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RESUMO

A deteccdo de bactérias em alimentos para consumo é feita por métodos classicos que
necessitam elevado tempo de resposta (dias) e pessoas qualificadas para a realizacao dos
testes. Uma alternativa para viabilizar a rapida deteccdo de microrganismos em alimentos
é a utilizacdo de sensores magnetoelasticos (SME). Esses sensores permitem detectar e
quantificar pequenos carregamento de massa, tendo como grande vantagem o fato de que
0 sensoriamento pode ser promovido sem a utilizacdo de conexdes fisicas diretas
(monitoramento wireless). Contudo, estas ligas magnetoelasticas sdo suscetiveis a
corrosdo quando expostas em meios agressivos. Por isso, 0s SME convencionais utilizam
camadas de cromo e de ouro em sua superficie, a fim de proteger a liga da corrosao e
facilitar a ancoragem de outros compostos especificos (funcionalizacéo). O objetivo deste
trabalho é desenvolver um sensor, ndo funcionalizado, para a detec¢do de bactérias no
leite, a partir de uma liga magnetoelastica (Metglas 2826MB3) recoberta com
revestimentos hibridos. Os revestimentos hibridos testados sdo a base dos precursores
alcdxidos 1,2-bis(trietoxisilil)etano (BTSE) e tetraetoxisilano (TEOS) combinado ao 3-
(trimetoxisilil)propilmetacrilato (MAP). A finalidade destes revestimentos é a protecéo
da liga magnetoelastica contra a corrosdo, substituindo as camadas metalicas
(cromo/ouro) convencionalmente utilizadas. Dentre 0s revestimentos testados, o
desenvolvido a partir dos precursores TEOS-MAP apresentou-se compacto, uniforme e
fortemente aderido ao substrato, o que proporcionou desempenho eletroquimico superior
ao obtido para o revestido a base de BTSE. O sensor recoberto com o revestimento a base
de TEOS-MAP foi testado quanto a detec¢do de bactérias (E. coli e S. aureus) em
diferentes meios liquidos (PBS e em leite) por meio da técnica de variacdo da frequéncia
de ressonancia. Os resultados mostraram que o sensor, mesmo nao funcionalizado,
respondeu ao carregamento de massa permitindo detectar a presenca de bactérias (E. coli
e S. aureus) em diferentes concentracdes. Os resultados permitiram concluir que o sensor
desenvolvido a partir da liga magnetoelastica Metglas 2826MB3 recoberta com
revestimento hibrido a base de TEOS-MAP mostrou-se eficaz na deteccdo da presenca

de bactérias em meios liquidos, mantendo-se integro durante todo o periodo de teste.

Palavras-chave: sensor magnetoelastico, Metglas 2826MB3, revestimento hibrido,

precursores alcoxidos de silicio, corrosao, deteccdo de bactérias.



ABSTRACT

The detection of bacteria in food for consumption is done by classical methods that
require high response time. An alternative to enable rapid detection of microorganisms in
food is to use of magneto-elastic sensors (SME). These media detect and quantify small
mass loading, taking as a great advantage the fact that sensing can be promoted wirelessly
whitout direct physical connections. However, these magnetoelastic alloys are susceptible
to corrosion when exposed in aggressive medium. Therefore, conventional SME use
layers of chromium/gold on their surface in order to protect the alloy from corrosion and
facilitate anchoring of other specific compounds (functionalization). The objective of this
work is to develop an unfunctionalized sensor for the detection of bacteria in milk, made
from a magnetoelastic alloy (Metglas 2826MB3) with hybrid coatings. The hybrid
coatings tested are based on precursor alkoxides 1,2-bis(triethoxysilyl)ethane (BTSE) and
tetraethoxysilane (TEOS) combined with 3-(trimethoxysilyl)propylmethacrylate (MAP).
The purpose of the coatings is a corrosion protection of the magnetoelastic alloy,
replacing as conventionally used metallic layers (chromium/gold). Among the coatings
tested, the one developed from TEOS-MAP precursors was compact, uniform and
strongly adhered to the substrate, which provided superior electrochemical performance
to that obtained for the BTSE coating. The sensor coated with the TEOS-MAP-based
coating was tested for bacterial (E. coli and S. aureus) detection in different liquid media
(PBS and milk) by means of the resonance frequency variation technique. The results
showed that the sensor, even when it was not functionalized, responded to the mass
loading by detecting the presence of bacteria (E. coli and S. aureus) in different
concentrations. The results allowed to conclude that the sensor was developed from the
alloy Metglas 2826MB3 with TEOS-MAP based coating showed to be effective in
detecting the presence of bacteria in liquid medium, remaining intact throughout the test

period.

Keywords: magnetoelastic sensor, Metglas 2826MB3, hybrid coating, silicon alkoxide

precursors, corrosion, bacteria detection.
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1 Introducéao

Os alimentos podem transmitir varios agentes causadores de doengas ao homem.
As doencas transmitidas por alimentos (DTA) séo causadoras de morbidade e mortalidade
em todo o mundo, tornando-se um crescente problema econémico e de saude publica.
Segundo o Ministério da Saude brasileiro (2016) o conceito de DTA é qualquer sindrome
relacionada a ingestdo de alimentos ou &dgua contaminados, geralmente constituida de
anorexia, nauseas, vomitos e/ou diarreia, acompanhada ou ndo de febre (SINAN, 2016).

As DTAs podem ser decorrentes de alimentos contaminados por produtos
quimicos (pesticidas), virus (hepatite, poliovirus), parasitas (amebas, helmintos) e
microrganismos como fungos e bactérias patogénicas (MASIA et al., 2016; CONOVER
et al., 2016; YOSHIDA et al., 2011; BEHRSING et al., 2003; KONG et al., 2014;
VAISOCHEROVA et al., 2016).

Como visto, 0s microrganismos presentes nos alimentos podem ser responsaveis
por doengas microbianas de origem alimentar ou toxinfeccdes alimentares. Informac6es
apresentadas no Manual Integrado de Vigilancia, Prevengdo e Controle de Doengas
Transmitidas por Alimentos do Ministério da Salude brasileiro (2016), considerando-se
dados referentes ao periodo de 2007-2016, revelam que 90% das DTAs sdo causadas por
bactérias, sendo as mais comuns a Salmonella, a Staphylococcus aureus e a Escherichia
coli.

A presenca de S. aureus, por exemplo, é uma indicacdo de alerta potencial a
salide publica devido a enterotoxina estafilocdcica, bem como a sanificacdo questionavel,
principalmente quando o processamento envolve manipulagdo do alimento
(CHAIBENJAWONG et al., 2011; SON et al., 2016). Séo agentes comuns de intoxicacao
estafilococica no leite, queijos, salada de batata, atum, frango, presunto e outras carnes
cozidas (HUMMERJOHANN et al., 2014).

A presenca de E. coli indica contaminacdo fecal nos alimentos, devido ao
processamento inadequado ou contaminacdo pos-producdo, provenientes da mateéria-
prima, equipamentos e/ou manipulacdo sem cuidados de higiene (JENSEN et al., 2015;
SMITH et al., 2016). Estes microrganismos, quando presentes nos alimentos, s&o
causadores de reagdes quimicas que provocam a deterioracdo dos alimentos, resultando

em alteragdes organolépticas, como cor, odor, sabor, textura e aspecto do alimento.
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Ainda segundo informag6es do Ministério da Saude brasileiro (2016), mais de
60% dos alimentos contaminados causadores de doencas ndo séo identificados. Dentre os
alimentos incriminados mais comuns, o leite e seus derivados, considerando-se doces e
sobremesas, equivalem a cerca de 5% do total (SINAN, 2016).

O leite é um excelente meio de cultura para os microrganismos devido a sua alta
atividade de agua, pH proximos da neutralidade e alta concentracdo de nutrientes
(FRANCO et al., 2002). O leite pode ser contaminado durante a ordenha ou mesmo nos
equipamentos utilizados durante a manipulacdo, transporte, processamento e o0
armazenamento, comprometendo assim a qualidade de todos os seus produtos derivados
(FRANCO et al., 2002; BIANCHI et al., 2013; GUZMAN-HERNANDEZ et al., 2016).

Atualmente a deteccdo de bactérias em alimentos é feita por métodos classicos
que contemplam as fases de enriquecimento seletivo ou pré-enriquecimento, seguidos por
testes que avaliam a morfologia, ensaios imunoldgicos e bioquimicos (ATEBA et al.,
2013; TATINENI et al., 2013; LUEDTKE et al., 2014; WANG et al., 2015). Mesmo que
eficientes, de custo médio e ja estabelecidos, tais métodos mostram desvantagens como
0 tempo de resposta, pois ha a necessidade de espera de dias pelo resultado final, além de
pessoas qualificadas para a realizacdo dos ensaios.

Neste contexto, a rapida deteccdo de microrganismos em alimentos é de grande
importancia industrial, comercial e de salde publica. Para suprir esta necessidade
tecnoldgica, estudos tém apresentado como alternativa a utilizacdo de sensores
magnetoelasticos (SME).

Os SME séo constituidos por ligas magnetoelasticas que operam com o principio
da magnetostriccdo Joule. O material magnetoelastico, quando submetido a um campo
magnético transversal variavel no tempo, vibra longitudinalmente com frequéncia de
ressonancia caracteristica, alterando seu tamanho ciclicamente (LIANG et al., 2007;
HUANG et al., 2008a; GRIMES et al., 2011; LI et al., 2012). Com isso, pode-se utilizar
desta propriedade para detectar e quantificar pequenos carregamentos de massa, tendo
como grande vantagem o fato de que o sensoriamento pode ser promovido sem a
utilizacdo de conexdes fisicas diretas (monitoramento wireless).

O desempenho do SME e diretamente afetado pelas propriedades da liga
magnetoelastica quando imersa em uma solugédo, pois estas podem induzir a corrosao
acelerada destes materiais (HUANG et. al, 2008a, 2008b; GRIMES et al., 2011). Por isso,
alguns sensores séo revestidos com finas camadas de cromo e de ouro, a fim de evitar
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ataques corrosivos. Normalmente, estas camadas metélicas sdo aplicadas por sputtering,
processo este que requer condigdes de operacdo especificas (pressdo, temperatura, entre
outras) (HUANG et al., 2008b).

Além disso, a fim de garantir ao SME eficiéncia e especificidade na deteccdo de
microrganismos, faz-se necessaria a imobilizacdo de um elemento de reconhecimento
biomolecular (EBM) que apresenta ligacdo de captura especifica. De acordo com 0 EBM
utilizado para a sua construcéo, os sensores podem ser divididos em varias classes, como
biossensores enzimaticos, microbiolégicos, 0s quimiorreceptores e 0S iIMmuNOSSensores
(KATZ e WILLNER, 2004; CAMPANELLA et al., 2008). Contudo, os EBM sé&o
compostos frageis, de dificil imobilizacdo e apresentam pouca estabilidade em ambientes
liquidos (LAKSHMANAN et al., 2007).

Uma alternativa as sucessivas camadas presentes nos sensores convencionais
(cromo/ouro) pode estar no desenvolvimento de um revestimento hibrido a base de
precursores alcoxidos de silicio obtido pelo processo sol-gel. Em geral, os revestimentos
desenvolvidos pelo processo sol-gel proporcionam excelente resisténcia a corrosdo em
substratos metalicos devido as suas propriedades de barreira, forte adesdo, inércia
quimica, versatilidade de formulacgdo e facilidade de aplicacdo em temperatura ambiente.
Estudos mostram que os revestimentos hibridos a base de precursores alcoxidos obtidos
pelo método sol-gel sdo alternativas eficientes e de baixo custo na protecdo contra a
corrosdo de metais (JOTHI et al., 2014; KUNST et al., 2014.a; BRUSCIOTTI et al., 2013;
DALMORO etal., 2012; ROMANO et al., 2011).

Diante de tudo que foi mencionado anteriormente, o presente trabalho apresenta
um estudo sobre o desenvolvimento de um sensor magnetoelastico recoberto com um
revestimento hibrido a base de precursores alcoxidos de silicio, visando a deteccdo de

bactérias em leite.
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2 Objetivos

2.1  Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho é substituir as camadas metalicas protetivas de
sensores magnetoelasticos por um revestimento hibrido a base de precursores alcoxidos
de silicio, obtendo um revestimento que garanta a integridade do sensor magnetoelastico

Metglas 2826 MB3 e que permita a deteccdo de bactérias no leite.

2.2  Objetivos especificos

— ldentificar, a partir do emprego de diferentes precursores alcoxidos de silicio,
quais dos revestimentos hibridos testados atendem as caracteristicas adequados a
aplicacdo requerida, protegendo o substrato metalico da agdo da corroséo.

— Auvaliar o desempenho protetivo dos revestimentos hibridos em meio agressivo
(eletrdlito salino), visando preservar a integridade da liga magnetoelastica
Metglas 2826MB3 quando exposta ao meio potencialmente corrosivo, visando
substituir as camadas metalicas convencionalmente utilizadas em sensores.

— Analisar o comportamento do sistema Metglas 2826MB3/revestimento hibrido
guando exposto a meios liquidos contaminados com bactérias, a fim de verificar
a sua compatibilidade e toxicidade a estes microrganismos.

— Investigar se os revestimentos hibridos ndo funcionalizados (sem a utilizacdo de
elementos de reconhecimento biomolecular) aplicados sobre a liga
magnetoelastica Metglas 2826 MB3 podem detectar bactérias em meios liquidos.
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3 Fundamentacéo Tedrica

Este trabalho propde a utilizacdo de revestimentos hibridos a base de precursores
alcoxidos de silicio na protecdo contra a corrosdo de uma liga magnetoelastica, a fim
utilizad-la como plataforma para um sensor de deteccdo de bactérias no leite. Portanto,
neste capitulo de revisao do estado da arte serdo abordados todos os conceitos envolvidos
no trabalho, como a contaminacédo de alimentos e seus danos a saude, o desenvolvimento
e a utilizacdo de sensores, bem como a formacdo e aplicacdo de revestimentos hibridos a
base de precursores alcoxidos de silicio.

3.1 Contaminacdo de alimentos por bactérias

A contaminacdo de alimentos com certos microrganismos e/ou suas toxinas € a
causa mais frequente de problemas sanitarios e de satde puablica, gerando indmeros
problemas sociais, além das grandes perdas econdémicas. Segundo o levantamento do
Ministério da Saude, no Brasil, de 2007 a 2016, mais de 65% dos casos de doencas
causadas por alimentos ocorreram nas regioes sul e sudeste, sendo que mais da metade
destas contaminacGes ocorrem nas residéncias e em restaurantes (SINAN, 2016).

Uma das principais preocupacdes do microbiologista de alimentos relaciona-se ao
controle do desenvolvimento microbiano, visando eliminar riscos a salde dos
consumidores, bem como prevenir ou retardar o surgimento de alteragdes indesejaveis
nos alimentos. Medidas para controlar o desenvolvimento microbiano em alimentos
envolve métodos mecanicos, como filtracdo; métodos fisicos como atmosfera
desfavoravel em embalagem a vacuo ou temperaturas elevadas, como na pasteurizacao,
além de métodos quimicos como conservantes.

Segundo Franco et al. (2002), os microrganismos nos alimentos sdo causadores
de alteragdes quimicas prejudiciais, resultando no que chamamos “deterioracdo
microbiana”. A deterioracdo resulta em alteracdes de cor, odor, sabor, textura e aspecto
do alimento. Essas alteragdes sdo consequéncia da atividade metabdlica natural dos
microrganismos, que estdo apenas tentando perpetuar a espécie, utilizando o alimento
como fonte de energia, sendo que a deterioracdo provocada é somente uma consequéncia

desse processo.
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Microrganismos patogénicos podem chegar até os alimentos por inimeras vias,
sempre refletindo condic¢Bes precérias de higiene durante a producdo, armazenamento,
distribuicdo ou manuseio. Para uma bactéria, o corpo humano é um conjunto de nichos
ambientais que fornece calor, umidade e os alimentos necessarios para o seu crescimento.
Nem todas as bactérias causam doencas, porém algumas bactérias oportunistas
aproveitam as condicGes pré-existentes, como a imunossupressdo que aumenta a
suscetibilidade do paciente (MURRAY et al., 2009). As bactérias sdo organismos muito
pequenos, com dimensbes médias em torno de 1 um e massa em torno de 1 pg, compostos
por células procariontes (ndo possuem envoltério nuclear) (DE ROBERTS e HIB, 2010).

Conforme comentado anteriormente, informac6es divulgadas pelo Ministério da
Saude brasileiro, revelam as bactérias patogénicas mais comuns em alimentos sdo a S.
aureus e a E. coli (SINAN, 2016).

As bactérias da espécie E. coli pertencem a classe de bactérias que ndo se coram
pelo método de coloracdo desenvolvido pelo microbidlogo H. C. Gram e, por isso, sdo
conhecidas como bactérias Gram-negativas (DE ROBERTS e HIB, 2010). Estes
microrganismos tém forma de bacilos (células cilindricas, em forma de bastonetes) e sdo
anaerdbias facultativas, pertencentes ao grupo dos coliformes fecais. Em alimentos
frescos de origem animal, a ocorréncia de nimeros elevados destas bactérias pode indicar
manipulagdo sem cuidados de higiene e/ou armazenamento inadequado. Em alimentos
processados, a presenca de um numero elevado de coliformes indica processamento
inadequado ou contaminacdo pds-producdo, provenientes da matéria-prima,
equipamentos sujos ou manipulacdo sem cuidados de higiene (MURRAY et al., 2009;
DE ROBERTS e HIB, 2010).

As bactérias da espécie S. aureus tem a forma de cocos (células esféricas), sdo
Gram-positivas e anaerobios facultativos. Podem ser produtores de enterotoxinas nos
alimentos, causando intoxicacdo quando consumidos. Sdo agentes comuns de intoxicagdo
estafilococica o leite, queijos, salada de batata, atum, frango, presunto e outras carnes
cozidas (TONG et al., 2015).

Visando protecdo e desenvolvimento, as bactérias associam-se em comunidades,
chamadas de biofilmes, o que permite a sua sobrevivéncia em diferentes ambientes. De
forma geral, um biofilme é qualquer grupo de microrganismos em que as células aderem

umas as outras e muitas vezes estas celulas aderem a uma superficie. Estes complexos
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ecossistemas microbianos, podem se formar a partir de uma Gnica ou de varias espécies
sobre superficies bioticas e/ou abioticas (MEYER, 2003; IST, 2008).

A formacéo de biofilmes € um processo que possui varias etapas, sendo uma
reversivel, caracterizada pela proximidade do microrganismo a superficie a outra,
irreversivel, caracterizada pela ligacdo entre o microrganismo e a superficie. Esta
primeira etapa reversivel, envolve a aproximacdo deste a superficie, de forma aleatoria
ou através de mecanismos de quimiotaxia e de mobilidade. Quando o microrganismo
atinge uma proximidade critica da superficie, a ocorréncia de adesdo depende do balanco
final entre forcas atrativas e repulsivas geradas entre as duas superficies (GILBERT et
al., 2003; MEYER, 2003; IST, 2008). Além disso, as caracteristicas fisico-quimicas da
superficie e do microrganismo sdo fundamentais no favorecimento da formacdo de
biofilmes.

Para que a multiplicacdo microbiana seja possivel, os seguintes nutrientes devem
estar disponiveis: agua, fonte de energia (agUcares, alcoois e aminoacidos), fonte de
nitrogénio (aminoacidos), vitaminas (complexo B, como biotina e &cido pantoténico) e
sais minerais (Na, K, Ca, Mg, entre outros) (FRANCO et al., 2002).

O crescimento bacteriano € o somatorio dos processos metabdlicos progressivos,
que normalmente conduz a divisao, com a geracdo de duas células-filhas a partir de uma
bactéria (VIEIRA et al., 2012). O perfil de crescimento bacteriano tem quatro fases
distintas, conforme apresentado na Figura 1. O periodo de tempo que uma célula demanda
para se dividir e dar origem a duas novas células é designado tempo de geracdo ou de
duplicacdo. Segundo Prescott et al. (2002), o tempo de geracdo para uma célula de E. coli
é em torno de 22 a 25 minutos, enquanto que para um célula de S. aureus € entre 28 a 30
minutos.

Além disso, a capacidade de sobrevivéncia ou de multiplicacdo dos
microrganismos que estdo presentes em um alimento depende de uma série de fatores.
Entre estes fatores, estdo aqueles relacionados com as caracteristicas proprias dos
alimentos (fatores intrinsecos), como a atividade de dgua (Aa), a acidez (pH), o potencial
de oxirreducdo (Eh), a composicdo quimica, a presenca de fatores antimicrobianos
naturais e as interacdes entre 0s microrganismos presentes nos alimentos. Define-se
atividade de agua (Aa) de um alimento ou de uma solugdo como sendo a razéo entre a
pressao parcial de vapor da agua contida no alimento ou na solucdo (P) e a pressao parcial
de vapor da &gua pura (Po), a uma dada temperatura. A adi¢do de sais, de agUcar e de
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outras substancias provoca a reducgéo do valor de Aa de um alimento por reduzir o valor
de P, sendo essa reducdo varidvel em fungdo da natureza e da quantidade das substancias
adicionada e da temperatura. Portanto, a adi¢do de um sal a um alimento qualquer reduz
o valor de Aa (FRANCO et al., 2002).

Figura 1 - Curva padrdo de crescimento bacteriano.

A

v

(1) Fase lag ou de espera: metabolismo altissimo, mas sem divisao celular. Sua
duracao depende do meio de cultura.

(2) Fase log (exponencial): rapida divisao celular, as bactérias vao crescer em
progressao geométrica. E uma reta cuja inclinacao depende da velocidade
de divisao das bactérias.

(3) Fase estacionaria: ocorre quando ha caréncia de nutrientes. Numero de
mortes iguala-se ao numero de células produzidas, resultando uma situacao
de equilibrio na populacao.

(4) Fase de morte ou declinio: as bactérias passam a morrer mais rapidamente
que a populagao de novas células.

Fonte: Vieira et al. (2012)

Ja dentre os fatores relacionados com o ambiente em que o alimento se encontra
(fatores extrinsecos), 0s mais importantes sdo a umidade, a temperatura e a Composi¢do
quimica da atmosfera que envolve o alimento (FRANCO et al., 2002).

Dentre os alimentos contaminados identificados como causadores de doengas, 0
leite e seus derivados sdo comumente citados (SINAN, 2016). O leite é um alimento de
alta qualidade, sendo uma importante fonte de proteinas, gorduras, minerais, entre outros
nutrientes e constitui um dos alimentos mais consumidos pelas populacdes, em todas as

faixas etarias. No Brasil existe o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite
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(PNQL) desenvolvido pelo Servigo Nacional de Aprendizagem Rural (SENAR) que visa
mudar a forma de se produzir o leite, com o objetivo de melhorar a qualidade e garantir a
populacédo o consumo de produtos lacteos mais seguros e nutritivos, além de proporcionar
condigOes para aumentar o rendimento dos produtores (DURR, 2012).

O leite é constituido basicamente de agua e sélidos totais, que sdo responsaveis
pelo seu valor nutricional. O teor de solidos determina o valor industrial do leite, pois
quanto mais gordura e proteina, maior o rendimento que a inddstria terd ao fabricar os
derivados lacteos (DURR, 2012).

Existe um grande nimero de agentes de doencas infecciosas que podem ser
transmitidas ao homem pelo leite. Os principais microrganismos que contaminam o leite
sdo as bactérias, uma vez que os virus, fungos e leveduras tém participacdo reduzida,
embora sejam importantes em determinadas situac6es (EMBRAPA, 2009).

Conforme comentado anteriormente, o leite € um excelente meio de cultura para
0 crescimento de microrganismos devido a suas caracteristicas intrinsecas, como a alta
Aa, pH proximos da neutralidade e riqueza de nutrientes. A contaminacédo do leite pode
ocorrer durante a ordenha, porém, as principais fontes de contaminacdo sdo 0s
equipamentos utilizados durante a manipulagdo, o transporte, 0 processamento e 0
armazenamento. A qualidade de todos os produtos derivados do leite dependerd,
basicamente, das condi¢fes microbiolégicas da matéria-prima. O aparecimento de
sabores e odores estranhos no leite e derivados é decorrente da multiplicacdo de
microrganismos que resistem ao processo de pasteurizagdo ou de microrganismos que
contaminaram o produto depois do processamento térmico (FRANCO et al., 2002).

Em dezembro de 2011 foi publicado no Diario Oficial da Unido o texto da
Instrucdo Normativa n° 62 (IN-62) redigido pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (Mapa), o qual contém normas de producédo e qualidade do leite. A IN 62
estabelece que, para inibir a multiplicacdo das bactérias e evitar que o leite deteriore, ele
deve ser refrigerado, no tempo maximo de 3 horas ap0s o término da ordenha, na
temperatura de 4 a 7 °C, com tempo méximo de conservacdo na propriedade até o
momento do transporte a inddstria de 48 horas. Além disso, a IN-62 estipula que a
contagem bacteriana total maxima esperado no leite cru refrigerado seja de 100.000
unidades formadoras de coldnias para cada mL de leite (10° UFC/mL) (DURR, 2012).

N&do existe um consenso sobre a quantidade de bactérias existentes em uma
unidade formadora de colénias (UFC). Existem entidades responsaveis por elaborar
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normas a fim de padronizar os procedimentos analiticos entre diferentes laboratérios para
a determinacgdo da contagem bacteriana individual (CBI). Logo, cada laboratorio deve
desenvolve a sua equacdo de conversdo, analisando amostras em diferentes métodos e
equipamentos e a0 mesmo tempo através da contagem padrdo em placas. Uma
metodologia automatizada de CBI é a citometria de fluxo, que é capaz de contar e
classificar particulas microscopicas suspensas em meio liquido em fluxo (FLINT et al.,
2007; SAMPAIO et al., 2015).

Diversas pesquisas vém sendo realizadas para o controle de qualidade do leite.
Pinto et al. (2006) avaliaram a qualidade microbioldgica do leite cru refrigerado destinado
a producdo de leite UHT e isolaram as bactérias predominantes. O método utilizado foi o
de isolamento de coldnias, incubacdo (de 48 a 72 horas) e posterior contagem. Os autores
relataram que o leite cru refrigerado mantido no silo industrial ndo atendeu ao padrao
microbioldgico legal e apresentou contagens microbianas significativamente superiores
as do leite mantido em tanques individuais ou coletivos, variando entre 1,4 . 10 UFC/mL
e 5,5 . 10%° UFC/mL. Segundo os autores a contaminacio elevada constatada pode estar
associada com procedimentos de higienizacdo inadequados no sistema de producao,
considerando que residuos de leite presentes nas superficies dos equipamentos constituem
nutrientes para o crescimento de bactérias que contaminam o produto em etapas
subsequentes do processamento. Além disso, o contato do leite com animais sujos,
ambientes inadequados de producdo, falhas na velocidade de resfriamento e leite
proveniente de animais com mastite também podem resultar em contagens microbianas
elevadas.

Nornberg et al. (2009) em seu estudo realizaram contagens de bactérias
psicrotroficas e avaliaram a atividade proteolitica de amostras de leite cru refrigerado e
no leite cru tipo C. O método utilizado pelos autores foi o de inoculacéo de placas, a partir
de diluicbes seriadas, com posterior incubacdo por 10 dias a 7 °C e contagem. Os
resultados evidenciaram uma contagem de bactérias em torno de 10® UFC/mL. Segundo
0s autores a presenca de contagens elevadas de bactérias no leite evidencia a existéncia
de falhas em procedimentos de manipulacdo e higienizagdo, podendo comprometer a
qualidade e diminuir a vida de prateleira do produto final.

Como visto, os métodos frequentemente utilizados para a deteccdo e contagem de
bactérias em alimentos, como no leite por exemplo, demandam um tempo de resposta
consideravelmente alto — dias ou até semanas — além de especialistas para a realizacéo
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dos ensaios. Portanto, pesquisas que proponham novas tecnologias para suprir esta
necessidade de respostas rapidas sdo oportunas e relevantes. Vislumbrando este cenério,
0 estudo de sensores aplicados na deteccdo de bactérias em alimentos torna-se uma

promissora alternativa aos métodos convencionais.

3.2 Sensores

Conforme visto, o diagndstico de doencas provocadas por bactérias e virus é
normalmente realizado por meio de métodos analiticos de identificacdo que necessitam
de equipamentos e profissionais especializados para realiza-los, bem como longos tempos
de preparacdo e incubacdo, o que os torna onerosos e demorados (ATEBA et al., 2013;
TATINENI et al., 2013). Métodos alternativos tém sido estudadas a fim de substituir os
convencionais e otimizar o processo de quali e quantificacdo de microrganismos.

Neste contexto, atualmente os sensores tém sido tema de varios estudos no meio
cientifico. Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC, 2016),
sensor € um dispositivo que responde a um estimulo fisico/quimico de maneira especifica
e mensuravel.

Inimeras sdo as pesquisas sobre sensores que tem criado expectativa no meio
cientifico e médico. Exemplo disso é o estudo realizado pela biomédica
pernambucana Deborah Zanforlin, que criou um dispositivo que informa se o paciente
apresenta algum tipo de cancer em estagio inicial. Este dispositivo trata-se de um
biossensor que mapeia marcadores sanguineos que podem indicar até 18 tipos diferentes
de cancer, sendo que a reposta ao teste é dada em 15 minutos. Segundo os autores do
estudo, o dispositivo portatil podera ser utilizado em lugares onde 0 acesso a exames
como tomografia e mamografia sdo restritos. Atualmente, a equipe espera o término do
processo de patenteamento do dispositivo, chamado de chip ConquerX, e autorizagdes da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) para dar sequéncia ao processo
industrial (REVISTA GALILEU, 2016).

Outro dispositivo importante, criado pela empresa israelense MeMed Diagnostics
LTD, interpreta sinais quimicos do sistema imunolégico do corpo do paciente para
distinguir, com mais de 90% de precisao, infeccGes bacterianas de virais, habilitando
médicos a tomarem decisdes mais conscientes sobre quais tratamentos e medicamentos
devem ser administrados. Este dispositivo € chamado de ImmunoXpert e 0 seu
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funcionamento é baseado em sofisticados biossensores e algoritmos que decodificam as
diferentes respostas do sistema imunolégico a infecgdes bacterianas e virais, sem precisar
acessar e isolar o patdgeno. Segundo os seus desenvolvedores, os resultados ficam
prontos em 99 minutos, porém uma nova versao reduzira esse tempo para 15 minutos,
mesmo para infecgdes inacessiveis. O ImmunoXpert é usado atualmente em hospitais na
Unido Europeia, Suica e Israel. Com estes dispositivos, espera-se diminuir o uso
excessivo de antibioticos, que ¢ o maior desencadeador de variedades de bactérias
resistentes a medicamentos (ISRAEL TRADE, 2016).

O grupo de cientistas japoneses, da Universidade de Yamagata, no Japéo,
liderados pelo pesquisador Prof. Shizuo Tokito, criou um dispositivo capaz de informar
0 estado de conservacdo de alimentos como carnes e peixes. O sensor € capaz de detectar
a presenca de histamina, uma substancia gerada quando as bactérias comecam a decompor
os aminoacidos dos alimentos e que é responsavel por sintomas de intoxicacgdo alimentar,
mesmo em pequenas quantidades. Este dispositivo pode ser instalado em embalagens
fornecendo informacGes sobre o estado de conservacdo dos alimentos. Além disso, 0s
pesquisadores desenvolvem paralelamente um sistema para interligar este dispositivo a
celulares, por meio de aplicativos, de modo que os consumidores possam receber
informacdo a distancia sobre o estado dos alimentos (MINAMIKI et al., 2015; EBC,
2016).

Fator importante a ser considerado para o desempenho eficiente de sensores € a
sua completa esterilizacdo, visando promover a completa eliminacdo ou destruicdo de
todas as formas de microrganismos presentes, a fim de alcancar um aceitavel nivel de
seguranca (RUTALA et al., 2008). A escolha do método de esterilizacdo adequado deve
ser baseada em recomendac@es de cunho cientifico e depende da natureza do material a
ser esterilizado, pois deve garantir a total desinfeccdo do material sem agredi-lo ou
danifica-lo. Por vezes, estes processos podem danificar o material durante a esterilizacao,
inviabilizando o seu uso (DHHS, 2004; RUTALA et al., 2008). Exemplo disso séo 0s
materiais porosos, que quando expostos a autoclaves podem sofrer uma variagdo no seu
volume, levando a fragilizacdo e até a fissuramentos. Logo, um material compacto e
termicamente estavel, com alta resisténcia térmica, pode ser mais resistente as condicoes
extremas exercidas durante alguns processos de esterilizacdo, garantido o completo

exterminio dos microrganismos sem provocar danos a sua estrutura.
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Uma classe interessante de sensores que vem sendo estudada sdo 0s sensores
magnetoelasticos (SME), que se tratam de dispositivos que detectam variacdes
especificas por meio das mudancas no sinal de frequéncia emitido quando s@o expostos a
um campo magnético externo (GRIMES et al., 2002). Estes sistemas utilizam uma liga
magnetoelastica como plataforma e, normalmente, imobilizam sobre ela um composto
que Ihes confere especificidade.

A sensibilidade ¢ uma das caracteristicas mais importantes destes SME. Esta
sensibilidade pode estar relacionada a deteccdo da variacdo de massa sobre o sensor,
indicando que quanto menor a massa inicial do sensor melhor serd a sua sensibilidade a
variacdo de massa na superficie. Sempre que parametros como temperatura e umidade
sdo mantidos constantes, a mudanca na frequéncia de ressonancia do SME depende
apenas de sua mudanca de massa (HUANG et al., 2008). Estes dispositivos podem ser
classificados como sensores magnetoelasticos de carregamento de massa (SME-CM).

Lu et al. (2009) utilizaram em seu estudo um SME-CM para deteccdo do
crescimento de Escherichia coli O157:H7, utilizando um EBM especifico. Segundo os
autores, a medida que a E. coli ligava-se ao sensor, era observada uma variacdo da
frequéncia de ressonancia. Esta variagao possibilitou a quantificacdo da concentragdo de
E. coli até um limite de detec¢do de 60 células/mL. Os autores relataram que esta analise
apresentou como principal vantagem a possibilidade de ser conduzida sem a necessidade
de incubacdo e de poder ser concluida em menos de 3 horas.

Ruan et al. (2004) estudaram a deteccéo de enterotoxina B de S. aureus através de
um SME-CM e demonstraram uma mudanga na frequéncia de ressonancia linear com a
concentracdo de enterotoxina B estafilococica, com um limite de deteccédo de 0,5 ng/mL.

Um SME-CM é formado basicamente por uma plataforma composta por uma liga
magnetoelastica (ME) recoberta por varias camadas, sendo uma delas o EBM. Quando o
sistema entra em contato com o analito ou amostra fluidica a ser testada (sangue, saliva,
solucdo aquosa, etc.) e uma ligacdo nao-covalente se forma entre 0 EBM e 0 patdgeno
(antigeno) presente no analito (MORGAN et al., 1996).

Conforme comentado anteriormente, 0 EBM, por vezes chamado de “anticorpo”,
proporciona ao sensor especificidade; porém, estes compostos sdo frageis, de dificil
imobilizacéo e apresentam pouca estabilidade em ambientes liquidos (LAKSHMANAN
etal., 2007; KATZ e WILLNER, 2004; CAMPANELLA et al., 2008).
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Menti et al. (2016.a) publicaram um trabalho onde relacionam o potencial e o
progresso de SME-CM para a deteccdo de bactérias patogénicas e toxinas associadas. Em
seu estudo, os autores afirmam que os SME-CM baseados em anticorpos sdo sensiveis e
rapidos. Contudo, essa eficiéncia esta associada a qualidade do anticorpo, bem como ao
método de imobilizacdo utilizado para sua deposi¢do sobre 0 sensor.

O funcionamento do SME-CM baseia-se no conceito de magnetoelasticidade ou
magnetostriccao, que é a deformacéo das estruturas de um material devido a aplicacéo de
campo magnético. Para um material magnetoelastico de comprimento L, vibrando no seu

plano basal, a frequéncia de ressonancia fundamental (f;) das oscilagdes longitudinais é
dada pela Equacéo 1, onde € é o modulo de Young de elasticidade, p é a densidade do o

material do sensor e ¢ € o coeficiente de Poisson (LIANG et al., 2007).

1 €

=31 [pa-o9)

De acordo com Grimes et al. (2011) a Af pode ser expressa pela relagédo entre a
frequéncia fundamental do material (f;) e o carregamento de massa (Am) sobre a sua

superficie em razdo da massa inicial (m,) do sensor, conforme Equacéo 2:

Af = —for 2)

2m0

Logo, a variagdo da frequéncia de ressonancia (Af) de um material

magnetoelastico é calculada a partir da relacéo entre as Equacdes 1, 3 e 4:

Am =m— m, 3

my=Lxtxw*p 4)

onde: Am = Variagdo da massa do sensor
m, = Massa final do sensor, considerando-se o sensor com carregamento de

massa
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m, = Massa inicial do sensor, considerando-se 0 sensor sem carregamento de
massa

p = massa especifica da liga magnetoelastica

L = comprimento do sensor

w = largura do sensor

t = espessura do sensor

O sinal negativo significa que a frequéncia de ressonancia do ressonador ME
diminui com o aumento da carga de massa. Assim, a massa aderida ao SME pode ser
facilmente obtida medindo-se a mudanca na frequéncia de ressonancia.

A partir disto, a sensibilidade de massa (Sm) de um SME pode ser calcula através

darazdoentrea Af e a Am, conforme Equacdo 5 (LI et al., 2012).

sm=2 (5)

Am

Logo, relacionando-se todas as equacdes citadas anteriormente, é possivel
perceber que a Sm de um sensor ME pode ser determinada diretamente a partir das

propriedades fundamentais do material magnetoelastico, conforme mostra a Equacéo 6:

1 €
4L2wtp | p(1—0)

Sm= — (6)

Com base no equacionamento apresentado, um SME-CM relaciona o conceito de
magnetoestric¢do com o carregamento de massa sobre a sua superficie. Fundamentando-
se nestas definic¢des, o funcionamento de um SME-CM pode ser explicado partindo-se da
aplicacdo de um campo magnético oscilante produzido por uma bobina sobre os dominios
magnéticos do metal, inicialmente orientados de forma aleatéria, que tendem a se alinhar
na direcdo do campo aplicado. Isso provoca uma mudanca nas dimensdes da liga ME que,
posteriormente, converte estas oscilagbes mecénicas em energia magnética, sendo
detectada como uma frequéncia de ressonancia caracteristica. Esta frequéncia de

ressonancia é medida remotamente por uma bobina pick-up.
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Quando o sensor é exposto a um meio contaminado especifico, 0 EBM
imobilizado sobre ele se liga aos agentes patogénicos. Esta ligacdo/reacdo provoca um
aumento na massa total do sensor, e por consequéncia, a diminuicdo da frequéncia de
ressonancia por amortecimento (LI et al., 2012). Uma representacdo esquematica do

principio de um SME-CM & apresentada na Figura 2.

Figura 2 - Representacdo esquematica de operagdo de um sensor de carregamento.
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Fonte: Adaptado de Li et al., 2012.

O estudo realizado por Tormes et al. (2013) mostrou que fitas magnetoelasticas,
com dimensdes de 30 x 6 x 0,029 mm, cobertas com uma fina camada de argila
apresentaram uma variacao na frequéncia de ressonancia na ordem de 10%. Relacionando
a proporcionalidade do sensor (5 x 1 x 0,029 mm) e a massa média de uma bactéria (cerca
de 1 pg), a variacdo esperada na frequéncia de ressonancia para SME ndo ultrapassaria
0,01%. Conforme a equacéo da sensibilidade de massa (Equacéo 6) percebe-se que para
detectar pequenas variagdes de massas, como bactérias, um sensor deve ter suas
dimensdes e sua massa inicial reduzida.

Para o emprego de SME-CM faz-se necessaria a utilizacdo de equipamentos
eletronicos com a funcdo especifica de medida da frequéncia de ressonancia, em
aparelhos comerciais como amplificador sintonizado Lock-in ou analisador de rede.
Contudo, estes aparelhos sdo caros, volumosos e requerem condicOes especificas de
operacdo, funcionando perfeitamente como instrumentos de bancada. A aplicacdo de
SME-CM propde a realizagdo de ensaios simples e em campo, a fim de se obter uma
resposta rapida e segura. Neste contexto, Beltrami (2016) desenvolveu um dispositivo

portatil capaz de analisar a frequéncia de ressonancia de um SME-CM, onde foram
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testados sensores para a deteccao da variacdo de pH em meio liquido. O dispositivo opera
de forma completamente autbnoma ou em conjunto com computador e 0s SME-CM
foram desenvolvidos a partir da liga magnetoelastica Metglas 2826MB3 recoberto pelo
polimero sensivel ao pH do meio. Os resultados mostraram que o sensor testado foi
eficiente, podendo detectar variaces de pH de 1,5 a 7,5 em meios liquidos. Além disso,
o dispositivo portatil, quando comparado a outros dispositivos comerciais, apresentou
excelente desempenho, além de ser leve, possuir dimensdes menores e valor de producéo
acessivel.

O estudo realizado por Chai et al. (2013) comprovou um aumento na variacao da
frequéncia de ressonancia do SME-CM compativel com o aumento do nimero de
col6nias de Salmonella typhimurium na superficie de uma fatia de melancia. A Figura 3
apresenta os resultados obtidos pelos autores, relacionando a varia¢do da frequéncia de

ressonancia com o tempo de exposi¢do ao meio contaminado com bactérias.

Figura 3 - Variacdo da frequéncia de ressonancia de um sensor ME exposto a um meio contaminado com

bactérias em funcédo do tempo.
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Fonte: Adaptado de Chai et al., 2013.

No estudo realizado por He et al. (2009), o crescimento de bactérias Micoplasma
genitalium foi monitorado usando um SME-CM. A base para o sensor era formada pela
liga magnetoelastica Metglas 2826MB, com composi¢do de FesoNizsMo0sB1g. Os autores

ressaltam que a utilizagdo de um sistema remoto (sem a ligag&o fisica por meio de fios)
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facilita o processo, tornando-o totalmente asséptico (livre de contaminacdo por agentes
causadores de doencas). Os autores concluiram que o dispositivo de deteccdo (SME-CM)
utilizado neste estudo foi eficaz e pode ser facilmente utilizado para 0 acompanhamento
do crescimento de bactérias, bem como, para a avaliacéo dos efeitos dos antibioticos sobre
estes microrganismos.

As ligas magnetoelésticas utilizadas como plataforma para o sensor sdo compostas
principalmente por ferro. Devido a sua composicao, estas ligas sdo suscetiveis ao ataque
corrosivo, sendo facilmente comprometidas pela acdo da umidade do meio ou de
compostos presentes no analito em que os sensores séo testados. Por este motivo, algumas
destas ligas utilizadas nos sensores sao revestidas com uma fina camada de cromo e outra
de ouro, que além de auxiliar na imobilizacdo do agente funcionalizador e,
consequentemente, do EBM, ainda protegem contra a acdo da corrosao (HUANG et al.,

2008a). A Figura 4 ilustra a estrutura de um SME-CM convencionalmente estudado.

Figura 4 - Estrutura tipica de um SME-CM utilizado para a detec¢do de microrganismos.
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Fonte: Adaptado de Morrison et al. 2007 e de Huang et al., 2008.

Pozza (2016) desenvolveu um SME-CM a partir da liga magnetoelastica Metglas
2826MB3 recoberta por diversas camadas: cromo, ouro, agente funcionalizador e
anticorpo, visando a deteccdo de bactérias E. coli em meio liquido. A autora estudou a
influéncia da aplicacao de diferentes tidis como agente funcionalizador, a fim de melhorar
a imobilizacdo e adesdo do anticorpo, aumentando assim a eficiéncia do sensor na

deteccdo de bacterias. Os resultados apresentados no estudo mostraram-se favoraveis para
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a deteccdo da bactéria E. coli, evidenciando que a composi¢do quimica do agente
funcionalizador cisteamina (tamanho da cadeia carbdnica e o grupamento terminal)
influenciam na eficacia da imobilizacdo deste patogeno em SME-CM.

Em seu estudo, Huang et al. (2008b) avaliaram a influéncia da espessura da
camada de ouro aplicada sobre uma plataforma magnetoeléstica utilizada como sensor. A
aplicacdo da camada de ouro com diferentes tempos de pulverizagdo promoveu a
formacéo de camadas com diferentes espessuras na superficie do sensor. Com um tempo
de pulverizacdo menor, 0 sensor apresentou baixa resisténcia a corrosao, devido a camada
de ouro ndo ter recoberto a superficie por completo. Um tempo maior de pulverizacdo
promoveu a formacdo de uma camada de ouro mais espessa, que apresentou uma
resisténcia a corrosdo satisfatoria. Contudo, se o sensor recoberto (plataforma + cromo +
ouro) apresentar uma massa total consideravelmente elevada, a variagdo de massa (Am)
sera muito pequena. Esta pequena variacdo de massa resultara em uma variacao da
frequéncia de ressonancia (Af) demasiadamente pequena para ser detectada pelos
equipamentos utilizados, comprometendo o desempenho do biossensor. Com isso, 0s
autores comprovaram que a sensibilidade de sensores desenvolvidos a partir de ligas
magnetoelastica é limitada por sua massa inicial.

Normalmente, a aplicacdo das camadas de cromo e de ouro sobre a liga ME é
realizada por sputterring (pulverizacdo catédica). Esta técnica que se baseia na deposicao
de um material através do bombardeamento de seus atomos ou ions sobre a superficie a
ser recoberta (BEHRISCH et al., 2007). Contudo, além de ser um processo que exige
infraestrutura relativamente complexa e de custo de instalacdo elevado, o sputterring ndo
possibilita a aplicacdo simultanea do revestimento nas duas faces da amostra
magnetoelastica, aumentado, dessa forma, o tempo para o processo de producdo do
sensor. Além disso, este processo ndao garante o recobrimento regular nas areas laterais
da amostra, 0 que pode comprometer a resisténcia a corrosao do sensor quando em contato
com meio agressivo, uma vez que, qualquer minima area deste material exposta se
comportard como anodo em relacdo ao revestimento de cromo de ouro aplicados.

Neste contexto, a redugdo na massa inicial e a protecdo contra a corrosdo de um
SME séo fatores importantes a serem estudados, uma vez que influenciam diretamente
no seu desempenho. Logo, a substituicdo das camadas de cromo e de ouro por outro

material com caracteristicas protetivas frente a corrosdo e com custos inferiores, como 0s
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revestimentos hibridos a base de precursores alcoxidos, por exemplo, é uma alternativa a

ser estudada e avaliada.

3.3  Ligas magnetoelasticas

Materiais metalicos com estrutura amorfa apresentam arranjos atbmicos aleatérios
e sem simetria, ou seja, sua estrutura € caracterizada pela falta de ordenacgéo atdbmica dos
cristais. Estes materiais apresentam varias propriedades magnéticas distintas e
particulares, o que desperta o interesse as aplicacfes tecnoldgicas de ponta, especialmente
na rea de informatica e de sensoriamento remoto.

Uma das propriedades de algumas ligas ferromagnéticas amorfas é a
magnetoelasticidade. Conforme comentado anteriormente, o fenbmeno magnetoelastico
ou magnetostriccdo é definido pela deformagdo de um material devido a agdo de um
campo magnético externo. Esta propriedade é inerente ao material e ndo muda com o
tempo de uso. Quando um material magnetoelastico € submetido a um campo magnético
externo seus dominios magnéticos se orientam ao longo da direcdo do campo, gerando
tensbes magnetoelasticas que resultam na variacdo longitudinal da amostra (LIANG et
al., 2007).

As ligas magnetoelasticas utilizadas como plataformas para SME séo
comercializadas em formato de fitas em rolos, com baixa espessura (cerca de 28 um). Um
dos processos de fabricacdo de fitas magnetoelasticas a partir de ligas metalicas fundidas
é conhecido como melt spinning (LIEBERMANN et al., 1976; BUDHANI et al., 1982).
Nesse processo, 0 material em estado liquido € forcado a passar por uma abertura que
produz um jato sobre um cilindro giratério. A taxa de resfriamento necessaria para que o
material solidifique sem formar estruturas cristalinas é de aproximadamente 10°% K.s*
(MOSCON, 2009). Para ajudar na formacéo do estado amorfo e melhorar a viscosidade
do metal fundido, na maioria das vezes € adicionada de uma quantidade restrita de
metaloide ao fundido (TUMANSKI, 2011). A espessura da fita é determinada pela
velocidade do tambor rotativo enquanto a largura € determinada pela largura e
proximidade do bocal onde corre a liga com o tambor. A Figura 5 ilustra
esquematicamente a técnica de producdo das fitas magnetoelasticas através de melt

spinning.
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Figura 5 - Fabricagdo de fitas amorfas através do processo de melt spinning.
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O processo melt spinning produz fitas ME com superficies distintas, pois o lado
superior da fita fica voltado ao ambiente, formando uma superficie lisa, enquanto que o
lado inferior da fita fica voltado para o tambor de refrigeracdo, o que provoca o
aprisionamento de bolhas de ar, gerando assim uma superficie com rugosidade maior que
aoutra.

Possan et al. (2016) desenvolveram um SME-CM para a detec¢do de bactérias E.
coli a partir da liga Metglas 2826MB3, revestida por cromo, ouro, cistamina e anticorpo.
Os autores estudaram a influéncia da superficie (rugosa, lisa e polida) da liga Metglas
2826MB3 no desempenho do sensor. Os resultados mostraram que as variagfes de
frequéncia de ressonancia medidas correspondem a captura das bactérias e que a
saturacdo ocorreu apds 40 minutos de ensaio. Ainda segundo os autores, 0 sensor com
superficie rugosa apresentou uma resposta mais rapida referente a captura de bactérias,
quando comparado aos demais sensores testados. Por outro lado, 0s sensores com
superficie lisa e polida apresentaram uma variacdo na frequéncia de ressonancia maior,
guando comparado ao sensor com superficie rugosa.

Os parametros magnéticos da fita magnetoelastica podem ser melhorados através
de tratamento térmico, principalmente se o tratamento longitudinal ocorrer em campo
magnético. No entanto, alguns cuidados devem ser tomados de modo a ndo exceder a
temperatura de cristalizagéo do estado amorfo. O estudo realizado por Brinkman et al.

(2011) mostrou que quando expostas a altas temperaturas, as fitas podem sofrer
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alteracdes, apresentando pequenas porgOes de arranjos cristalinos. Os testes foram
realizados em uma liga Metglas com composicédo de Fe (40-50%), B (1-5%), Mo (5-
10%), Co (0.3%), e Ni (40-50%), que foi aquecida de 25°C a 710°C e avaliada por DRX.
Os resultados mostraram que a partir dos 400°C uma fase cristalina FeNi se formou na
propor¢édo de 22 % vol. dentro da matriz amorfa e esta estrutura permaneceu estavel ao
longo de 3 h a esta temperatura. Com este estudo os autores confirmaram que uma fase
cristalina pode coexistir em uma matriz amorfa de Metglas.

As fitas magnetoelasticas tém sido empregadas como sensores de forca/presséo,
torque, deformacéo e posicdo, em magnetdOmetros e geradores de poténcia. De modo
geral, estes sensores encontram aplicacdo em equipamentos de agricultura, industria
automotiva, area de defesa e aeroespacial, mineracdo, equipamentos médicos, industria
de petréleo e petroquimica, industria metallrgica, industria farmacéutica, geracdo de
energia, etc. (SANTOS, 2013). Além disso, as fitas magnetoelésticas tém sido
amplamente utilizadas como plataforma de sensoriamento remoto para detec¢do da
variacdo de temperatura, pressdo, viscosidade, densidade, massa, entre outros (JAIN et
al., 2000; AUSANIO et al., 2005).

A operacdo desta variedade de sensores estd baseada na exposicdo a um campo
magnético oscilante produzido por uma bobina excitadora, que produz vibracGes
longitudinais elasticas no sensor que, por sua vez, emite um fluxo magnético que pode
ser detectado remotamente. A resposta do sensor pode ser detectada por técnicas
magnéticas, acusticas ou éticas (GRIMES et.al., 2011).

Em seu estudo, Kouzoudis e Mouzakis (2006) utilizaram uma fita magnetoelastica
Metglas 2826 como sensor para medi¢do remota de tensao e deformacao passiva (bobina)
e comparam com os resultados de tensdo e deformacdo dindmica (analise dinamico
mecanica (DMA)) em varias frequéncias. Os resultados comprovaram a eficiéncia do
sistema de sensoriamento remoto, uma vez que o sensor detectou facilmente pequenas
variagOes na frequéncia. Com isso 0s autores sugerem que este sistema de sensoriamento
remoto elimina a necessidade de utilizacdo de técnicas demoradas e de dificil
compreensdo, como 0 DMA por exemplo. Os autores também destacaram a facilidade da
utilizacdo deste sistema, pois a fita Metglas pode ser utilizada como sensor remoto sem a
necessidade de conexdes externas, pilhas ou fonte de alimentacéo auxiliar.

Ligas magnetoelasticas comerciais sdo conhecidas e estudadas em varias
composicdes (MAGRINI et al., 1985; SANTOS, 1986; PLATA-TORRES et al., 2007),

39



porém, a liga FeNiMoB é especialmente estudada devido a suas propriedades
eletromagnéticas (LIANG et al., 2012; TORMES et al., 2013; LISHA et.al., 2014).
Autores como Lakshmanan (2007) indicam a utilizacdo da liga Metglas 2826MB3 em
sensores, uma vez que este material possui grande magnetoestriccdo e alto fator de
acoplamento magnetoelastico, o que garante uma eficaz conversao da energia magnética
em energia elastica, sendo altamente sensivel ao carregamento de massa.

O estudo realizado por Liang et al. (2012) mostrou que uma liga FeNi dopada com
molibdénio (Mo) tem sua estrutura policristalina alterada para amorfa além de
apresentarem alteracdes significativas nas propriedades magnéticas anisotropicas e
diminuicdo da coercividade da liga. A adicdo de boro (B) a liga ja dopada com molibdénio
diminui ainda mais a coercividade e as perdas de histerese, além de alterar as propriedades
de anisotropia magnética. Estes resultados mostram que a adicdo de Mo e B a liga FeNi
melhora as propriedades e o desempenho do material, principalmente quanto a aplica¢des
sensoriais.

Sensores fabricados a partir da liga FeNiMoB apresentam alta sensibilidade a
variacdo de massa (SHEN et al., 2010). Contudo, para aumentar a sensibilidade a
pequenas variacbes de massa, é necessario reduzir a massa do sensor e aumentar sua
resposta de frequéncia. Considerando-se que a espessura da fita € a menor possivel, a
reducdo proporcional do comprimento e da largura € um método eficaz, uma vez que nao
apenas aumenta a frequéncia, mas também diminui a massa do sensor, melhorando o seu
desempenho (LIANG et al., 2007).

Devido a sua sensibilidade na deteccdo de variacbes de massa, as fitas
magnetoelasticas tém sido utilizadas como plataforma para o desenvolvimento de
sensores. Contudo, uma de suas limitacGes € a suscetibilidade a corrosdo, necessitando
impreterivelmente de um revestimento protetivo. Uma alternativa para substituir os
revestimentos metélicos convencionalmente utilizados, cujas limitagdes foram abordadas

anteriormente, séo os revestimentos hibridos a base de precursores alcoxidos de silicio.

34 Revestimentos hibridos

Os materiais metalicos apresentam diversas propriedades interessantes a industria,
como alta resisténcia mecanica e alta tenacidade, porém sdo facilmente atacados por ions
agressivos, sofrendo corrosdo, que limita o seu tempo de vida atil (WEST, 1988;

40



GENTIL, 2011). Um dos processos de protecdo de superficies metélicas que tem sido
estudado amplamente envolve o desenvolvimento de revestimentos hibridos & base de
precursores alcoxidos de silicio. O uso desses revestimentos tem sido reportado para a
protecdo de diversos substratos metalicos e suas ligas, como magnésio (KHRAMOV et
al., 2006; BRUSCIOTTI et.al., 2013), aco (CERTHOUX et.al., 2013), folhas de flandres
(KUNST et al.,, 2015; BALDIN et al., 2016) e aluminio (JERMAN, et.al., 2011;
VIGNESH et.al., 2014).

Estudos mostram que estes revestimentos sdo alternativas de relativo baixo custo,
pois requerem menos etapas de processo, agridem menos o meio ambiente e oferecem
protecdo no minimo igual aquelas fornecidas pelos fosfatos e cromatos. Promovem uma
excelente adesdo da tinta, passivam o metal e melhoram a resisténcia a corrosdo, mesmo
sem a pintura (JOTHI et al., 2014; KUNST et al., 2014.a; BRUSCIOTTI et al., 2013;
DALMORO etal., 2012; ROMANO et al., 2011).

Conceitualmente, revestimentos sdo coberturas ou filmes aplicados sobre
qualquer superficie, visando protegé-la ou decora-la. Sdo considerados revestimentos
hibridos os que sdo constituidos pela combinacdo de componentes organicos e
inorganicos que, normalmente, apresentam propriedades complementares, gerando um
novo material com propriedades diferenciadas daquelas que Ihe deram origem (JOSE et
al., 2005).

Os revestimentos hibridos organico-inorganicos combinam a estabilidade
quimica, mecénica e térmica da fase inorganica (ceramica) com as propriedades elasticas
e hidrofdbicas da fase organica (JOSE, 2005). Além disso, conforme relatado por alguns
pesquisadores (SANCHEZ, 1994; SCHOTTNER, 2001; JOSE, 2005) nas propriedades
dos materiais hibridos organico-inorganicos ha também sinergismo envolvido, que
depende da natureza quimica da interface organica-inorganica, da quantidade e da
morfologia de cada fase.

Um alcoxido pode ser entendido como um composto que tem em sua estrutura
uma ramificacdo alcoxi (O-R), onde R represente uma ramificacdo orgénica. Estes
compostos alcoxidos sdo resultantes da reacdo de um haleto metalico com um
determinado alcool, em presenca de um receptor do acido formado para deslocar a reagédo
(AIROLDI et al., 2004).

Os alcoxidos de silicio, por vezes chamados apenas de “silanos”, sdo comumente
utilizados como precursores no desenvolvimento de revestimentos hibridos. Estes

41



compostos tem o silicio como elemento principal em sua cadeia, ligado a oxigénios e/ou
ramificagdes organicas (R). Porém, segundo a IUPAC (2016), silanos séo hidretos de
silicio saturados, analogos dos alcanos, que possuem formula geral SinHan+2. EStes
compostos sdo subdivididos em varias classificacdes, sendo que 0s que possuem
ramificagdes organicas séo chamados organo-silanos. Logo, adotando-se esta subdiviséo,
os alcdxidos de silicio sdo classificados como organo-silanos.

A presenca simultdnea de grupos organicos ligados a uma coluna inorgéanica
proporciona aos revestimentos hibridos a base de precursores alcoxidos de silicio uma
combinacdo Unica de propriedades (STARK et al., 1982), permitindo a sua utilizacdo em
campos téo diferentes como aeroespacial (desempenho sob baixas e altas temperaturas),
eletronico (isolamento elétrico), saude (excelente biocompatibilidade), mecanico
(lubrificacdo) ou como material de construcdo (resisténcia ao intemperismo). Estes
compostos também sdo utilizados como agentes de acoplamento, pois promovem a
aderéncia entre materiais organicos e inorganicos (WU et al., 2012).

Os compostos de alcoxidos de silicio exibem a combinacdo de uma cadeia
inorganica, de alta energia superficial, com grupos organicos, associados a uma baixa
energia de superficie. Isso promove estabilidade a estes compostos, uma vez que as
ligacbes Si-O sdo fortemente polarizadas e sem protecdo sofreriam fortes interagdes
intermoleculares (STARK et al., 1982).

Em seu estudo, Airoldi et al., (2004) citou que no caso dos alcoxidos de silicio, o
tamanho da cadeia é de fundamental importancia para a cinética do processo de hidrdlise
verificando-se que, quanto maior a cadeia, mais lento é o processo de hidrdlise, o que por
sua vez influenciara as propriedades (porosidade, por exemplo) do composto formado.
Assim, em condicBes de reacdo similares, diferentes alcoxidos produzem diferentes
materiais. Por este motivo, a escolha do precursor ¢ de fundamental importancia nas
propriedades desejadas do revestimento a ser desenvolvido.

Os alcoxidos de silicio podem ser classificados em mono-silanos e 0s bis-silanos.
Os mono-silanos contém somente um atomo de silicio por molécula, ligados a trés grupos
OR, enquanto os bis-silanos tém dois &tomos de silicio e seis grupos OR no total, sendo

0 grupo OR hidrolisavel, conforme mostra a Figura 6 (ZHU et al., 2003).
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Figura 6 - Estrutura de um (a) mono-silanos e um (b) bis-silano.

OR OR OR
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Fonte: Zhu et al., 2003.

Um fator muito importante para a eficiéncia anticorrosiva das camadas formadas
pelos alcdxidos de silicio é a etapa de adsor¢do. Uma adsorcdo mais eficiente garantira
um revestimento mais protetor ap6s as etapas de tratamento do revestimento (cura). Ja
que o nimero de grupos Si-OH das moléculas de bis-silanos é o dobro das moléculas de
mono-silanos, os bis-silanos sdo capazes de formar uma maior densidade de ligacdes e,
simultaneamente, originar um revestimento de polissilano mais eficiente, com maior
quantidade de ligacOes cruzadas (rede de Si-O-Si).

Uma comparacdo das possiveis regides interfaciais formadas entre estes dois
sistemas e o substrato de aluminio € mostrada na Figura 7. Como ambas as ligacdes
contribuem para uma maior adesdo dos compostos ao metal, espera-se que 0s bis-silanos
tenham uma aderéncia maior aos substratos metalicos que os mono-silanos (ZHU et al.,
2003). O acoplamento dos silandis a superficie metalica se da através de ligacdes de

hidrogénio, que se formam entre as hidroxilas do metal e as hidroxilas do silanol.

Figura 7 - Formacdo de uma camada de () bis-silano e (b) mono-silano.
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Fonte: Adaptado de Zhu et.al., 2003.

Existem varios alcoxidos de silicio comumente utilizados como precursores na

formacé&o de revestimentos hibridos. Dentre estes, destacam-se o tetraetoxisilano (TEQS),
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3-(trimetoxisililpropil)metacrilato (MAP) e o 1,2-bi(trietoxisilil)etano (BTSE), muito
estudados como revestimento protetivo e de ancoragem em substratos metélicos.

O TEOS (tetraetoxisilano ou tetraetilortosilicato) € um mono-silano, ndo funcional,
composto por 4 grupos etoxi (etiloxido) hidrolisaveis, cuja estrutura molecular €
apresentada na Figura 8. Por ser facilmente hidrolisavel, tem a vantagem de formar
completamente as ligacGes silanol (Si-OH) para, posteriormente, condensar-se em
ligacGes siloxano (Si-O-Si). O TEOS é considerado um agente cross-linker, pois promove

a formacéo de redes robustas com reatividade moderada (OWENS et al., 2016).

Figura 8 — Formula molecular do tetraetoxisilano (TEOS).
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Fonte: Sigma-Aldrich, 2014

O estudo de Kros et al. (2002) demostrou que materiais a base de TEOS,
produzidos por sol-gel, podem ser utilizados como revestimentos biocompativeis. Estes
revestimentos sdo atoxicos e apresentaram-se eficientes quando aplicados em sensores de
glicose implantaveis.

Além disso, segundo o estudo realizado por Lionti et al. (2014), alguns
precursores alcoxidos de silicio, como o TEOS, podem ser utilizados em contato com
alimentos, uma vez que ndo apresentaram genotoxicidade. Conforme os autores relatam,
o TEOS apresentou resultado negativo no teste de Ames’, demostrando ndo ser
mutagénico, tendo baixissima toxicidade potencial.

Cabral et al. (2005) em seu estudo, comprovaram que a espessura da camada de
um revestimento de precursores alcoxidos depende da estrutura, da composicao quimica
e da natureza do precursor. Segundo os autores, os bis-silanos levam a formagéo de
camadas mais espessas € mais homogéneas, além de terem alta capacidade de formar
ligagbes Me-O-Si, enquanto que o mono-silanos formam camadas heterogéneas e com
espessura menor. O TEQS, por se tratar de um mono-silano, normalmente é combinado
com outro alcéxido de silicio, a fim de melhor a caracteristicas e propriedades finais do

revestimento.
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Estudos mostraram que a rede reticulada formada a partir do TEOS € puramente
inorganica, necessitando assim de um outro composto para a formacdo de um hibrido.
Dalmoro et al. (2012) estudou o comportamento protetivo de revestimentos a base de
TEOS dopados com &cido fosfénico (ATMP), quando aplicados sobre a liga AA2024-
T3. Os testes foram realizados em solucdo de NaCl 0,05 M e, segundo os autores, a
amostra revestida de TEOS puro apresentou um desempenho eletroquimico superior ao
da amostra sem revestimento. Porém, com a adicdo de ATMP, na concentracdo de
5.10% M, o revestimento melhorou significativamente o seu desempenho protetivo.

Motte et al. (2012) estudaram a combinagdo de trés alcdxidos de silicio junto a
incorporacdo de nanoparticulas de argila no desenvolvimento de um revestimento
protetivo ao aco galvanizado. O revestimento foi desenvolvido a base de
glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPTMS), tetraetoxisilano (TEOS) e methiltrietoxisilaneo
(MTES), sendo incorporada diferentes concentragéo de argila montmorilonita modificada
com cério (I11) ou com sodio. Os resultados mostraram que o0s revestimentos com argilas
modificadas com sodio e cério aumentam a protecdo contra a corrosdo do aco.

Figueira et al. (2015) realizou um levantamento (review) das pesquisas publicadas
entre 2001 e 2013 sobre o progresso dos revestimentos hibridos obtidos por sol-gel
aplicados na protecdo contra a corrosdo de metais. Segundo os dados apresentados pelos
autores o TEOS € o precursor alcoxido usado na maioria publicacdes encontradas. Além
disso, 27% de todas as publicacBes acessadas apresentam revestimentos hibridos
compostos por uma combinacdo de TEOS e 3-(trimetoxisililpropil)metacrilato (MAP ou
MAPTES).

O MAP (3-(trimetoxisililpropil)metacrilato  ou  3-(metacriloiloxi)propil
trimetoxisilane) € um agente reticulante, muito utilizado em revestimentos hibridos, pois
0s torna mais densos e compactos. Este composto é um alcoxido modificado que possui
um grupo metacrilato reativo (Figura 9). Conforme citado em varios estudos (GU et al.,
2004; KUNST et al., 2014.a) o MAP é um grande agente de acoplamento e permite uma
ligagdo estavel entre fases orgénicas e inorganicas, possibilitando assim, a formacéo de

revestimentos de alguns micrdmetros de espessura e sem fissuras.
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Figura 9 - Formula molecular do 3-(trimetoxisililpropil)metacrilato (MAP).
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Fonte: Sigma-Aldrich, 2014

Certhoux et al. (2013) estudaram o desempenho anticorrosivo de revestimento
hibrido a base de TEOS e MAP aplicado sobre o aco inoxidavel AISI 304L. Neste estudo
também foi avaliado o desempenho do cério (I1l) como inibidor de corrosdo e do
polietilenoglicol (PEG) como plastificante, quando adicionados ao revestimento hibrido.
A eficiéncia da protegdo anticorrosiva do aco inoxidavel revestido foi investigada por
curvas de polarizacdo potenciodindmica e espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIS), utilizando como eletrdlito uma solucdo de NaCl 3,5%. Os resultados
eletroquimicos mostraram que o revestimento a base de TEOS-MAP-PEG apresentou 0s
melhores desempenhos anti-corroséo, atuando como uma barreira eficaz, aumentando a
resisténcia a impedancia e reduzindo significativamente as densidades de corrente.

O BTSE (1,2-bis(trietoxisilil)etano) € bis-silano, ndo funcional, composto por seis
grupos etoxi (etildxido) e uma cadeia curta de carbonos entre os atomos de silicio (Figura
10). Devido a sua natureza hidrofobica, o BTSE é considerado um composto base
alcdolica, necessitando de uma grande quantidade de alcool para a sua solubilizacdo em
agua (Zhu et al., 2003).

Figura 10 - Férmula molecular do 1,2-bis(trietoxisilil)etano (BTSE).
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Fonte: Sigma-Aldrich, 2014.
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O estudo realizado por Ooij et al. (2000) comprovou que O revestimento
desenvolvido a partir do BTSE foi eficaz na protecdo contra a corrosdo de uma superficie
metalica. Xue et al. (2013) estudaram o efeito protetivo de revestimentos a base de BTSE
e resina epoxi aplicados sobre o aco galvanizado a quente (HDG). Os autores testaram
dois métodos de aplicacdo do revestimento, por eletrodeposicdo e por imersdo (dip-
coating). Os resultados mostraram que o0s revestimentos formados a partir de ambos os
métodos de aplicacdo foram eficientes na protecdo do HDG contra a corrosdo em meio
salino (solucéo de NaCl 3,5%).

Os revestimentos hibridos & base de precursores alcoxidos de silicio podem ser
facilmente preparados via processo sol-gel. Este método possibilita seu processamento a
baixas temperaturas e a custos reduzidos quando comparado a outros métodos, vindo a
ser um dos mais utilizados (QUINET et al., 2007; LAMAKA et al., 2008; MOHSENI, et
al., 2014; ASADI et al., 2014; KUNST et al., 2014.b).

Segundo Alfaya et al. (2002) o processo sol-gel pode ser facilmente reconhecido,
pois trata de qualquer rota de sintese de materiais onde num determinado momento ocorre
uma transicao do sistema sol para um sistema gel. Ainda segundo o autor, o termo sol é
empregado para definir uma dispersdo de particulas coloidais (dimensédo entre 1 e 100
nm) estavel em um fluido, enquanto o termo gel pode ser visto como sendo um sistema
formado pela estrutura rigida de particulas coloidais (gel coloidal) ou de cadeias
poliméricas (gel polimérico), rede reticulada, que imobiliza a fase liquida nos seus

intersticios. A Figura 11 ilustra uma sintese do processo sol-gel de forma genérica.

Figura 11 - Fluxograma genérico para sintese de sol-gel.
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Fonte: Adaptado de Owens et al. (2016)
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A hidrolise € a principal reagdo que conduz a transformacdo de precursores
alcoxidos, quando reagem com a molécula de &gua. Esta reacdo se da a partir da
substituicdo das ramificagdes OR do precursor alcoxido (onde R € identificado como um
grupo organico) por um grupo hidroxila (OH), formando grupos silandis (Si-OH),
conforme apresentado na Equacédo 7. O mecanismo de hidrélise de um precursor alcoxido
é complexo, sendo diretamente afetado por diversos fatores como a razéo de solventes
utilizada, a temperatura, a agitacdo do sistema e o pH, entre outros.

Imediatamente ap6s a hidrélise, ocorrem as reacdes de condensacdo entre 0s
grupos silandis, criando uma rede de ligagdes siloxano (Si—O-Si), conforme apresentado
na Equacdo 8. Além disso, sdo produzidos como subprodutos das reacfes de condensagado
alcool e/ou agua, dependendo da razédo de precursores/alcool/agua utilizadas. Através da
cura, a uma temperatura apropriada, reaces de condensacdo para formacao de ligacdes
metalosiloxano (Me-O-Si) e siloxano (Si-O-Si), sdo aceleradas, com liberacdo das
moléculas de agua, conforme Equacdo 9 (BRINKER et.al., 1990; WANG et al., 2009).
A Figura 12 apresenta um exemplo de um silano genérico sendo convertido em silanol e

posteriormente em siloxano, conforme ocorre durante o processo sol-gel.

Hidrolise: Si-OR + H20 — Si-OH + H-OR (7
Condensacdo: Si-OH + Si-OH — Si-O-Si (8)
Cura: Si-O-Si + Me-OH — Me-0-Si-O-Si + H20 9)

Figura 12 - Exemplo de silano genérico (Si-R ou Si-O-R) tendo uma ramificacéo organica convertida em

silanol (Si-O-H) ap6s a hidrolise e, apos a cura, convertida em ligacédo siloxano (Si-O-Si).

C|H 3 C|H N C|H N (:|H3
CH,— S||' — CH, CH,— S|i — OH CH,— Sii — 00— S|i — CH,
CH, CH, CH, CH,
Silano Silanol Siloxano

Fonte: O autor

Na transicdo de sol a gel, o ponto de geleificacdo é observado pelo aumento da

viscosidade do sol, a ponto deste se tornar um gel expandido. Este evento ocorre a
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temperatura ambiente, sem acompanhamento exotérmico ou endotérmico, e sem
alteracdo quimica do material. Contudo, caso este gel permanece em condi¢Ges ambiente
por longo periodos de tempo, a sua composicdo, estrutura e a propriedade sédo alteradas,
devido ao processo de envelhecimento (SCHERER, 1998).

Com isso, posteriormente a geleificacdo, os solventes residuais necessitam ser
completamente removidos, uma vez que as ligacdes siloxanos ndo sdo estaveis, e a
presenca de agua e alcool no sistema podem interferir na composicao final do gel. Os
solventes podem ser extraidos de duas formas: por evaporacao, que utiliza temperaturas
relativamente baixas (60 - 600 °C) em pressao ambiente, formando assim um xerogel; e
por sublimacdo, onde a extracdo é promovida utilizando-se um fluido supercritico,
geralmente CO., em condicdes de pressdo e temperatura especificas, formando assim um
aerogel (OWENS, 2016). Apos a extracdo dos solventes, o gel seco passa por um
tratamento térmico a fim de ser convertido em uma cerdmica densa.

De forma geral, observando-se o mecanismo de formagédo de um revestimento
pelo processo sol-gel, o precursor passa pela sequéncia de oligdbmero, polimero, coloide,
sol, e termina finalmente como sélido (CORRIU et al., 2001)

Dentre as principais vantagens do processo sol-gel, pode-se mencionar a elevada
pureza dos compostos obtidos, a diversidade de composicdes, a estabilidade quimica e
térmica e as baixas temperaturas de operacdo (OWENS, 2016).

Os alcoxidos dissolvem-se em um solvente, geralmente um alcool, e depois da
adicao de &gua a solucdo converte-se em um sol, como resultado da formacéo de pequenas
cadeias poliméricas a partir da hidrolise dos precursores. Porém, é importante notar que
a adicdo de alcool em grandes quantidades leva a efeitos indesejaveis sobre a secagem
dos revestimentos e géis, pois aumenta o risco de fissuracdo devido a rapida libertacao do
vapor de alcool, gerando uma porosa estrutura e reduzindo a concentracdo total de sélidos,
0 que leva a um grande encolhimento e rachaduras no material formado.

A boa adesdo das moléculas de silano ao substrato metalico depende da formagéo
de grupos silandis que irdo se ligar, por meio de pontes de hidrogénio, a uma superficie
metalica; entretanto, as moléculas de silano (orgéanicas) sdo hidrofébicas, e,
consequentemente, pouco sollveis em agua. Por este motivo, é importante a presenca de
outro solvente, como alcool, para iniciar o processo de hidrolise das moléculas e a
formacdo de grupos silanois (hidrofilicos), garantindo assim a sequéncia do processo em
agua (OOlJ et al., 2005).
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Efetivamente, o processo sol-gel é identificado e caracterizado pelas reacfes de
hidrélise e de condensagdo. Logo, as demais etapas (Figura 11) podem ser alteradas,
combinadas ou completamente excluidas, dependendo das necessidades especificas de
aplicacdo (OWENS, 2016). Diante disso, para a formacdo de revestimentos hibridos
obtidos por este processo sol-gel, o sol pode ser aplicado sobre uma superficie utilizando-
se diversos métodos, sendo as mais comuns o dip coating, o spin coating e a
eletrodeposicdo (OWENS, 2016).

Dentre as técnicas que tém sido utilizadas na deposicéo de revestimentos hibridos
sobre superficies o processo de dip-coating tem se destacado (TIAN et al., 2015;
MOHSENI, et al., 2014; ASADI et al., 2014; KUNST et al., 2014.b). Este processo vem
sendo muito utilizado por se tratar de uma técnica simples e de baixo custo, além de
possibilitar a aplicacdo do revestimento nas trés dimensdes. Esse processo consiste na
retirada, a uma velocidade controlada, do substrato anteriormente imerso no sol hibrido.
Durante 0 movimento de emersédo a suspensdo € arrastada com o substrato, causando um
aumento na area de evaporacdo e na taxa de secagem, o que leva a formacdo de uma
camada de gel. Com o prosseguimento da secagem uma camada soélida é formada
(BRINKER et al., 1990; COAN et al. 2013). Desse modo, esse processo pode ser dividido
nas quatro etapas: imerséo, deposicao, emersao e evaporacao, conforme ilustrada a Figura
13.

Figura 13 - Esquema ilustrativo do processo dip-coating.

(I) Imersao
(IT) Deposiciao
(IIT) Emersao e
Evaporacao

Fonte: Adaptado de Coan et al. (2013).
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Segundo estudo realizado por Franquet et al. (2001), a espessura do revestimento
depositado por dip-coating depende da concentracdo do alcoxido de silicio no sol e da
temperatura aplicada na cura. Ainda segundo 0s autores, a espessura é praticamente
independente do tempo de imersdo, j& que adsor¢do das moléculas do sol, atraves de
pontes de hidrogénio, ocorre rapidamente na superficie do substrato.

A velocidade de retirada ¢ um fator que também influencia na espessura do
revestimento hibrido durante o processo dip-coating. Kunst et al. (2013) estudou a
influéncia da velocidade de retirada, durante o processo dip-coating, na formacao do
revestimento hibrido de MAP e TEOS aplicado sobre o aco galvanizado. Os autores
estudaram trés diferentes velocidade de retirada: 10, 20 e 30 cm/min. Os resultados
mostraram que o revestimento formado com velocidade de retirada de 30 cm/min
apresentou irregularidades e fissuras, além de menor espessura e desempenho
eletroquimico inferior aos demais revestimentos testado. Segundo os autores, isso
ocorreu devido a contracdo do volume e aumento das tensdes internas que ocorrem depois
de cura. Com isso, os autores concluiram que, para este sistema hibrido testado,
velocidades de retirada mais baixas, como 10 cm/min, favorecem a formacdo de
revestimentos regulares, sem fissuras, mais espessos e, consequentemente, mais
protetivos.

Vérios outros parametros também influenciam diretamente na formacdo dos
revestimentos hibridos desenvolvidos por sol-gel e aplicados pelo processo dip-coating.
Dentre estes parametros destacam-se a concentracao dos precursores alcoxidos, o tempo
de hidrélise e condensagdo e o pH do sol, além do tempo e temperatura de cura do
revestimento, bem como a preparacao da superficie do substrato onde o sol sera aplicado.

O tempo de hidrolise e condensacao sao parametros importantes pois, de acordo
com Pan et al. (2006), ap6s a mistura com agua, a solucao de silano tem de ser hidrolisado
por algum tempo para alcancar uma condicdo "viavel" antes da aplicacdo sobre o
substrato. Um revestimento uniforme e transparente s6 pode ser obtido a partir de uma
solucdo contendo grupos silanois suficientes, gerados a partir da hidrolise para a
condensacdo subsequente. Se a solucdo é sub-hidrolisada, pode ocorrer a formagéo de um
revestimento oleoso e ndo uniforme. Se a solucéo for super-hidrolisada, pode haver a
formacéo de um revestimento ndo-uniforme e com manchas brancas na superficie.

O pH do sol é o parametro responsavel pela estabilidade alcdxido de silicio, pois
controla o comportamento de um determinado alcéxido de silicio durante as reacdes de
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hidrélise e condensagdo, pois ambas as rea¢des sdo catalisadas por &cidos ou bases (OO1J
et al., 2005).

O tempo e a temperatura de cura do revestimento sdo importantes para garantir a
completa remocao dos solventes, bem como a formacéo e reticulacdo da rede, visando
produzir camadas mais protetoras (FRANQUET, et al., 2003). De acordo com Pan et al.,
(2006), as ligacGes sdo o fator chave que controla as propriedades morfoldgicas e de
barreira de revestimento hibridos de silicio. Revestimento com ligacdes fortes e bem
reticulados garantiram uma barreira mais eficaz.

A limpeza e preparagdo da superficie deve eliminar sujidades e impurezas,
visando uma melhor aderéncia do revestimento ao substrato (CAPIOTTO, 2006;
PALOMINO, 2007).

Alguns destes parametros que influenciam na formacdo dos revestimentos
hibridos foram tema do estudo realizado por Gabbardo (2014). Em seu trabalho a autora
estudou o efeito protetivo de revestimentos a base de bis-1,2-(trietoxisilil)etano (BTSE)
aplicados sobre 0 ago galvanizado avaliando a influéncia do tempo de hidrolise da solugédo
precursora (sol) e de envelhecimento do revestimento apds a cura. Para isso a autora
deixou o sol hidrolisando (processo de envelhecimento) por 1 dia, 1 més e meio, 3 meses
e 5 meses. Ja para 0 outro teste, com o sol apds 1 dia de hidrolise, a autora revestiu
amostras e as deixou estocadas em dessecador por 1 semana, 1 més e meio e 5 meses. Os
resultados mostram que quanto maior o tempo de envelhecimento das solucdes (sols) pior
é o comportamento eletroquimico dos revestimentos formados a partir delas, uma vez que
0 revestimento com melhor desempenho protetivo foi o preparado a partir do sol
hidrolisado durante 1 dia. J& o0 tempo de envelhecimento do revestimento apds a cura nao
apresentou influéncia significativa sobre o seu carater protetivo, uma vez que, mesmo
apés 5 meses de armazenamento, as amostras apresentaram comportamento
eletroquimico semelhante ao das amostras testadas apds 1 semana. Com isso, a autora
concluiu que o tempo ideal de hidrolise do sol estudado é de 24 horas e que apés a
aplicacdo e cura do revestimento, o seu desempenho protetivo ndo é prejudicado, mesmo
apos 5 meses, desde que as amostras sejam armazenas em locais protegidos da umidade.

Segundo alguns autores como Chou et.al. (2001), Zheludkevich et.al. (2005) e
Ooij et.al. (2005) o envelhecimento de solucGes de alcoxidos de silicio faz com que as
reacOes de hidrolise sejam realizadas e, consequentemente, promove um aumento das
reacOes de condensacdo, levando a formacdo de longas cadeias poliméricas de silicio e
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de uma rede rigida (gel). Com isso, os grupos Si-OH disponiveis na solu¢do tornam-se
insuficientes para promover a interagdo entre o revestimento e o metal, reduzindo assim
a adesdo entre eles. Além disso, com a aplicacdo de sol condensado sobre a superficie de
uma amostra, a rede polimérica formada dificulta a remoc¢do dos solventes durante a
secagem, gerando assim um revestimento com estrutura porosa e, por consequéncia,
menos protetivo.

Jeronimo et al. (2007) confirmaram, mediante uma relacdo de pesquisas, que o
processo sol-gel pode ser utilizado para o desenvolvimento de sensores épticos e
biossensores, devido a sua simplicidade e versatilidade. A partir dele pode-se
obter revestimentos finos que incorporam diferentes agentes de detec¢do quimicos e
bioquimicos, associando estabilidade mecanica e térmica, bem como propriedades
Opticas desejaveis. Segundo os dados apresentados pelos autores as principais aplicacdes
analisadas incluem sensores para determinacgdo de pH, gases, espécies idnicas, solventes
e compostos bioldgicos.

Neste contexto, a utilizacdo de compostos hibridos como revestimentos protetivos
se mostra uma excelente alternativa no desenvolvimento de sensores magnetoelasticos,
pois sdo mais leves e com custos inferiores, quando comparados as camadas metélicas de

cromo e ouro convencionalmente empregadas.
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4 Materiais e Métodos

Neste capitulo apresenta-se as informagfes sobre os materiais utilizados e a
metodologia empregada no desenvolvimento do presente estudo, bem como a descri¢do

dos ensaios de caracterizagcdo empregados.

4.1 Materiais

Para a realizacdo deste trabalho utilizou-se como substrato uma fita
magnetoelastica de nome comercial Metglas®2826MB3 (MTG), com composi¢io
massica de 45% de ferro (Fe), 45% de niquel (Ni), 7% de molibdénio (Mo) e 3% de boro
(B). O material foi adquirido da empresa Metglas Company na forma de rolos e suas
caracteristicas e propriedades sdo apresentadas na Tabela 1, conforme especificacdo do

fornecedor.

Tabela 1 - Caracteristicas e propriedades gerais do Metglas®2826 MB3.

Propriedades Valor
Magnéticas
Magnetostriccdo de saturacéo 12 ppm
Temperatura de Curie 353 °C
Inducdo de saturacao 088T
Fisicas
Espessura 28 um
Densidade 7,9 glcm®
Madulo de elasticidade 100-110 GPa
Fator de laminagao >75 %
Expansao térmica 11,7 ppm/°C
Temperatura de cristalizagdo 410 °C

Fonte: Metglas Company, 2013.
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Os precursores alcoxidos utilizados foram o tetraetoxisilano (TEOS), 3-
(trimetoxisilil)propilmetacrilato (MAP) e o 1,2-bi(trietoxisilil)etano (BTSE), todos da
marca Sigma-Aldrich com pureza superior a 96%. O alcool etilico utilizado, da marca
Neon, apresenta pureza de 99,5%.

Os eletrolitos utilizados nos ensaios sdo solucdo de NaCl 0,05 M, sendo o
hidréxido de sédio, ambos da marca Neon com pureza superior a 98%; solucdo tampéo
fosfato-salino (PBS), na concentracdo de 0,02 mg/mL, composta por 8 g/L de NaCl 137
mM, 200 mg/L de KCI 2,7 mM, 1.44 g/L de Na,HPO4O 10 mM, 240 mg/L de KH2PO4O
2 mM e agua (ROSKAMS et al., 2001) e leite desnatado comercial, marca Pi4, lote 03/2.
As propriedades dos meios liquidos utilizados nos ensaios de caracterizagdo estdo

descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Propriedades dos meios liquidos estudados

Meio liquido
Propriedade
NaCl 0,05 M PBS Leite
pH 8,4 7,4 6,7
Condutividade (mS/cm) 10 15 5
Viscosidade (cP) 1,0 1,0 1,2
4.2  Métodos

Neste item sdo descritos todos 0s métodos e caracterizacbes empregadas neste

estudo e a Figura 14 apresenta o fluxograma que ilustra todas estas etapas.
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Figura 14 — Fluxograma completo da metodologia aplicada neste trabalho.
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4.2.1 Preparagéo do substrato

As fitas de Metglas foram cortadas em diferentes dimensdes, dependendo do
ensaio ao qual seriam submetidas. Para 0s ensaios de variagdo de frequéncia de
ressonancia utilizou-se amostras de 5 x 1 x 0,028 mm e para os demais ensaios, utilizou-
se amostras de 30 x 6 x 0,028 mm. As amostras foram imersas em uma solucédo aquosa
de etanol (1:1) e submetidas a limpeza em banho ultrassénico por 30 minutos. Em
seguida, as amostras foram lavadas com agua destilada e secas. Todos estes

procedimentos foram conduzidos a temperatura ambiente.

4.2.2 Preparacao e aplicacéo dos revestimentos

Os revestimentos utilizados neste trabalho foram obtidos a partir das reacdes de
hidrdlise dos precursores alcoxidos se silicio em etanol e &gua. Para o revestimento
TEOS-MAP, a composicdo (% em massa) foi definida na seguinte proporcgéo:
TEOS/MAP/Agua/Etanol — 10/15/15/60. A hidrélise foi conduzida por 24 horas a
temperatura ambiente. Apés a aplicacdo sobre o substrato, a amostra permaneceu por 2
horas a temperatura ambiente para a pré-evaporacao dos solventes e condensagdo do
revestimento que, posteriormente, foi curado em estufa a temperatura de 90 °C durante 1
hora.

Para o revestimento BTSE, a composicdo (%massa) foi definida na seguinte
proporcdo: BTSE/Agua/Etanol — 5/20/75. A hidrélise foi conduzida por 24 horas a
temperatura ambiente. Apés a aplicacdo sobre o substrato, a amostra permaneceu por 2
horas a temperatura para a pré-evaporacdo dos solventes e condensacao do revestimento
que, posteriormente, foi curado em estufa a temperatura de 120 °C durante 1 hora.

O pH dos sols foi ajustado utilizando-se acido acético para carater acido (> 4) para
favorecer o processo de hidrdlise. A metodologia aplicada no desenvolvimento das
solugdes (sols) acima citadas baseou-se em estudos como os de Capiotto (2006),
Palomino et.al. (2008), Suegama et.al. (2010), Xue et.al. (2013), Certhoux et.al. (2013),
Kunst et.al. (2014.a), Ibrahem et.al. (2014) e também em alguns testes preliminares.

O revestimento foi obtido sobre a superficie do substrato metalico pelo processo
de dip-coating, com aplicacdo de uma camada, velocidades de retirada de 10 cm/mine
tempo de imersdo do substrato no sol de 5 minutos.
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Como foram utilizadas amostras de Metglas com diferentes dimens6es, foram

desenvolvidos dois diferentes aparatos para a imersdo das mesmas no sol, conforme

ilustrado na Figura 15. Como pode ser observado na ilustracdo, as amostras nao tocaram

0 suporte, o que permitiu a obtencdo de um revestimento que recobrisse todas as

dimensGes da amostra em apenas uma aplicacao.

Figura 15 - Esquema dos aparatos desenvolvidos para facilitar a aplicacdo dos revestimentos sobre a

superficie das amostras de Metglas, com dimensdes de (a) 30 x 6 mm e (b) 5 x 1 mm, pelo método de dip-

coating.
(a) . Base de plastico (b)
Ima )
Bases de ferro
7
Ima Ima
Ry
p- 4§
ja_ i 8 1 |

7
Amostras de Metglas 30x6 mm

Amostras de Metglas 5x1 mm

Fonte: O autor

ApOs a aplicacdo do sol, as amostras permaneceram expostas ao ar, em

temperatura ambiente, para promover a evaporacao dos solventes e 0 inicio do processo

de condensacdo do revestimento sobre o substrato e, em seguida, as amostras foram

levadas a estufa para o processo de cura. O processo de cura em estufa para ambos

revestimentos estudados foi realizado com rampa de aquecimento com taxa de 10 °C/min.

Este procedimento visa ambientar a amostra a elevacdo da temperatura, evitando que 0s

solventes presentes no revestimento evaporem instantaneamente, causando a formacao

de fissuras no revestimento.

A Figura 16 apresenta o fluxograma da metodologia empregada nesta etapa e a

Tabela 3 apresenta a descricdo e a nomenclatura adotada para identificar as amostras

estudadas nesta etapa.
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Figura 16 - Detalhe do fluxograma da metodologia empregada neste trabalho com énfase na etapa inicial

de preparacdo das amostras.
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Tabela 3 - Descricdo e nomenclatura das amostras estudadas.

Amostra Descricéo
MTG Metglas sem revestimento
MTG/TEOS-MAP Metglas com revestimento a base de TEOS e MAP
MTG/BTSE Metglas com revestimento a base de BTSE

4.2.3 Desenvolvimento dos sensores

As amostras de Metglas, nas dimensdes de 5 x 1 x 0,028 mm, recobertas com 0
revestimento que apresentou o melhor desempenho geral, foram utilizadas como
plataforma para o sensor. Para testar as amostras como sensores para a deteccdo de
bactérias fez-se necessario o preparo dos meios liquidos a serem testados.

As dimensodes dos sensores foram determinadas de acordo com a sensibilidade de
massa desejada e o limite do equipamento disponivel. Segundo Grimes et al. (2011) a

relacdo entre o comprimento e a largura da fita magnetoelastica utilizada em sensores

59



deve manter a propor¢cdo 5:1. Segundo 0s autores, esta propor¢do garante modos de
vibracdo mais nitidos, o que favorece a obtencdo de medidas precisas da frequéncia de
ressonancia fundamental.
Inicialmente, para o crescimento das bactérias utilizou-se um meio de cultura
Luria Bertani (LB), formado por 1,5 % de triptona, 0,5 % de peptona, 0,05 % de NaCl (%
m/v) e dgua (ROSKAMS et al., 2001). Para os testes utilizou-se a bactéria E. coli O6
(estirpe ATCC 25992) e a S. aureus (estirpe ATCC 25923). Meios de cultura sdo
preparacdes quimicas, compostas por nutrientes basicos, que estimulam o cultivo de
microrganismos a serem analisados em um determinado procedimento.
A partir do lote original das bactérias, semeou-se uma pequena quantidade em
uma placa de Petri com LB semi-sélido. O sistema foi mantido por 24 h a 37 °C, para o
crescimento e formacéo de varias unidades formadoras de coldnias (UFC). A partir disso,
inoculou-se 1 UFC em 100 ml de LB, que permaneceu sob agitacdo mecanica de
100 rpm, a 37 °C e durante 14 horas, para promover a formagéo da suspensao bacteriana.
Apds o crescimento das bactérias, os cultivos foram entdo diluidos nos meios
liquidos a serem testados (PBS e leite desnatado). Realizou-se diluicdo das bactérias nos
meios a partir de 0,1 mL de solu¢do com bactérias diluido em 0,9 mL de meio a ser testado
(PBS ou leite), produzindo assim uma dilui¢do 1:10. A partir desta, sucedeu-se diluigdes
seriadas até 10°. As solucdes com diluicdes seriadas foram colocadas em microtubos de

reacao (eppendorf) de 250 uL, onde as amostras foram imersas.
4.2.4 Ensaios de caracterizacdo do sol
4.2.4.1 Viscosidade

Avaliou-se a viscosidade dos sols produzidos a partir dos precursores alcdxidos
de silicio, ap6s 24 horas de hidrdlise. A viscosidade foi analisada em um viscosimetro
Brookfield DV2T, com rotacédo variavel e uma temperatura constante (25 °C) para todas

as amostras. Realizou-se este ensaio junto ao Laboratorio de Engenharia Quimica
(LENQ) da Universidade de Caxias do Sul.
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4.2.4.2 Analise termogravimétrica (TGA)

A analise de TGA foi realizada com um equipamento 50-Shimadzu TGA, em uma
faixa de temperaturas de 23 a 700 ° C e com uma taxa de aquecimento de 10 °C.min,

sob atmosfera de ar.

4.2.4.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foi realizada utilizando-se a técnica de refletancia total atenuada (ATR), em um
equipamento Nicolet 1IS10 Termo Scientific. Cada espectro foi obtido executando 32
varreduras entre 4000 cm™ e 400 cmL,

Para as analises de FTIR e TGA, os sols foram depositados em placas de Petry e
curados em estufa (em suas respectivas temperaturas) para posterior analise dos
revestimentos. Realizou-se ambos 0s ensaios junto ao Laboratério de Polimeros (LPOL)

da Universidade de Caxias do Sul.

4.2.5 Ensaios de caracterizacdo dos revestimentos hibridos

4.2.5.1 Microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo (MEV-FEG)

Para a avaliacdo da morfologia dos revestimentos utilizou-se a técnica de
microscopia eletrénica de varredura com emissdo de campo (MEV-FEG), equipamento
Tescan, modelo Mira3, com uma tensdo de aceleracdo de 15 kV. As amostras foram
observadas em vista de topo para identificacdo da morfologia superficial inicial e apds o
ensaio de impedancia eletroquimica (EIE). Além disso, as amostras foram observadas em
corte transversal a fim de visualizar e estimar a espessura dos revestimentos formados.

As micrografias apresentadas séo representativas das amostras estudadas.

4.2.5.2 Espectroscopia de dispersdo em energia (EDS)

O mapeamento elementar dos revestimentos foi realizado por espectroscopia em

disperséo em energia (EDS), utilizando-se um equipamento marca Oxford Instruments,
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modelo X-Maxd, com uma tenséo de aceleracdo de 15 kV e tempo de varredura de 25

minutos.

4.2.5.3 Microscopia 6tica (MO)

As imagens de microscopia 6tica (MO) foram obtidas a partir de um microscopio
Otico da marca Zeiss Jena, mododelo Jenapol, com uma cadmara de video da marca
Hamamatsu acoplada. Os ensaios de MEV-FEG, EDS e MO foram realizados junto ao
Laboratério Central de Microscopia "Professor Israel Baumvol" (LCMIC) da

Universidade de Caxias do Sul.

4.25.4 Teste de adesao

O teste de adesdo (Crosshatch and Tape Pull Test) foi realizado em conformidade
com a norma ASTM D-3359/09, onde séo realizados riscos verticais e riscos horizontais,
formando quadrados de 1 x 1 mm. Em seguida uma fita adesiva especial é aplicada e
pressionada sobre a superficie do revestimento riscado. Ap6s 3 minutos a fita € removida
em direcdo paralela ao substrato. Verifica-se o nivel de desplacamento do revestimento

através de microscopia de MEV-FEG.

4.25.5 Molhabilidade

A molhabilidade das amostras foi determinada através do angulo de contato
medido pelo método da gota séssil. Uma gota de agua deionizada foi depositada sobre o
revestimento com o auxilio de uma seringa B-D Yale 3D. Os ensaios foram conduzidos
na temperatura de 23 °C e com volume da gota de 10 pL. A gota de 4gua depositada sobre
a superficie foi fotografada e a imagem foi avaliada por meio do software Surftens 4.5, a
fim de medir o angulo formado. O angulo de contato é definido como o angulo entre um
plano tangente a gota do liquido e um plano contendo a superficie onde o liquido se
encontra depositado. Todas as medidas foram realizadas em triplicata, sendo que em cada
amostra foram depositadas trés gotas em diferentes pontos da superficie. Superficies que

apresentam angulo de contato com a dgua menor que 90° sdo consideradas hidrofilicas e
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as que possuem angulo maior que 90° sdo consideradas hidrofébicas (JUNG et al., 2006;
RIOS et al., 2007).

4.2.5.6 Microscopia de forca atbmica (AFM)

A andlise de microscopia de forca atbmica (AFM) foi realizada em um
microscopio de forga atbmica da marca SHIMADZU, modelo SPM-9500J3, operando em
modo de contato, com sondas de nitreto de silicio (nanossensores) e scanner com variacao
vertical de 8 um e area de varredura de 10 pm x 10 um. A avalia¢do da rugosidade da
superficie através do AFM foi realizada através de diferentes pardmetros, conforme
Figura 17. Para as medidas em 2D utiliza-se o prefixo “R” e para as medidas em 3D
utiliza-se o prefixo “S”, sendo que ambos se equivalem. Dentre os parametros avaliados,
a rugosidade média aritmética (Ra - Sa) equivale a média aritmética da regido medida no
diagrama 3D, em valores absolutos, quando os vales sdo convertidos em picos.
Rugosidade média quadratica (Rq - Sq) equivale a média quadratica média da regido
medida no diagrama de 3D quando os vales sao convertidos em altos picos por quadratura.
Rugosidade méxima (Rz - Sz) expressa a soma do valor maximo da altura do pico (Rp -
Sp) e do valor méximo da profundidade do vale (Rv - Sv) na superficie dentro da area
medida. Realizou-se este ensaio junto ao Laboratdrio de Pesquisa em Corrosao (LAPEC)

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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Figura 17 - llustracdo esquematica onde sdo definidos os parametros de rugosidade superficial em 2D e

expandidos em 3D.

Sa= %.U |Z(x,y)|dxdy
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Fonte: Adaptado de Olympus.IMS (2016).

4.25.7 Ensaio em cAmara Umida

O ensaio de umidade saturada foi conduzido conforme a norma ASTM-D2247/11,

em uma camara fechada da marca Bass, modelo UK-01/2009. A temperatura da camara
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manteve-se em 38°C, com condutividade da &gua de 5 uS/cm e umidade relativa de 100%.

As amostras foram apoiadas em angulo de aproximadamente 15° em relagéo a vertical.

4.2.5.8 Potencial de circuito aberto (OCP) e Polarizacéo potenciodinamica

O ensaio eletroquimico de polarizagdo potenciodinamica foi realizado com um
equipamento potenciostato/galvanostato, modelo lvium Stat, empregando-se uma célula
convencional de trés eletrodos, sendo o eletrodo de referéncia o de calomelano saturado
(ECS) e contra-eletrodo de platina. A medida foi realizada em meio ndo agitado,
naturalmente aerado e a temperatura ambiente, o eletrélito utilizado foi NaCl na
concentracédo de 0,05 M. O potencial de circuito aberto (OCP) foi monitorado durante a
primeira hora de imerséao no eletrdlito antes do ensaio de polarizacdo e antes das anélises
de impedancia eletroquimica. Na polarizacéo potenciodindmica, o intervalo de varredura
foi de -200 mV abaixo e 600 mV acima do OCP, com velocidade de varredura de 0,5
mV/s.

4.2.5.9 Espectroscopia de impedancia eletroguimica (EIE)

O desempenho das amostras frente a corrosdo também foi avaliado por
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) em solucdo de NaCl 0,05 M e em leite
desnatado. Os testes de EIE foram realizados em dois diferentes eletrolitos pois solugdes
de NaCl sdo comumente utilizadas por se tratarem de eletrélitos fortes, altamente
condutivos, que agem como aceleradores do processo corrosivo, enquanto que o leite
desnatado vem a ser o meio liquido no qual, posteriormente, pretende-se detectar a
presenca de bacteérias.

Utilizou-se um equipamento potenciostato/galvanostato, modelo Ivium Stat, e a
mesma célula convencional de trés eletrodos citada anteriormente. A medida foi realizada
em meio ndo agitado, naturalmente aerado e a temperatura ambiente. Utilizou-se uma
variacdo da frequéncia de 100 kHz a 10 Hz, com amplitude de 10 mV RMS. A é&rea do
eletrodo de trabalho utilizada foi de 0,5 cm2. Os ensaios foram realizados em triplicata.
Apbs o ensaio de EIE, as amostras foram observadas por MEV-FEG para visualizacao da
morfologia final.
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Os ensaios de adesdo, angulo de contato, umidade saturada, polarizagéo
potenciodindmica e EIE foram realizados junto ao Laboratorio de Corrosdo (LCOR) da

Universidade de Caxias do Sul.

4.2.5.10 Ensaio de variacao da frequéncia de ressonancia (Af)

Utilizou-se o método de acompanhamento da variagdo da frequéncia de
ressonancia (Af) para verificar a qualidade dos revestimentos hibridos aplicados sobre o
Metglas. Para esta medicdo utilizou-se um analisador de rede da marca Agilent E5061B,
com uma bobina pick-up acoplada, com temperatura controlada de 23 °C. O sistema de
aquisicdo através do analisador de rede é composto por apenas uma bobina (pick-up), que
serve como meio de excitacdo e recepgéo de sinal proveniente do aparelho e do sensor,
respectivamente, sendo que com este equipamento podemos realizar medidas através das
portas ganho e fase. O limite minimo de variacao consideravel deste equipamento é de 10
Hz, decorrentes de erros associados a bobina utilizada, variac6es na rede elétrica e outros
ruidos ambientais. A Figura 18 apresenta um esquema ilustrativo de disposicdo do

analisador de rede durante o ensaio.

Figura 18 - Esquema do analisador de rede em operagéo.
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Fonte: O autor
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As frequéncias de ressonéancia foram medidas a cada 1 minuto durante 24 horas,
sendo realizadas em triplicata, em diferentes eletrolitos (NaCl 0,05 M e leite desnatado).
Ap0s o ensaio de acompanhamento da Af, as amostras foram observadas por MEV-FEG
para visualizacdo da morfologia final. Realizou-se este ensaio junto ao Laboratorio de

Caracterizacdo Magnética (LCM) da Universidade de Caxias do Sul.

4.2.5.11 Nanoindentacao

O médulo de elasticidade dos revestimentos aplicados sobre o substrato MTG foi
medido pela técnica de nanoindentacdo, por meio do nanoindentador Nano Text 600, da
marca Micro Materials, com ponta Berkovich. O ensaio foi realizado a partir de um ciclo
completo de 10 indentagdes com aplicagdes de 3 cargas diferentes com valores de 5, 10
e 15 mN, compreendendo em ciclos de carregamento e descarregamento. A resolucéo do

valor da carga e do deslocamento é aproximadamente 0,01 u«N e 0,1 nm,

respectivamente. Esta analise foi realizada junto ao Laboratério de Caracterizacdo de
Superficies em Nanoescala (LACASUNE) da Universidade de Caxias do Sul.

4.2.5.12 Sensibilidade microbiol6gica

Para o ensaio de sensibilidade microbiolégica, utilizou-se cepas de bactérias S.
aureus (ATCC 25923) e E. colli O6 (ATCC25922). A partir do crescimento citado
anteriormente, as coldnias provenientes de cultivo bacteriano foram repicadas
obedecendo a escala Mac Farland (1 x 10® UFC/mL). As amostras a serem testadas foram
colocados uma placa de Petri com LB sélido (agar) contaminado e a sensibilidade foi
avaliada apds 12 horas crescimento. A presenca de um halo em torno da amostra indica
uma zona de inibi¢do de crescimento bacteriano. A Figura 19 apresenta uma imagem
ilustrativa onde observa-se amostras distintas com e sem a presenca de um halo indicando

que as bactérias testadas sdo sensiveis a amostra.
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Figura 19 - Esquema ilustrativo do resultado de um ensaio de sensibilidade microbioldgica.
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4.2.5.13 Ensaio de deteccao de bactérias

Para os ensaios de detec¢do de bactérias os sensores, com dimensfes de 5 x 1 x
0,03 mm, foram imersos em microtubos de reacdo, com 200 pL da solugdes seriadas, a
fim de realizar a medigdo da variagdo da frequéncia de ressonancia. O esquema de
diluicdo seriada utilizado é apresentado na Figura 20. O equipamento e 0s parametros
utilizados no ensaio de acompanhamento da Af foram idénticos aos descritos
anteriormente. As amostras foram testadas nos meios contaminados com bactérias nas
concentragbes de 108, 10° e 10° UFC/mL, sendo as concentragdes confirmadas por
semeadura e contagem em placas de Petry com agar. As frequéncias de ressonancia foram
medidas a cada 1 minuto durante 60 minutos, sendo realizadas em triplicata, nos
diferentes meios liquidos (PBS e leite desnatado). Neste ensaio utilizou-se dois meios
liquidos distintos, pois 0 PBS é uma solu¢do comumente utilizada em procedimentos com
cultura de células que, além de ndo ser toxica, mantem a osmolaridade (pressdo osmotica).
O leite desnatado, por sua vez, é o objeto principal deste estudo, no qual pretende-se

detectar a presenca de bactérias.
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Figura 20 - Esquema de diluico seriada utilizada para os testes de detec¢do de bactérias.
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Apo6s o ensaio de acompanhamento da Af, as amostras foram observadas por
MEV-FEG para visualizacdo da presenca de bactérias na superficie. Para isso, as amostras
foram imersas em solucdo de glutaraldeido 3%, durante 5 minutos, a fim de promover a
fixacdo das bactérias na amostra. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas, a fim

de promover a desidratacdo das bactérias.

4.2.5.14 Microscopia de fluorescéncia

Para a microscopia de fluorescéncia, depositou-se sobre os sensores uma gota de
solugéo de 4' - 6 - diamidino - 2 — fenilindol (DAPI). Este composto forma complexos
fluorescentes azuis com nucleos das células e por isso € utilizado comumente para realcar
a estrutura das células. Ap6s 10 minutos e em auséncia de luz, os sensores foram lavados
com PBS e levados para a observacdo em microscopio de fluorescéncia Olympus
BX3/BX53, com filtro de excitacdo de 330 nm - 385 nm e filtro de emisséo de 420 nm.

Os ensaios de sensibilidade microbioldgica e de microscopia de fluorescéncia
foram realizados junto ao Laboratorio de Genémica, Protedmica e Reparo de DNA —
CCBA, do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul.
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5 Resultados e discussao

Este capitulo apresenta os resultados obtidos nesta pesquisa, acompanhados das
discussoes pertinentes, divididos em duas se¢des. Na primeira se¢do (5.1) seréo discutidos
os resultados relacionados com a obtencdo e caracterizacdo de dois diferentes
revestimentos hibridos. Considerou-se o desempenho protetivo destes revestimentos
hibridos, baseados especialmente no comportamento eletroquimico, como fator
determinante na escolha do mais eficiente. Na segunda secdo (5.2), serdo discutidos os
resultados obtidos para o revestimento hibrido previamente selecionado quando aplicado
sobre a liga Metglas, visando a utilizacdo como sensor para deteccdo de bactérias em

diferentes meios liquidos.

5.1 Caracterizacdo das propriedades dos sols e dos revestimentos hibridos

5.1.1 Caracterizacgao fisico-quimica

A Tabela 4 apresenta os valores de viscosidade e pH dos sols ap6s 24 horas de
hidrolise. Segundo Teixeira (2005), a viscosidade é a medida da resisténcia de um fluido
ao escoamento e se a viscosidade do fluido for pequena ou a area do objeto for grande, o
fluido fluird com velocidade uniforme, enquanto que, se a viscosidade do fluido for alta,
a velocidade de escoamento pode variar. Logo, no processo de obtencao de revestimentos
por dip coating, a viscosidade do sol (fluido) é um parametro importante, uma vez que
ela influencia diretamente na formacao do revestimento.

Para os sols TEOS-MAP e BTSE estudados (Tabela 4), considerando-se o0s
desvios padrao, as diferencas entre os valores de viscosidade ndo séo significativas. Estes
resultados eram esperados, tendo em vista a baixa viscosidade dos precursores alcoxidos

puros (> 1.0 cP) e o alto teor de agua e alcool presentes no sol.

Tabela 4 - Viscosidade e pH de cada sol ap6s 24 horas de hidrolise.

Sol Viscosidade (cP) pH
TEOS-MAP 26+0,1 3,0
BTSE 25+0,1 2,8
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Para solugbes a base de precursores alcOxidos, baixas viscosidades estéo
relacionadas a pHs &cidos. lijima et al. (2007) em seu estudo com sols a base de silanos,
observou que a viscosidade esta diretamente ligada a concentracao de silano e ao pH da
solucéo, concluindo que numa mesma concentracao de silano, a viscosidade aumenta em
pH bésico e diminui em pH &cido.

De acordo com Pan et al. (2006), as taxas de hidrolise e de condensacdo séo
dependentes do pH, de modo que o tempo de hidrolise 6timo €, na verdade, controlado
pelo pH. Sob condi¢des acidas, ocorre uma hidrélise rapida, seguida por uma
condensacdo lenta. Logo, com uma solucdo acida é mais estavel e mais fécil de se obter
revestimentos uniformes. Varios autores, como Sakai et al. (2012), Xue et al. (2013) e
Kunst et al. (2015) relatam em suas pesquisas a importancia de sols com carater acido, a

fim de promover a formacao de revestimentos homogéneos e compactos.

5.1.2 Caracterizacao quimica

A Figura 21 apresenta o resultado da analise de FTIR para as amostras dos sols
TEOS-MAP e BTSE apds 24 horas de hidrolise (antes da cura) e dos revestimentos ap6s
a cura em estufa (depois da cura). Observa-se que, para ambas as amostras, houve uma
diminuicdo da banda entre 3200 e 3700 cm™?, referente a deformagcéo axial das ligagGes
O-H. Este resultado indica que os solventes (agua e alcool) foram removidos, atestando
a cura completa do revestimento. Contudo, para a amostra do sol BTSE, observa-se uma
banda remanescente nesta faixa de comprimento de onda. Isto se deve as ligacdes OH dos
grupos Si-O-H, presentes em grande quantidade, devido ao BTSE ser um bis-silano.

Observa-se uma diminuigdo da banda entre 2900 e 3000 cm™, referente ao
alongamento simétrico e assimétrico das ligagbes C-H, C-H; e C-Hs. Para o sol TEOS-
MAP, durante a reacéo, as ligacbes C-H do MAP sdo quebradas, promovendo formagao
e a liberagdo de metanol. Para o sol TEOS-MAP, apds a cura, observa-se um aumento
nas bandas 1720 cm™ e 1620 cm™, referente ao alongamento das ligagdes C=0 e C=C,

respectivamente.
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Figura 21 - FTIR dos sols TEOS-MAP e BTSE antes da cura (ap6s 24 horas de hidrélise) e depois da cura
(ap6s a cura em estufa).
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Apo0s a cura de ambos os sols, observa-se a diminui¢do das bandas entre 1300 e
1400 cm:, referente as deformagGes angulares das ligagdes C-H. e C-Hs. Estes resultados

indicam que o processo de cura eliminou os volateis organicos (&lcoois) inicialmente
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presentes nos sols. Além disso, observa-se também um aumento nas bandas entre 1000
e 1200 cm? referente as ligagOes Si-O-Si. Sabe-se que durante a hidrdlise ocorre a
conversao de grupos silanois (Si-O-C) em grupos siloxanos (Si-O-Si) e a reticulagdo do
revestimento (WANG et al.,, 2009). Logo, este resultado indica que a hidrdlise,
condensacdo e cura do dos revestimentos promoveu a reticulacdo da rede (ligagOes
covalentes e cruzadas).

Todas as bandas observadas estédo de acordo com outros estudos encontrados na
literatura (OOIJ et al., 1999; OOWJ et al., 2005; GUI-LONG et al. 2011; ANUSAVICE et
al., 2013).

5.1.3 Caracterizagao térmica

A Figura 22 (a) apresenta os termogramas obtidos por TGA o sol TEOS-MAP
apos 24 horas de hidroélise e do revestimento TEOS-MAP ap06s a cura em estufa.

Para o sol TEOS-MAP apds 24 horas de hidrdlise (Figura 22.a) observa-se dois
estagios de degradacao. O primeiro estagio se inicia em 30°C e finaliza em 80 °C e esta
associado a evaporacdo dos solventes presentes no sol (dgua e alcool). O residuo deste
primeiro evento equivale a 20% em massa, equivalente aos precursores alcoxidos
utilizados neste sol. O segundo estagio de degradacdo se inicia em 350 °C e finaliza em
400 °C. Este evento esta relacionado a quebra das ligacGes da cadeia principal formada
pelos precursores alcoxidos devido a acdo térmica, conforme foi reportado por alguns
autores como Hammer et al. (2012).

A degradacdo térmica do revestimento TEOS-MAP foi comprovando analisando-
se 0 revestimento, por meio da analise de FTIR, ap6s permanecer por 1 hora em isoterma
de 350 °C em TGA (Figura 23). Observa-se que a a¢ao térmica promoveu a degradacédo
das fases organicas, uma vez que ndo se observam os picos referentes as ligacdes C-H,
C-Hz e C-Hs (2900 e 3000 cm™), C=C (1620 cm™) e C-Hz e C-Hs (1300 e 1400 cm™),
além da diminuicdo do pico referente a ligagdo C=C (1720 cm™). Estes resultados
indicaram que as espécies organicas sdo mais sensiveis a acdo térmica e que a rede
inorganica € mais estavel termicamente, uma vez que as ligagGes Si-O-Si ainda estdo

presentes no revestimento.

73



Figura 22 - Termogramas das amostras de (a) TEOS-MAP e (b) BTSE.
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Para o revestimento TEOS-MAP ap06s a cura em estufa, por 60 minutos a
temperatura de 90 °C, verificou-se apenas um estagio de degradacéo térmica, com inicio
em torno dos 310 °C e término em 440 °C, com temperatura de degradacdo maxima em
torno de 390 °C. N&o se observou eventos de perda de massa em temperaturas em torno
de 90 °C, indicando que ap0s a cura do revestimento ndo é observada a presenca de
solvente. Este resultado demonstra que a temperatura de 90 °C e tempo de 60 minutos
empregados para cura deste sol, garantiram a completa remocdo dos solventes, sem
danificar ou degradar a rede formada pela reagéo dos precursores TEOS-MAP.

A Figura 22 (b) apresenta os termogramas obtidos para o sol BTSE ap0s 24 horas
de hidrdlise e do revestimento BTSE ap0s a cura em estufa. Para o sol de BTSE ap0s 24
horas de hidrélise observa-se apenas um estagio de degradacao, com inicio em 30 °C e
finaliza em 80 °C, indicando a evaporacao dos solventes presentes no sol (dgua e alcool).
Considerando-se a formulacdo do sol de BTSE, observa-se que apds a evaporagao dos
solventes, resta cerca de 5% do sol, referente ao BTSE hidrolisado.

Para o revestimento BTSE ap0s a cura em estufa, por 60 minutos a temperatura
de 120 °C, nao foram observados estagios de degradacdo térmica para esta amostra. Este
resultado comprova que o0 processo de cura empregado assegura uma completa
eliminacdo dos solventes do revestimento e garante a sua integridade a temperaturas
inferiores a 600 °C.

Comparando-se o0s revestimentos estudados, observa-se que o revestimento BTSE
apos a cura apresenta uma estabilidade térmica em uma faixa de temperatura maior do
que o revestimento TEOS-MAP. Isso se deve as ligacBes organica-inorganicas fortes
presentes na rede reticulada do revestimento de BTSE que garante uma interacao
molecular mais resistente a acao térmica, quando compara a rede formada pelo sistema
TEOS-MAP. O revestimento TEOS-MAP, apresenta liga¢6es duplas entre a fase organica
do MAP e a inorgénica do TEOS. Estas ligagdes sdo menos estaveis e facilmente
quebradas pelo efeito térmico (ANUSAVICE et al., 2013).

5.1.4 Caracterizacdo morfologica
A Figura 24 apresenta as micrografias de topo obtidas por FEG-SEM da superficie

das amostras estudadas. Para a amostra MTG/TEOS-MAP observa-se um revestimento
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regular, homogéneo e sem fissuras aparentes. Para a amostra MTG/BTSE também se
observou um revestimento homogéneo, com cobertura regular e sem fissuras. A obtencéo
de revestimentos uniformes e com recobrimento regular e homogéneo era esperada
devido a combinacao da baixa viscosidade e do pH acido dos sols (Tabela 4). O pH &cido
favorece as reacOes de hidrolise dos sols, o que proporciona a formacdo de uma rede
reticulada, sem poros e fissuras. Ja os baixos valores de viscosidade (Tabela 4) garantem
0 escoamento do sol de forma uniforme por toda a superficie da amostra, propiciando um

recobrimento completo.

Figura 24 - Micrografias obtidas por MEV-FEG da superficie das amostras estudadas.

MTG/TEOS-MAP MTG/BTSE

Pelo mapeamento por EDS (Figura 25) observou-se a presenca de Si distribuido
uniformemente por toda a superficie das amostras, indicando que os revestimentos sao
homogéneos e regulares, e confirmando o completo recobrimento do substrato, conforme
observado por MEV-FEG (Figura 24). A alta intensidade do sinal do elemento ferro (Fe)
na varredura do EDS indica que os revestimentos possuem baixa espessura, permitindo
que feixe de elétrons os ultrapasse e detecte também os elementos presentes no substrato
MTG, considerando-se 0s parametros empregados para esta analise de EDS.

Além disso, é possivel observar a textura (topografia e rugosidade) da fita MTG
abaixo do revestimento TEOS-MAP, onde a variacdo do sinal do elemento silicio (Si)

corresponde aos vales presentes na superficie da fita.
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Figura 25 - Mapeamento por EDS da superficie das amostras com o0s revestimentos estudados,

identificando o sinal dos elementos silicio (Si) e ferro (Fe).
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A Figura 26 apresenta as micrografias de seg&o transversal das amostras estudadas
a fim de determinar a espessura de camada dos revestimentos obtidos. A espessura média
apresentada pelo do revestimento TEOS-MAP é de 0,9 um (x 0,1 um), enquanto que
observa-se para o revestimento BTSE observou-se uma espessura média de 1,7 pum
(£ 0,2 um).

Logo, a formagdo e a espessura da camada do revestimento estdo diretamente
ligadas a viscosidade do sol produzido com os precursores alcoxidos. O sol TEOS/MAP
apresentou menor valor de viscosidade dentre as amostras estudadas (Tabela 4). Sabe-se
gue guanto menor a viscosidade de um fluido mais uniformemente ele escoara pela
superficie de um objeto. Logo, esta alta mobilidade do sol promoveu a formacao de uma
camada com baixa espessura, porém regular e uniforme, conforme observado na Figura
24.
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Figura 26 - Micrografias obtidas por MEV-FEG da secdo transversal das amostras estudadas
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Apds o ensaio de adesdo, observa-se que para ambas as amostras (MTG/TEOS-
MAP e MTG/BTSE) (Figura 27), o revestimento foi arrancado apenas na regido da
incisdo, permanecendo aderido ao substrato nas demais regides. Isto é evidenciado pela

alta intensidade do sinal de Si no mapeamento de EDS.

Figura 27 — Imagens obtidas por MEV-FEG e mapeamento por EDS da superficie das amostras com
revestimento apos o ensaio de adesao, identificando o sinal dos elementos silicio (Si) e ferro
(Fe).
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Observou-se também, com maior ampliacéo, as regides proximas da incisdo das
amostras apds o teste de adesdo (Figura 28). O revestimento da amostra MTG/TEOS-
MAP apresentou-se aderido ao substrato MTG apds o ensaio de adesdo. Observa-se que
houve arrancamento apenas na regido da incisdo, sem causar danos ao restante do
revestimento. Este resultado indica que o revestimento TEOS-MAP apresentou forga
adesiva (interacdo entre o revestimento e a superficie do substrato) e forgca coesiva
(interacd@o intermolecular do revestimento).

Por outro lado, o revestimento da amostra MTG/BTSE apresentou arrancamento
nas regides de incisdo, quebrando-se e perdendo a ades&o ao substrato (Figura 28). Estes
resultados indicam que o revestimento BTSE apresentou forgas adesiva e coesiva

insuficientes para manter o revestimento aderido ao substrato.

Figura 28 — Micrografias obtidas por MEV-FEG das amostras apds o ensaio de adesdo com ampliacdo na
regido da incisdo.
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A Tabela 5 apresenta os valores médios do angulo de contato, obtidas pelo método
da gota séssil, para as amostras estudadas. Avaliando-se os resultados pode-se afirmar
que todas as amostras recobertas com revestimento hibrido possuem uma superficie
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hidrofilica, com angulo de contato inferior a 90°. A diminui¢do da molhabilidade da
superficie proporcionada pelos revestimentos hibridos tende a contribuir para a
diminuicdo da reatividade quimica da superficie e, consequentemente, aumentar a

resisténcia a corrosdo destas amostras, quando comparadas ao substrato MTG.

Tabela 5 - Valores de angulo de contato entre a agua e a superficie das amostras estudadas.

Amostra Angulo de Contato (°)
MTG 61 %3
MTG/TEOS-MAP 884
MTG/BTSE 803

Conforme observado por FTIR (Figura 21), ap6s 0 processo de cura ocorre a
diminuicdo da presenca de grupos hidrofilicos (Si-O-H), e consequentemente, 0 aumento
das ligacOes Si-O-Si reticuladas, que possuem caréater hidrofébico.

O estudo da topografia das amostras foi realizado a partir dos resultados da analise
de AFM (Figura 29 e Tabela 6). Observa-se que a amostra MTG possui uma superficie
mais irregular e rugosa do que as demais amostras. A diminui¢do importante do parametro
Rz para as amostras revestidas, quando comparadas a amostra MTG, evidencia o carater

nivelador dos revestimentos aplicados.

Tabela 6 - Valores de rugosidade médias obtidos pela analise de AFM.

Rugosidade média (nm)

Amostra
Ra Rq Rz
MTG 2734 290 £ 2 920+ 10
MTG/TEOS-MAP 140+ 2 149+ 4 176 £ 10
MTG/BTSE 171+ 3 193+ 3 335+10
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Figura 29 - Imagens 3D e 2D obtidas por AFM da superficie das amostras estudadas.
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E possivel observar para ambas amostras regiées com contrastes mais acentuados,
onde as regides brilhantes e escuras indicam variagdes de espessura. Longhi et al. (2015)
também observaram regides escuras na analise de AFM dos revestimentos de TEOS e
MAP. Os autores associaram este comportamento as diferencas de concentracfes e
irregularidade do revestimento.

O parédmetro Rq evidencia a presenca de picos e vales presentes na superficie. Se
uma determinada superficie tiver um perfil com desvios muito pouco significativos os
valores de Rq e de Ra tendem a ser similares. Na Tabela 6 observa-se que, para todas as
amostras estudadas, os valores de Ra e Rq s&o muito proximos, indicando que a superficie
apresenta poucos defeitos topograficos.

Contudo, a amostra MTG/BTSE apresentou um valor maior de Rz, quando
comparada a amostra MTG/TEOS-MAP, associado a superficie irregular do revestimento

BTSE, conforme mostrado na Figura 24.

5.1.5 Caracterizacao quanto a resisténcia a corrosao

A utilizagéo dos sistemas estudados como plataforma para o desenvolvimento de
biossensores de carregamento requer que estes revestimentos estudados sejam eficientes
na protecdo contra a corrosdo da liga magnetoelastica Metglas. Para avaliar o desempenho
dos revestimentos em condicdo de ensaio acelerado, realizou-se o ensaio de cdmara
umida. A Figura 30 apresenta as imagens obtidas por fotografia e por microscopia 6tica
das amostras ap6s 24 e 164 horas de exposicdo a umidade saturada.

Observa-se que a amostra MTG apresentou corrosdo em toda sua superficie logo
apo6s 24 horas de exposicdo (Figura 30). Ao longo do ensaio, observou-se cOrrosao
localizada acentuada e produto de corrosdo em toda superficie.

A amostra MTG/TEOS-MAP apresentou o melhor resultado frente a exposicéao a
umidade saturada (Figura 30). Com 24 horas de ensaio, ndo foi evidenciada a presenca
de corrosdo. Ao final do ensaio é possivel observar pequenos pontos de corrosdo
aleatorios pela superficie. Este resultado demonstra que este revestimento atua
eficazmente como barreira entre o substrato e o meio, devido a sua homogeneidade,
regularidade e boa adeséo.

A amostra MTG/BTSE apresentou, a partir de 24 horas de ensaio, uma grande

quantidade de pequenos pontos de corrosao distribuidos por toda a superficie (Figura 30).
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Estes resultados indicam que este revestimento é suscetivel e permeavel & umidade,
permitindo que as moléculas de agua atinjam o substrato e promovam o ataque corrosivo,

desempenhando um fraco efeito barreira.

Figura 30 - Imagens obtidas das amostras ap6s 24 e 164 horas de exposi¢cdo em camara Umida.

24 horas

164 horas
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Além disso, ensaios eletroquimicos foram realizados a fim de avaliar o efeito
protetivo dos revestimentos estudados. Analisando-se os resultados de OCP (Figura 31-
a), observa-se que ambas amostras MTG/TEOS-MAP e MTG/BTES apresentaram um
potencial inicial menos ativo que a amostra MTG.

A amostra MTG apresentou um potencial final em torno de - 0,40 V (ECS),
enguanto que para as amostras com revestimento MTG/TEOS-MAP e MTG/BTES o
potencial final permaneceu mais elevado, em torno de - 0,30 V (ECS). Estes resultados
indicam que os revestimentos podem atuar como barreira fisica entre o substrato e o
eletrdlito.
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Figura 31 - Monitoramento de OCP (a) e curvas de polarizagdo potenciodindmicas (b) para as amostras

estudadas em solugéo de NaCl 0,05M.
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A partir das curvas de polarizacdo (Figura 31-b) é possivel observar que a
presenca dos filmes nas amostras MTG/TEOS-MAP e MTG/BTES promoveu uma
elevacdo no valor do potencial de corrosdo e uma diminuicdo nas densidades de corrente
nas regides anddicas e catodicas, comparativamente a amostra MTG. Estes resultados
indicam que os filmes estudados tendem a proteger o substrato de MTG contra a corrosao.

A evolugdo do comportamento eletroquimico, em solucdo de NaCl 0,05 M, foi
acompanhada por espectroscopia de impedéancia eletroguimica (EIE). Os diagramas de
Bode para 1, 24 e 96 horas de imersdo sdo apresentados na Figura 32 e na Figura 33
apresenta-se as imagens obtidas por MEV-FEG para as mesmas amostras ap0s 0 ensaio
de EIE.
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Figura 32 - Diagramas de Bode para as amostras estudas apds 1, 24 e 96 horas de imersao em solucéo de

0,05 M NaCl.
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Figura 33 - Micrografias obtidas por MEV-FEG para as amostras apos 1, 24 e 96 horas de imerséo em
solucéo de NaCl 0,05 M no ensaio de EIE.
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No diagrama de Bode (Figura 32), para o substrato MTG apds 1 hora de imerséo,
observa-se dois fendmenos acoplados em média e baixa frequéncias (-1 < log f < 2 Hz)
com angulo 6 em torno de 55°. Este resultado pode estar relacionado a permeacdo do
eletrolito através da fina camada de 6xido presente na superficie do metal. A agdo do
eletrolito sobre esta a fina camada de 6xido provoca a permeacéo do eletrélito e o inicio
do processo de corrosdao do metal. Pelas micrografias das amostras MTG ap6s 1 hora de
imersdo (Figura 33) pode-se observar a presenga de produtos de corrosdo na superficie
desta amostra.
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Apds 24 e 96 horas de imersdo (Figura 32) pode-se observar a existéncia dos
dois fendmenos acoplados em média e baixa frequéncias, porém, com a diminuicéo do
valor do &ngulo 6 para aproximadamente 45°. Além disso, com o aumento do tempo de
imersdo, observa-se nos diagramas de Bode referentes ao log /z/ (Figura 32), uma
diminuicdo no valor da impedancia total, indicando o avanco do processo de corrosdo na
superficie do metal.

Por meio das micrografias (Figura 33), observa-se claramente o0 avanco da
corrosdo sobre a superficie do metal (MTG) com o aumento do tempo de imerséo. Apds
24 horas de imersdo observa-se a presenca de produto de corrosdo por praticamente toda
a superficie da amostra. O produto de corrosdo formado é irregular e poroso e,
consequentemente, altamente permeavel.

Estes resultados corroboram com os resultados observados na anélise de caAmara
umida (Figura 30) e de OCP e polarizacdo (Figura 31), onde a amostra MTG também se
apresentou suscetivel a acdo da corrosdo a partir das primeiras horas de ensaio.

Para a amostra MTG/TEOS-MAP observa-se um desempenho eletroquimico
superior ao observado para amostra MTG (Figura 32). Apés 1 hora de imerséo, observa-
se dois fendmenos distintos. O primeiro fendmeno, em alta frequéncia (log f > 2 Hz),
refere-se a presenca do revestimento protetivo sobre a superficie do metal. Diversos
pesquisadores (SUEGAMA et.al., 2010; SARMENTO et.al., 2010; BALDIN et.al., 2016)
indicam em seus estudos que o comportamento encontrado em altas frequéncias pode ser
correlacionado com as propriedades protetivas do revestimento. O segundo fenémeno,
observado em baixa frequéncia (log f < 0 Hz), esta associada aos processos interfaciais
entre o revestimento e o eletrélito, como permeacao, difusdo e transferéncia de carga
(WALTER, 1986; OOWJ et al.; 2001).

As imagens de MEV-FEG (Figura 33) mostraram que a amostra MTG/TEOS-
MAP, apds 24 horas de imersao, apresentou algumas pequenas fissuras no revestimento,
possivelmente devido ao processo de permeacdo do eletrolito através do revestimento,
promovendo a corrosdo do metal. De acordo com alguns autores (WALTER, 1986; OOIJ
etal.; 2001; WOLYNEC, 2003; PALOMINO, 2008), os altos valores de impedancia estdo
relacionados ao efeito barreira que impede a agdo do eletrolito, neste caso associado a
presenca dos revestimentos hibridos. Apos 96 horas de imerséo (Figura 33), a amostra
MTG/TEOS-MAP apresentou corrosdo puntiforme, com pouco produto de corrosao e
desplacamento localizado do revestimento.
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Estes resultados estdo de acordo com os resultados anteriormente apresentados,
onde o revestimento da amostra MTG/TEOS-MAP desempenhou um eficiente efeito
protetivo, ndo apresentando corrosdo apos 24 horas de ensaio em camara umida (Figura
30), além de um potencial mais nobre e uma densidade de corrente inferior aos da amostra
MTG.

J& a amostra MTG/BTSE (Figura 33), desde 1 hora de imersdo, apresentou a
formacdo de fissuras no revestimento, as quais permitem a permeacdo do eletrolito,
provocando a corrosdo do substrato e, por consequéncia a formacao de produtos de
corrosao. Apos 24 e 96 horas de imersdo, observa-se a intensa evolucao dos produtos de
corrosdo, 0 que acarreta o completo desplacamento do revestimento e a corrosdo da
superficie do substrato metalico (Figura 33). Esse comportamento também foi observado
na analise de cAmara Umida (Figura 30), onde a amostra MTG/BTSE apresentou pequenos
pontos de corrosdo apds 24 horas de ensaio, indicando a permeabilidade deste
revestimento.

O EIE também foi realizado para as amostras imersas em leite desnatado (Figura
34). A Figura 35 apresenta as imagens obtidas por MEV-FEG para as mesmas amostras
apos 1, 24 e 96 horas de imersao no ensaio de EIE em leite desnatado.

Para a amostra MTG/TEOS-MAP, observa-se um desempenho eletroquimico
superior ao observado para as demais amostras (Figura 34). Apés 1 hora de imersdo em
leite, apenas um fendmeno bem definido em alta frequéncia (log f > 2) com angulo 6 em
torno de 75° pode ser observado. Este fendmeno esta associado a presenca do
revestimento hibrido protetivo sobre a superficie do metal. E possivel observar na
micrografia (Figura 35) que a superficie da amostra permaneceu integra ap6s o ensaio,
denotando a eficécia protetiva deste revestimento hibrido neste eletrolito testado.

Ao final do ensaio (96 horas), para a amostra MTG/TEOS-MAP, observa-se a
presenca de alguns fenbmenos acoplados em média e alta frequéncias, relacionados a
permeacao do eletrolito e a acdo protetiva do revestimento, que permanece ativa mesmo
depois de longos periodos de imersdo. As imagens de MEV-FEG (Figura 35) mostraram
que esta amostra, apés 96 horas de imersdo, apresentou pequenas fissuras no

revestimento, com pequenos pontos com produto de corrosdo aparente.
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Figura 34 - Diagramas de

Bode para as amostras estudas apds 1, 24 e 96 horas de imersdao em leite

desnatado.
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Figura 35 - Micrografias obtidas por MEV-FEG para as amostras apds 1, 24 e 96 horas de imersdo em leite

desnatado no ensaio de EIE.
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Para amostra MTG/BTSE, no ensaio de EIE apds 1 hora de imersdo (Figura 34),

observa-se a presenga de dois fendmenos. O primeiro fendbmeno observado em alta
frequéncia (log f > 2 Hz) com angulo 6 em torno de 30°. Este comportamento pode estar
associado a presenca do revestimento permeavel e do Oxido da superficie do metal.
Contudo, é possivel observar que este fendmeno tende ao deslocamento para frequéncias
menores, acoplando-se a outros fenémenos. O segundo fenbmeno observado em média e
baixa frequéncia (log f < 0 Hz), esta relacionada simultaneamente & permeabilidade do
revestimento e a acdo do eletrolito sobre o metal e ao processo de corrosdao. As imagens
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de MEV-FEG (Figura 35) corroboram os resultados mencionados anteriormente, uma vez
que, para a amostra MTG/BTSE ap0s 1 hora de imersdo, observa-se um revestimento
recobrindo completamente a superficie do substrato, porém com a presenca de fissuras
que permitem a permeacdo do eletrélito, provocando a corrosdo do substrato e, por
consequéncia, a formacéo de produtos de corrosao.

Por fim, ap6s 96 horas de imersdo, para a amostra MTG/BTSE observa-se a
permanéncia de dois eventos acoplados deslocando-se para médias e baixas frequéncias.
Este resultado indica o avanco do processo de difusdo do eletrélito através do
revestimento, associado ao processo corrosivo da superficie do metal devido a acdo direta
do eletrélito. As micrografias (Figura 35) evidenciam a formacdo de fissuras profundas
no revestimento e a acao da corrosdo sobre a superficie do metal, com a intensa presenca
de produtos de corroséo.

Os resultados obtidos sdo muito semelhantes aos relatados anteriormente (Figura
32), porém, observa-se que a corrosdo em todos os sistemas estudados € menos intensa
ao utilizar-se como eletrolito o leite desnatado, quando comparada ao eletrélito NaCl 0,05
M. Este comportamento pode estar associado as caracteristicas de cada eletrolito,
conforme pode-se observar na Tabela 2. O leite desnatado utilizado pode ser considerado
um eletrolito menos agressivo do que o eletrolito NaCl 0,05 M, pois ele possui um pH
mais baixo e menos quantidade de ions CI', que sdo agente agressivos iniciadores do
processo corrosivo.

Com isso, diante dos resultados apresentados, constata-se que o0 revestimento da
amostra MTG/TEOS-MAP apresentou um desempenho protetivo superior em todos 0s
ensaios realizados, quando comparado ao revestimento da amostra MTG/BTSE. Este
desempenho protetivo € comprovado pela presenca de eventos em alta frequéncia
observados nos diagramas de Bode na analise de EIE (Figura 32) e a auséncia de produtos
de corrosdo ao observar-se as micrografias de MEV-FEG (Figura 33) e ap6s 24 horas de
ensaio de camara Umida (Figura 30). Isso pode estar associado a melhor reticulacdo e
formagéo de uma rede compacta do revestimento contendo TEOS e MAP, o que conferiu
ao revestimento maior regularidade e homogeneidade (Figura 24) quando comparado ao

revestimento formado pelo precursor BTSE.
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5.1.6 Caracterizacao por frequéncia de ressonancia

Utilizou-se a analise de variacdo de frequéncia de ressonancia para verificar a
qualidade dos revestimentos hibridos aplicados sobre o Metglas. A Figura 36 apresenta
os resultados do acompanhamento da frequéncia de ressonéncia com relagéo ao tempo de
imersdo das amostras estudadas nos eletrolitos: NaCl 0,05 M durante (a) 1 hora e (b) 24
horas; e leite desnatado durante (c) 1 hora e (d) 24 horas.

Na Figura 36 (a) observa-se o comportamento das amostras durante 24 horas de
imerséo em NaCl 0,05 M. Nota-se que as amostras MTG e MTG/TEOS-MAP
apresentaram um Af em torno de 200 Hz, que se manteve estavel ao longo de 60 minutos.
Esta variagdo esta relacionada a estabilizacdo do sensor no meio liquido, uma vez que a
densidade e a viscosidade do meio afetam diretamente a Af, gerando um amortecimento
as oscilacdes do sensor. Wen et al. (2010) salientam que, dependendo do meio de analise
ao qual o sensor magnetoelastico esta exposto, forcas de amortecimento afetam a
superficie. Essas forcas de amortecimento reduzem a frequéncia de ressonancia do sensor
magnetoelastico pois impedem as oscilagdes vibracionais, mudando o comportamento.

Com o passar do tempo de imersdo, observa-se que ambas as amostras
apresentaram um comportamento instavel e variavel. Este comportamento pode estar
associado ao processo de corrosdo, que invariavelmente atinge o substrato e promove a
formacdo de Oxidos. Estes 6xidos promovem o0 aumento da massa na superficie da
amostra e, com isso, ocorre uma Af.

As oscilacOes da Af observadas podem estar relacionadas ao desprendimento e
dissolucgdo dos 6xidos (produto de corrosdo) formados na superficie das amostras, que ao
se formar e se dissolver repetidamente, promove uma variacdo na frequéncia de
ressonancia, resultando em uma instabilidade na Af. Menti et al. (2016.b), em seu estudo
sobre a biocompatibilidade e a degradacdo de biossensores magnetoelasticos expostos a
cultura celular, também observaram uma Af expressiva do sensor sem recobrimento
(Metglas). Segundo esses os autores, a Af observada indica um aumento liquido na massa
e estd associado a corrosdo do material metélico.

Nas micrografias de MEV-FEG para as amostras MTG e MTG/TEOS-MAP ap6s
1 hora de imersdo em NaCl 0,05 M (Figura 37), & possivel observar as superficies

integras, sem fissuras ou produtos de corroséo visiveis. Porém, apos 24 de imersdo ambas
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as amostras apresentaram produtos de corrosdo, decorrente da acdo do eletrélito sobre a
liga metélica.

A amostra MTG/BTSE apresentou uma elevacdo da Af logo nos primeiros
instantes de ensaio. Este resultado pode estar associado a permeabilidade do
revestimento, o que permite a absorcdo de eletrélito, promovendo assim o aumento da
massa sobre 0 sensor e, consequentemente, a diminuic¢do da frequéncia de ressonancia.

O avango do eletrolito através do revestimento promoveu o ataque ao substrato
metalico, conforme observa-se na Figura 37, onde a amostra MTG/BTSE ap0s 1 hora de
imersdo em NaCl apresentou produto de corrosdao em sua superficie. Apos 24 horas de
imersdo, a amostra apresentou ruptura e desplacamento do revestimento BTSE, com

presenca de produto de corrosdo disperso por toda a sua superficie.
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Figura 36 - Variacdo da frequéncia de ressonancia (Af) com relacdo ao tempo de imersdo das amostras estudadas nos eletrdlitos: NaCl 0,05 M durante (a) 1 hora e (b) 24

horas; e leite desnatado durante (c) 1 hora e (d) 24 horas .
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Figura 37 - Micrografias obtidas por MEV-FEG para as amostras apés 1 e 24 horas de imersdo em NaCl

0,05 M no ensaio de acompanhamento da Af.

1 hora

95



Figura 38 - Micrografias obtidas por MEV-FEG para as amostras ap6s 1 e 24 horas de imersao em leite

desnatado no ensaio de acompanhamento da Af.

1 hora 24 horas

o

Ao analisarmos a Figura 36(b), verificamos que as amostras quando imersas em
leite desnatado apresentaram um comportamento analogo ao observado quando imersas
em NaCl. Mais uma vez pode-se constatar que a amostra MTG/BTSE apresentou baixa
resisténcia a permeacdo do eletrélito, permitindo assim a rapida acdo deste sobre a liga
metalica. Nas micrografias de MEV-FEG (Figura 38) observa-se que as amostras MTG

e MTG/TEOS-MAP apresentaram pequenos pontos de corrosdo em sua superficie,
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enquanto que a amostra MTG/BTSE apresentou produtos de corrosdo por toda a sua
superficie.
Considerando-se as propriedades do Metglas 2826 MB3 (Tabela 3) e as dimensdes
do sensor (5 x 1 x 0,03 mm), calculou-se a partir da Equacéo 6, que a Sm deste sensor é
de 1,88 x 10 Hz/pg. Com isso, acredita-se que as pequenas quantidades de produto de
corrosdo observadas sobre as amostras MTG e MTG/TEOS-MAP néo foram suficientes
para provocar uma variacao detectavel na frequéncia de ressonancia das amostras.
Sabendo-se que 0s processos de corrosao sdo muito complexos e ocorrem sob
diferentes condicOes, necessitando-se a utilizacdo de diferentes técnicas metodoldgicas
complementares para o seu estudo. A combinagdo dos resultados deste conjunto de
técnicas, obtidos em diversas condi¢des, pode simular o comportamento de amostras
frente a meios agressivos, tendo em vista a melhor compreensdo dos mecanismos de acdo
da corrosdo. Com isso, diante de todos os resultados apresentados nas analises de camara
umida (Figura 30), OCP e curvas de polarizacéo (Figura 31), EIE e MEV-FEG (Figura
32-35) e acompanhamento de Af (Figura 36), pode-se concluir que a amostra
MTG/TEOS-MAP apresentou um desempenho eletroquimico superior a amostra
MTG/BTSE, proporcionando um desempenho protetivo mais eficaz contra a corrosdo do

substrato metalico MTG.

5.1.7 Caracterizacdo mecéanica

Em um material, a elasticidade é a capacidade se deformar quando submetido a
um esforco, e de voltar a forma original quando o esforco é cessado. O mddulo de
elasticidade indica a rigidez do material (resisténcia do material a deformacdo elastica),
sendo uma propriedade intrinseca, dependente das forcas de ligacdo atdmica, da
composi¢cdo quimica e das microestrutura e defeitos (poros e trincas) do material
(ASHCROFT et al., 1976; CALLISTER, 2007).

Em materiais amorfos, as propriedades fisicas independem da dire¢do em que séo
exigidas (isotropia). Os revestimentos hibridos de precursores alcoxidos de silicio séo
considerados amorfos, pois ndo possuem estrutura atdbmica definida. Estudos realizados
por Yang et al. (2012) e Kunst et.al. (2015) afirmam, de acordo com resultados obtidos
por difracdo de raios X (DRX), que os revestimentos desenvolvidos a partir de

precursores alcoxidos de silicio possuem estrutura amorfa.
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Os resultados do ensaio de nanoindentacdo mostraram que o mddulo de
elasticidade do revestimento TEOS-MAP é de 65 GPa (+ 10) e do revestimento BTES é
de 57 GPa (x 10), com um valor de profundidade de penetracdo maxima de 360 nm (x
15).

Conforme apresentado na Tabela 1, o mddulo de elasticidade do Metglas (100
GPa) é consideravelmente superior ao dos revestimentos hibridos. Contudo, a deformacéo
sofrida pelo sistema Metglas/revestimento hibrido com a aplicacdo do campo magnético
¢ extremamente pequeno, cerca de 12 ppm (Tabela 1). Considerando-se as dimensdes das
amostras estudadas no ensaio de Af (5 x 1 mm), esta deformacéo longitudinal equivale a
12 x 10° m (12 ppm), representando um estresse na tra¢cdo muito pequeno, nio sendo
representativo para o revestimento.

Sabendo-se que os revestimentos hibridos sdo amorfos e relacionando-se 0s
maodulos de elasticidade com as tensbes exercidas durante o ensaio de Af, acredita-se que
o0s revestimentos ndo tenham sofrido deformacdes aprecidveis a ponto de ocasionar o
fissuramento e/ou desplacamento dos mesmos.

Portanto, mesmo os revestimentos hibridos estudados tendo menor capacidade de
transmitir ou resistir aos esforcos aplicados, quando comparados ao Metglas, acredita-se

que as tensdes exercidas sobre eles ndo foram suficientes para danifica-los.

5.1.8 Consideracdes quanto a selecdo do revestimento

Os termogramas de TGA mostraram que ambos 0s revestimentos testados
apresentaram excelente estabilidade térmica. Estes resultados demostram que estes
revestimentos podem ser utilizados em biossensores, visto que, terdo sua integridade
garantida em todo o processo, mesmo que precisem ser esterilizados em altas temperatura.

O revestimento TEOS-MAP apresentou, comparativamente ao revestimento
BTSE um melhor desempenho nos testes eletroquimicos (em NaCl 0,05 M e em leite
desnatado), mesmo quando submetido ao ensaio de andlise de variacdo de frequéncia de
ressonancia. Este comportamento pode ser associado a morfologia do revestimento
TEOS-MAP que apresentou uma cobertura regular, homogénea e sem fissuras evidentes.

O ensaio de nanoindentacdo indicou que os revestimentos testados, mesmo com

capacidade de resistir aos esforcos aplicados inferior ao substrato, ndo devem ser
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danificados pelas tensdes exercidas durante os ensaios de variagdo de frequéncia de
ressonancia.

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que o revestimento TEOS-
MAP é o mais indicado como revestimento protetivo para a liga magnetoelastica Metglas,
sendo este foi escolhido para ser utilizado nos sensores de carregamento de massa para
os testes de deteccdo de bactérias em meios liquidos.

5.2  Avaliacdo do revestimento hibrido quanto a deteccdo de bactérias
5.2.1 Avaliacdo da sensibilidade microbioldgica

A Figura 39 apresenta os resultados do teste de sensibilidade microbioldgica das
amostras estudadas. Observa-se que para as duas espécies de bactérias utilizadas (E. coli
e S. aureus) ndo houve a formagdo do halo em torno das amostras testadas. Estes
resultados indicam que as amostras MTG e MTG/TEOS-MAP nédo sdo toxicas as

bactérias testadas, permitindo o seu crescimento.

Figura 39 - Ensaio de sensibilidade microbiol6gica das amostras estudadas.

(a) S. aureus

(b) E. coli
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5.2.2 Avaliacdo quanto a detec¢do de bactérias

A Figura 40 apresenta a varia¢do da frequéncia de ressonancia (Af) com relagédo
ao tempo de imersdo do sensor sem revestimento hibrido (MTG), quando imerso em PBS
puro e com contaminagéo de E. coli na concentragio de 102 UFC/mL. Este teste mostrou
que o sensor MTG apresentou Af em torno de 200 Hz, mesmo com a presencga de E. coli,
e estavel ao longo do tempo de analise. Conforme comentado anteriormente, esta variagcdo
esta relacionada a estabilizagdo do sensor no meio liquido, uma vez que a densidade e a
viscosidade do meio afetam diretamente a Af, gerando um amortecimento as oscilacfes

do sensor.

Figura 40 - Variacdo da frequéncia de ressonéncia (Af) com relagdo ao tempo de imersdo do sensor sem
revestimento hibrido (MTG) imerso em PBS sem e com contaminacgdo de 1028 UFC/mL de E.

coli.
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Observa-se que a presenca de bactérias no meio ndo promoveu um aumento da Af,
indicando que ndo houve um adesao destas na superficie do sensor MTG. Sabe-se que a

adesdo inicial das bactérias esta diretamente relacionada as caracteristicas fisico-quimicas
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do substrato, bem como a disponibilidade de nutrientes no meio (KUMAR et al., 1998).
Logo, a superficie da amostra MTG ndo favoreceu a adeséo da E. coli em sua superficie,
durante o periodo de 60 minutos em que o teste foi realizado.

A Figura 41 apresenta a Af com relagdo ao tempo de imersdo do sensor com
revestimento hibrido (MTG/TEOS-MAP) quando imerso em PBS puro, PBS
contaminado com 10® UFC/mL de E. coli e PBS contaminado com 108 UFC/mL de S.
aureus.

Observa-se que o sensor MTG/TEOS-MAP quando exposto ao meio sem
bactérias apresentou uma Af em torno de 200 Hz. Assim como comentado anteriormente,
esta variacdo ocorre devido a estabilizacdo do sensor no meio liquido, assim como
observado para as amostras MTG na Figura 40. Além disso, este resultado indica que nédo
ocorre a permeacao do eletrolito pelo revestimento hibrido, mantendo constante a massa

do sensor e, consequentemente, invaridvel a frequéncia de ressonancia.

Figura 41 - Variagdo da frequéncia de ressonancia (Af) com relagdo ao tempo de imerséo do sensor com
revestimento hibrido (MTG/TEOS-MAP) quando imerso em PBS puro, PBS contaminado com
108 UFC/mL de E. coli e PBS contaminado com 108 UFC/mL de S. aureus.
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Quando o sensor MTG/TEOS-MAP é exposto em PBS contaminado, observa-se
uma acentuada Af, indicando uma variacdo de massa (Am) do sensor. Esta Am deve estar
relacionada a adesdo das bactérias sobre a superficie do sensor.

Uma combinacdo de parametros como hidrofobicidade, microtopografia do
sensor, acumulo e deposicdo de bactérias, pH, entre outros, influenciam diretamente no
grau de adesdo das bactérias ao sensor (POULSEN, 1999; MEYER, 2003). Apds a
aplicacdo do revestimento hibrido, a superficie do sensor apresentou caracteristicas
morfologicas distintas as do susbtrato, conforme observado na Figura 24. Conforme
Ljungh et al. (1985), superficies hidrofobicas, com energia de superficie relativamente
baixa, sdo favorecedoras da adesdo de microrganismos.

Uma hipétese para explicar o comportamento bacteriano do revestimento hibrido
TEOS-MAP pode estar associada a colonizacdo primaria das bactérias, que se aderem a
uma superficie, geralmente contendo proteinas ou outros compostos organicos. Isto pode
ser comparado a chamada “camada de hidratagao” que ocorre durante a formagao da placa
bacteriana sobre a superficie de um dente. Segundo Mayhall (1970), quando imerso em
um meio liquido, saliva no caso dos dentes, as cargas da superficie do material tendem a
ser neutralizadas por uma camada de ions de cargas opostas. Estes ions podem atuar como
mediadores de aderéncia entre as bactérias e a superficie. Em um periodo posterior,
quando a camada inicial foi adsorvida podem ocorrer outras interagfes, como as ligagoes
de hidrogénio e as interacdes hidrofobas. Contudo, estas ligacfes sao fracas, com pouco
atracdo eletrostatica, podem ser facilmente revertida, permitindo assim a remocéao das
bactérias da superficie.

Observa-se que o sensor MTG/TEOS-MAP ¢ eficiente na deteccdo da presenga
de bactérias em meio liquido (Figura 41). Contudo, este sensor ndo apresentou
seletividade microbiana, detectando de forma idéntica as duas diferentes espécies de
bactérias em uma mesma concentracdo. Logo, para uma especificidade do sensor
MTG/TEOS-MAP indica-se o estudo da imobilizacdo de um EBM que favoreca a ligacéao
de bacterias especificas. Com base nesta hipotese, os testes a seguir foram realizados
apenas com as bactérias da espécie E. coli.

A Figura 42 apresenta a Af com relagcdo ao tempo de imersdo do sensor com
revestimento hibrido (MTG/TEOS-MAP) quando imerso em PBS puro e em PBS

contaminado com diferentes concentracGes de E. coli.
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Observa-se que a Af é dependente da concentracdo de bactérias no meio. Nota-se
a elevacdo da Af em concentracGes crescentes de solucBes bacterianas, evidenciando a
sensibilidade do sensor a diferentes concentraces do meio.

Considerando o tempo de imersdo do sensor no meio liquido, observa-se que a Af
torna-se estavel em 20 minutos de ensaio. Contudo, é possivel constatar na Figura 42 que
em concentracBes mais elevadas de E. col (10 UFC/mL) ha uma maior instabilidade na
deteccdo da Af, gerando assim maiores desvios nos resultados. Os desvios se originam de

variagcOes temporais ou espaciais e ocorrem de forma imprevisivel.

Figura 42 - Variagdo da frequéncia de ressonancia (Af) com relagdo ao tempo de imersdo do sensor com
revestimento hibrido (MTG/TEOS-MAP) quando imerso em PBS puro e em PBS contaminado

com diferentes concentracdes de E. coli.
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Com base nos resultados obtidos para o sensor MTG/TEOS-MAP exposto ao PBS
contaminado com diferentes concentragfes de E. coli, pode-se determinar uma curva
padrédo para modelo empirico (Figura 43). Utilizou-se os valores médios registrados apds

20 minutos de ensaios, uma vez que apos este periodo a Af apresentou pouca alteragéo.
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Para estabelecer uma curva padrdo necessita-se fornecer alguma indicagédo
quantitativa da qualidade do resultado, de tal forma que aqueles que utilizam o resultado
da medicao possam avaliar sua confiabilidade. Logo, adotando-se um nivel de confianca
de 95%, observa-se que a variavel esperada tem relacdo linear com a variavel resposta.
Pelo valor do R? pode-se ter uma ideia da qualidade do ajuste, visto que, quanto mais
proximo do valor 1 mais adequado o ajuste se mostra. Logo, temos indicios de que o
modelo linear se ajustou bem ao conjunto de dados analisado, uma vez que o valor de R?
para este ajuste resultou em 0,998. Com isso e considerando-se as condicdes, técnicas e
equipamentos utilizados neste ensaio, a equacao padrédo aplicavel para a determinacdo da
concentracdo de E. coli em PBS a partir da frequéncia de ressonéncia do sensor
MTG/TEOS-MAP é expressa pela Equacdo 10:

[E. coli] = 0.0064 (-Af) — 0,99 (10)

Figura 43 - Curva de calibragdo padréo determinada para a variacdo da frequéncia de ressonancia (Af) com

relacdo a concentracdo de E. coli em PBS.
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A Figura 44 apresenta a Af com relacdo ao tempo de imersdo do sensor com
revestimento hibrido (MTG/TEOS-MAP) quando imerso em leite puro e em leite
contaminado com diferentes concentragdes de E. coli. Analogamente ao ensaio anterior,
observa-se a elevacdo da Af em concentracGes crescentes de solugbes bacterianas,
evidenciando a sensibilidade do sensor a diferentes concentragdes do meio.

Contudo, ao compararmos 0s resultados apresentados nas Figuras 42 e 44,
observa-se uma Af menor em leite do que em PBS, para uma mesma concentracao de E.
coli. Esta diferenca da resposta da frequéncia de ressonancia pode estar associada a maior
quantidade de nutrientes presente no leite. Segundo Izquierdo (2002) a adesao de E. coli
é fortemente influenciada pelo ambiente nutricional disponivel no meio. Logo, acredita-
se gue as bactérias presentes no leite permaneceram dispersas em solucao por mais tempo

do que em PBS.

Figura 44 - Variacdo da frequéncia de ressonancia (Af) com relagdo ao tempo de imersdo do sensor com
revestimento hibrido (MTG/TEOS-MAP) quando imerso em leite puro e em leite

contaminado com diferentes concentragdes de E. coli.
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A deterioracdo de alimentos pode ser causada pelo crescimento de
microrganismos que levariam a altera¢Ges organolépticas. Neste caso, niUmeros elevados
sdo esperados e variam com o tipo de alimento e microrganismo presente. A maioria dos
alimentos apresenta, quando essas alteracOes sdo detectaveis, nimeros superiores a 108
UFC/g do alimento (FRANCO et al., 2002).

Com base nos resultados obtidos para o sensor MTG/TEOS-MAP exposto ao leite
contaminado com diferentes concentracfes de E. coli, pode-se determinar uma curva
padrdo para modelo empirico (Figura 45). Utilizou-se os valores médios registrados apds
20 minutos de ensaios, uma vez que apos este periodo a Af apresentou pouca alteracao.
Adotando-se um nivel de confianca de 95%, observa-se que a variavel esperada tem
relacdo linear com a variavel resposta, com valor de R? para este ajuste de 0,995. Com
isso e considerando-se as condigdes, técnicas e equipamentos utilizados neste ensaio, a
equacdo padrao aplicavel para a determinacdo da concentracdo de E. coli em leite a partir

da frequéncia de ressonancia do sensor MTG/TEOS-MAP ¢é expressa pela Equacédo 11:

[E. coli] = 0.00681 (-Af) — 0,76 (11)

Figura 45 - Curva de calibracdo padrdo determinada para a variagdo da frequéncia de ressonéncia (Af)

com relagdo a concentracdo de E. coli em leite.
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A partir da Sm do sensor estimada em 1,88 x 10* Hz/pg e dos resultados
apresentados nas Figuras 42 e 44, aplicando-se a Equagéo 5, pode-se estimar a quantidade
de bactérias E. coli aderidas sobre o sensor no momento do ensaio de Af. Os resultados
sdo apresentados na Tabela 7.

Para os calculos, considerou-se os valores de Af ap6s 20 minutos de ensaio para
cada concentragéo de E. coli testada, descontando-se o valor de Af obtido para o sensor
quando exposto ao meio sem contaminagdo. Além disso, estima-se que a massa de cada

E. coli é de aproximadamente 1 pg.

Tabela 7 — Quantidade de bactérias detectadas pelo sensor durante o ensaio de Af.

wootiiso e T i s
10° 400 £ 60 2 x 10° ~2.000.000
PBS 10° 700 £ 55 4 x 106 ~4.000.000
108 1100 +80 6 x 10° ~ 6.000.000
10° 300 + 60 2 x 10° ~2.000.000
Leite 10° 550 = 50 3x10° ~ 3.000.000
108 1000+ 70 5x10° ~5.000.000

5.2.3 Avaliacdo morfologica

Nas micrografias de fluorescéncia apresentadas na Figura 46.a observa-se a
superficie da amostra MTG ap0s 1 hora de ensaio de frequéncia em solucdo de PBS puro
e PBS contaminada com 108 UFC/mL de E.coli. Nas imagens é possivel observar a
presenca infima de E. coli na superficie, corroborando com os resultados apresentados
anteriormente.

Jé& as micrografias de fluorescéncia da Figura 46.b e 46.c evidenciam a presenca
de bacterias E. coli sobre a superficie dos sensores, imersos em PBS e leite,
respectivamente. Este resultado comprova a adesdo das bactérias sobre a superficie da
amostra MTG/TEOS-MAP. Contudo, a quantidade de bactérias observada é menor do
que a detectada pelo sensor, considerando a Af apresentada. Isto pode estar associado ao

fato da interacdo entre as bactérias e a superficie ocorrer através de ligagOes fracas
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(atracdo eletrostética e forcas de Van der Waals), caracterizando o processo de adesdo
reversivel. Por esse motivo, as bactérias podem ser facilmente desagregadas da superficie
com uma simples lavagem (HOOD, 1995; KUMAR 1998).

Figura 46 - Microscopias de fluorescéncia das superficies da amostra (a) MTG e (b) MTG/TEOS-MAP,
ambas expostas exposta ao PBS contaminados com 108 UFC/mL de E. coli e (c) MTG/TEOS-

MAP exposta ao leite contaminado com 108 UFC/mL de E. coli.
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A Figura 47 apresenta as micrografias obtidas por MEV-FEG para amostra com
MTG/TEOS-MAP exposta ao leite contaminado com 108 UFC/mL de E. coli. Observa-
se a presenca de algumas bactérias distribuidas por toda a superficie da amostra. Nas
micrografias de maior magnitude, é possivel notar pontos de aglomeracdo destes
microrganismos, confirmando a discusséo defendida anteriormente, onde afirmou-se que
as bactérias tendem a formar biofilmes, a fim de se manter mais fortemente aderidas sobre

uma superficie.

Figura 47 - Micrografias obtidas por MEV-FEG para amostra MTG/TEOS-MAP exposta ao leite
contaminado com 108 UFC/mL de E. coli.

5.2.4 ConsideracGes quanto a deteccdo de bactérias

Os resultados apresentados indicam que o sensor desenvolvido a partir da liga
magnetoelastica Metglas 2826MB3 revestido com revestimento hibrido a base de
precursores alcoxidos de silicio TEOS e MAP ¢ capaz de detectar a presenca de bactérias
(E. coli e S. aureus) em um meio liquido através da variacdo da frequéncia de ressonancia.
Além disso, também que é possivel estimar, a partir da a variagdo da frequéncia de
ressonancia, a concentracao e a quantidade de E. coli presente no meio liquido.

Esta deteccdo é possivel de ser realizada devido a variacdo do carregamento de
massa, pois o sensor, ndo-funcionalizado, esta respondendo a carga de massa devido a

adesdo bacteriana.
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6 Conclusoes

Os revestimentos hibridos testados apresentaram propriedades compativeis com
as exigidas para sua aplicacdo em sensores. Estes revestimentos apresentaram-se aderidos
ao substrato metalico, sem fissuras aparentes, sendo estaveis térmica e quimicamente.

Os resultados eletroquimicos mostraram que ambos os revestimentos hibridos
protegeram o substrato metalico da acdo da corrosdo quando expostos em solucdo de
NaCl 0,05 M. Contudo, o revestimento a base dos precursores alcoxidos TEOS-MAP
mostrou-se mais protetivo, quando comparado ao revestimento a base de BTSE. Por este
motivo, o0 revestimento TEOS-MAP foi escolhido como revestimento para o0
desenvolvimento do sensor.

O ensaio mecanico de nanoindentacdo indicou que os revestimentos testados,
mesmo possuindo capacidade de resistir aos esforcos aplicados inferior a do substrato,
estes ndo devem ser danificados pelas tensdes exercidas durante os ensaios de variagdo
de frequéncia de ressonéncia, considerando-se que o0 estresse aplicado é
significativamente pequeno.

O sensor elaborado a partir da liga Metglas revestida com o revestimento TEOS-
MAP ndo apresentou toxicidade as bactérias testadas (E. coli e S. aureus), uma vez que,
no ensaio de sensibilidade microbiolégica, ndo inibiram o crescimento destes
microrganismos.

Este mesmo sensor, quando exposto aos meios liquidos (PBS e leite)
contaminados com E. coli foi capaz de detectar a presenca destes microrganismos em
diferentes concentragdes. Os testes foram realizados considerando-se a variacdo da
frequéncia de ressonancia do sensor provocada pelo carregamento de massa exercido pela
adesdo de bactérias em sua superficie. Acredita-se que a eficiéncia do sensor quanto a
deteccdo da presenca de bactérias em meios liquidos pode estar associado ao fato destes
microrganismos apresentarem adesdo preferencial com compostos organicos,
favorecendo a sua aproximacao da superficie contendo o revestimento hibrido, quando
comparado a superficie metalica.

Com base nos resultados apresentados, concluiu-se que o revestimento hibrido a
base dos precursores alcoxidos de silicio TEOS e MAP exerce uma protegéo eficaz sobre

a liga magnetoelastica Metglas 2826MB3, quando exposta em meio corrosivo. Além
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disso, o sensor recoberto pelo revestimento TEOS/MAP mostrou-se adequando para
deteccdo da presenca de bactérias nos meios liquidos testados. Diante disso os resultados
sdo encorajadores para o desenvolvimento de sensores que possam detectar bactérias em

alimentos.
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