéncia de

ressonancia dos sensores.

2.2.2 Ligas magnetoelasticas

Materiais magnetoelasticos sdo materiais amorfos, que se caracterizam pela
falta de estrutura ordenada (PINHO, 2009). O material mais comum para a fabricacao
desses sensores € uma liga metalica ferromagnética proveniente da empresa Metglas
Company (EUA). A liga Metglas 2826MB3, possui caracteristicas de composi¢cao, em
peso, de ferro e niquel (45 %m), molibdénio (7 %m) e boro (3 %m), com
magnetostriccdo de 12 ppm, massa especifica de 7900 kg.m=3, médulo de Young de
aproximadamente 105 GPa e razdo de Poisson de 0,33 (METGLAS, 2011; SHEN et
al., 2010a; MOSCON, 2009).

Esse material, geralmente na forma de fitas, é fabricado pelo processo chamado
Melt Spinning, apresentado na Figura 5, que consiste em uma témpera por fusao

rapida sob vacuo. A liga derretida é continuamente depositada em uma roda ou um
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tambor giratério, sofrendo um resfriamento brusco, com uma taxa de 10® K st
(TORMES, 2014). Este resfriamento brusco ocasiona diferentes rugosidades, ou seja,
a parte superior da fita é lisa, enquanto que a parte de baixo é rugosa (POZZA, 2016).
Essa diferenca significante na rugosidade da superficie altera também a amplitude
das ondas produzidas pelo material (JAIN et al., 2000).

Figura 5 — Processo melt spinning.

Metal Liquido

Fita Amorfa

Fonte: Adaptado de Metglas, Inc. (2021).

Denominado também de fiagdo por fuséo, este processo é comumente utilizado
para formar fitas finas ou ligas com uma caracteristica particular. O resfriamento rapido
do fundido n&o gera cristalizagao da liga, a tornando amorfa. Materiais amorfos sao
resistentes, flexiveis e podem ser magnetizados ou desmagnetizados facilmente,
caracteristica que possibilita sua aplicagcdo em sensores magnetoelasticos (PINHO,
2009).

2.2.3 Aplicacdo dos sensores magnetoelasticos

Grimes et al. (2011), afirmam que o material magnetoelastico pode ser utilizado
como plataforma base para o desenvolvimento de uma gama de sensores. A
aplicacdo destes sensores pode variar desde a area fisica e quimica, como detecc¢éo
de umidade, pressdo, temperatura e pH, a area meédica, com sua utilizacdo na
deteccdo de patdgenos, como Escherichia coli (RUAN et al., 2003) e Staphylococcal
entertoxina B (RUAN et al., 2004).
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Além disso, os sensores ME podem ser empregados para 0 monitoramento e
avaliacdo da taxa de degradacéo de ossos artificiais a base de magnésio (Figura 6-A)
(REN et al., 2018a), monitoramento de forca de ossos artificiais (Figura 6-B) (REN et
al., 2018b) e monitoramento da capacidade de biomateriais magnetoelasticos na
cicatrizacéo de ferimentos (VLAISAVLJIEVICK et al., 2013).

Figura 6 — (A) Sensor magnetoelastico (MBS) usado para monitoramento da
degradacdo de ossos artificiais; (B) Sensor magnetoelastico para monitoramento da
forca de ossos artificiais.
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Fonte: Ren et al. (2018a) e Ren et al. (2018b).

Neste trabalho, o estudo sera focado em analises do sensor magnetoelastico
para sua posterior aplicacdo em biossensores que serdo utilizados para a deteccéo
de patégenos.
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2.3 BIOSSENSORES MAGNETOELASTICOS

2.3.1 Definicdo de biossensor

Por definicdo, um biossensor € um dispositivo que detecta compostos quimicos
a partir de reacfes bioquimicas através de sinais elétricos (IUPAC, 2006). Ferreira et
al. (2006) afirmam que um biossensor €, basicamente, um dispositivo de detec¢éo que
contém um componente biologico ativo como enzimas, anticorpos, antigenos e células
gue sao acoplados a superficie de um transdutor, que converte o sinal biolégico em
sinal elétrico. Katz e Williner (2004) e Campanella et al. (2008) definem biossenores
em classes de acordo com o elemento bioldgico utilizado em sua constru¢do, como
biossensores enzimaticos e microbiolégicos ou quimiorreceptores e imunossensores.

Resumidamente, um biossensor consiste em um sensor que € capaz de realizar
leituras através de grandezas pequenas e transforma-las em um sinal elétrico. Este

tipo de sensor é voltado para detecgéo de espécies bioldgicas, como bactérias e virus.

2.3.2 Funcionamento de um biossensor magnetoelastico

Segundo Ruan et al. (2004), Xie et al. (2009) e Chai et al. (2013a), materiais
magnetoelésticos estdo sendo estudados para sua aplicacdo em biossensores, onde
este sdo recobertos por um elemento de bio-reconhecimento como anticorpos, fagos
ou enzimas.

O principio de funcionamento dos biossensores magnetoelasticos se baseia na
variagdo na frequéncia da ressonancia, a medida que uma determinada massa se
deposita sobre o sensor (que ocorre quando o patdégeno alvo se liga ao elemento de
bio-reconhecimento molecular), e possibilita a deteccdo da presenca de um

microorganismo, conforme apresentado na Figura 7.
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Figura 7— Funcionamento do biossensor.
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Fonte: Beltrami (2016), adaptado de Xie et al. (2009).

Na Figura 7, observa-se, na parte superior, que 0 sensor apresenta uma
ressonancia inicial fo, enquanto que na imagem inferior ocorre alteracao de fo para fo'.
Esta alteracdo se da devido a ligacdo do patégeno no elemento de deteccéo
molecular, aumentando a massa do sensor magnetoelastico e consequentemente
diminuindo a ressonancia emitida por ele (Yl et al., 2003; SHEN et al., 2009; CHAI et
al., 2013b). Entretanto, para que ocorra a ligacdo entre as camadas biolégicas da
funcionalizacdo, o sensor magnetoelastico deve ser recoberto por uma fina camada
de um material biocompativel, para que a espécie de bio-reconhecimento fique

aderida em sua superficie.

2.3.3 Recobrimento do sensor com material biocompativel

A deposicéo de uma fina camada de ouro (Au) sobre o sensor ME auxilia a
tornar a superficie bioativa apos a deposicdo de compostos organicos, como, por
exemplo, a cistamina, cisteamina ou acido mercaptopropiénico (HORIKAWA, 2013;
SU et al., 2004).

Além da importancia da adicdo do ouro para a biocompatibilidade e posterior
funcionalizacdo do sensor, essa camada depositada evita a corrosdo sobre a
superficie do sensor. Uma alternativa ao ouro, sdo os elementos cromo (Cr) e titanio

(Ti), que podem também ser aplicados como camadas intermediarias, entre o sensor
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e a cama de ouro, mais externa (SEDANO, 2018). Essas camadas depositadas sobre
0 sensor devem ser delgadas, com aproximadamente 100 nm (SHEN et al., 2010b;
RUAN et al., 2004). Entre as técnicas mais utilizadas para realizar o recobrimento dos

sensores ME esta o sputtering.

2.3.3.1. Recobrimento por magnetron sputtering

A deposicdo de ouro, realizada pela técnica de sputtering, € um processo que
ocorre em um ambiente preenchido por gases inertes, como argonio (Ar) ou outros
gases. O equipamento gera um plasma através da ionizacdo do gas residual na
camara, onde suas particulas sdo aceleradas na direcdo do alvo, com alta energia.
Com a energia do choque, os atomos do alvo sao expelidos com energia elevada para
chegarem até o substrato, onde foram finalmente depositados, conforme apresentado
pela Figura 8 (LOYOLA, 2011).

Figura 8 — Esquema de deposicado por magnetron sputtering

Refrigeragdo

Fonte: Loyola (2011).

Apos a deposicdo de ouro (Au) sobre a superficie do sensor, ocorre a primeira
camada de funcionalizac&o da superficie, chamada de SAM, do inglés Self-Assembled

Monolayer. As principais SAM sdo a cistamina, a cisteamina e o0 acido
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mercaptopropidnico, que se ligam com a superficie de ouro e permitem a formacéo

das demais camadas de biofuncionalizacdo (CANCINO, 2008).

2.3.4 Formacédo de camadas auto-organizadas

As camadas auto-organizadas, SAMs, sdo fundamentais, pois geram grande
versatilidade, estabilidade e capacidade de produzir estruturas ordenadas. Sao
formadas quando uma superficie é imersa em uma solugdo diluida com moléculas
funcionais (STEFFENS et al, 2012), compativel com substratos metalicos, como ouro,
prata e platina. A formacao das SAMs sao afetadas pela rugosidade da superficie em
gue estéo inseridas, conforme apresentado na Figura 9. No caso da utilizag&o do ouro,
€ comum ocorrer uma vacancia monoatémica, ou seja, ocorre uma reducao de &tomos
de ouro presentes na superficie o que afeta diretamente a uniformidade da camada
da SAM (MENDES, 2006; POZZA, 2016).

Figura 9 — SAM e rugosidade de superficie.
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Fonte: Pozza (2016), adaptado de Cancino (2008).

A utilizacdo frequente do Au para a deposicdo dos filmes € devido ao metal ser
inerte, porém, metais semelhantes a este, como paladio ou prata, também podem ser
utilizados para a formacdo das monocamadas. O ouro ainda apresenta grandes
vantagens de utilizacdo, como a flexibilidade e sua estabilidade quimica. Em uma
superficie funcionalizada com ouro existe a formagcédo das SAM com facilidade devido
a ligacao covalente com o metal e o enxofre presente na molécula da SAM (Au-SR),
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0 que resulta em uma estrutura orientada e ordenada. A interface metal-enxofre é
correspondente a regido de adsorcado, onde a molécula de enxofre exibe um sitio de
adsorcao com a superficie que foi funcionalizada pelo substrato metéalico. (CHAKI et
al., 2001; WINK et al., 1997; LOVE et al., 2005). Os autores ainda constataram que o
grupo terminal tem funcionalidade variada, e este fato atribui funcionalidades

especificas a monocamada.

2.3.5 Influéncia da rugosidade

Devido ao processo de fabricacédo de fitas magnetoelasticas, existe diferenca de
rugosidade entre a parte superior e inferior da fita e, em seu trabalho, Possan et al.
(2016), estudaram diversas superficies de fitas, desde fundidas até polidas, com graus
de rugosidade diferentes e enunciou que “A importancia da ndo homogeneidade indica
gue controlar a rugosidade da superficie seria uma maneira conveniente de ajudar a
regular a cinética de ligacdo dos sensores.”® A rugosidade afeta fortemente a
formacdo da Self Assembled Monolayer? e a ligagdo com o anticorpo (Ac) (LOVE et
al., 2005; NETO et al., 2007).

Desta forma, uma menor rugosidade na superficie do sensor pode melhorar as
verificacbes da frequéncia de ressonancia, o que propicia melhor acoplamento das
SAMs (POSSAN, 2015). Em seu trabalho, Possan et al. (2016) ainda relatam que
sensores polidos apresentaram maior variacdo de frequéncia de ressonancia pois
captura maior numero de bactérias em relacdo a um sensor com a superficie rugosa.
Conclui-se que sensores com a superficie polida apresentam facilidade para a
deposicdo da SAMs, melhorando a compactagdo e também a posterior ligacdo com

0s anticorpos.

Visando uma melhor avaliacdo do efeito da rugosidade na superficie dos
sensores magnetoelasticos, Pozza (2016) utilizou fitas com superficies rugosas,
polidas e lisas, recobertas pelo processo de sputtering com Au e Cr e observou que
“[...] a deposicéo de Cr e Au na superficie da fita magnetoelastica é caracterizada por

graos de diferentes tamanhos distribuidos na superficie.”

1 The importance of inhomogeneities indicates that controlling surface roughness would be a convenient
way to help regulate the binding kinetics of the sensors.
2

SAM.
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Possan (2015) realizou um estudo sobre as rugosidades das fitas Metglas
2826MB3 e observou que a reducdo da rugosidade proporciona uma camada auto-
organizada mais dispersa, melhorando o acoplamento com o anticorpo e maior

captacdo de bactérias.

2.3.6 Elementos de biorreconhecimento

Para a funcionalizagdo de um biossensor é necessario que exista uma camada
de um elemento de biorreconhecimento. Luna (2015) afirma que “O detector ou
biorreceptor é responséavel pelo reconhecimento molecular de alteragbes no meio e/ou
de moléculas especificas contribuindo para a alta seletividade e sensibilidade destes
biodispositivos.” e prossegue que os analitos que se deseja reconhecer podem ser
‘componentes antigénicos de virus, acidos nucléicos ou anticorpos especificos
produzidos pelo organismo em resposta a infec¢ao”.

Usualmente, utiliza-se anticorpos como elementos de biorreconhecimento.

Pozza (2016) esclarece:

Os anticorpos (Ac) sao proteinas reativas encontradas em todos os tecidos e
no plasma, pertencentes a classe das globulinas, chamadas imunoglobulinas
(Ig), devido a sua estrutura globular. Estas proteinas possuem alto grau de
afinidade e especificidade, com capacidade para localizar, detectar,
reconhecer e ligar-se ao patégeno alvo .[...] . O anticorpo é combinado com
a mesma estrutura do antigeno (molécula alvo), formando uma ligacao
especifica entre ambos (ligagéo antigeno-anticorpo). A estrutura do anticorpo
consiste em quatro cadeias polipeptidicas, com geometria em forma de “Y”:
duas leves (L) e duas pesadas (H), conectadas entre si por ligacbes
bissulfidicas [...] (HOPKINS, 2009; MANDAL, 2012; FIALHO, 2011).

O anticorpo, também chamado de imunoglobina, possui forma de Y,
apresentada na Figura 10. O anticorpo possui duas regifes de ligacdo: a porcao
fragmente antigen binding?, que corresponde a regido em que o antigeno ira se ligar,
e a porcdo fragmento cristalizavel®, capaz de formar ligacdes com diversos tipos de
estrutura (POZZA, 2016; BENJAMINI, 2002; FIALHO, 2011; MIRANDA, 2014).

3 Fab.
4 Fc.
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Figura 10 — Estrutura de um anticorpo.
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Fonte: Adaptado de BPS Bioscience (2021).

Na superficie quimicamente modificada por monocamadas auto-organizadas
do sensor possui € utilizado compostos ligantes, também chamados de elementos de
reticulacdo. “Estes compostos tém facilidade de reagir com grupos funcionais
desejados de um anticorpo, criando intermediarios altamente reativos que
proporcionam a ligagao com os grupos funcionais da superficie.” (POZZA, 2016). A
ligagdo que ocorre aumenta a massa do sensor, alterando a frequéncia de
ressonancia e possibilitando a deteccdo do patégeno.

A Figura 11 exemplifica a formacdo de um biossensor magnetoelastico e suas
principais etapas: (I) camada auto organizada do 11-MUA (&cido mercaptopropiénico)
ligada com a superficie de ouro, (II) sua ligacdo com o anticorpo a partir de um grupo
funcional COOH®, que neste caso foi ativado pela quimica de ECD (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida) e NHS (N-Hidroxisuccinimida), e (Ill) a imobilizacédo
de um antigeno através dos sitios de reconhecimento do anticorpo (AHMAD; MOORE,
2012).

5 Carboxila
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Figura 11 — Etapas de funcionalizagé&o.
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Fonte: Adaptado de Ahmad e Moore (2012).

2.3.7 Sistemas de deteccéo

Pode-se afirmar que “o principio de deteccao de biossensores esta relacionado

com um carregamento de massa aplicado sobre a superficie destes.” que muda a
frequéncia de ressonancia do sensor (GRIMES et al., 2002).

A leitura dessa frequéncia de ressonancia emitida pode ocorrer através de

analisadores de rede ou de dispositivos portateis.

2.3.7.1 Analisador de Rede

A alteracdo de massa no momento em que 0O patdgeno se conecta com o
componente bioldgico de reconhecimento, pode ser detectada através de um
analisador de rede, que esta conectado em uma bobina de captagdo que emite um
sinal AC incidente a fim de excitar magneticamente a vibragdo longitudinal do

biossensor (HORIKAWA, 2013), conforme apresentado na Figura 12.
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Figura 12 — Leitura da ressonancia gerada pelo biossensor magnetoelastico através
de um analisador de rede.
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Fonte: Pozza (2016), adaptado de Horikawa (2013).

Os analisadores de rede oferecem valores de frequéncia de ressonancia com
exatidao, porém sao dispositivos volumosos e que apresentam elevado custo. Além
disso, sao de dificil operacdo e, por isso, sdo usualmente empregados como
instrumentos de bancada (BELTRAMI, 2016). Por esses motivos, o desenvolvimento
de dispositivos portateis, compactos, faceis de operar, que oferecem confiabilidade
nos resultados e sao produzidos com baixo custo € de extrema importancia (ZHANG,
2010).

2.3.7.2 Dispositivo portatil

A importancia de dispositivos para deteccdo rapida e eficiente de diversos
patégenos, motivou estudos para o desenvolvimento dos dispositivos portateis (SANG
et al., 2019). Conforme dito anteriormente, esses dispositivos apresentam baixo custo,
sao pequenos e de facil operacdo. Além disso, os dispositivos portateis podem operar
de maneira autbnoma ou juntamente com um computador, o que facilita o seu uso
visto que nado existe necessidade de infraestrutura quando comparado ao uso dos
analisadores de rede (BELTRAMI, 2016).

Por fim, o desenvolvimento de dispositivos como o citado acima é de grande
importancia cientifica e tecnolégica uma vez que o uso desses dispositivos pode
impactar na vida de muitas pessoas se utilizado para a detec¢éo de virus e bactérias,
por exemplo. O dispositivo utilizado no presente trabalho foi desenvolvido na
Universidade de Caxias do Sul e validado com um analisador de rede a partir de

estudos propostos por Beltrami (2016) e Crestani (2020).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Os sensores que foram utilizados neste trabalho sé&o provenientes de uma fita
magnetoelastica comercial, amorfa, conforme apresentado na Figura 13. A fita
adquirida é comercializada com o nome de METGLAS 2826MB3 e € proveniente da
empresa Metglas Company.

Figura 13 — Fita magnetoelastica.

Fonte: A Autora (2021).

3.2 METODOS

O fluxograma apresentado na Figura 14 apresenta a sequéncia de processos e

testes que foram realizados.



Figura 14 — Fluxograma de testes realizados.
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Fonte: A Autora (2021).

3.2.1 Corte

Ar
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.
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A fita magnetoelastica foi cortada em pequenas tiras (Figura 15), com tamanho

de 5 mm x 1 mm x 30 um, uma vez que estas proporcdes estdo associadas aos modos

de vibracdo preferiveis para obtencdo de medidas precisas da frequéncia de

ressonancia fundamental (GRIMES et al., 2011).
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O corte ocorreu de forma automatica, pelo processo de serra de micro corte,
por uma empresa terceirizada® possibilitando grande quantidade de sensores e

precisao no corte.

Figura 15 — Sensor ME cortado (Ampliacéo de 20x).
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Fonte: A Auta (2021).

3.2.2 Polimento

A etapa de polimento foi realizada para facilitar a deposicdo da camada auto-
organizada na superficie da fita, melhorando a ligacdo com os anticorpos (POZZA,
2016) para o posterior uso dos sensores ME.

O polimento ocorreu em uma politriz Struers Tegramin 20. Esta etapa foi
realizada no Laboratério de Engenharia de Superficies e Tratamentos Térmicos
(LESTT 1).

8 CEITEC S.A.
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3.2.3 Deposicédo de ouro por magnetron sputtering

Apés o corte, todas as fitas foram recobertas com camada metalica
intermediéria de cromo para, em seguida, serem recobertas com o ouro, utilizando a
técnica de magnetron sputtering. A camada intermediaria atua como adesivo entre o
sensor e a camada de ouro, melhorando a interface de acoplamento entre essas duas
camadas (SHEN et al. 2010, RUAN et al., 2004) e compatibilizando a camada de Au.
As camadas foram depositadas em ambos os lados da fita. Anterior a deposicéo, foi
realizado um etching de argdnio (Ar) para a limpeza da superficie do sensor.

A deposicao de cromo e ouro por magnetron sputtering ocorreu na Universidade
de Caxias do Sul, no Laboratério de Engenharia de Superficies e Tratamentos

Térmicos, em um equipamento desenvolvido por pesquisadores do LESTT.

3.2.4 Analise datemperatura

Foi realizado o estudo da variacdo da temperatura no dispositivo pois no inicio
dos testes realizados pelo grupo de pesquisa em biossensores ME da Universidade
de Caxias do Sul (UCS) observou-se variacdo da frequéncia de ressonancia nos
sensores testados em meio liquido. A variacdo observada era superior a literatura,
logo, testes de temperatura comecaram a ser realizados devido aos componentes
eletrénicos que o dispositivo comporta. A Figura 16 apresentada a seguir mostra como
a analise foi realizada. O ensaio ocorreu em triplicata, durante 70 minutos, e as
medidas de temperatura foram registradas com intervalo de 10 minutos com o auxilio
de um termopar de Cromel-Alumel (tipo K). Nesta etapa do trabalho, quatro
configuracdes do dispositivo portéatil foram testadas, conforme listadas abaixo, visando
compreender a melhor configuracdo, ou seja, a mais estavel, do dispositivo para

posteriores analises.

|. dispositivo sem refrigeracdo e sem estabilizacdo da eletrdnica da placa;
II. dispositivo sem refrigeracdo e com estabilizacdo da eletronica da placa;
lll. dispositivo com refrigeracdo e sem estabilizacéo da eletrénica da placa;

IV. dispositivo com refrigeracdo e com estabilizacéo da eletronica da placa.
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Os dispositivos com refrigeracao consistem na instalacdo de um cooler sobre a
placa eletrbnica do dispositivo portatil, e a estabilizacdo eletrbnica em manter o
dispositivo ligado durante 10 minutos que precedem o ensaio a fim de estabilizar a

temperatura dos componentes eletronicos presentes no dispositivo.

Figura 16 - Esquema de andlise de temperatura.
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Fonte: A Autora (2021).

3.2.5 Analise da frequéncia de ressonancia

A frequéncia de ressonancia dos sensores foi medida em trés meios diferentes:
ar, PBS (tampao fosfato-salino ou phosphate buffered saline) e PBS com RIPA
(solucéo 1:1) utilizando um dispositivo portatil, que se encontra em desenvolvimento.
Para o meio liquido somente sensores com recobrimento foram avaliados devido a
necessidade de sua posterior funcionalizagdo. Os sensores foram colocados em

microtubos para a analise, conforme apresentado abaixo.
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Figura 17 - Microtubo utilizado para medicao.

Fonte: A Autora (2021).

Todas as analises foram realizadas com uma amostragem de 22 sensores para
guatro as condicdes descritas abaixo:
a) sensores nao polidos;
b) sensores polidos;
c) sensores nao polidos e com recobrimento de ouro;

d) sensores polidos e com recobrimento de ouro.

3.2.5.1 Dispositivo portétil

Este equipamento foi desenvolvido por um grupo de pesquisa na Universidade
de Caxias do Sul especialmente para este fim. Ocorreu a avaliagdo do efeito da
temperatura sobre as medidas de frequéncia realizadas através deste dispositivo,

conforme apresentado na imagem a seguir.

3.2.6 Analise morfolégica da superficie dos sensores

Realizou-se uma analise da superficie dos sensores magnetoelasticos para

verificacdo de possiveis defeitos. Utilizou-se um microscopio Zeiss, modelo Stemi

DV4, apresentado na Figura 18, acoplado com uma camera de microscopio Dino- Eye.
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Figura 18 - Microscopio utilizado para analise de superficie.

Fonte: A Autora (2021).

3.2.7 Nomenclaturas

Para fins de facilidade durante as andlises, os sensores receberam a seguinte
nomenclatura de acordo com a sua configuracao:
a) NP - Sensores néo polidos e sem recobrimento
b) NP Au - Sensores nao polidos e com recobrimento
c) P - Sensores polidos e sem recobrimento

d) P Au - Sensores polidos e com recobrimento

Esta nomenclatura sera utilizada no capitulo de resultados e discussao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO EM AR

As andlises iniciais para a avaliacdo do sinal gerado pelos sensores
magnetoelasticos foram realizadas em meio ar. Avaliou-se a amplitude (dB) e a
frequéncia (kHz) do sinal emitido pelos sensores para as quatro condigcdes
apresentadas anteriormente.

A Figura 19 apresenta graficos com os valores de amplitude gerados para 0s
sensores nao polidos e polidos, respectivamente, ambos sem recobrimento. A Tabela
1 apresenta os valores médios de amplitude e de frequéncia obtidos para essas duas
condicoes.

Foi observado um aumento de aproximadamente 1,85 dB da amplitude média e
de aproximadamente 10,3 kHz da frequéncia média para os sensores polidos em
relacdo aos ndo polidos. Essa diferenca pode ocorrer devido a reducéo da rugosidade
causado pelo polimento na superficie do sensor (POSSAN et al., 2016).

Figura 19 — Amplitude de sensores (A) ndo polidos sem recobrimento e (B) polidos
sem recobrimento em ar.
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Fonte: A Autora (2021).
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Tabela 1 — Valores médios e desvio padréo da média de amplitude e frequéncia para
sensores sem recobrimento em ar.

Sensores sem deposicdo de Cr e Au

N&o Polidos Polidos
Amplitude (dB) Frequéncia (kHz) Amplitude (dB) Frequéncia (kHz)
3,15 +/- 0,15 442,70 +/- 0,224 5,00 +/- 0,11 453,00 +/- 0,35

Fonte: A Autora (2021).

A Figura 20 apresenta a imagem da superficie dos sensores néo polidos (A) e
polidos (B), ambos com ampliacdo de 12 x. E possivel observar através da Figura 20
a diferenca de rugosidade entre as faces do sensor devido ao seu processo de
fabricagdo. Pozza (2016) e Possan (2015) realizam estudos referente a rugosidade
do sensor ME utilizando diferentes métodos. A Tabela 2, dispée dos valores médios
de rugosidade (Ra), em nanometros (nm), encontrados para sensores com superficie

rugosa, lisa e polida de ambos os estudos.

Tabela 2 - Valores médios de rugosidade (nm) de sensores ME utilizando técnicas

diferentes.
Autor Método usado Rugosa Lisa Polida
Pozza (2016) AFM 13,1 +/- 6,2 2,4 +/-0,8 0,9 +/-0,2
Possan (2015) Perfilometria 520 360 300

Fonte: Modificado de Pozza (2016) e Possan (2015).

Observa-se que existe grande divergéncia de valores devido a técnica utilizada,
porém, para ambos estudos, 0s valores obtidos para a superficie polida se
apresentam inferiores as demais superficies. A reducéo da rugosidade da superficie
da fita magnetoelastica é importante para a posterior funcionalizacdo do sensor
(POSSAN, 2015), porém alguns trabalhos relatam que uma maior rugosidade
possibilita melhor aderéncia para a posterior deposi¢cdo de ouro sobre a superficie do
sensor ME, ndo realizando o processo de polimento (HORIKAWA et al., 2018; SANG

et al., 2019; CAMPANILE et al., 2020).
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Pela Figura 20B, referente a um sensor polido, observa-se riscos em sua
superficie que podem estar relacionados com o processo de polimento, visto que este
foi realizado de forma mecéanica e com a utilizacdo de pasta de alumina, solucéo
bastante abrasiva. Comparando as arestas de sensores nao polidos (Figura 20A) e
polidos (Figura 20B), é possivel observar que o processo de polimento gera um

acabamento no corte do sensor.

Figura 20 — (A) Sensor nao polido, sem a deposi¢cao de ouro com representacéo de
ambos os lados; (B) Sensor polido, sem a deposi¢cédo de ouro (Ampliagéo de 12x).

0.5 mm

Fonte: A Autora (2021).

Visando a viabilizagdo dos sensores para aplicagdo em biossensores, foram

realizadas analises de sensores recobertos com camadas delgadas de Cr e Au,
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respectivamente, necessarias para a funcionalizacdo da superficie do sensor
(HORIKAWA, 2013; SU et al., 2004).

A deposicdo destes elementos sobre a superficie do sensor, resultou no
aumento de aproximadamente 0,40 dB na amplitude quando comparado aos sensores
sem recobrimento. Sensores polidos e com o recobrimento apresentaram maior
amplitude que os nao polidos com recobrimento também (Figura 21), com aumento
de 0,07 dB. Quanto a frequéncia, tanto os sensores nao polidos e polidos com
recobrimento apresentaram reducao de 2,7 kHz para os nao polidos, e de 11 kHz para
0os polidos. Os valores médios de amplitude e de frequéncia para essas duas
configuracdes sdo apresentados na Tabela 3. Este fendmeno era esperado devido ao
carregamento de massa na superficie do sensor, pela adicdo das camadas metalicas
de Cr e Au, que desloca a frequéncia fundamental de ressonancia para valores
menores (FELIZARI, 2016).

Figura 21 — (A) Amplitude de sensores néo polidos com recobrimento; (B) amplitude
de sensores polidos com recobrimento.
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Fonte: A Autora (2021).

Tabela 3 — Valores médios e desvio padrdao da média de amplitude e frequéncia para
sensores com recobrimento em ar.

Sensores com deposicdo de Cr e Au

N&o Polidos Polidos
Amplitude (dB) Frequéncia (kHz) Amplitude (dB) Frequéncia (kHz)
3,56 +/- 0,15 440 +/- 0,14 5,07 +/- 0,14 442 +/- 0,62

Fonte: A Autora (2021).
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A Figura 22 apresenta os sensores nao polidos com a deposicéo de ouro (A) e
polidos com a deposicédo de ouro (B), com ampliacdo de 20x. Observa-se, novamente,

gue 0s sensores que passaram pelo polimento apresentam riscos em sua superficie.

Figura 22 — (A) Sensores néo polidos com ouro; (B) Sensores polidos com ouro
(Ampliacao de 20x).

Fonte: A Autora (2021).
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Foi realizada uma avaliacdo do sinal emitido pelos sensores nao polidos e
polidos, ambos com e sem o recobrimento a fim de avaliar o impacto deste
carregamento de massa no sinal, conforme apresentado na Figura 23.

Foi possivel observar que a adicdo das camadas de recobrimento para a
funcionalizacdo sobre o sensor diminui a frequéncia de ressonancia para ambos o0s
casos apresentados. Essa reducao fica mais visivel para os sensores que receberam
polimento (reducdo de aproximadamente 3500 Hz) do que para sensores sem
polimento (reduc&o de cerca de 2500 Hz), novamente afirmando que a reducédo da

rugosidade na superficie afeta o sinal emitido pelos sensores (POSSAN et al., 2016).

Figura 23 — Sinal de sensores (A) nao polidos e (B) polidos.
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Fonte: A Autora (2021).

Durante a realizacdo das andlises observou-se que alguns sensores
apresentaram comportamentos diferentes em relacdo ao sinal de ressonancia. Para
compreender este fenbmeno, foi realizada uma analise de microscopia 6ptica para

verificar possiveis defeitos presentes na macroestrutura dos sensores.
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4.1.1 Defeitos

A Figura 24 apresenta o sinal para 2 sensores polidos e recobertos com ouro.

Figura 24 — Gréficos de sinal obtidos por sensores com defeitos.
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Fonte: A Autora (2021).

A geracao deste tipo de sinal pode ser devido a presenca de defeitos na
superficie do sensor ou mesmo na sua microestrutura, causada pelo processo de
producdo da fita. E sabido que com uma reducio brusca de temperatura para a
solidificagcédo da fita ME, a estrutura se mantém amorfa, entretanto o fendmeno de
cristalizacdo pode ocorrer em maior ou em menor grau. Além disso, pode ocorrer 0
aprisionamento de bolhas de ar durante o processo (MAGALHAES et al., 2008),
aumentando a rugosidade da superficie. Para a avaliacdo destes defeitos, foi
realizado imagens em microscépio a fim de observar quais defeitos estavam
presentes na superficie dos sensores. A Figura 25 apresenta falhas observadas. Em
A, o defeito foi caracterizado pelo processo de sputtering, no qual um sensor ficou
sobre o outro fazendo com que o recobrimento néo fosse depositado completamente
sobre o sensor que ficou posicionado na parte de baixo. A fita representada em B,
aparentou ter deformidade em sua superficie, o que provavelmente gerou uma
deposicédo de Cr e Au nao uniforme. Em C e D observa-se o desplacamento de uma

pequena area, que pode ocorrer devido a falta de aderéncia na superficie da fita.
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Figura 25 — Defeitos observados em sensores (Ampliagcédo de 12x).
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Fonte: A Autora (2021).

Os defeitos presentes nos sensores podem justificar a geracdo do sinal
apresentado na Figura 24. E importante, portanto, a realizacdo de uma pré-selecao
de sensores, evitando a utilizacdo de sensores que apresentam algum tipo de defeito
para posterior aplicacdo em biossensores. No momento da realizacdo da pesquisa,
foi proposto um processo de pré-selecao manual, de modo que os sensores foram
avaliados um a um antes de seguirem para as proximas etapas de constru¢do do
biossensor. Porém, um procedimento de pré-selecdo automatizado torna-se viavel

guando o numero de sensores a serem avaliados for maior.

4.2 EFEITO DA TEMPERATURA

O efeito da temperatura foi avaliado devido a alteracéo do sinal emitido pelos
sensores sem funcionalizacdo quando expostos ao meio liquido. O ensaio possibilitou
a avaliagdo da mudanca da temperatura (Figura 26A) e da frequéncia (Figura 26B) ao
longo do tempo de ensaio para as quatro configuragcdes de dispositivo descritas no
item 3.2.4.

A partir da Figura 26A, foi possivel observar que o maior aumento da

temperatura ocorreu nos primeiros 20 minutos de ensaio, havendo uma estabilizacéo



48

na temperatura ap0s este periodo. Os testes realizados com as configuracbes de
dispositivo sem refrigeracdo (configuracdes | e Il) resultaram em temperaturas
significativamente mais elevadas (entre 25 e 27 °C), quando comparado aos ensaios
com os dispositivos com refrigeracdo (configuracdes Il e IV). Estes dultimos
apresentaram menor variagao de temperatura ao longo do tempo de ensaio (de 21 a
23 °C).

O segundo gréafico, Figura 26B, apresenta a variagcdo da frequéncia de
ressonancia dos sensores que possivelmente foi causada pela variacdo de
temperatura, no decorrer do ensaio (JAIN et al., 2000). Sensores avaliados em
dispositivos com refrigeracdo apresentam menor variacdo de frequéncia
(aproximadamente de 50 Hz) devido a temperatura mais baixa e constante (21 a
23 °C), enquanto que os que foram avaliados em dispositivos sem refrigeracao
apresentaram grande variacéo de frequéncia (de 150 a 350 Hz) ao longo do ensaio,
principalmente para a configuracdo Il, onde a variagcdo de frequéncia atingiu

aproximadamente 350 Hz.

Figura 26 - (A) Variacao da temperatura (°C) com o tempo (min) e (B) Variacao
da frequéncia (Hz) com o tempo (min).
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Em trabalhos prévios’ foi observado que alguns componentes eletronicos do
dispositivo portéatil super agueciam e causavam um aumento na temperatura do meio
em que o sensor esta inserido, alterando a viscosidade e afetando a frequéncia de
ressonancia dos sensores ME (MUNGLE et al., 2002). Desta forma, para 0os proximos
ensaios em meio liquido, utilizou-se o dispositivo com a configuragdo com
estabilizacdo eletrbnica da placa e com refrigeracdo, ja que as medidas obtidas se

apresentaram mais estaveis.

4.3 MEIO LIQUIDO

Os testes em meio liquido foram realizados em PBS (phosphate buffered
saline) e em PBS + Ripa na proporcéo de 1:1. O PBS é uma solugcdo tampao salina,
muito usado em bioquimica como um diluente biomolecular (CHEN et al., 2016).

Essas duas solucdes foram escolhidas pois sdo usualmente utilizadas quando
se trabalha com agentes biologicos. J4 o meio PBS + Ripa foi testado pois € o0 meio
em que 0s biossensores serdo posteriormente expostos para a sua medicdo. A
solucdo de Ripa € um tampéo de lise, que objetiva a ruptura (ou lise) das membranas
celulares para liberar os componentes presentes no citoplasma ou nos nucleos
intracelulares (SCORSATO; TELLES, 2011). O rompimento dessa membrana é
necessario para a posterior ligacao do antigeno com o anticorpo, presente na camada

funcionalizada do sensor.

4.3.1. PBS

Para 0 meio PBS, obteve-se os resultados apresentados na Figura 27. A
diferenca de amplitude e de frequéncia média entre sensores ndo polidos e polidos
encontra-se na Tabela 4. A amplitude e a frequéncia apresentaram uma reducéo de

2,33 dB e de 1,3 kHz para sensores nao polidos com o recobrimento devido a troca

” Trabalho néo publicado, apresentado em relatério de atividade para a CAPES de 2021 pela
Doutoranda Luiza Felippi de Lima. Titulo do trabalho: Biossensores magnetoelasticos para diagnostico
de Covid-19.
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de meio. Para sensores polidos e com o recebimento, a amplitude teve reducdo de
3,27 dB e a frequéncia nao apresentou reducao.

Figura 27 — Amplitude de sensores (A) ndo polidos com ouro e (B) sensores polidos
com ouro em PBS.
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Fonte: A Autora (2021).

Tabela 4 — Valores médios e desvio padrdo da média de amplitude e frequéncia para
sensores com recobrimento em meio PBS.

Sensores com deposicao de Cr e Au

N&o Polidos Polidos
Amplitude (dB) Frequéncia (kHz) Amplitude (dB) Frequéncia (kHz)
1,23 +/- 0,07 438,7 +/- 0,29 1,8 +/- 0,06 443,1 +/- 1,07

Fonte: A Autora (2021).

4.3.2. PBS e RIPA

A Figura 28 apresenta os valores obtidos de amplitude para sensores nao
polidos e polidos no meio PBS - Ripa, e a Tabela 5 os valores médios obtidos para
essas duas configuracbes. A amplitude e a frequéncia média ndo apresentaram
grande diferenca quando comparado as analises em PBS.
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Figura 28 - (A) Amplitude de sensores nao polidos com ouro e (B) Sensores polidos
com ouro em PBS + Ripa.
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Fonte: A Autora (2021).

Tabela 5 — Valores médios e desvio padrdo da média de amplitude e frequéncia para
sensores com recobrimento em PBS + Ripa.

Sensores com deposicao de Cr e Au

N&o Polidos Polidos
Amplitude (dB) Frequéncia (kHz) Amplitude (dB) Frequéncia (kHz)
1,1+/- 0,06 437,9+/- 0,23 2 +/- 0,058 441,8 +/- 0,83

Fonte: A Autora (2021).

A Figura 29 apresenta graficos comparativos de sinal para sensores nao
polidos (Figura 29A) e sensores polidos (Figura 29B). Quando o sensor € colocado
em meio liquido, ocorre amortecimento na amplitude e também um deslocamento na
frequéncia de ressonancia (WEN et al., 2010). Logo, a reducdo da amplitude devido
a troca de meio ar para liquido fica ainda mais evidente para os sensores polidos,
conforme apresentado na Figura 29B.

Em seus estudos, Wen et. al (2010) relatam que a frequéncia de ressonancia
emitida pelos sensores em agua é de 37 % da frequéncia em ar. Neste trabalho, foi
verificado que a frequéncia em PBS € de 34,5 % da frequéncia em ar, e, para RIPA é
de 40,6 %, resultados préoximos aos encontrados pelo autor citado anteriormente.

Quando o sensor € imerso em meio liquido ocorre reducdo de sua amplitude (LI e
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CHENG, 2010) de aproximadamente de 60 %, devido ao “amortecimento causado
pela mudanga do meio, de ar para aquoso” (POSSAN, 2015).

Figura 29 - Comparagao entre meios para sensores (A) nédo polidos com
recobrimento e (B) polidos com recobrimento.
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Fonte: A Autora (2021).

Por fim, a Tabela 6 apresenta os dados obtidos de amplitude e frequéncia para
os trés meios testados: Ar, PBS e PBS + Ripa, para sensores néo polidos e polidos,
ambos com deposicao de ouro devido a necessidade de funcionalizacdo dos mesmos.
O polimento altera a amplitude dos sensores devido a reducdo da rugosidade
(POSSAN, 2015), a tornando maior quando comparado aos sensores nao polidos,
para todos os meios testados. O polimento causou um aumento de 58,7 % da
amplitude no meio ar, 46,35 % em PBS e 81,82 % em PBS + Ripa em relacdo aos
sensores sem polimento. Outro fator que pode afetar a amplitude dos sensores € o
processo de corte (LI e CHENG, 2010).

A reducdo de amplitude causada pela troca de meio apresenta o
comportamento esperado segundo estudos ja publicados, tanto para 0s sensores nao
polidos como para os polidos, devido ao amortecimento. Em seu trabalho, Possan
(2015) relata uma reducao de aproximadamente 60 % devido a troca de meio. No
presente trabalho, a reducéo obtida devido a essa troca para os sensores nao polidos
foi de 61 % de ar para PBS e de 65 % de ar para PBS + Ripa e para polidos foi de 64
% de ar para PBS e 60 % de ar para PBS + Ripa.
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Tabela 6 - Comparacgéo de amplitude e frequéncia entre oS meios para sensores
polidos e néo polidos, ambos com recobrimento.

Sensores com deposicao de Cr e Au

Meio Nao Polidos Polidos

Amplitude (dB) Frequéncia (kHz) Amplitude (dB) Frequéncia (kHz)

Ar 3,15 442,70 5,00 453,00
PBS 1,23 438,7 1,8 443,1
PBS + Ripa 11 437,9 2 441,8

Fonte: A Autora (2021).

Conforme os valores encontrados durante a realizagcdo do trabalho, os
sensores polidos sdo os mais adequados para a etapa de funcionalizacdo para
posterior aplicacdo em biossensores, uma vez que apresentam valores de amplitude
mais altos, possibilitando melhor deteccdo com a utilizacdo de dispositivos portateis.
Entretanto, uma melhor avaliagdo da utilizagdo de sensores ndo polidos deve ser
realizada, ja que diversos trabalhos publicados, conforme mencionado anteriormente,
realizaram esta configuracdo para a funcionalizacdo. O processo de polimento é
trabalhoso, leva tempo e envolve alto custo para a sua realizagéo, logo, sugere-se
maiores estudos para a utilizacdo de sensores nao polidos, reduzindo o tempo

necessario para a preparacao destes sensores para as suas posteriores aplicacdes.
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5 CONCLUSOES

Para resultados de ressonéncia de sensores magnetoelasticos polidos e ndo
polidos, verificou-se que existe variagdo na intensidade do sinal dos sensores
magnetoelasticos, mesmo quando medidos em ar. Alguns sensores apresentam um
sinal muito fraco, e isso € um problema, ja que quando esses sensores sdo medidos
em meio liquido, a intensidade do sinal cai, fazendo com que ele ndo seja possivel
uma deteccéo pelo dispositivo portétil. Devido a isso, o procedimento de pré-selecao
de sensores com melhor sinal se torna importante para a posterior funcionalizacao,
evitando, também, que sensores que apresentam defeito sejam utilizados, o que
propagaria o problema de nédo deteccgao.

Os sensores magnetoelasticos se apresentaram sensiveis a temperatura e a
mudanca de meio. O aumento da temperatura causa alteracédo de viscosidade do
meio, alterando a frequéncia de ressonancia do sensor. A alteracdo de meio também
apresenta comportamento semelhante, reduzindo aproximadamente 60 % da
amplitude de sinal do sensor quando expostos ao meio liquido devido as forcas de
amortecimento, valores estes encontrados na literatura (WEN et al., 2010) e
confirmados durante as analises realizadas. N&o foi observado grande diferenca de
sinal gerado pelos sensores durante a avaliacdo para os meios PBS e PBS + Ripa.

O recobrimento da superficie do sensor com cromo e ouro ja é suficiente para
causar reducdo da frequéncia de ressonancia emitida, como era esperado
(FELIZZARI, 2016), j& que ocasiona um aumento de massa na superficie do sensor.

Conforme literatura, o processo de polimento nos sensores reduz
consideravelmente a rugosidade da superficie, aumentando a amplitude de sinal
gerada por estes sensores. Porém deve-se avaliar a utilizacdo de sensores nao
polidos para a aplicagdo em biossensores, uma vez que o polimento envolve tempo e

custo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliacdo do parametro de rugosidade das fitas magnetoelasticas;

Avaliacdo da influéncia da rugosidade sobre a formacdo das camadas auto
organizadas (SAMSs);

Avaliacdo da necessidade de polimento do sensor para a funcionalizacdo ou de

alternativas para o polimento, caso necessario.
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