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Resumo

Este trabalho apresenta a utilizacgdo de Microscopia de Forca Atomica (AFM: Atomic
Force Microscopy) para a avaliacao da eficicia de um ativo cosmético, na melhora das
propriedades mecanicas de fibras capilares humanas. Para isso, foram caracterizadas fibras
sem e com danos quimicos (grupo virgem e controle, respectivamente), causados pelo
processo de descoloracdo. Para as amostras danificadas quimicamente, foi aplicado o
produto sem e com ativo cosmético (grupo placebo e ativo). As fibras foram embebidas
em resina epéxi e cortes foram realizados por ultramicrotomia, para observacao das segoes
transversais por Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM). A superficie do bloco de
resina, proveniente do corte, com secao transversal da fibra capilar exposta, foi utilizada
para a caracterizacdo por AFM. As propriedades mecanicas da secao transversal das fibras
foram caracterizadas por AFM, no modo Force Volume (FV-AFM). No modo FV-AFM,
registra-se uma curva forga-distancia (FC) em cada ponto da varredura, obtendo uma
matriz 2D de FCs associada a imagem topogréfica. Para cada FC foram obtidos dados de
forca de adesdo entre a sonda e a amostra, deformacao méaxima da amostra pela sonda e
moédulo de Young (F). Os dados da fibra e da resina foram obtidos simultaneamente em
um mapa, com a finalidade de ter os dados da resina como referéncia, de forma a garantir
uma comparagao coerente entre os grupos das fibras. Para comparagao dos grupos das
fibras, foram realizadas avaliacoes estatisticas utilizando o método ANOVA (Analysis of
Variance), considerando nivel de significdncia o = 5%. Foi encontrado que o grupo controle
mostrou um decréscimo estatisticamente significante no logaritmo natural do médulo
de Young (In(E)) em relagao ao grupo de fibras virgens e que o grupo ativo apresentou
aumento de (In(F)) em relagdo ao grupo controle e em relagdo ao grupo placebo. Os
resultados demonstraram a degradacgao das fibras do grupo controle, corroborando com a
analise realizada por TEM; e a aplicacao do produto com ativo foi eficaz na melhora do
modulo de Young da fibra danificada. Também encontramos uma diminuicao radial de
In(E) ao longo da secao transversal da fibra do grupo ativo, o que é compativel com o
resultado obtido pela andlise de Confocal Raman Spectroscopy, o qual apresentou variacao
da permeacao do ativo ao longo da profundidade. Vale ressaltar que o médulo de Young
também foi determinado por Tensile Tester, no qual nao foi possivel verificar diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos, evidenciando a vantagem da analise por
FV-AFM. Também foi encontrado a prevaléncia de diminuigao de In(E) para maiores
forcas de adesao entre a ponta e a amostra, por meio da analise do coeficiente de correlagao
de Pearson r. Esse resultado pode corroborar com a presenca de estruturas adesivas
diferenciadas (Cell Membrane Complex - CMC com baixo teor de cistina), que apresentam

baixo moédulo de Young.

Palavras-chaves: fibra capilar; regiao cortical; curva de forca; propriedades mecanicas.



Abstract

In this work, by use of Atomic Force Microscopy, we show the evaluation of the effectiveness
of a cosmetic active improving the mechanical properties of human hair fibers. For this,
we characterized human hair fibers without and with chemical damage (virgin and control
group, respectively) caused by bleaching process, using Atomic Force Microscopy (AFM).
For chemically damaged samples, product without and with cosmetic active (placebo
and active group, respectively) was applied. The fibers were embedded in epoxy resin
and cuts were made by ultramicrotomy, for observing cross-sections by Transmission
Electron Microscopy (TEM). The resin block surface from the cut with exposed hair fiber
cross-section, was used for the characterization by AFM. Mechanical properties of the
fibers cross-section surface were characterized by AFM, in Force Volume (FV-AFM) mode.
FV-AFM records a force-distance curve (FC) at each point of the scan, obtaining a 2D
matrix of FCs associated with topographic images. For each FC, it was obtained adhesion
force between probe and sample, maximum sample deformation by the probe and Young’s
modulus (£) data. The fiber and resin data were obtained simultaneously in a map for the
purpose of having the resin data as a reference, to ensure a coherent comparison between
the fibers groups. To compare the fibers groups, statistical evaluations were performed
using the ANOVA (Analysis of Variance) method, considering the significance level a = 5%.
We found that the control group, showed a statistically significant decrease in the natural
logarithm of Young’s modulus (In(£)) concerning the virgin fibers group and, the active
group presented an increase of (In(£)), concerning the control group and placebo group.
Our results demonstrated the fiber degradation of the control group, corroborating with
TEM analysis; and the application of the product with active was effective in improving
the Young’s modulus of the damaged fiber. We also found a radial decrease of In(F) along
the cross-section of the active group fiber, which is compatible with the results obtained by
Confocal Raman Spectroscopy analysis, that presented variation of the active permeation
along the depth. It is worth mentioning that the Young’s modulus was also determined by
Tensile Tester, in which it was not possible to verify statistically significant differences
between the groups, evidencing the advantage of the FV-AFM analysis. We also found the
prevalence of decrease of In(E) for higher adhesion force between tip and sample, using
Pearson’s correlation coefficient analysis r. This result may corroborate with the presence
of differentiated adhesive structures (Cell Membrane Complex - CMC with low cystine

contents), which have low Young’s modulus.

Key-words: hair fiber; cortex region; force curve; mechanical properties.
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1 Introducao

Fibras capilares humanas sao compdsitos bioldgicos de relevante interesse, princi-

palmente para a tricologia, ciéncia forense [6-8| e industria cosmética.

1.1 Industria cosmética

Na industria cosmética, os produtos sao desenvolvidos tanto para manutencao e
higiene, quanto para mudangas provisorias e permanentes. O mercado cosmético tem
se expandido, agregando novas demandas e assimilando novos perfis. Produtos que
proporcionam sensacao de bem-estar, tratando a pele e o cabelo, minimizando efeitos do
envelhecimento precoce e também que protegem dos danos sofridos pelo sol e poluigao,
elevam a auto-estima e a aparéncia, o que pode ser relacionada com sucesso pessoal e
profissional [9]. A regido Asia-Pacifico domina o mercado de cuidados com o cabelo, sendo
que o mercado de crescimento mais rapido é a América Latina. O mercado global tem
uma previsao de crescimento a um CAGR (Compound Annual Growth Rate) de 3,35% no
periodo de 2020-2025 [10], sendo que para o mesmo periodo, a previsao para o Brasil é de
3,52% [11]. Em 2021, o tamanho global deste mercado alcangou cerca de US$ 95 bilhoes,
com previsao para 2025 de US$ 105 bilhoes [12].

1.1.1 Avaliacao da eficacia de produtos cosméticos

No processo de desenvolvimento de principios ativos para os cuidados dos cabelos,
apoés a elaboracao das formulacgoes, normalmente sao realizadas caracterizagoes macrosco-
picas de propriedades das fibras capilares para a comprovagao da eficacia dos ativos [13].
Ensaios mecanicos sao essenciais nesta etapa, convencionalmente realizando-se testes de
tensao, torcao e flexao, além de ensaios de tracao e fadiga, o qual avalia a elasticidade
e resisténcia a ruptura; Breakage Test que consiste em pentear uma mecha de cabelo
manualmente ou por dispositivo automatizado e contar ou medir a massa de cabelo que
se quebraram; Combing que consiste em medir a forca necessaria para deslizar um pente
sobre uma mecha de cabelo; além de analises qualitativas, feitas através de comparagoes
visuais e sensoriais de mechas para avaliacao de aspectos em questao, como maciez e
frizz [14-16]. Para melhor compreensao dos danos sofridos pelas fibras capilares em decor-
réncia de tratamentos ou danos por agentes externos, como também para avaliacao do
desempenho de ativos cosméticos, técnicas sofisticadas tém sido utilizadas, representando
um desafio permanente a busca por testes adequados e confidveis para a avaliagao das
fibras capilares [17,18].



Capitulo 1. Introdugdo 19

1.2 Fibra capilar humana

Uma fibra capilar humana [Fig. 1.1], é um compdsito micro e nanoestruturado,
composto principalmente pela proteina queratina (entre 65% e 95 %) (fibra a—queratinosa)
[19]. A proteina queratina é formada por cerca de 20 aminoécidos, que conectam-se por
ligagoes quimicas, chamadas de ligagoes polipeptidicas, formando cadeias polipeptidicas.
As configuracoes espaciais das cadeias polipeptidicas encontradas para a proteina queratina
é a a-queratina (a-heliz) (forma predominante nas fibras capilares) e a S-queratina (-
sheet). Na regido interna das fibras, ligagdes e/ou pontes laterais que conectam as cadeias
polipeptidicas sao responsaveis pelas mudancas temporarias e permanentes dos cabelos,
como quando o molhamos, secamos, relaxamos ou ondulamos os cabelos. Essas ligagoes
e/ou pontes sdo: ponte de hidrogénio, salina e dissulfeto. As pontes de hidrogénio sao
facilmente rompidas pela dgua ou calor, sendo responsaveis por mudancas temporarias
do cabelo. As pontes salinas podem ser facilmente rompidas por solugoes que diferem do
pH fisiolégico da fibra. J& as pontes dissulfeto nao se quebram quando expostas ao calor
ou a agua, sendo formadas pela uniao do enxofre de dois aminoécidos cisteina, gerando a
cistina [19]. O distinto contetido de cistina das subestruturas da fibra capilar produz efeito

significante nas propriedades fisicas, possuindo alta relevancia nas propriedades mecéanicas.

Superficie do cabelo camada externa 3 (O-f3)

Epicuticula (EPI)

Camada-A S glrgbeeipaatina
Protofibrila -

Filamento
intermedidrio

Cuticula 1
Exocuticula (EXO)

Endocuticula (END) Macrofibrila— .

camada interna 3 C. da interna
camada § 3 Complexo da -—>
Membrana Celular (CMC) 7.5nm

camada externaf —— Epicuticula (EPI1)

Medula

Cuticula zl “50-100 yum
(a) (b)

Figura 1.1 — Desenho esquemaético da fibra capilar, mostrando (a) a borda de um corte
transversal, detalhando a estrutura sublamelar da cuticula e (b) micro e
nanoestruturas [1].

A fibra capilar possui de 6 a 8 camadas externas sobrepostas, de estruturas
chamadas cuticulas [Fig. 1.1a], as quais sao hidrofébicas quando saudaveis, conferindo
protecao as estruturas internas: o cortex e a medula. A medula é uma regiao de estruturas
porosas préxima ao centro, presente normalmente em fibras mais espessas. O cortex é
uma regiao com didmetro de cerca de 80 wm, subestruturado por microfibras, filamentos
intermedidrios e macrofibrilas, alinhadas paralelamente ao eixo da fibra capilar [Fig.
1.1b], o qual define caracteristicas mecénicas em macroescala do cabelo, como resisténcia

mecanica e elasticidade [20, 21].

Mais especificamente, o cortex é constituido por células corticais e material de
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ligacao intercelular, denominado Complexo da Membrana Celular (CMC: Cell Membrane
Complez, também presente, em menor quantidade, na regido cuticular) [Fig. 1.2]. As
células corticais possuem geralmente de 1 a 6 pm de espessura e 100 pm de comprimento,
alinhadas paralelamente ao eixo da fibra e é o constituinte majoritario do cértex. As
células corticais sao compostas por macrofibrilas, que sdo conectadas por material interma-
crofibrilar, remanescente citoplasméatico e granulos de melanina. O granulo de melanina
é responsavel pela coloracao das fibras, conforme seu tamanho e quantidade e tipo de
melanina presente. A macrofibrila (com didmetro entre 0,1 e 0,4 um) é subestruturada por
filamentos intermedidrios (com didmetro de aproximadamente 7,5 nm, com baixo contetido
de cistina ~ 6%), e pela matriz, rica em cistina (~ 21%). O CMC, também presente nas
cuticulas, consiste de membranas celulares e material adesivo que une as células corticais

e consiste primariamente de proteina nao-queratinosa e tem baixo contetido de cistina (~

2%).

Cuticulas Macrofibrilas
contagem: 6 contagem: 10 - 12
didmetro: 5 um didmetro: 0,40 um

Protofilamentos
didmetro: 0.0028 um

/ \
CMC Cuticular \\

\
HAIR Células corticais Filamento intermediario dimero —
contagem: 1 contagem: 100 - 120 contagem: 40 - 50 contagem: 1
didmetro: 80 um didmetro: 5um didmetro: 0.008 um didmetro: 0.002 um

Figura 1.2 — Subestruturas do cértex, onde cada "cone'corresponde a uma ampliagao
maior, evidenciando estruturas menores [2].

1.2.1 Dano quimico por descoloragao

As fibras capilares humanas estao sujeitas a diversos tipos de danos mecanicos
e/ou quimicos, podendo-se danificar severamente a integridade das estruturas devido a
exposicao a altas temperaturas, radiacao UV e tratamentos quimicos, como ondulagao
ou alisamento permanente e descoloracao. O processo de descoloragao das fibras é muito

comum, pois ¢ realizado principalmente como etapa anterior a aplicacao de tintura.

A descoloracao das fibras capilares [17,21] se d4 a partir da aplicacao de agentes
oxidantes, sendo utilizado principalmente o perdxido de hidrogénio e sais de persulfato. A

descoloracao ocorre devido a reacao dos agentes oxidantes com os granulos de melanina,
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degradando e/ou solubilizando as estruturas, tornando a cor da pigmentagao difusa.
Apesar da reacao do perdxido de hidrogénio ocorrer preferencialmente com os granulos de
melanina e menos com a queratina [22], o agente nao é totalmente seletivo, provocando
danos colaterais em outras estruturas. O processo de descoloragao provoca, principalmente,
a oxidagao da cistina, gerando acido cisteico, sendo que a quebra do aminoacido cistina
ocorre principalmente pela quebra de pontes dissulfeto. Os danos causados pelos processos

oxidativos se refletem nas caracteristicas quimicas, estruturais e mecanicas [23].

1.3 Caracterizacao de propriedades mecanicas

Usualmente, as propriedades mecanicas de fibras capilares humanas sao determina-
das macroscopicamente. Contudo, os dados obtidos de caracterizagbes macroscdpicas nao
revelam a complexa ultraestrutura existente nas fibras capilares [24,25]. Para avaliagoes
em nanoescala, propoe-se utilizar Microscopia de For¢a Atémica (AFM: Atomic Force
Microscopy) [26], que é parte de uma familia de microscopia de varredura por sonda (SPM:
Scanning Probe Microscopy). Diversas aplicagoes e grande desenvolvimento tem sido con-
cebido para esta técnica e a possibilidade de opera-la em temperatura e pressao ambiente,
além de permitir imageamento de amostras inclusive em meio liquido, fez desta técnica uma
poderosa ferramenta para caracterizacao de sistemas biol6gicos [27]. Na caracterizagao
de propriedades de fibras capilares por AFM sao reportadas principalmente analise de
cuticulas [1,28-32]. O primeiro estudo que relaciona medidas de nanoindentacao [33]
e Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM: Transmission Electron Microscopy),
de segOes transversais de fibras bioldgicas (1a), foi realizado por Parbhu, Bryson e Lal,
1999 [34]. Este trabalho relata medidas locais de elasticidade, associadas a imageamento de
ultraestruturas por TEM. Kitano et al., 2009 [35] também relata investigagdo de mudancas
nas propriedades de elasticidade de subestruturas a partir de AFM, considerando fibras
capilares humanas, causadas por danos quimicos, avaliando efeito reparador de agentes

condicionantes.

Neste trabalho, investigou-se nanoscopicamente propriedades mecanicas (nanome-
canicas) de fibras capilares humanas. Foram avaliadas amostras de material danificado
quimicamente e/ou fisicamente, em processo de descoloragdo, com e sem tratamento por
ativo cosmético, por processos controlados. Através da andalise nanoscopica das fibras capi-
lares, avaliou-se a contribuicao das estruturas para a alteracao das propriedades mecanicas.
A caracterizagdo de propriedades mecanicas das estruturas foram realizadas por AFM, no
modo de imageamento multiparamétrico Force Volume (FV-AFM). Esta técnica é uma
variacao de AFM, que registra uma curva de for¢a a cada ponto da varredura. A partir
do processamento de cada curva, obteve-se para cada ponto da varredura informacoes de
propriedades mecénicas da superficie em escala nanométrica, sendo elas: modulo elastico

(médulo de Young), forga maxima de adesdao entre a sonda de AFM e a amostra e defor-
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macao maxima da amostra pela sonda, sendo todos esses parametros associados a imagem
topografica. Os resultados obtidos foram correlacionados com medidas macroscopicas de
propriedades mecanicas das fibras capilares humanas, por medidas tomadas em ensaios de

tracao (Tensile Tester).

Vale ressaltar que a investigagido de propriedades mecénicas em nano/microescala
de fibras capilares humanas pode, nao apenas desempenhar um papel interessante no
desenvolvimento de ativos cosméticos, mas também na area da industria téxtil. Para
confeccao de tecidos téxteis, sao utilizadas fibras biologicas que possuem, em alguns
aspectos, muitas semelhancas com as fibras capilares humanas e também se baseiam
em propriedades mecanicas para andalise da qualidade das fibras e dos tecidos. De fato,
muito do conhecimento utilizado sobre fibras capilares humanas resultaram de pesquisas

realizadas primeiramente em outros tipos de fibras bioldgicas, principalmente a 4.

Nesta tese, no Capitulo 2 constam brevemente os principios tedricos das técnicas
utilizadas para preparagdo das amostras, assim como caracterizacao topografica por AFM
e propriedades mecénicas por FV-AFM (a partir do emprego de modelo especifico para a
andlise de curvas de forca) e morfologia por TEM. Ao longo do Capitulo 2 também sao
descritos os procedimentos e parametros experimentais adotados, bem como analise prévia
das amostras para verificacdo da qualidade das superficies das amostras. No Capitulo 3
sao apresentados os resultados obtidos, a partir das técnicas descritas. Dados os resultados
encontrados, sao apresentadas as conclusoes e sumarizagao no Capitulo 4, embasando as

perspectivas futuras de continuidade do trabalho, apresentadas no Capitulo 5.



23

2 Materiais e Métodos

Neste capitulo sao apresentadas brevemente as técnicas e métodos utilizados, dando
énfase para Microscopia de Forga Atomica (AFM: Atomic Force Microscopy), técnica de

maior interesse para o desenvolvimento deste trabalho.

2.1 Microscopia de Forca Atomica

SPM (Scanning Probe Microscopy) é um tipo de microscopia na qual uma sonda
varre a superficie da amostra e através do monitoramento de algum tipo de interagao fisica,
gera imagens tridimensionais. No caso de AFM [36,37], parte da familia do SPM, capaz
de investigar superficies condutoras e isolantes, a forca entre os atomos de uma sonda e
da amostra é monitorada e pode operar em trés regimes de interacao: forca repulsiva,
atrativa ou em regime intermediario. Cada regime corresponde a um modo de operacao
do microscépio, sendo o regime de forca repulsiva chamado de modo de contato; forca
atrativa o modo de nao contato; e o regime intermediario o modo de contato intermitente
(tapping mode) [Fig. 2.1]. A Fig. 2.1 apresenta a forca de interagdo entre a sonda e a
superficie, dada pelo potencial de Lennard-Jones, com os intervalos referentes aos trés
modos de operagao. O nivel de sensibilidade dessa microscopia é capaz de detectar na

escala vertical deslocamentos da ordem de fragdes de nm e forgas da ordem de pN.

Forga
Q. Contato
repulsiva . ]
intermitente
Contato
Distancia
(entre ponta e amostra)
-
_—
(2)
Nao-contato
Forga
atrativa

Figura 2.1 — Grafico da forca de interacao entre a sonda e a superficie da amostra em
AFM, dada pelo potencial de Lennard-Jones, apresentando os trés modos de
operagao: modo nao-contato; modo de contato intermitente; e modo contato.
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No caso especifico de AFM [Fig. 2.2] no modo de contato intermitente (tapping),
a sonda consiste de um cantilever com uma ponta muito afiada em sua extremidade,
oscilando préximo ou em sua frequéncia de ressonancia, varrendo a amostra através do
deslocamento em seu plano (x,y). A varredura é realizada por um scanner de material
piezoelétrico, o qual apresenta uma expansao ou contracao controlada devido a aplicagao de
uma tensao elétrica. Durante a varredura, a ponta toca a superficie da amostra préxima a
maxima amplitude de oscilacao do cantilever. Um sistema 6ptico, onde um feixe de laser é
refletido na extremidade do cantilever e chega a um fotodetector, permite o monitoramento
da amplitude de oscilacao do cantilever, que é o parametro mantido constante neste modo
de operacao. Assim, durante a varredura, quando a ponta encontra uma altura diferente,
a amplitude de oscilacdo do cantilever é alterada e, entdo, o microscopio realiza uma
corregao vertical (normal a superficie) através da movimentagao do scanner, até o RMS
(Root Mean Square) da amplitude de oscilagdo retornar ao valor previamente definido
(pardmetro a ser mantido constante). Com as informagoes destas corregoes em altura e

das coordenadas (x,y) de cada ponto da varredura, a imagem topografica é obtida.

Ja no modo de contato, a ponta mantém contato constante com a superficie da
amostra. Neste caso, o sistema Optico monitora a deflexao do cantilever, que é o parametro
a ser mantido constante neste modo de operacao. Quando a ponta se depara com uma
altura diferente, a deflexdo do cantilever é alterada, e entdo o microscopio realiza a
corre¢ao vertical. Assim, de forma similar ao modo de contato intermitente, coletando as

informagoes desta correcao, a imagem topografica é obtida.

Laser
Fotodector

feixe
y do
laser

cantiléver
e ponta

Scanner

Piezoeleétrico

Figura 2.2 — Desenho esquemético do Microscépio de Forga Atomica (AFM).
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2.1.1 Espectroscopia de forga

Quando operado no modo FV-AFM [38], uma curva de for¢a (FC: Force Curve) é
registrada em cada ponto da varredura, correspondendo a interagao local entre a ponta e a
superficie da amostra. Uma FC representa a forca aplicada na ponta conforme se aproxima
(approach) e se distancia (retract) verticalmente (em Z) de um ponto na superficie da
amostra. Uma deflexdo maxima é pré-estabelecida pelo usuario, correspondendo a uma
forga méaxima a ser aplicada em cada ponto (x,y) (trigger). Quando a for¢a méxima é
atingida, o sistema registra a posicao vertical (Z) do scanner, que corresponde a altura desse
pixel (z), e entdo o scanner inicia a retra¢ao. Assim, FV-AFM associa cada coordenada
(x,y) com uma altura z, fornecendo a topografia, e com uma curva de forga, que permite a

obtencao de propriedades mecanicas da superficie da amostra.

. ayerl

Localizagkio
K inicial
4 (,_'ll
Approach Approach
— Retract 3345
£ |1— Approach Loading
r 561
© ~—— 8 Retract—7
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3 e amostra——| Retract
S Pull-off « I
E b
Pull-off
ﬁl (/’Eji
> E—=——1 Retract

Z (unid. arb)

Figura 2.3 — Curva de forga (FC) tipica durante aproximagao e distanciamento entre ponta
e superficie da amostra [3].

Conforme apresentado na Fig. 2.3, quando a ponta estda muito distante da superficie
da amostra (1), existe pouca ou nenhuma forga agindo sobre a ponta. Quando a ponta
se aproxima da superficie (approach - curva azul), o cantilever sofre uma forga atrativa
na direcao da superficie (1-2), que corresponde normalmente a forga de van der Waals.
Na sequéncia, a ponta prossegue na aproximagao e a forga cresce até seu valor maximo
configurado pelo usudrio (trigger) (2-3-4-5). No momento em que é alcangado o trigger,
¢é registrado o valor relativo de Z que correspondera a altura da amostra nesse pixel
(z). Entao a ponta inicia o processo de afastamento (retract - curva vermelha) (5-6-7-8),
diminuindo a forga exercida sobre a superficie até atingir a for¢ca de adesao maxima Fq4
(6-7) entre ponta e amostra. Assim que a ponta se desprende da superficie, apenas forgas

de longo alcance atuam, correspondendo a uma for¢a muito pequena ou nula (7-8) [4].
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2.1.1.1 Regiao de indentacao

Com uma calibragao prévia, a partir da analise da FC na regiao de deformacao da
amostra [Fig. 2.3], podemos obter o grafico da for¢a em funcao da penetragio (indentacao)
da ponta na amostra, chamada de curva de forca-distancia (FD: Force-Distance curve)
como serd descrito na préxima se¢ao. Obtendo esse gréfico (forga em fungdo da indentacao),
é possivel aferir sobre o comportamento elasto-plastico da amostra de interesse e obter o

modulo eldstico (médulo de Young) do local.

Se o material é idealmente elastico, nao hé histerese entre as curvas de aproximacao
e retracao da ponta na regiao de indentagdo, ou seja, as curvas se sobrepoem [Fig. 2.4(a)].
Se o material é idealmente plastico, ele sofre uma deformacao apds o pressionamento da
ponta contra a superficie durante a aproximagao, nao retornando a sua forma original na
retracao da ponta, mesmo com o decréscimo da forca exercida pela ponta no local. Para a
maioria dos materiais, esta presente um comportamento misto, onde a curva de descarga

(retract) fica abaixo da curva de carga (approach) (elastico e plastico) [Fig. 2.4(b)].

i
‘\\\s
kY
’x%
S N \

(a) (b)

Figura 2.4 — Curva de forga-distdncia (FD) em func¢ao da profundidade de indentagao
d para materiais com comportamento (a) idealmente elastico e (b) com
comportamento elasto-plastico, dada uma for¢a méxima configurada (trigger)
[4] - adaptada.

Uma das propriedades mecanicas importantes de um material é seu modulo elastico
FE, também chamado de moédulo de Young. Essa grandeza equivale a razao entre a tensao
aplicada e a correspondente deformacao do material em regime elastico, a qual se relaciona

com a rigidez do material.

Para obtencdo do modulo de Young, é necessario modelar a dependéncia da

indentagao ¢ da ponta na amostra, considerando uma forca F' exercida sobre a amostra.

A posicao do scanner piezoelétrico (Z—piezo position) é o movimento controlado pelo

sistema, de forma a aproximar ou afastar a ponta da superficie da amostra, contribuindo
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para a distancia D entre ponta e superficie [Fig. 2.5(a)]. Quando a ponta estd préxima a
superficie da amostra, seja na trajetoria de aproximacao ou retracdo da ponta, ocorre a
deflexdo do cantilever d. devido a: forgas atrativas de longo alcance (que inclui a forga
de van der Waals, forca de capilaridade, etc...) [Fig. 2.5(b)]; e forcas repulsivas de curto
alcance [Fig. 2.5(c)], que ocorre no regime de contato, onde a ponta indenta a amostra,

podendo causar uma deformacgao §. As grandezas Z, D, d. e § obedecem a Eq. 2.1:

Z=D-d,—6. (2.1)
laser ponta longe
spot fotodector laser da superficie

= " 4y

\\ } 6 = O
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N I
\\l
distancia
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H :‘ e superficie
posicionamento H i superficie
do scanner i da amostra
piezoelétrico H 1
.
Scanner
Piezoelétrico
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Figura 2.5 — Posi¢oes do sistema quando (a) a ponta estd afastada da superficie, (b) a
ponta esta préxima a superficie e (¢) a ponta estd indentando a superficie.

De fato, ap6s a ponta tocar uma amostra que nao ofereca resisténcia alguma a

penetracao, nao ocorrera deflexao do cantilever e Z = —4§, que é o esperado; para o caso
de uma amostra que seja impenetravel, § = 0 e Z = —d,., pois ocorrerd apenas a deflexao
do cantilever. Assim, em um caso onde ocorra penetracao e deflexao do cantilever, onde

D =0, a equagao Z = —d,. — ¢ deve ser usada. Assumindo que a amostra e o cantilever se
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comportam como materiais elasticos, no regime de equilibrio tem-se k0 = k.d., sendo kg
e k. a constante elastico da amostra e do cantilever, respectivamente, que substituindo na

Eq. 2.1, para eliminagao de § tem-se:

keks

ked. = — .
ke + ks

(2.2)

Ha diversas teorias que descrevem a relagao entre a forca aplicada F' = k.d. e o
raio de contato a (entre ponta e amostra) ou a deformagao §. A constante elastica da
amostra ks depende do raio de contato a, das razoes de Poisson v e dos médulos elasticos

E, da amostra e do cantilever, conforme a relagao [4]:

1 3 15 1 3 1—V§+1—V62 (2.3)
= — com = — .
s 9 a Logotal Etotal 4 Es Ec

sendo os indices s de parametros pertencentes a amostra e os indices ¢ pertencentes ao
cantilever. No caso em que E, >> FE, (quando a deformacdo da ponta é desprezivel),

Eiotar = %(11;3753)’ a Eq. 2.3 pode ser aproximada por:

b= 2) (2.4)

— 2
1—vZ

Por simplicidade, no que se segue, adota-se a notacao E para F, e v para v;.

Quando a forga de adesdo F,q4 é desprezivel em relagao a carga maxima e quando a
¢ muito menor que o raio da ponta R (pequenas indentagdes (§ << R) — & < 0.1 [39]),

vale a teoria desenvolvida por Hertz, 1881 [40].

ponta indentando

No entanto, neste trabalho, as deforma- a superfici
D=0

¢oes sofridas pelas amostras nao podem ser des-
prezadas e portanto, a teoria de Hertz nao é
aplicavel, pois nao é possivel considerar peque-
nas indentacdes. Sendo assim, utilizou-se o mo-
delo proposto por Sneddon, 1965 [41], o qual é

uma generalizacao do modelo de Hertz. Neste

caso, a obtencao da relacao entre a profundi-

Scanner
Piezoelétrico

dade de indentacao ¢ e a carga aplicada F' é

dada em termos de integrais de uma funcao

o Figura 2.6 — Modelo de contato meca-
que descreve uma ponta de perfil arbitrario com
nico, apresentando as gran-

simetria axial, rotacionada sobre o eixo z, resul-
dezas F', R e a.

tando em um sélido de revolugao. Considera-se
que a profundidade de indentagao 0 produz um circulo de contato na superficie com raio
de contato a [Fig. 2.6]. Para o caso especifico de uma ponta esférica, a deformagao elastica

é dada por uma equagao transcendental que pode ser computada numericamente [4,42]
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[Eq. 2.5]:

F—
1—12

1 = — 2.5
n e ) ZIHR—a (2.5)

E <R2+a2 R+a_aR> a. R+a
2 R—a

Os parametros v e R sao especificados previamente e o mdédulo elastico da amostra E é

calculado a partir da Eq. 2.5.

Considerando que a forca de adesao F,4 deve ser desprezivel em relagao a carga

maxima F},.., tanto para o modelo de Hertz quanto para o modelo de Sneddon, foi avaliada

a razao FF ad_ A Fig 2.7 apresenta a razao FF ad para cada amostra. As amostras sao
max

max

identificadas pela letra correspondente ao seu grupo (V: Virgem; C: Controle; P: Placebo;
A: Ativo), seguida do niimero da fibra (1 a 8).
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Figura 2.7 — Razao entre a forca de adesao entre ponta e amostra F,, e a forca maxima
exercida pela ponta sobre a amostra F},,,, para cada amostra. As amostras
sao identificadas pela letra correspondente ao seu grupo (V: Virgem; C:
Controle; P: Placebo; A: Ativo), seguida do nimero da fibra (1 a 8). As
especificagoes das amostras sdo apresentadas na segao 2.4 (Tab. 2.2).

A partir dos dados apresentados na Fig. 2.7, verificou-se que todas as razoes sao
menores que 10%, em até 3 desvios-padrao, sendo que, em média, a forca de adesdo
representa =~ 5% da for¢ca méxima exercida pela ponta sobre a amostra, tornando-se

adequado o emprego do modelo de Sneddon [4].
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2.1.2 Obtencgao da curva de forga-distancia (FD) a partir da FC

A calibragdo que serd aqui descrita é realizada no modo de curva de forga (FV-
AFM). Os dados coletados a cada ponto da varredura correspondem ao sinal do laser
recebido pelo fotodiodo d. (deflection) (em Volts) em fungao do tempo (em s) ou da
posigao do scanner Z (em nm) [Fig. 2.8(a)]. Para que seja obtida d. em nm, é tomada
uma curva em uma amostra com ks >> k. (amostra rigida em relagao ao cantilever). A
partir da consideragao de que a amostra nao se deforma, a relacdo mostrada na Eq. 2.1
para a regiao de contato (D = 0) torna-se d. = —Z, como ja discutido anteriormente.
Entéo, o ajuste linear na regiao de contato em uma amostra de ks muito maior que k. [Fig.
2.8(b)], resulta na constante para conversdo de d. de V para nm, chamada de deflection
sensitivity. A conversao é aplicada, obtendo-se a curva d. (nm) x Z (nm) [Fig. 2.8(c)].
Determinando-se k. (subsecao 2.1.3), pode-se converter a deflexdo de nm para forga (nN)
[Fig. 2.8(d)]. Finalmente, para a regidao de contato, pode-se converter Z em ¢ através da
Eq. 2.1 [Fig. 2.8(e)] [43].
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Figura 2.8 — a) Curvas cruas da amostra de interesse; b) obtencao da constante deflection
sensitivity; c-d) passos para obtengao da curva forga-distancia(FD) e; e) curva
de indentacao 9.

2.1.3 Determinacao da constante elastica do cantilever £.

Para obtencao de uma FD é necessario conhecer a constante elastica do cantilever

k.. Diversos métodos estao disponiveis para a determinacao de k., cada qual com seus

fatores limitantes, vantagens e desvantagens [44]. Para este estudo, foi utilizado o método

de Sader [45,46]. Este método requer medigao da frequéncia de ressonincia do cantilever, o

seu fator de qualidade e as suas dimensoes. Especificamente, para um cantilever retangular,
vale a equacao:

k. =17,5246 p;w? L.Q f2T;(Re), (2.6)

sendo p; a densidade do fluido na qual as medicoes sao realizadas, L. o comprimento e w,
a largura do cantilever, f, a frequéncia de ressonéancia e () o fator de qualidade de oscilagao
do cantilever (relacionado a razao de amortecimento do cantilever) e I'; a componente

imaginaria da funcao hidrodindmica I', que é funcao do niimero de Reynolds Re.
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Os parametros fy e () sao medidos a partir de um grafico da amplitude de oscilagao
do cantilever em fun¢ao da frequéncia. Um transdutor atua no suporte do cantilever
(tip holder) aplicando uma forga oscilatéria de frequéncia ajustével f, a qual o cantilever

responde como um oscilador harmoénico forcado amortecido, devido a resisténcia do seu

material [37].

Quando a frequéncia f =~ fy, a amplitude na regidao do pico da ressonancia é

ajustado por:

A g
A=A+ ~ (2.7)
g+ ()

se