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“Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo
para todo propdésito debaixo do céu [...]"

(BfBLIA, Eclesiastes, 3, 1)



RESUMO

Uma diversidade de materiais, sejam eles sintéticos ou bioldgicos, exibe comportamento vis-
coelastico, tais como células e polimeros, por exemplo. Nesse sentido, tem se destacado os
experimentos de nanoindentagdo com o Microscopio de Forca Atdomica (AFM), cujas curvas
de forga resultantes podem ser descritas através de um modelo tedrico adequado que permite
a obtencao das propriedades reoldgicas de tais materiais. Em reologia celular, por exemplo,
encontra-se na literatura muitos trabalhos feitos com o uso do AFM que concentram-se na
determinacdo da rigidez de células através do cdlculo de seus mdédulos de Young instantaneos
(SOUSA et al., 2017). Porém, ao considerarem as células como sélidos homogéneos e isotrdpi-
cos, negligenciam sua complexidade estrutural e sua natureza viscoeléstica. Portanto, a presente
dissertacdo tem por objetivo desenvolver e comparar trés modelos tedricos simples capazes de
descrever o comportamento viscoeldstico de materiais moles quando estes sdo indentados por
uma ponta de AFM com geometria genérica ao longo de trés etapas distintas, a saber: aplica¢io
de carga, permanéncia ou dwell, e oscilacdo. Na primeira destas, a ponta entra em contato com a
amostra e pressiona-a até que seja atingida uma indentagdo maxima. Apoés isso, na fase de dwell,
mantém-se essa indentagdo constante por um periodo de tempo preestabelecido. Em seguida, a
ponta € forcada a oscilar sobre a amostra, de modo a desencadear uma indentac¢ao sinusoidal.
Esta dltima etapa caracteriza o que na literatura € conhecido como reologia dindmica. Através
dessa abordagem, objetiva-se, assim, contribuir com as pesquisas em reologia de materiais moles
através de microscopia de forca atdmica ao propor modelos matematicos deduzidos de maneira
analitica e que possuam suas especificidades e falhas bem estabelecidas, de modo a propiciar sua

aplicagdo de maneira segura e confidvel.

Palavras-chave: Modelos Viscoeldsticos. Microscépio de Forca Atdmica. Nanoindentacao.

Reologia de materiais moles.



ABSTRACT

A diversity of materials, let them be synthetic or biological, exhibit viscoelastic behavior, such as
cells, and polymers, for example. In this way, it has stood out the nanoindentation experiments
by Atomic Force Microscopy (AFM), whose resulting force curves can be described through
a convenient theoretical model which makes it possible to obtain the rheological properties of
such materials. In celular rheology, for example, there are in the literature various works that
employ the AFM to determining the cell hardness through the instantaneous Young’s modulus
calculation (SOUSA et al., 2017). However, by considering cells as homogenous and isotropic
solids, they neglect their structural complexity and viscoelastic nature. Therefore, the present
dissertation aims to develop and compare three theoretical models capable of describing the
viscoelastic behavior of soft materials when they are indented by an AFM tip with general
geometry during three different steps, namely: load, dwell and oscillation. In the former, the
tip comes into contact with the sample and presses it until a maximum indentation be reached.
After that, in the dwell phase, the indentation is kept constant during a predetermined time. Then,
the tip is forced to oscillate over the sample in order to trigger a sinusoidal indentation. This
last step characterizes what is know in the literature as dynamic rheology. The objective of this
approach is to contribute with the researches about rheology of soft materials based on atomic
force microscopy by proposing mathematical models analytically deduced and which have their
specificities and flaws well established in order to provide their application in a safe and reliable

way.

Keywords: Viscoelastic Models. Atomic Force Microscope. Nanoindentation. Rheology of soft

materials.
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1 INTRODUCAO

A busca pela compreensao das propriedades eldsticas e viscoeldsticas de células tem
crescido nas dltimas décadas e muitos fendmenos e interagdes mecanicas tém sido estudados,
tais como: diferencas na rigidez de células sauddveis e cancerigenas, influéncia das propriedades
mecanicas de matrizes de suporte para o cultivo de tecidos, relacdo entre célula e substrato nos
processos de crescimento e diferenciacao celular, identificagdo do arranjo espacial das diversas
estruturas do citoesqueleto como fator responsavel pela forma e pela rigidez de células, entre
outros (RIZZI; TASSIERI, 2018).

Para além de materiais bioldgicos, € importante destacar que muitos outros, de
naturezas diversas, exibem comportamento viscoeldstico quando analisados em escala nanomé-
trica, como € o caso de polimeros, filmes finos, esponjas, pldsticos, materiais de construcao,
entre outros, de modo que a compreensao de suas propriedades mecanicas faz-se relevante na
indentificacdo de suas estruturas internas e também na sua aplicabilidade (SOUSA et al., 2017,
GRIEPENTROG et al., 2013). Nesse sentido, o microscépio de forca atomica (AFM) tem
se mostrado uma ferramenta poderosa na realizacao de andlises reoldgicas, visto que é capaz
de aplicar forcas da ordem de nandmetros, possibilitar a geracdo de imagens topograficas em
escala tridimensional da superficie da amostra em estudo, permitir a realiza¢do de trabalhos em
condic¢des aquosas adequadas para a cultura celular, ter disponibilidade comercial e possibilitar
o uso de sondas com diferentes geometrias (LI et al., 2017; TAKAI et al., 2005). Em geral,
existem muitas técnicas que permitem a determinacdo do comportamento elastico de células, tais
como optical tweezers, magnet twisting, nanoindentagdo, e microscopia de for¢a atdmica (AFM),
por exemplo (RIZZI; TASSIERI, 2018). Dentre estas, a tltima mencionada vem se sobressaindo
por sua versatilidade e precisdo na determinacdo ndo apenas da topografia de amostras, como
também de suas propriedades reoldgicas através de nanoindentacgdo.

Células sao capazes de executar varias habilidades mecanicas, tais como fluir, supor-
tar tensOes, inchar-se, diminuir de tamanho, invadir outros materiais, contrair-se e extender-se,
remodelar-se, entre outras, de modo que cada uma delas exige modificagdes em sua forma e nas
suas dimensdes (ZHOU et al., 2013). Embora tenha-se uma compreensio fenomenoldgica desses
comportamentos, a explicacdo biomecanica dos mesmos ainda € muito vaga e consiste em uma
area complexa a ser explorada. Isso porque as células sdo compostas por estruturas funcionais
dindmicas que se interrelacionam através de vastas conexdes, a fim de realizarem multiplas

fungdes. Zhou et al desconstroem a ideia ja arraigada de que uma célula € compardvel a uma
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maquina ao levar em consideracao que essa forma de entendimento ndo estd em concordancia
com o que sabe sobre as fun¢des executadas pelas diferentes estruturas celulares. Estas tltimas
encontram-se conectadas umas com as outras ndo com o propdsito de desenpenharem uma unica
atividade em especifico, como geralmente acontece com os componentes de uma maquina, mas
para executarem multiplas tarefas que atendam a dinamica celular (ZHOU et al., 2013). Por sua
vez, as c€lulas sdo capazes de responder a estimulos e estes influenciam em sua organizagao
interna e nas funcodes que elas vém a desempenhar em um organismo ou no meio em que se
encontram. Diante disso, tem sido crescente a publicacio de estudos interdisciplinares que visam
lancar luz sobre a compreensao das propriedades biomecanicas de diferentes tipos de células.
Na Figura 1, por exemplo, pode-se observar o principio de funcionamento basico
de um AFM no modo de contato. Enquanto a ponta do AFM desloca-se sobre uma amostra, o
spot de um laser atinge a regido espelhada do cantilever que se situa préximo da sonda e assim
é refletido até alcancar um fotodiodo que se encontra subdivido em quatro quadrantes. Desse
modo, tal sensor registra o sinal trocado entre a sonda e a amostra através das deflexdes sofridas

pelo spot do laser ao longo do processo de imageamento.

Figura 1 — Funcionamento Basico de um Microscépio de For¢a Atdmica

photodiode

laser beam

cantilever

Atomic Force
Microscope (AFM)

force between
sample surface and tip

Fonte: <https://www.nisenet.org/sites/default/files/catalog/uploads/AFM.jpg>. Acesso em: 13 de nov. de 2019.

No procedimento de nanoindentagao, aplica-se for¢as nanométricas sobre a superficie
da espécie em estudo até que uma deformagdo maxima seja alcancada; apds isso, retrai-se a
forca a fim de que a amostra possa retornar ao seu estado inicial. Ao realizar esse procedimento
com um AFM, obtém-se curvas de for¢a versus o deslocamento vertical da sonda do instrumento,
que nesse caso corresponde a uma ponta muito pequena, da ordem de alguns nandmetros de
comprimento, e que pode possuir diferentes geometrias, dependendo do tipo de material que

se deseja analisar. Conforme mostrado na Figura 2, uma curva de forca tipica durante a fase


https://www.nisenet.org/sites/default/files/catalog/uploads/AFM.jpg
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de aproximac¢do do AFM apresenta trés regides distintas. A regido A é caracterizada pelo ndo
contato entre a amostra e a sonda ao longo do movimento de aproximacao, logo, ndo ocorre
deflexdo do cantilever. Em B, destaca-se a regido na qual for¢as de adesao, principalmente as
de Van der Waals, atraem a ponta do AFM para a superficie da amostra, fazendo com que o
cantilever deflexione-se em sua direc@o. A regido C caracteriza a fase na qual prevalecem forcas
repulsivas que deflexionam o cantilever no sentido contrario ao do movimento de descida do

piezo.

Figura 2 — Curva de Forg¢a tipica de um AFM

I il
repulsive regime
T g A r..—-—-""
_

*

attractive regime

s,‘——'—"_

Distance in z direction

Fonte: <http://www.ism.cnr.it/en/scanning-probe-microscopy/>. Acesso em: 13 de nov. de 2019.

No caso de células, as pontas geralmente usadas sao conicas ou esféricas. O primeiro
tipo de ponta tem maior capacidade de indentacdo e pode ser usado, por exemplo, para realizar
indentacdes que atinjam as estruturas do citoesqueleto de células e assim poder medir seus
parametros reoldgicos. Entretanto, cuidado deve ser tomado para que a for¢a de carga aplicada
ndo danifique a amostra. Por sua vez, geometrias esféricas fornecem informacgdes globais sobre
a célula, visto que, por possuirem maior drea de contato, sdo capazes de analisar a resposta
da célula ao sofrer uma forca externa (LI et al., 2017). Uma vez que uma curva de forga é
obtida, faz-se uso de um modelo teérico que descreva os resultados experimentais da maneira
mais conveniente possivel. Desse modo, € possivel determinar o médulo de Young da amostra.
Entre os modelos mais usados para se extrair tais parametros, destaca-se o modelo de Hertz,
que geralmente descreve, de maneira adequada, a regido de aproximacao de uma curva de forga.
De fato, tal modelo tem como pré-requisitos bdsicos que o indentador seja perfeitamente rigido
e a amostra seja um material perfeitamente eldstico, espesso, homogéneo e isotropico (LI et

al., 2017). Por um lado, embora seja sabido que as células de fato exibem comportamento
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viscoeldstico e que este manifesta-se, principalmente, na regido de retracdo de uma curva de
forca, constata-se que, para indentagdes menores do que 10% da espessura da célula, o processo
inicial de aplicacdo de uma forca de carga pode ser adequadamente descrito pelo modelo de
Hertz. Por outro lado, indentagdes superiores a esse limite sdo influenciadas pela presenga do
substrato sobre o qual a célula encontra-se fixada e esta relacdo serd discutida mais adiante (LI et
al., 2017).

Em geral, materiais bioldgicos ndo sao perfeitamente eldsticos nem homogéneos,
mas apresentam propriedades viscosas e pldsticas que dissipam parte da energia fornecida
pelo corpo que a deforma, também chamado de indentador (AG, 2018). O comportamento
viscoeléstico consiste em uma transicao entre o comportamento eldstico e o viscoso. Em geral,
diz-se que um sélido € puramente eldstico quando este obedece a lei de Hooke, segundo a qual a
tensdo exercido sobre ele € diretamente proporcional a correspondente deformacao. Observa-se
que essa lei depende tdo somente da deformagdo e nao da taxa com que essa deformacgao varia no
tempo. De maneira inversa, diz-se que um fluido € viscoso quando ele obedece a lei de Newton,
segundo a qual a tensdo sobre ele aplicado depende diretamente da variacdo da deformacgao
por ele sofrida. Nesse sentido, um material viscoeldstico exibe ambas as caracteristicas quando
sujeito a tensdes que oscilam de forma sinusoidal (FERRY, 1980). Tal efeito € perceptivel sob
diferentes critérios de anélise, tais como: através de uma curva de for¢a obtida com o uso de
um AFM, na qual pode-se constatar uma histerese nas curvas de aproximagao e retracdo e na
dependéncia do médulo de elasticidade com a velocidade com que se realiza uma indentagao.
Em particular, velocidades altas resultam em pequenas indenta¢cdes da superficie da amostra,
caracterizando um material aparentemente mais rigido, ao passo que pequenas velocidades
resultam em indentacdes profundas, o que caracteriza um material aparentemente mais macio. A
viscoelasticidade das amostras também € percebida nos testes de relaxacdo da forca de carga,
nos quais mantem-se a deformacao do corpo constante durante um certo tempo e observa-se a
variacdo da for¢a com respeito ao tempo; bem como nos testes de fluéncia, nos quais mantém-se
a for¢a sobre a amostra constante e analisa-se a taxa de varia¢do da deformagdao (EFREMOV et
al., 2017; AG, 2018).

A fim de se extrair, a partir de curvas de forca geradas com um AFM, as propriedades
viscoeldsticas de amostras, deve-se optar por um modelo tedrico que seja capaz de reproduzir tais
curvas de maneira adequada e precisa. Dentro da teoria da viscoelasticidade cldssica, os modelos

mais simples para tal fim consistem naqueles formados pela associacdo em série ou em paralelo
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de molas hookeanas, as quais sdo identificadas por um médulo eldstico, e de amortecedores
newtonianos, que sao caracterizados por sua viscosidade. Assim sendo, arranjos com um nimero
bastante limitado de unidades elasticas e viscosas geram respostas viscoelasticas com decaimento
exponencial e dependentes de uma escala de tempo dentro da qual o material analisado relaxa.
Uma apresentacao sucinta dos principais representantes desses modelos, juntamente com suas
caracteristicas mais relevantes, serd feita no Capitulo 2 . Deve-se salientar, todavia, que os
mesmos foram concebidos a luz da teoria viscoeldstica linear, cuja aplicabilidade € restrita a
uma quantidade muito escassa de materiais, a exemplo de alguns tipos de polimeros. De acordo
com Lakes (1998), materiais reais possuem multiplas escalas temporais, o que implica dizer
que sua compreensao efetiva ndo pode ser alcancada a partir de circuitos formados por uma
quantidade pequena de molas e amortecedores, mas antes através de arranjos complexos de
muitas molas e amortecedores combinados tanto em série como em paralelo com o propésito de
gerar modulos de relaxacdo escritos como uma superposi¢ao de fun¢des exponenciais, cada uma
possuindo como argumento um tempo de relaxacdo caracteristico. Em contrapartida, como bem
destaca Kollmannsberg e Fabry (2011), tais tipos de circuitos sdo desprovidos de significado
fisico, uma vez que sdo dependentes de escala temporal. Ainda que se buscasse uma associagao
de cada constituinte mecanico de uma amostra, a exemplo do citoesqueleto de uma célula, com
as sub-unidades que compdem esses arranjos, tal tarefa seria demasiado drdua e confusa tendo
em vista o grau de complexidade dos mesmos (KOLLMANNSBERGER; FABRY, 2011).

Os assim chamados Materiais Vitreos Macios, referenciados na literatura como Soft
Glassy Materials (SGM), possuem como principais caracteristicas a presenga de modulo de
relaxagdo expresso como uma lei de poténcia fraca, médulo de Young aparente da ordem de Pa a
kPa e composicao desordenada e metaestavel. Desse modo, tendo em vista as semelhangas das
células com estes, cujos membros incluem pastas, emulsdes e esponjas, estudos mais recentes
tém modelado-as, com sucesso, através de Leis de Poténcia Reol6gica (MANDADAPU et al.,
2008; KOLLMANNSBERGER; FABRY, 2011; FABRY et al., 2001; VAZIRI et al., 2007;
DENG et al., 2006). Contudo, € necessario salientar que a inclusdo das células dentro do grupo
dos SGM nio € adequada, pois a existéncia de peculiaridades celulares tipicamente dinamicas,
tais como a presenca de pré-estresses no citoesqueleto, os mecanismos de geragdo de forgas e o
enrijecimento contratil, ndo podem ser explicadas com base em uma teoria que foi elaborada
para compreender o comportamento reoldgico de materiais inertes, como € o caso da teoria dos

SGM (KOLLMANNSBERGER; FABRY, 2011; SOUSA et al., 2020).
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Retornando ao caso particular das células, sua inomogeneidade, caracterizada pelo
grande nimero de organelas citoplasmadticas imersas em um fluido contendo proteinas, o nicleo
e outras estruturas que interagem entre si dentro de um complexo e ativo sistema de reagdes
quimicas essenciais para a vida da célula, ndo pode ser negligenciada durante a andlise de
seu comportamento reoldgico. Entretanto, entre todos esses constituintes celulares, o citoes-
queleto desempenha um papel proeminente na mecanica das células eucaridticas. Ele é uma
rede complexa formada essencialmente por filamentos de actina, microtibulos e filamentos
intermedidrios que pode se remodelar quando sujeito a estimulos internos ou externos a fim de
fornecer forma, estabilidade estrutural a celula e também garantir a efetividade de processos tais
como migracao celular, diferenciagdo, apoptose e crescimento, para nomear alguns (ZHOU et al.,
2013; BURSAC et al., 2005; CAl et al., 2013; MANDADAPU et al., 2008; FABRY et al., 2001).
Todos esses componentes do citoesqueleto nao atuam individualmente. Eles estdo conectados
uns aos outros por meio de ligagdes que constantemente se montam e desmontam como reacao a
diferentes tipos de estimulos externos e internos, dando origem ao carater viscoeldstico global
das células. Como destacam Kollmannsberg and Fabry (2011) no tocante ao comportamento
elastico das células, embora os constituintes do citoesqueleto possuam moédulo de Young com
valor da ordem de GPa, a complexidade e a ndo afinidade da intrincada rede composta por eles
tornam a rigidez final da célula da ordem de KPa (RIZZI et al., 2016).

Assim sendo, diversos fatores sdo capazes de causar modificagdes nas estruturas
mecanicas internas das células, sendo muitas destas essenciais para a manutencao de atividades
celulares vitais, enquanto outras podem gerar anomalias que proporcionam a disseminacdo
de doengas. Alguns estudos t€ém comprovado, por exemplo, que células tumorais apresentam
modulo de Young aparente menor do que células saudaveis, o que pode estar relacionado a
efetivacdo do processo de metdstase celular. Darling et al, por exemplo, utilizaram um software
para modificar o sistema de feedback do movimento do eixo z de um AFM, a fim de reali-
zar testes de relaxacdo de tensdo e assim comparar os resultados experimentais com modelos
viscoeldsticos por eles desenvolvidos. Nesse estudo, verificaram a relagdo entre condrécitos
situados em diferentes zonas de cartilagem articular e suas propriedades viscoeldsticas; como
resultados, obtiveram que condrdcitos da zona superficial possuiam maiores valores de médulo
de elasticidade e de viscosidade aparente do que os situados nas zonas intermedidrias e profundas,
em concordancia com outros estudos presentes na literatura. Um estudo posterior feito por esses

autores utilizou a abordagem descrita antes para medir as propriedades viscoeldsticas de trés
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linhas celulares distintas de condrocarcinoma, cada uma com diferentes graus de agressividade.
Para isso, desenvolveram um modelo viscoeldstico e assim determinaram os médulos de elasti-
cidade, viscosidade aparente e os tempos de relaxa¢cdo de cada amostra. Os resultados obtidos
mostraram que as células cancerigenas mais agressivas e invasivas apresentavam menor médulo
de elasticidade do que as demais, e que o tempo em que elas ficaram expostas sobre o substrato
causou modificagdes em sua estrutura morfoldgica (DARLING et al., 2006; DARLING et al.,
2007). Um ponto importante a ser mencionado é que ambos os trabalhos consideraram as células
como um meio homogéneo, incompressivel e isotropico e que o substrato nao interferiria nas
medidas viscoeldsticas; tais considera¢des foram realizadas com o intuito de justificar a utiliza¢ao
dos modelos viscoeldsticos propostos, os quais baseavam-se no modelo de sélido linear padrao
(SLS).

E interessante destacar, porém, que Efremov et al (2017), ao procurarem extrair as
propriedades viscoeldsticas de células e hidrogéis diretamentamente das curvas de forca obtidas
com um AFM, verificaram que o modelo SLS foi mais eficaz para descrever os parametros
mecanicos de hidrogéis a partir de um tempo de indentagdo superior a 0.1s e com velocidade
inferior a 4pum/s, falhando para tempos inferiores. As propriedades reoldgicas de células vivas,
por sua vez, tiveram uma melhor descri¢do a partir do modelo de lei de poténcia reolégica (PLR),
em que o tempo de indentacdo variou entre 50ms e 65, com velocidade de deslocamento do piezo
variando de 64 a 8000nm/s.

No que concerne a relacdo entre as propriedades reoldgicas de células e o substrato
sobre o qual elas se fixam, estudos sobre elasticidade t€m mostrado que hd uma dependéncia
entre a rigidez aparente e o substrato. Além disso, as células sdo capazes de receber sinais
biomecanicos do material sobre o qual se situam e assim desencadear respostas que podem
alterar seu arranjo mecénico interno, atrvés de reorganizagdo do seu citoesqueleto, bem como
modificar seus processos bioldgicos, o que tem consequéncias diretas em seu proprio destino
final (LI et al., 2017; TEE et al., 2011; TEE et al., 2009; SOLON et al., 2007).

De acordo com o modelo de tensegridade celular (STAMENOVIC, 2004), vide
Figura 3, existem pré-estresses dentro do citoesqueleto que sdo responsaveis pela manutencao da
forma da célula, assim como pelo seu grau de deformidade quando a célula encontra-se sob um
regime de tensdo estaciondrio. Pré-estresses sao tensdes suportadas pelo citoesqueleto sem que
haja nenhuma carga externa pressionando-o. Eles sdo origindrias da acdo de microfilamentos de

actina contrétil que exercem forcas de tensdao que sdo transmitidas pelos filamentos intermedidrios
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e suportadas por estruturas adesivas da matrix extracelular e por outros filamentos do citoesque-
leto, como por exemplo microtibulos. Em geral, a célula é vista como uma membrana tensionada
que embebeda o citoesqueleto e suas estruturas (STAMENOVIC, 2004). Na Figura 3, tem-se
uma representagdo esquemdtica de uma célula, cujo citoplasma € envolto por filamentos esverde-
ados, que representam os microfilamentos de actina tensionados, e que estdo geometricamente
entrelacados as escoras amareladas, que representam os microtibulos. A fim de que a célula
garanta sua forma, os pré-estresses internos sao responsaveis por equilibrar as tensdes externas
através de modificacdes geométricas das estruturas que as geram, de modo que, quanto maior
forem esses pré-estresses, menor serd o grau de deformidade da célula quando sujeita a tensdes
externas e assim maior sua rigidez aparente, e vice versa. Desse modo, o aumento ou diminui¢do
da rigidez de uma célula estd associada com a magnitude dos pré-estresses (STAMENOVIC,

2004).

Figura 3 — Modelo de Tensegridade Celular

Fonte: <https://paul-thorpe.com/2015/02/06/bio-tensegrity/>. Acesso em: 13 de nov. de 2019.

Embora ndo aplicado diretamente as células ou a outros materiais biolégicos, é
interessante destacar um estudo feito por Domke e Radmacher (1998), no qual investigou-se
a relacdo entre a elasticidade aparente de filmes finos de gelatina, usados como modelo de
materiais moles, e o substrato sobre o qual eles se situavam. Nesse estudo, empregou-se o AFM
para descrever as propriedades elésticas de diferentes pontos superficias desses materiais. A
partir da andlise das curvas de indentacao versus for¢a, verificou-se que, para o caso dos pontos
situados em regides mais espessas de uma amostra de filme fino, a curva experimental obtida foi
bem representada pelo que era previsto pelo modelo de Hertz. Por outro lado, para os pontos
situados em regides mais finas, as indentacOes realizadas foram menores do que o esperado
teoricamente pelo modelo de Hertz. Isso claramente mostra que a presenca do substrato alterou
significativamente estas tltimas medidas, uma vez que o material apresentou-se mais rigido do

que deveria ser; entretanto, para indentacdes muito pequenas, proximas do ponto de contato,
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verificou-se que o médulo de Young relativo aproximava-se do obtido teoricamente, porém,
a medida em que a indentagdo aumentava, tal valor afastava-se significativamente do tedrico
devido 2 influéncia do substrato. E importante destacar que o estudo fez uso de um indentador
conico como sonda do AFM e que todas as curvas de forca realizadas ndo revelaram histerese
ou deformacdes plasticas na amostra, de modo que o material comportou-se no regime eldstico
(DOMKE; RADMACHER, 1998).

Takai et al, por sua vez, realizaram um estudo das propriedades eldsticas de fibro-
blastos cultivados in vitro através de nanoindentacdo com um AFM a fim de determinar a relacio
entre o tipo de substrato sobre o qual tais células se encontravam e suas caracteristicas mecanicas
e morfoldgicas. Para isso, utilizaram dois grupos de substratos: um com proteinas integrinas e
outro destituido das mesmas. Os resultados obtidos mostraram que o médulo de elasticidade
aparente de células cultivadas sobre o primeiro grupo de substrato era maior do que o de células
cultivadas sobre o segundo grupo; além disso, verificou-se uma forte relacdo entre a presenga de
actina filamentosa (F-actina) no citoesqueleto das células e um correspondente aumento em sua
rigidez. Do ponto de vista morfoldgico, foi mostrado que as células cultivadas em substratos do
primeiro grupo apresentaram morfologia mais espalhada e com varios emaranhados de F-actina
ao longo de toda a célula do que as células postas sobre o segundo grupo de substratos, onde
escassos filamentos de F-actina concentraram-se na regido periférica das células (TAKAI et al.,
2005).

Outro aspecto a ser destacado € que nos mencionados trabalhos de Darling et al,
analisou-se células isoladas, porém, sabe-se que, em condic¢des in vivo, a matriz extracelular
(ECM) que permeia os tecidos exerce papel crucial nas propriedades mecanicas a serem manifes-
tadas por células, conforme relatado pelos proprios autores (DARLING et al., 2006; DARLING
et al., 2007). Com efeito, muitos estudos t€m mostrado que a matriz extracelular ndo apenas
fornece suporte mecanico adequado aos tecidos, como também exerce influéncias diretas sobre
as células e suas atividades (LI et al., 2017; TEE et al., 2009; SHELLY; PUTNAM, 2005). Ao
receberem os sinais mecanicos da ECM, as células podem traduzi-los em respostas biomecanicas
que regulam os processos de diferenciacao, espalhamento, adesdo, crescimento, entre outros.
Além disso, as caracteristicas mecanicas da ECM associada a um tecido especifico orientam o
processo de diferenciacdo celular de células-tronco, a fim de que estas dltimas possam originar as
células que compdem tal tecido, o que garante que a rigidez do tecido formado seja compativel

com a rigidez da ECM que o preenche (LI et al., 2017). No estudo realizado por Zhu et al
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(ZHU et al., 2011), por exemplo, apresentou-se uma abordagem a partir da qual pode-se extrair
o modulo de Young de matrizes de suporte através de nanoindentacdo com o AFM. Para tal,
usou-se matrizes de suporte de hidrogel coldgeno-quitosana como modelo de matriz de suporte
para tecidos moles e extraiu-se os modulos de elasticidade das mesmas a partir do modelo de
Hertz e das curvas de forca obtidas pelo AFM sob diferentes condi¢des. O estudo verificou
que uma matriz de suporte de coldgeno-quitosana (80% - 20%) possuia mdédulo de Young de
3.69kPa, enquanto que para uma matriz de suporte de coldgeno-quitosana (70% - 30%), o mo-
dulo de Young obtido foi de 11.6kPa. Isso mostrou que uma maior concentracdo de quitosana
proporciona um correspondente aumento na rigidez das matrizes de suporte. Outro resultado
importante indicou que hd uma relagdo entre o cultivo de células dentro das matrizes de suporte e
arigidez das mesmas. Quando os dois tipos de matrizes foram imersos no meio de cultivo celular,
seus correspondentes médulos de elasticidade diminuiram; tal fato foi mais preponderante para a
matriz de suporte de coldgeno-quitosana (70% - 30%), o que corrobora o que tem sido relatado
na literatura. A explicacdo disso € que o coldgeno, quando exposto ao meio de cultura celular,
degrada-se. Desse modo, o modelo de matriz de suporte com 80% de coldgeno degenerou-se
mais lentamente no meio de cultura celular do que o constituido de 70% de coldgeno. Além
disso, quando fibroblastos de prepucio humano foram cultivados dentro das matrizes de suporte,
verificou-se um crescimento na rigidez dessas. Os resultados experimentais mostraram que
o modulo de elasticidade da matriz de suporte coldgeno-quitosana (80% - 20%) elevou-se de
10.5kPa, no terceiro dia, para 63.4kPa, no décimo dia apds o cultivo; por sua vez, o modulo
de elasticidade do segundo modelo de matriz de suporte aumentou de 3.64kPa, no terceiro dia,
para 8.72kPa, no décimo dia ap6s o cultivo. Tal aumento esta relacionado a deposi¢ao de matriz
extracelular produzida pelos fibroblastos sobre as matrizes de suporte, conforme constato em
outros trabalhos.

Os estudos mencionados até entdo contribuiram para a elucidacdo das propriedades
elasticas e viscosas das células e de suas interagcdes com 0 meio no qual estas se encontravam
através de métodos que ndo aplicavam forgas externas periddicas. Dentro do dominio reoldgico
dindmico, por outro lado, uma série de estudos tém obtido sucesso em descrever as propriedades
viscoeldsticas das células através de modelos escritos em termos de lei de poténcia. Alcaraz et
al (2003), por exemplo, realizaram medidas de microreologia dindmica em células epiteliais
pulmonares por meio de um AFM configurado para aplicar for¢as sinusoidais com frequéncia

variando entre 0.1Hz até 100Hz e com magnitudes situadas entre 0.1nN e 0.9nN. Além disso,
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corrigiram os dados experimentais coletados a fim de levar em conta o arraste viscoso devido
a interagdo entre a ponta do AFM e o meio circundante. Seus resultados mostraram que o
moddulo de cisalhamento complexo das células seguiu uma lei de poténcia fraca com expoente
aproximadamente igual a 0.2 mesmo apds a intensidade da forca aplicada variar. Também
verificaram que o médulo de armazenamento apresentou magnitudes superiores ao de perda
até o AFM atingir a frequéncia de 100Hz, depois da qual o médulo de perda ultrapassou sua
contraparte em um regime de crescimento substancialmente maior do que o apresentado até
entdo. Os autores concluiram que este comportamento estava de acordo com o previsto pela
teoria dos soft galssy materials e correlacionaram-no a reorganizagao estrutural do citoesqueleto
das células.

Cai et al (2013), por sua vez, mostraram que a utilizacdo de uma funcao de relaxacao
escrita em termos de uma lei de poténcia simples podia ser usada para ajustar, com precisao,
curvas de for¢ca de AFM geradas através da aplicacdo de for¢cas no dominio da frequéncia quando
esta dltima variava de 10° até 102Hz. Os autores realizaram essas medidas em fibroblastos de
ratos a fim de investigar a dependéncia do médulo de cisalhamento complexo com diferentes
subregides celulares e analisar de que maneira os filamentos de actina filamentosa influenciavam
na relagdo entre aquele e a frequéncia de indentacdo. Isto foi alcancado através de tratamento com
drogas que agiam sobre os filamentos de actina destruindo-os. Seus resultados revelaram que as
células mantidas sob tratamento de tais drogas apresentavam uma mudanca no expoente de lei
de poténcia de 0.32 para 0.37, implicando em uma dependéncia do comportamento viscoeldstico
dessas células com a organizacio interna do citoesqueleto. Além disso, verificaram que o médulo
complexo apresentou uma distribuicao log-normal variando com a frequéncia de oscilacao,
de modo que frequéncias altas eram marcadas pelo dominio do médulo de perda sobre o de
armazenamento. Por fim, com respeito a influéncia das diferentes dreas da célula sobre suas
respostas mecanicas, os autores constataram que as células apresentavam-se mais rigidas quando
indentadas sobre suas regides centrais do que quando indentadas ao longo de suas periferias.

Motivados por estudos reoldgicos relaizados sobre géis de F-actina que mostraram
uma lei de poténcia forte com expoente 0.75 governando sua resposta eldstica, Deng et al (2006)
empregaram a técnica de magnetic twisting sobre células vivas do musculo liso das vias aéreas,
com frequéncia variando entre 10~! e 103Hz, a fim de verificar se as mesmas também podiam
ser descritas através de uma lei de poténcia similar. Seus resultados mostraram que o médulo

de cisalhamento complexo destas células era descrito adequadamente através de uma lei de
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dupla poténcia reoldgica na qual um dos expoente media aproximadamente 0.05 e o outro
cerca de 0.75, este dltimo semelhante ao dos géis de F-actina. Também foi mostrado que o
expoente inferior dominou o comportamento do médulo complexo ao longo de frequéncias de
até 100H z; dentro desse dominio, os médulos de armazenamento e de perda cresciam lentamente
com a frequéncia. Para frequéncias superiores a esta, o expoente superior ofuscou o inferior,
caracterizando um regime de crescimento acelerado do médulo complexo com a frequéncia de
oscilacdo. Desse modo, os autores concluiram que, ao longo de pequenas escalas de tempo,
isto é, a altas frequéncias, a reologia dessas células era influenciada por forcas térmicas que
atuavam sobre os polimeros semiflexiveis que compdem o citoesqueleto, enquanto que ao longo
de escalas de tempo elevadas, as mesmas se comportavam de maneira similar aos SGM.

E importante destacar que os trabalhos reportados até entdo e que descreveram o
moédulo de cisalhamento complexo em termos de leis de poténcia fizeram isso empregando
métodos de microreologia dindmica. Porém, um recente estudo realizado por Sousa et al (2020)
demonstrou, experimentalmente, que € possivel verificar o comportamento reolégico de lei de
dupla poténcia em diferentes tipos celulares a partir da andlise de curvas de forca geradas por
AFM no dominio do tempo. Com efeito, os autores verificaram que curvas de forca compostas
por uma etapa de aplicagdo de carga realizada de maneira lenta seguida por outra em que a
indentacdo da amostra era mantida constante por um periodo de tempo longo, referenciada
como dwell, aumentavam a possibilidade de se discriminar os periodos de tempo nos quais
predominavam a a¢do dos expoentes de resposta rdpida e lenta dessa lei. As expressodes tedricas
utilizadas nos ajustes de tais curvas foram formuladas com base no modelo de Kelvin-Voigt
fraciondrio, e mostraram-se bem sucedidas nesse propdsito, haja vista que todas as células
testadas com o método proposto revelaram comportamento de lei de dupla poténcia em boa
concordancia com dados de outros estudos presentes na literatura e que foram obtidos através de
métodos de microreologia dinamica.

Cada um dos estudos supracitados contribui, de forma direta ou indireta, para a
compreensdo da biomecanica celular e, em sua maioria, utiliza a microscopia de forca atdmica
como técnica principal para realizar nanoindentacio sobre a superficie de amostras. Diante disso,
torna-se claro que ndo ha um modelo tnico capaz de descrever as propriedades viscoeldsticas de
células e de outros materiais moles, porém, € possivel identificar e correlacionar os diferentes
tipos de modelos reoldgicos com suas especificidades e limitagdes.

Portanto, a presente dissertacdo propde-se em desenvolver, matematicamente, e
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analisar trés modelos tedricos simples capazes de descrever curvas de forca geradas a partir de
nanoindenta¢do com AFM obtidas mediante a seguinte sucessdo de etapas: a primeira consiste
na fase de aplicagdo de carga, na qual a ponta do AFM desce verticalmente, entra em contato
com a amostra e deforma-a por um intervalo de tempo preestabelecido e que sinaliza o alcance
da indentacdo maxima sofrida pela mesma; a segunda fase corresponde a de dwell, na qual a
indentacao maxima é mantida constante por intervalo de tempo suficiente para que o material
relaxe; por fim, a dltima etapa corresponde a fase de oscilag@o, na qual a ponta do AFM € posta
para oscilar sinusoidalmente em torno da posicdo de indentagdo maxima e com amplitude de
vibracao pequena o suficiente para se considerar esse processo dentro do regime de pequenas
oscilacoes. Esta ultima etapa visa atingir o regime reoldgico dinamico, no qual é possivel
extrair-se importantes pardmetros viscoeldsticos, tais como o médulo de relaxacao complexo, a
tangente de perda, e o tempo de crossover entre dois diferentes regimes viscoeldsticos que uma
dada amostra possa vir a apresentar, os quais sao imprescindiveis para se caracterizar diferentes
tipos de materiais viscoeldsticos.

A fim de cumprir com seus objetivos, esta tese estd organizada conforme segue. A
primeira primeira se¢ao corresponde a Introducao.

A segunda secdo consiste na Fundamentacdo Tedrica, na qual sdo apresentados e
discutidos os principais conceitos que norteiam a presente pesquisa. Desse modo, baseado no
trabalho de Eaton e West (2010), faz-se uma breve introduc@o sobre o que € o Microscopio de
Forca Atdmica, quais seus principais componentes e suas fungdes. Apds isso, discute-se as
nocoes de tensdo, deformagdo, médulo de Young, entre outras, concernentes a elasticidade linear.
Em seguida, apresenta-se a lei de Newton para a viscosidade e depois introduz-se os conceitos
relacionados a viscoelasticidade linear, desde as no¢des de fluéncia e relaxacao de tensdo, até a
discussdo dos principais modelos viscoeldsticos utilizados na caracterizagdo de materiais macios.
Por fim, faz-se uma introducao sucinta sobre a Teoria de Contato de Hertz.

Na terceira secdo, aplica-se os conceitos discutidos antes para se desenvolver, mate-
maticamente, os modelos tedricos propostos.

Na quarta se¢do, discute-se os resultados tedricos previstos pelos modelos matem4-
ticos desenvolvidos na se¢do anterior a partir de simulac¢des de curvas de forca e utilizando o
arcabouco tedrico desenvolvido na segunda secao deste trabalho. Faz-se, entdo, uma andlise
comparativa das principais vantagens e desvantagens associadas a esses modelos quanto a sua

aplicabilidade para se extrair as propriedades reoldgicas de materiais macios a fim de delimitar
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critérios que auxiliem em sua adocao futura.

A ultima se¢ao consiste na Conclusdo do trabalho, na qual faz-se um pequeno resumo
dos principais resultados obtidos na secdo antecedente e verifica-se se os objetivos iniciais foram
cumpridos. Além disso, faz-se uma breve discussio sobre as possiveis formas de melhorar o que

fora proposto ao longo desta dissertacao e sobre a sua contribui¢do para pesquisas futuras.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Nessa sec¢do, serdao apresentados e discutidos 0s pressupostos tedricos basicos ne-
cessdrios para a compreensdo do trabalho. Desse modo, serdo desenvolvidos os principais
conceitos que norteiam as pesquisas em microreologia de materiais macios, tais como os de
tensao, deformacgao, médulo de Young, entre outros, bem como os modelos tedricos mais comuns
utilizados para descrever as propriedades eldsticas e viscoeldsticas de tais materiais. Além disso,
baseado no trabalho de Eaton e West (2010), far-se-4 uma breve introducdo sobre o que € o
microscépio de forca atdmica, quais os principais elementos que o constituem, seu principio de
funcionamento e as formas em que ele pode ser operado, dando-se destaque ao modo de contato

nos experimentos de nanoindentagao.

2.1 Microscépio de forca atomica

O microscopio de forca atdbmica (AFM) consiste em um aparato experimental muito
versitil e preciso que permite ndo apenas a visualizacao de imagens com grande poder resolucio e
acurdcia. Ele transcende as técnicas de microscopia convencionais ao possibilitar o mapeamento
topografico de diferentes tipos de amostras em nivel tridimensional através de medidas diretas dos
varios desniveis de altura presentes nas superficies de amostras; atuar diretamente em processos
de medida e determinagdo de parametros mecéinicos de amostras bioldgicas ou ndo; e ndo
necessitar de condi¢des extremas de operacao, como alto vicuo, essencial para o funcionamento
de microscopios eletronicos de varredura, por exemplo (EATON; WEST, 2010). A subsec¢des a

seguir oferecerdo uma visao global, embora ndo muito aprofundada, sobre 0 AFM.
2.1.1 Principais caracteristicas

A principal caracteristica que distingue o AFM de outros microscopios consiste no
tipo de sonda por ele utilizada. Ao invés de luz ou elétrons, o0 AFM faz uso de uma fina ponta que
¢ sensivel a presenca da superficie da amostra em estudo e assim pode tragar sua topografia ou
realizar outros tipos de operacdes que serdo detalhadas posteriormente. Além disso, o processo
de imageamento com o AFM nio € baseado nos conceitos de foco ou iluminagdo, embora alguns
AFM’s possuam, integrado a si, microscopios Opticos que permitem a visualiza¢do da amostra e
a posi¢do da sonda do AFM relativa a aquela.

Existem dois principais tipos de configuragdo de AFM. Uma delas € chamada
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de sample-scanning, visto que a sonda do AFM permanece fixada enquanto um controle do
movimento do palco, realizado por piezoelétricos, é responsavel pelo escaneamento da amostra.
A segunda configuracdo € conhecida como probe-scanning, pois nela o palco permanece fixado,
enquanto a sonda move-se sobre a amostra. Esta segunda configuracio € vantajosa por ser capaz
de escanear amostras grandes, visto que a sonda possui maior liberdade para se deslocar. A
primeira configuracdo mencionada, por sua vez, apresenta a limitacao de que o movimento do

palco depende diretamente da dimensdo da amostra e de sua massa (EATON; WEST, 2010).

2.1.2 Componentes e principio de funcionamento

Como pode ser visto na Figura 4, um microscopico de forca atdbmica (AFM) moderno
pode ser dividido em trés principais componentes, conforme segue logo abaixo:

e Palco: possui um scanner capaz de mover a sonda/amostra nas direcdes x, y e
z através de transdutores piezoelétricos; um fixador de amostra; um sensor de
forca, composto pelo cantilever, o laser e o fotodiodo; e elementos de controle.
Geralmente é acoplado a um microscépio Optico que permite a visualizacdo
da ponta e da amostra. Possui isolamento que minimiza o efeito de vibragdes
mecanicas e ruidos.

e Controle eletronico: realiza a interface entre o palco do microscopio e o com-
putador. Fornece os sinais necessarios para o funcionamento dos mecanismos
motorizados e € capaz de converter os sinais oriundos do AFM em dados digitais
que sdo usados na andlise de amostras.

e Computador: contém o software utilizado pelo experimentador para controlar os
dados de entrada, bem como coordenar o processo de scanning. Também possui
programas que permitem o processamento e a andlise dos dados obtidos.

Por trds destes componentes, existem trés conceitos fundamentais que devem ser
discutidos a fim de que se possa compreender como o AFM opera e que sdo responsaveis
pelo funcionamento dos componentes listados acima. Sao eles: transdutores piezoelétricos,

transdutores de forca e controle de feedback.

2.1.2.1 Transdutores Piezoelétricos

De acordo com Eaton e West (2010), transdutores piezoelétricos sdo dispositivos

que convertem uma dada diferenca de potencial elétrico em movimento mecanico, conforme
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Figura 4 — Componentes de um AFM Moderno
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Fonte: <http://www.physics.emory.edu/faculty/finzi/research/afm.html>. Acesso em: 18 de nov. de 2019.

pode ser visualizado na Figura 5 (A), que representa um piezoelétrico sofrendo uma expansao
Av em seu volume devido a uma tensdo V nele aplicada. Entretanto, os mesmos podem também
executar a funcdo inversa caso sofram uma variacdo em suas dimensoes, a exemplo do que esta
representado na Figura 5 (B), que mostra um piezoelétrico que tem seu volume diminuido de
Av devido a acdo de uma forca externa F. Como consequéncia disso, é gerada uma tensao V

registrada por um voltimero posto em paralelo com o dispositivo.

Figura 5 — Representacdo esquemadtica de um transdutor piezoelétrico
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Fonte: elaborada pelo autor.

Os piezoelétricos usados em um AFM sdo responsdveis por mover a sonda ou o
palco nas dire¢des x, y e z e sdo geralmente constituidos de ceramica sintética, embora tais tipos
de materiais possam ser encontrados na natureza na forma de cristais, polimeros ou matéria
amorfa.

Quando um material piezoelétrico € percorrido por uma corrente elétrica, ele modifica

suas dimensdes e tal processo depende da intensidade da diferenga de potencial elétrico aplicada
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em suas extremidades, da natureza do material e de sua geometria (EATON; WEST, 2010).
Ainda conforme Eaton e West (2010), o coeficiente de expansao de um piezoelétrico tipico é
da ordem de 0, 1nm por volt. Desse modo, ao ser implementado em um AFM, um rigoroso
controle dessa propriedade de expansao € realizado pelo aparato a fim de permitir indenta¢des
nanométricas de grande precisdao. Um piezoelétrico ideal apresenta um comportamento linear

entre a voltagem nele aplicada e sua correspondente expansao. Na pratica, porém,

(...) todos os materiais piezoelétricos mostram comportamento nao linear.
Eles mostram dois comportamentos primdrios ndo ideais, histerese e fluéncia.
Histerese, derivado da palavra histéria, faz com que a cerdmica tenda a manter
a forma que ela tinha antes. Quando a ceramica se expande, hd uma nao-
linearidade negativa em sua forma, e quando o material se contrai, hd uma
ndo-linearidade positiva em sua forma. (EATON; WEST, 2010).

O comportamento de fluéncia se manifesta, por exemplo, quando o material piezoe-
1étrico sofre um impulso repentino, tal como uma voltagem. Nesse caso, o material ndo apenas
sofre uma expansao devido a diferenca no potencial a ele submetida, como tende continuar a
se expandir mesmo depois que o impulso antes dado permanece constante. Nesse sentido, o
AFM precisa ser calibrado para corrigir esses comportamentos e isso € geralmente feito ao se
realizar medidas sobre uma amostra bem conhecida e que exibe padrdes capazes de identificar
as nao linearidades mencionadas. Ao realizar-se escaneamentos posteriores ao processo de

calibragem, o software de controle do AFM modifica dinamicamente as voltagens aplicadas nos

piezoelétricos a fim de reduzir o comportamento ndo linear apresentado outrora.

2.1.2.2 Transdutores de Forca

Um transdutor de forga € responsavel por medir a intensidade da forga trocada entre
a sonda do AFM e a superficie da amostra; esse dispositivo deve ser tal que, na medida em que a
forca medida aumenta, a voltagem gerada pelo transdutor também deve crescer, mantendo uma
relacdo monotodnica entre a forca e a voltagem. Sua sensibilidade deve ser capaz de medir forcas
de até 10 piconewtons. No caso de um AFM convencional, o transdutor de forca consiste de
um cantilever em cuja extremidade final encontra-se fixado a ponta usada como sonda; sobre o
cantilever, ha uma regido espelhada acima da qual um laser, devidamente calibrado, é refletido a
fim de atingir um fotosensor. Este, por sua vez, é formado por quatro quadrantes sobre o qual
projeta-se o spot do laser, conforme pode ser visualizado na Figura 6.

Dessa forma, quando o cantilever sofre uma deflexdo devido a forca de contato entre

a ponta do AFM e a amostra, o spot do laser desloca-se. A variacdo do sinal do laser € recebida
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Figura 6 — Transdutor de Forca
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Fonte: <https://www.azonano.com/images/Article_Images/ImageForArticle_4250(6).jpg.> Acesso em: 19 de nov.
de 2019.
pelo fotosensor e assim convertida em uma diferenca de potencial elétrica que chega até o sistema
de processamento de dados do AFM; este ultimo calcula a intensidade da forca de contato. E
importante destacar que a distancia entre cantilever e o fotosensor é grande o suficiente para
que qualquer deflexdo sofrida pelo cantilever corresponda a um deslocamento do spot do laser
que pode ser medido com grande precisdo, o que garante que o AFM seja sensivel o suficiente
para detectar, inclusive, ruidos e pequenas oscilacdes. Felizmente, os AFM convencionais sao

1solados mecanicamente de tais influéncias externas.
2.1.2.3 Controle de Feedback

Ao escanear a superficie de uma amostra com um AFM, o controle de feedback é
responsdvel por manter constante a forga trocada entre a ponta do AFM e a superficie da amostra.
Dessa forma, quando a ponta depara-se com uma elevacao, por exemplo, a for¢a exercida pela
amostra sobre a ponta aumenta. Esse sinal € coletado pelo controle de feedback que, por sua
vez, emite uma resposta para que o piezoelétrico responsavel pelo movimento vertical da sonda
eleve a altura relativa desta a superficie da amostra a fim de manter a deflexdo do cantilever e,
correspondentemente, da for¢a, constante. Processo andlogo acontece quando a sonda depara-se

com uma depressao.

2.2 Elasticidade Linear

A elasticidade linear € um comportamento fisico ideal no qual os corpos que seguem
esse regime, ao sofrerem a acao de uma forga externa, deformam-se instataneamente, sendo tal

deformacdo diretamente proporcional a intensidade da forca aplicada. Uma vez que a aplicagcdo
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da forga for cessada, os materiais puramente eldsticos retornam ao seu estado original. Desse
modo, pode-se dizer que a elasticidade linear € um fendmeno reversivel e que depende somente
da deformacao sofrida pelos corpos, € ndo da taxa com que tal parametro varia no tempo. A
lei fisica que rege esse comportamento € a Lei de Hooke, e esta e os conceitos basicos que a

fundamentam serdo discutidos e desenvolvidos de maneira sucinta nessa secao.
2.2.1 Conceito de Tensdo

De maneira geral, ao considerar-se um elemento de forca dF atuando sobre uma
superfice de area dA, define-se a tensdo ¢ exercido sobre essa superficie como sendo igual a

_dF

(2.1)

Segundo Fischer-Cripps (FISCHER-CRIPPS, 2007), existem dois tipos principais
de tensdo: normal e de cisalhamento. Uma tensdo normal corresponde aquela cuja linha de ag¢ao
da forca aplicada sobre uma dada superficie é perpendicular ao plano que contém a referida
superficie. Desse modo, tal tipo de tensao pode ser uma compressao ou uma tragao. A Figura 7
representa uma tensdao normal o, aplicada por uma for¢a F ao longo da dire¢@o y sobre uma

area paralela ao plano xz.

Figura 7 — Tensdao Normal

Fonte: elaborada pelo autor.

Uma tensdo de cisalhamento, por sua vez, corresponde aquela cuja linha de ag@o de
forca € paralela ao plano que contém a drea sobre a qual atua a forca. Isso pode ser verificado a
partir da Figura 8, onde, enquanto a for¢a se encontra na direcdo —y, a drea sobre a qual ela atua
€ paralela ao plano xy. Desse modo, a tensdo resultante € de cisalhamento e denotada por Gy.

A fim de caracterizar por completo o estado de tensdao de um determinado ponto de

um corpo, deve-se levar em consideracio todos os tipos de tensdo que atuam sobre um elemento
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de volume infinitesimal situado no entorno daquele ponto.

Figura 8 — Tensdo de Cisalhamento
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Fonte: elaborada pelo autor.

Por conveniéncia, considerar-se-a que tal elemento de volume € ctibico e que este
se encontra na origem de um sistema de coordenadas cartesianas cujos vetores da base serao
denotados por ¢ e os respectivos eixos por x, onde k = 1 equivale a direc@o x, k = 2 a dire¢do
y e k = 3 a direcdo z, conforme esquematizado na Figura 9. Nessa notacao, o volume do cubo
vale d3x = dx;dx»dx3. Desse modo, tem-se que, para a o elemento de area dxdx3, por exemplo,
podem atuar trés forcas: uma na direcdo x, denotada por dFj, que € paralela a esse elemento de
area, uma segunda forca na direcdo y, denotada por dF;, perpendicular ao elemento de drea, e a
ultima na direcdo z, denotada por dF3, também paralela ao plano que contém o elemento de area.
As correspondentes tensdes devido a essas forgas serdo representadas por o;;, onde o indice 1
indica a direcdo da reta normal a drea sob consideracao, e j indica a dire¢do da linha de acdo da

forca. Portanto, as tensdes sobre o elemento de drea dx;dx3 sdo:

Figura 9 — Tensdes normal e de cisalhamento atuando sobre uma das faces de um cubo
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Fonte: elaborada pelo autor.

_ _df _ _db _ _dF
021 = dxidxs’ 022 = dxidxsz’ 023 = dxidxz”

Por conseguinte, pode-se observar que, no caso em que i = j, a componente de

tensdo sob consideragdo corresponde a uma tensao normal, e quando i # j, a componente de
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tensdo € de cisalhamento. Logo, as tensdes 0,1 € 0»3 sdo de cisalhamento, visto que as linhas de
acdo de suas forgas sdo paralelas a drea sob consideracdo, enquanto a tensdo o7, € normal, visto
que a linha de acdo de sua forca é perpendicular a drea em questdo. Um raciocinio andlogo pode
ser empregado para descrever as tensdes que atuam sobre os elementos de drea dx;dx; e dxydxs.
(FISCHER-CRIPPS, 2007). Tem-se, assim, que o estado de tensdo fica bem representado por
um tensor de tensdo constituido por nove componentes, sendo trés delas normais e as outras seis

de cisalhamento, cuja representacdo € dada por

011 O12 O13
0= |02 O O23f- (2.2)

031 O3 033

Como pode-se perceber, os elementos da diagonal do tensor de tensao sao as com-
ponentes de tensdo normal. O sinal das componentes de tensdo € arbitrario, mas algumas
convengdes tem sido utilizadas na literatura, dependendo da drea de estudo. No presente trabalho,
adotar-se-a4 a mesma convencado proposta por Fischer-Cripps (FISCHER-CRIPPS, 2007), na
qual as tensdes normais que equivalem a tracoes sdo consideradas positvas, enquanto as que sao
compressdes possuem sinal negativo. Por sua vez, as tensdes de cisalhamento terdo sinal positivo
caso a direcdo da linha de acdo de sua forca e da direcdo da normal que aponta para fora da area
sob consideragdo possuam sinais iguais.

Considerando a situacdo de equilibrio do corpo, tem-se que o torque resultante
devido a a¢do de cada forca deve ser nulo. Portanto, nesse caso, a seguinte configuragdo para
as componentes de cisalhamento deve ser obedecida: 61, = 0>1, 013 = 031 € 023 = 033. Isso
significa que, no estado de equilibrio, somente seis componentes de tensdo sdo importantes, as
trés componenetes de tensdo normal, também chamadas de componentes principais, € as trés

comopenetes de tensdo de cisalhamento (WARD; SWEENEY, 2004).
2.2.2 Deformacgdo

O parametro deformacao corresponde a uma medida do grau de deformagao relativa

que uma espécie sofre devido a acao de tensdes. Matematicamente, pode ser definida como:

el — du;
7 3y
ox;

(2.3)

Para se compreender o significado fisico dessa equacdo, deve-se aqui destacar qual a

ideia de deformacdo que se estd usando. Conforme Ward e Sweeney (2004), uma deformacao
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corresponde ao deslocamento que um dado ponto sofre em relagdo a outro ponto situado em sua

vizinhancga, conforme pode ser visto na Figura 10.

Figura 10 — Deformacao sofrida por um ponto
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Fonte: <https://en.wikipedia.org/wiki/Deformation_(physics)>. Acesso em: 10 fev. 2021.

Na Figura 10, tem-se que, inicialmente, um material retangular com faces de compri-
mento infinitesimal dx e dy encontra-se em repouso em relacdo a um sistema de coordenadas
cartesianas xy. Em seguida, este corpo € deformado, passando a adquirir o formato de um
losango. A partir dessa figura, observa-se que u,(x,y) representa o deslocamento do ponto A na
direc@o x apds o retangulo ser deformado, enquanto u,(x + dx,y) representa o deslocamento do
ponto B na diregdo x apds ocorrer essa deformagdo. De maneira andloga, uy(x,y) e uy(x,y +dy)
representam os deslocamentos dos pontos A e C na direcio y apds a deformagio do retangulo. E
importante salientar que, nessa abordagem, u denota o campo de deslocamento referente a todos
os pontos do material considerado, isto é, representa os deslocamentos sofridos por esses pontos
relativos ao sistema de coordenadas especificado quando o material mudou de um estado inicial
onde sua geometria era retangular para outro estado no qual sua nova geometria passou a ser
a de um losango. Nesse exemplo, (x,y), (x+dx,y) e (x,y+dy) sdo as coordenadas associadas

aos pontos A, B e C, respectivamente. Portanto, a partir da defini¢do de deformacdo mostrada na
duy duy, Jduy . duy,
dx’ dy’ dy ox

Ainda de acordo com Ward e Sweeney (2004), na elasticidade linear, que por sua

Equacdo (2.3), tem-se que

sdo deformacdes.
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vez € vélida para materiais isotrépicos, existem dois tipos de deformacao: deformagdo normal
ou extensional e deformacao de cisalhamento. O primeiro tipo caracteriza deformagdes nas
dimensdes da espécie na mesma dire¢do da tensdo aplicada. O segundo tipo caracteriza a
mudanga na forma da espécie, que pode ser entendida como uma distor¢do em seu volume.

As componentes normais de deformacao sdo caracterizadas pelos indices i = j, enquanto as
du,y
dx
du, _ ) _ Oduy, duy, _ )
y f X y
e 5 sdo componentes normais de deformacdo e 5 e = sao componentes de cisalhamento.
y X
Porém, deve-se analisar que, quando acontece uma rotagdo, verifica-se que as com-

. : du; T . ~
ponentes de cisalhamento assumem a forma: % = — 5, - Isso indicaria que, apds a rotagdo, os
J i

componentes de cisalhamento sdo caracterizadas pelos indices i # j. No caso da Figura 10,

pontos do corpo estariam deformados e, consequentemente, armazenariam energia potencial, o
que de fato ndo acontece (FISCHER-CRIPPS, 2007). A fim de evitar tal tipo de ambiguidade,
define-se as componenetes do tensor de deformacio como:

8"—1 8u,~+8uj
lj_2 ax]' 8)6,'

(2.4)

Dessa forma, quando acontecer uma rotacao, a deformacao de cisalhamento resul-
tante serd nula, em concordancia com o comportamento fisico do material. Analogamente ao
que foi feito na descricdo da tensao, pode-se representar o estado de deformacao de um ponto

através de um tensor de deformacao, cuja representacao é:

€11 €12 €13
€= &1 €2 &3] (2.5)

&1 &2 &33

Também é conveniente representar a deformacao de cisalhamento através do agulo
de deformag@o ou angulo de cisalhamento, simbolizado por ¥;. Em coordenadas cartesianas, tal
parametro representa a variagdo do dngulo compreendido entre dois planos inicialmente ortoganis
apos sofrerem uma deformacao de cisalhamento. Para uma compreensdo mais detalhada sobre
esse parametro, recomenda-se consultar Fischer-Cripps (2007). Matematicamente, o angulo de

cisalhamento equivale a duas vezes o pardmetro &;;, isto €:

814,' 814]'
+

Yij - an ax,- (2.6)

Para fins praticos, porém, utilizar-se-a, doravante, a Equacdo (2.6), ao invés da

Equacio (2.4), como a definicdo matemdtica de deformacao.
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2.2.3 Leide Hooke generalizada

A lei de Hooke € a relagdao fundamental concernente a elasticidade linear dos corpos,
visto que estabelece uma conexdo entre as nog¢des de tensao e deformacdo. Em sua forma geral,
afirma que as componentes de tensdo podem ser expressas em termos de uma combinagdo linear
das componentes de deformacao, isto é:

33 y
Ou =) ). aijijs (2.7)
i=1 j>i
J=1
onde af} sdo constantes.
De maneira semelhante, as componentes de deformagdo podem ser escritas como
combinacdes lineares das componentes de tensao:
3.3 y
e =Y Y, bijoi, (2.8)
i=1 j>i
j=1
onde bfjl sdo constantes.

Essas relacdes sdo vdlidas ndo apenas para materiais isotrpicos, como também
anisotropicos. Para o caso de sdlidos isotrépicos, considera-se que nao existe acoplamento
entre componentes de tensdo normal e componentes de deformacdo de cisalhamento, nem
entre componentes de tensdo de cisalhamento e componentes de deformagdo normal (WARD;

SWEENEY, 2004). Nesse caso, as relacdes acima convertem-se em:

3

O =Y. d & | (2.9)
i=1

Ok = ki€l (2.10)
3

& =Y. bi* oy 2.11)
i=1

(&

&t = DOy - (2.12)

Conforme Ward e Sweeney (2004), a fim de escrever a lei de Hooke para materiais

1sotrépicos, € necessario escrever equacgdes lineares que estabelecam uma relagdo linear entre
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uma tensdo aplicada & e a sua correspondente deformacado oy, o que possibilita definir dois
parametros importantes na descricdo do comportamento eldstico dos materiais: o médulo de
Young, simbolizado por E e também chamado de mddulo de elasticidade; e a razdo de Poisson,
simbolizada por v. Tem-se que uma tensdo aplicada na direcio de oy produzird uma deformagdo

na direcdo de k dada por

Okk
Ek = F (2.13)

e deformagdes nas demais dire¢des definidas por

—v
&= 5 Ok (2.14)
onde [ # k.

Por simplicidade, supondo, por exemplo, que k = 1 e que [/ = 2, tem-se que uma
tensdo aplicada na dire¢do do eixo x produz uma deformacao tanto nessa dire¢do, quanto nas
direcdes y e z. A Equacdo (2.13) é uma maneira alternativa de enunciar a Lei de Hooke, cuja
forma mais conhecida equivale a f = kx, onde f equivale a forca aplicada a uma mola de
constante eldstica k quando esta sofre uma pequena deformacgdo x. A Equacao (2.14), por sua
vez, corresponde a definicdo matemaética da razao de Poisson. Pode-se constatar que, quando
Oxk» escrito em termos da lei de Hooke, for substituido nessa expressao e a razdo de Poisson v

for isolada, obtem-se:

&
V=——. (2.15)
Ekk

Assim sendo, uma contracdo na direcdo de &; acarretard em um alongamento de
&x. Além disso, pode-se verificar que v € positivo quando g; for negativo, o que simboliza
uma contracdo na direcao perpendicular a da tensdo aplicada (WARD; SWEENEY, 2004). De
acordo com Fischer-Cripps (2007, p. 13), "A razdo de Poisson v € a razdo da contracao lateral
pela extensao longitudinal (...). Contragdes laterais, perpendiculares a uma tensao longitudinal
aplicada, surgem como uma tentativa do material em manter seu volume constante".

Por sua vez, as deformacoes de cisalhamento relacionam-se com as tensoes de

cisalhamento através da equacao

Okl
&= —=, 2.16
W= (2.16)

onde o parAmetro G é chamado de médulo de cisalhamento.
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Em conformidade com o que é discutido por Timoshenko e Goodier (1951, p. 7),
uma vez que o elemento de volume em questao se encontra sob a acao de tensdes normais 071,
027 € 033, € estes encontram-se uniformemente distribuidos sobre as faces do mesmo, pode-se
determinar as deformacdes resultantes em cada uma dessas direcdes através do Principio de
superposicdo. Desse modo, adicionar-se-4 a contribui¢do de cada tensdo normal para uma dada

deformagdo em uma direcao especifica, o que corresponde a fazer:

1
€)1 = E[cm — V(o +033)], (2.17)
1
&n = E[Gzz—V(Gn + 033)] (2.18)
c
1
€3 = 5[033 —v(0o11 +02)]. (2.19)

Essas sdo as relacdes de tensdo-deformacao fundamentais da elasticidade linear. Por
fim, pode-se mostrar que a conexdo entre 0 médulo de Young E e o médulo de cisalhamento G é

estabelecida pela seguinte equagao:

= E
=2ty 220

2.3 Viscoelasticidade

A viscoelasticidade corresponde a um comportamento intermedidrio entre o pura-
mente eldstico e o viscoso, no qual ndo apenas serd levado em conta a relacdo entre tensao e
deformagdo, mas também a maneira como uma deformacao varia no tempo (WARD; SWEENEY,
2004). Enquanto o primeiro € regido pela lei de Hooke, que por sua vez foi discutida na secao
anterior, o ultimo € descrito em termos da lei de Newton para fluidos viscosos. Desse modo,
far-se-a4 uma breve introdugdo sobre a lei de Newton para a viscosidade linear e, em seguida,
serd introduzido o conceito de viscoelasticidade linear, que corresponde a uma superposi¢ao
entre os dois comportamentos supracitados. Assim, os principais conceitos que permeiam o
regime viscoeldstico serdo introduzidos, tais como os de fluéncia e de relaxacao de tensio, bem
como serd feito uma discussdo sobre os modelos viscoeldsticos mais comuns utilizados para

caracterizar materiais que exibem tais propriedades.
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2.3.1 Viscoelasticidade Linear

A lei de Newton para a viscosidade linear estabelece que a relagdo entre uma tensao
de cisalhamento e o correspondente gradiente de velocidade apresentado por um fluido s@o
diretamente proporcionais, sendo tal constante de proporcionalidade, denotada por 1, chamada
de viscosidade do fluido (Ward e Sweeney, 2004, p.53) . Considerando-se o movimento do fluido

limitado ao plano xy, tem-se que

Vv, IV
O = [ 1+ 2

Erra 2.21)

onde o7, corresponde a tensdo de cisalhamento, V| a velocidade do fluido na direcdo x e V, a
velocidade do fluido na direcdo y. Lembrando que ambas as velocidades podem ser expressas

em termos dos deslocamentos do fluido, isto é, que

duy

Vi = r (2.22)
e
8u2
Vo = 50 (2.23)
substituindo estas duas equagdes na Equacao (2.21), encontra-se que
Gy — 8 8u1 + 8 8u2
2=Moxn\ o ) " an \ ox
_ 9 |9u  du (2.24)
o1 | o, oy
- (9812
=1 T

onde utilizou-se a Equagdo (2.4),comi=1¢e j=2.

O resultado acima é muito importante, visto que estabelece que a tensdo de cisa-
lhamento aplicado sobre um fluido newtoniano € diretamente proporcional a taxa de variacao
temporal da correspondendte deformacgao de cisalhamento (WARD; SWEENEY, 2004). Essa lei
corresponde para viscosidade o que a lei de Hooke representa para a elasticidade linear. Con-
forme ja mencionado, a viscoelasticidade caracteriza um tipo de comportamento situado entre o
eldstico e o0 viscoso e a maneira mais simples de expressa-la corresponde a uma superposicao
linear de ambos os comportamentos. Isso significa que a equagdo constitutiva para o que se

chama de viscoelasticidade linear deve ter a seguinte forma

c :E£+n%. (2.25)
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2.3.2 Fluéncia

Quando um material viscoeldstico é submetido a uma tensao constante, sua deforma-
¢do resultante ndo mantém-se fixa, mas varia com o tempo, de modo que tal comportamento €
chamado de fluéncia (FERRY, 1980). Na viscoelasticidade linear, verifica-se que a deformacao
global devido a ac@o da tensdo constante corresponde a soma de trés formas distintas: uma
devido a resposta eldstica instantanea do material que se segue imediatamente apds a aplicagdao
da tensdo, denotada aqui por €; uma segunda correspondente a uma deformacao eldstica que
continua a acontencer mesmo apoés a tensdo manter-se constante e que é dependente do tempo,
sendo chamada de deformacdo defasada e denotada por &; e uma terceira devido a resposta
viscosa do material, denotada por €3. Porém, a intensidade dessas deformagdes € diretamente

proporcional a tensdo aplicada. Portanto, a deformacao resultante, €. é dada por:
& =€+ &+ &3. (2.26)

Define-se, entdo, a func¢do de fluéncia ou compliancia, J(¢), que corresponde a

& gt ete
(0}

J(1) =+t (2.27)

onde o denota a tensdo aplicada sobre a amostra em estudo e Ji, J, e J3 correspondem as
contribui¢des para a funcio de fluéncia devido a €, & e &3, respectivamente. E importante
observar que a fun¢do de fluéncia € independente da magnitude da tensdo aplicada, uma vez que
a deformacao resultante é proporcional a esta.

Conforme Ward e Sweeney (2004, p.56), alguns materiais, tais como redes interliga-
das de cadeias poliméricas, ndo exibem resultados referentes a J3. Os mesmos autores salietam
que a fung@o J(¢) depende também da temperatura do material. Ao plotar-se tal fungdo em uma
escala logaritmica, verifica-se trés regides importantes para caracterizar o comportamento do
material como vitreo, eldstico ou viscoeldstico. Para tempos curtos, J(¢) apresenta-se aproxi-
madamente constante e com valor que caracteriza materiais vitreos. Para tempos muito longos,
verifica-se que J(¢) apresenta um valor alto, tipico de materiais semelhantes a borracha, e que
seu valor mantém-se aproximadamente constante. Entre ambos os comportamentos, J(¢) varia
com o tempo, 0 que caracteriza o comportamento viscoeldstico. No meio dessa por¢do do
grafico, delimita-se um tempo caracteristico, simbolizado por 7’. Portanto, o que se verifica
experimentalmente é que materiais semelhantes ao vidro possuem um valor de 7’ elevado, de

modo que, a temperatura ambiente, J(¢) encontra-se na regido tipica de materias vitreos. Porém,
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caso sua temperatura seja elevada, o rearranjo molecular devido ao aumento da agitacdo térmica
das mesmas faz com que o valor de 7’ diminua e, consequentemente, 0 comportamento resultante
da amostra passe a ser semelhante ao de materiais eldsticos. De maneria andloga, materiais
eldsticos, & temperatura ambiente, possuem valor de T’ pequeno, de modo que J(7) apresenta-se
na regido que caracteriza materiais semelhantes a borracha. Porém, caso sua temperatura seja
diminuida consideravelmente, o parAmetro T/ aumenta, o que desloca o comportamento da

amostra para aquele tipico de materiais vitreos.
2.3.3 Relaxacdo de Tensdo

Ao manter-se uma deformacgdo constante sobre um material viscoeldstico, a tensao
necessdria para tal assume um valor instantaneo proporcional a magnitude da deformacdo, porém,
com o transcorrer do tempo, seu valor diminui até atingir um valor finito. Esse fendmeno €
chamado de relaxac¢do de tensdo. Semelhante ao fendmeno de fluéncia, define-se um tempo 7
caracteristico, chamado de tempo de relaxagdo, que permite analisar o comportamento de uma
amostra ao longo do tempo que ela permanece deformada. Além disso, define-se uma fungao

G(t), chamada médulo de relaxagéo, denotada por

G(t) = ﬂ7 (2.28)
onde o (t) corresponde ao histérico da tensdo aplicada, e € a deformacéo aplicada a amostra.
2.3.4 Principio de Superposigdo de Boltzmann

O principio de superposicdo de Boltzmann possibilita a andlise de respostas viscoe-
lasticas devido a processos que se realizam em multiplas etapas, ou, de maneira geral, para os
casos em que a deformacdo e a tens@o variam com o tempo. Sua aplicacio baseia-se no principio
fisico da causalidade, segundo o qual um efeito ndo pode preceder uma causa. Além disso, sua
aplicacdo possibilita a obtencdo de equagdes constitutivas para modelos viscoeldsticos, como
sera mostrado em breve (LAKES, 2018).

Dentre as diferentes formas em que se € possivel obter o Principio de Superposicao
de Boltzmann, o presente trabalho ilustra duas destas: através de fungdes passo que se superpdem
para gerar um processo formado de multiplas etapas de tensdo e deformacao; e através de funcdes
pulsos que se somam e assim formam perfis de tensdo e deformacdo que variam com o tempo,

em que se adotard a abordagem desenvolvida por Lakes (2018).
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2.3.4.1 Processos formados por miiltiplas etapas

Nesse caso, se uma amostra for submetida, ao longo do tempo, a aplicacdo de
diferentes incrementos de tensdo, o principio de superposi¢do de Boltzmann garante que a
deformacao resultante do sistema consiste na adicdo das deformagdes causadas por cada tensdao
aplicada individualemente, levando-se em conta o histérico de indentacdo da amostra. Tal
processo caracteriza a fluéncia devido a aplicagdo de multiplas tensdes em momentos diferentes.
Em termos matematicos, tem-se que, se Ao; consiste em um elemento de tensao aplicado sobre
uma amostra em um dado instante de tempo 7;, como a complidncia € a mesma para uma dada
amostra, entdo a contribui¢io em sua deformacao, sibmolizada por g(z), devido a Ac; é dada

por
8,'(2‘) = AO','J(Z - ‘L','), (2.29)

onde usou-se a Equacdo (2.27). Desse modo, o Principio de superposicdo de Boltzmann garante

que a deformagcao total sofrida pela amostra ao longo da aplicacdo de n tensdes € dada por:

(2.30)
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Tomando-se o limite quando n tende ao infinito, de forma que cada incremento Ac;

torna-se infinitesimal, a Equacdo (2.31) transforma-se em uma integral:

e(r) = /O It D)do(7) (2.32)
! do(t
— /0 Ie-7) =

Poder-se-ia integrar a equacdo acima de —oo a t, pois todo o historico de indentagdo deve ser

)dr. (2.33)

incluido. Porém, para fins préticos, pode-se considerar que somente o histérico recente de
indentacdo contribui para o fendmeno de fluéncia, em conformidade com o que € discutido por
Ward e Sweeney (2004, p.60).

De forma analoga, pode-se considerar um processo no qual uma amostra € restrita a
manter-se deformada de diferentes elementos de deformagdo Ag; em instantes de tempo 7; a0
longo do tempo ¢. Nessa situacdo, havera relaxacdo de tensdo que se realiza em multiplas etapas,

cada uma caracterizada por Ag;, de modo que o principio de superposi¢dao de Boltzmann permite
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inferir que:

o(t) =) G(t—T7)As, (2.34)
i=1

onde usou-se a Equacdo (2.28) para escrever ¢(¢). Tomando o limite quando n tende ao

infinito, de forma que cada elemento de deformacdo Ag; torna-se infinitesimal, a Equacdo (2.34)

transforma-se na seguinte integral:

t
o(r) = / G(1 — 7)de(7) (2.35)
0
! de(T)
= [ G(t— dr. 2.36
| et-9= P 236)
E importante salientar que do(7) = dfl—(:)dr ede(t) = dfl—(f)d’c quando as fungdes

O e € sdo consideradas continuas e, portanto, derivaveis.
2.3.4.2  Processos compostos por superposicdo de pulsos

Em um teste de relaxacdo de tensdo, um pulso de deformacdo pode ser escrito
através da superposicao de dois passos de deformagdo com o auxilio da fun¢io de Heaviside 57

conforme segue (LAKES, 2018):
e(t) = e[ (1)~ A (1 1)), (2.37)

;

0, set<0

(1) =1S1/2, set=0

1, set>0

\
e T corresponde a um instante de tempo genérico. Portanto, de acordo com o Principio de
Superposicdo de Boltzmann, a tensdo resultante € uma composi¢ao das tensdes advindas de cada

passo de deformagdo isoladamente em seu respectivo instante de tempo:
o =¢&|G(t) —G(t—1)]. (2.38)

Pode-se, assim, considerar uma fung@o genérica £(¢) que se inicia em ¢t = 0 com
€(0) = 0 e que varia com o tempo até atingir um valor finito diferente de 0 em um instante final

t. Considerando que essa funcao é formada por uma superposicao de pulsos escritos de forma
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andloga ao da Equag@o (2.37), entdo, um dado pulso de deformagdo €(¢) que ocorre entre os
instantes de tempo r — T e t — T+ AT, onde 7 € a varidvel independente, pode ser representado da

seguinte maneira:
et)y=¢€e(n)[H(t—r1)—H(t—1+AT)]. (2.39)

Pelo Principio de Superposi¢ao de Boltzmann, o correspondente incremento de

tensdo devido a esse pulso vale:
Ao =¢(7)[G(t—1) — G(t — T+ AT)]. (2.40)

No limite em que o incremento AT é muito pequeno, pode-se recorrer a definicao de

derivada da fun¢do G(r — t) com respeito a variavel 7, isto é

dG(t — T4 AT) -Gt —

(t—1) — lim G(t—t+A7)—G(t—7) (2.41)

dt AT—0 At

. - dG(t —1)
e substituir o termo G(t — ) — G(t — T+ A7) da Equagdo (2.40) por —Td‘c e Ao por
do, o que resulta em:
dG(t —

do = —e(f)%dr. (2.42)

Por fim, a Equacao (2.42) pode ser integrada com 7 variando de O a ¢ para obter-se
o (t). Porém, deve-se levar em conta que a deformacéo €(¢) ndo € zero no tempo final t, de modo
que a sua contribuicdo nao € nula para a deformacao total conforme era o caso do pulso isolado
representado pela equacdo (2.37). Antes, seu valor € finito em t, conforme j4 mencionando no
inicio dessa discussdo. Por conseguinte, sua contribuicdo para a deformacao total deve ser igual,
pelo Principio da Superposi¢do de Boltzmann, a £(1)G(0). Levando isso em conta, o resulado da

integracdo fica sendo:

(1) = — /O te(ﬁwdwe(zm(oy (2.43)

A equacdo acima pode ser simplificada utilizando a técnica de integracdo por partes:

o (1) :—/Ots(f)@d +£(1)G(0)

= —e(1)G(t—7 +/G —r )a’f+ e(t)G(0)

— _e(1)G(0) + £()G(0) +/ 102D

:/Gt_ 8(7) . (2.44)
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A equacgdo acima € idéntica a Equacdo (2.36) e € conhecida como integral de super-
posi¢do de Boltzmann. Para se obter a equagao de Boltzmann anédloga a (2.33), basta repetir o

procedimento anterior com ¢ substituido por € e G(f — T) por J(t — ), 0 que resulta em:
! d
elt) = / Ji—12°0 4o (2.45)
0 drt

A partir das Equacdes (2.44) e (2.45), pode-se extrair uma relag¢do entre a fungdo de
fluéncia e o moédulo de relaxagdo através da aplicagdo da transformada de Laplace, do teorema
da convolucdo e da propriedade da transformada de Laplace da derivada de uma func¢do. Fazendo

isso, tem-se que o, no espacgo de Laplace, vale:

o(s) = & (/Ot G(t—1) dflf)df)

= G(s)[se(s) — €(0)]
=sG(s)e(s). (2.46)

Por sua vez, €, no espaco de Laplace, vale:

£(s) = & (/Otj(z _ r)d(;if)dr>

=J(s)[so(s) — o (0)]

=sJ(s)o(s). (2.47)

G(s)J(s) = — (2.48)

Finalmente, ao tomar-se a transformada de Laplace inversa da equac@o acima em conjunto com

a aplicacdo do teorema da convolugdo, encontra-se:

t

/ "Gt — ) (t)dT = / J(t—7)G(t)dt =1. (2.49)
0

0

2.3.5 Modelo de Kelvin-Voigt

O modelo de Kelvin-Voigt € representado por uma associagao em paralelo de uma
mola ideal e um amortecedor newtoniano, conforme mostrado na Figura 11, onde E representa o
modulo de Young da mola e 7 o médulo de viscosidade do amortecedor.

Devido a esse arranjo, uma tensao aplicado ao sistema, denotado aqui por ¢, nao

causa uma deformacao imediata na mola, mas € dependente do tempo de aplicacdo da tensdo
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Figura 11 — Modelo de Kelvin

Fonte: elaborada pelo autor.

devido a presenca do elemento viscoso. Nesse caso, a tensao total divide-se em duas partes: uma,
o1, que atua na mola, e outra, 0>, que atua no amortecedor. As deformacdes resultantes em cada
elemento sdo, respectivamente, €’ e &’. Porém, deve-se notar que a deformagio sofrida pelo
sistema deve ser a mesma, a qual serd denotada apenas por €'. Essas informagdes podem ser

reescritas matematicamente como

6= 0110 (2.50)

€

g =¢g'=¢. (2.51)
dey'

Fazendo 61 = Eg/’, 0o =1 4 € utilizando-se a Equagdo (2.51), a Equagdo (2.50)

pode ser reecrita da seguinte maneira:
oc=E¢ +n d—gl. (2.52)
dr’
A expressao (2.52) corresponde a equacao constitutiva do modelo de Kelvin-Voigt
e € andloga a Equacdo (2.25). Para resolvé-la, pode-se dividir ambos os membros por E e
rearranjar os termos, de modo que

nde'

1o = (o/E)—¢ (2.53)

Utilizando-se o método de separacdo de varidveis, pode-se fazer:

E_ ,  d¢
Hdt R (2.54)

Por fim, integrando-se o lado esquerdo da equacdo acima de ¢’ = 0 até ¢ =1 e o lado direito de

e =0 até £ = &, encontra-se:

(0/E)

E =In|—~—~—
7' =" (o/E)—e

. 2.55
o (2.55)
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Pode-se, entdo, aplicar a func¢do exponencial em ambos os membros da (2.55) e em

seguida isolar €. Ao fazer-se isso, obtem-se
e=(0/E)[1—e 7], (2.56)

onde definiu-se o pardmetro 1 /E como sendo o tempo de retarda¢do da deformacéo sofrida pelo
sistema, denotado por 7. Quando ¢ = 7/, observa-se que a deformacio resultante do sistema
corresponde a aproximadamente 63% do seu valor final, sendo este tltimo a deformacao elastica
sofrida pela mola caso esta estivesse, sozinha, submetida a tensao total o, conforme estabelecido
pela lei de Hooke. Além disso, tal modelo ndo estd apto a descrever testes de relaxagdo de forca,
pois, caso se mantivesse a deformacao constante, o elemento viscoso apresentaria tensao nula.
Assim, a equacao constitutiva resultante corresponderia a lei de Hooke, o que estd em desacordo

com resultados experimentais para o caso da viscoelasticidade linear.
2.3.6 Modelo de Maxwell

O modelo de Maxwell € representado por uma associacdo em série de uma mola
hookeana com um amortecedor newtoniano, conforme disposto na Figura 12, onde E denota o
médulo de Young e 7 0 médulo de viscosidade. Nesse arranjo, quando uma tensdo ¢’ atua no
sistema, seu valor € o0 mesmo tanto para o elemento eldstico quanto para o elemento viscoso, o

que pode ser sintetizado pela seguinte igualdade:

/ / !/
o =01 =0y, (2.57)
onde o7’ corresponde a tensdo que atua na mola e 6>’ a tensdo que atua no amortecedor.

Figura 12 — Modelo de Maxwell

Fonte: elaborada pelo autor.

Por sua vez, a deformagio resultante € do sistema corresponde a superposi¢io das

deformagdes individuais sofridas pelos elementos eléstico e viscoso devido a a¢do de o0”, isto é:

g =¢'+¢& (2.58)
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As leis de Hooke e de Newton asseguram que:

61/ = E81/ (2.59)
de)’
=1 dtz, . (2.60)

A fim de se determinar uma equacdo constitutiva para o modelo de Maxwell, deve-se

derivar a Equagdo (2.58) em relacdo a ¢/, isto é,

de!  de’' d&’
— = — 2.61
ar < ar (2-61)
e, em seguida, derivar a Equacdo (2.59) também em relagdo a ¢/, obtendo-se:
dGll d81/
=E . 2.62
dt’ dt’ (262)

d£2/
dr’

Por fim, basta isolar ‘%1,/ na Equacdo (2.62) e na Equacdo (2.60) e substitui-las dentro da

(2.61), o que resulta em

de’ 1do’ o

— ==t — 2.63
dt' E dt + n’ (2.63)
onde fez-se uso da igualdade (2.57). Conforme discutido por Ward e Sweeney (2004, p. 66), o
modelo de Maxwell mostra-se ttil em testes de relaxacdo de tensdo. Nessa situagdo, tem-se que

a deformagio resultante €’ € mantida constante, o que implica em fl—f,/ = 0. Fazendo isso, a (2.63)

pode ser facilmente resolvida aplicado o método de separacdo de varidveis:

ld / /
40 .9 (2.64)
E dt n
1 / /
lde _ o (2.65)
E dt’ n
do' E
% _ —Edt’. (2.66)

Ap6s isso, pode-se integrar o lado direito da (2.66) em relagdo ¢/, com ' variando
de 0 at, e 0 lado esquerdo com respeito a 6’, com ¢’ variando de op em ¢’ =0 at€ o em ' =1.

Fazendo isso, encontra-se o seguinte resultado:

In [3] ——— (2.67)

o)) n

Desse modo, isolando-se a tensao o, tem-se

_E,
0 =0pe 7. (2.68)
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Deve-se observar, mais uma vez, que o pardmetro 1/E tem unidade de tempo, e
corresponde a um tempo caracteristico de relaxacdo. Assim, é conveniente reescrever a Equacao

(2.68) em funcdo de T =n/E:
G =0ope *. (2.69)

A partir da Equagdo (2.69), pode-se observar uma inadequacao desse modelo quando
o parametro ¢ € muito longo, cujo resultado implicard em ¢ = 0. Porém, é sabido que, em geral,
materiais viscoeldsticos nao se comportam dessa maneira (WARD; SWEENEY, 2004). Além
disso, seu comportamento devido a um teste de relaxacdo de tensdo nao fica bem descrito com a
presenca de apenas uma fungdo exponencial, conforme discutido por Ward e Sweeney (2004, p.
67). No caso de testes de fluéncia, nos quais a tens@o € mantida constante, a Equacgao (2.63) recai
na lei de Newton para a viscosidade, indicando que o material se comportard como um fluido
viscoso que escorre, o que também ndo estd de acordo com o que € esperado de um material

viscoelastico (WARD; SWEENEY, 2004).
2.3.7 Modelo de Solido Linear Padréo

O modelo de sélido linear padrao é constituido por uma associacdo em paralelo de
uma mola e um elemento de Maxwell, conforme representado na Figura 13, onde o subscrito
1 caracteriza os parametros referentes a mola soliddria associada em paralelo com o elemento
de Maxwell, enquanto os subscritos 2 e 3 caracterizam a mola e o amortecedor newtoniano que

compdem o elemento de Maxwell, respectivamente.

Figura 13 — Modelo de Sélido Linear Padrao

-

Fonte: elaborada pelo autor.

A fim de se obter uma equagdo constitutiva para o modelo de Sélido Linear Padrio,
deve-se analisar o arranjo esquematizado na Figura 13 sob duas perspectivas. Do lado direito da

figura, tem-se o elemento de Maxwell e a partir dele pode-se inferir as seguintes relacoes:
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(=g tes (2.70)
o =Er& (2.72)
de;
=n—— 2.73
|3 =1, (2.73)

de
Ap6s derivar a Equacgdo (2.70) com respeito a t, realizar as substitui¢des =2
1 dor, de o
E_d_tz’ d_t3 == e, por fim, multiplicar ambos os membros da equacdo resultante por E»,
2
obtém-se:
de doy 03
R Py ]
20~ @ T

dGz (6]
=—4 = 2.74
7 T (2.74)
onde usou-se a igualdade (2.71) e substituiu-se E /1 = 1/7.
Por sua vez, o lado esquerdo da Figura 13 permite inferir que:
oy =E¢. (2.75)

Como a mola de rigidez E e o elemento de Maxwell estdo em paralelo, a tensdo
total aplicada ao sistema vale:
oc=01+0,
= E]S—I—Ez(é‘ — 83)

= E(El —I—E2> —Ey&;3. (276)

. . . de
A equacgdo acima pode ser derivada com respeito a t, de modo que o termo d_: pode

O’
ser substituido por 22 20 combinar-se os resultados das Equacdes (2.71) e (2.73). Fazendo isso,

obtém-se:
do de (e2)
- — E)— —F,—=
a BB 1
de o
=(E|+E)— — —=. 2.77
(Ey+ 2)dt . (2.77)

. . - (9]
Por fim, adicionando, em ambos os membros da Equacgdo (2.77), o termo — a fim de
T
que a mesma possa ficar expressa apenas em termos de o e € e agrupando os termos semelhantes,

encontra-se

de Ej do o©
E\+E)—+—e=—+— 2.78
(Er+ 2)a’t+r£ dt+f’ (2.78)
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que corresponde a equacdo diferencial que descreve o Modelo de Sélido Linear Padrao (LAKES,
2018). A partir dela, € possivel extrair o médulo de relaxa¢do do sistema e também a fungdo de
fluéncia. A fim de se determinar o médulo de relaxagdo G(t), deve-se aplicar a tranformada de
Laplace em ambos os membros da Equagdo (2.78) e utilizar como condi¢des iniciais os valores:

€(0) =0e o(0) = 0. Fazendo isso, encontra-se:

(Ey + Ex)se(s) + %8@) _ so(s) + %G(s) = o(s) = EWBEHE) HET] (2.79)

1
s+ =
T

Utilizando-se o resultado da Equacdo (2.67) para substituir o valor de o(s) na

equagdo acima, obtém-se:

$G(s)e(s) = EWEN +E12) RV R E21 . (2.80)
s+3 sty

As tranformadas de Laplace inversas de cada termo da equacdo acima sdo do tipo
f(t) = tfe= (BOAS, 2006), com a = 0 e k = 0 no caso do primeiro termo da direitae a = 1/7
e k = 0 no segundo termo da direita. Portanto, 0 médulo de relaxacdo para o Modelo de Sélido

Linear Padrao tem a seguinte forma:
G(t) = Ey + Eye /7. (2.81)

Consideracdes sobre a dissipacdo de energia durante o processo de relaxacdo de
tensdo estabelecem restricdes a forma assumida pelo médulo de relaxagdo G(t). Dentre estes

vinculos, tém-se que G(¢) deve ser uma grandeza positiva, isto é, G(t) > 0, e que, além disso,

dG(t)
dt

deve ser ndo-negativa seja satisfeito, conforme discutido por Lake (2018). Diante disso, pode-se

< 0 a fim de que o principio termodinamico que afirma que a taxa de dissipacdo de energia

observar que a fun¢do de relaxacdo expressa na Equacdo (2.81) satisfaz a estas prerroativas,
como devia ser.

De maneira geral, o modelo de Sé6lido Linear Padrdo € apto a descrever os testes de
fluéncia e de relaxagdo de tens@o para um conjunto limitado de amostras, consistindo em uma
razodvel aproximacao para o comportamento viscoeldstico de polimeros (WARD; SWEENEY,
2004) que exibem apenas um tempo de relaxacao caracteristico. Entretanto, para uma descri¢cao
mais adequada da fluéncia e da relaxacdo de tensdo de materiais reais, deve-se considerar
modelos constituidos de multiplos elementos. No caso da descri¢cdo de fluéncia, associa-se vérios
elementos de Kelvin-Voigt em série, de modo que obtém-se assim um conjunto de tempos de

retardacdo. Para o caso da descricdo de relaxacdo de tensdo, associa-se diversos elementos
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de Maxwell em paralelo, de modo a obter-se um conjunto de tempos de relaxacdo, conforme
discutido por Ward e Sweeny (2004, p.69). Todos os modelos apresentados e discutidos até
agora descrevem o comportamento de materiais que exibem mdédulo de relaxagdo exponencial,
isto é, G(t) < et/ ¥, porém, muitos materiais viscoeldsticos, tais como células, filmes finos e
hidrogéis, por exemplo, apresentam moddulo de relaxagdo em forma de lei de poténcia, isto €,

G(t) < t~%. (SOUSA et al., 2017).
2.3.8 Modelo Fraciondrio

A fim de descrever corretamente os materiais que exibem moédulo de relaxacao
em termos de uma lei de poténcia, deve-se substituir os elementos que compdem os modelos
viscoeldsticos classicos por elementos fraciondrios, cuja descricdo matematica encontra-se no
dominio do Célculo Fraciondrio (FC) (SCHIESSEL et al., 1995). A figura a seguir mostra
uma representacao esquematica de um elemento fraciondrio, também chamado de elemento de

Scott-Blair, interpolando entre os dominios elastico e viscoso.

Figura 14 — Modelo Fraciondrio

<4+— E —>
n=0

n=1

Fonte: elaborada pelo autor.

De acordo com a Figura 14, quando n = 0, o elemento fraciondrio exerce o papel de
uma mola hookeana, e quando n = 1, 0 mesmo exerce o papel de um amortecedor newtoniano
(SOUSA et al., 2017). De fato, a equagdo constitutiva de tensao-deformacao para um dnico

elemento fraciondrio assume a seguinte forma:

_ —ad"E(1)
o(t)=Et"— =, (2.82)

onde 0 < n < 1 consiste em parametro caracteristico de cada material, % corresponde ao
operador derivada fraciondria, E representa a rigidez do material, considerada constante, e T
uma constante temporal. Pode-se perceber que, em n = 0, a Equacgao (2.82) assume a forma da
lei de Hooke usual para a elasticidade, enquanto que em n = 1, ela assume a forma da lei de

Newton para a viscosidade.
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Ainda considerando o elemento fraciondrio representado na Figura 14, pode-se
mostrar, vide Schiessel et al (1995) para uma descri¢ao mais detalhada sobre o assunto, que a
func¢do de relaxacdo a ele associada assume, naturalmente, a seguinte expressao:

E t\—m
G(t) = T —m) (;) : (2.83)
onde E representa a rigidez do material, m o expoente da lei de poténcia, I'(1 —m) a fungdo
gamma completa, e T o tempo de relaxacdo do material.

Associagdes em série e em paralelo de multiplos elementos de Scott-Blair dao
origem aos andlogos fracionarios dos modelos viscoeldsticos cldssicos. O modelo de Solido
Linear Padrdao Fraciondrio, por exemplo, € obtido através da associacdo em paralelo de uma
mola hookeana com um equivalente fracionario do modelo de Maxwell, conforme disposto na

Figura 15.

Figura 15 — Modelo de Sélido Linear Padrio Fraciondrio

Fonte: elaborada pelo autor.

Na Figura 15, tem-se que os pardmetros E1, E. e Ej representam, respectivamente,
os moduluos de elasticidade da mola hookeana, o médulo de elasticidade quando o sistema
se encontra relaxado, isto €, ap6és um longo tempo ¢, e 0 médulo de elasticidade associado ao
elemento fraciondrio (SOUSA et al., 2017). A equagdo constitutiva associada a ele, embora
semelhante a do modelo de Sé6lido Linear Padrao usual, € escrita em termos dos operadores de
derivada fraciondria e sua demonstragdo ndo faz parte do escopo do presente trabalho. A partir
dessa equacdo, € possivel utilizar o método da transformada de Laplace e suas propriedades
a fim de determinar a caracteristica de lei de poténcia de sua fun¢do de relaxagdo associada

(RODRIGUES; OLIVEIRA, 2015). Uma introdug¢do didética a respeito do Calculo Fracionério
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e sua aplicacdo na modelagem de sistemas viscoeldsticos se encontra, por exemplo, no trabalho
de Rodrigues e Oliveira (2015).

Além de gerar func¢des de relaxacdo em termos de lei de poténcia simples, existem
arranjos de elementos fraciondrios cujas fungdes de relaxacdo assumem a forma de uma dupla
lei de poténcia. Um exemplo simples consiste na associagc@o de dois elementos de Scott-Blair em
paralelo, também chamado de Modelo de Kelvin-Voigt Fracionario (SCHIESSEL et al., 1995).

A correspondente func¢do de relaxacdo desse modelo consiste, basicamente, na adi¢@o
de dois termos com a forma da Equacdo 2.83, porém com expoentes de lei de poténcia distintos,

denotados por m e n, conforme explicitado na equagao a seguir:

G(t) = ﬁ (%) i ﬁ (%) . (2.84)

Este tipo de relaxacdo pode ser encontrado através de andlises reologicas dindmicas
de células e polimeros, por exemplo, e € marcado por uma transi¢do no comportamento de
tais materiais de um regime com caracteristicas predominantemente eldsticas para um mais
proximo do viscoso. Isso ocorre quando uma frequéncia caracteristica de crossover, tipica de
cada material , € atingida durante o processo de deformacdo das amostras em estudo (SOUSA et

al., 2020; SCHIESSEL et al., 1995).

2.4 Teoria de Contato de Hertz

Considera-se que o primeiro estudo que buscou compreender a natureza das tensoes
originadas do contato entre dois corpos elasticos foi feito por Heirich Hertz (1857-1894) em
1881 (FISCHER-CRIPPS, 2007). Hertz prop6s um modelo tedrico baseado em um conjunto
de prerrogativas, a saber: as deformacgdes devem ser pequenas e estarem dentro do regime
eldstico; as interacOes de contato se realizam na auséncia de atrito e de qualquer forca adesiva; as
superficies dos corpos devem ser eldsticas e consideradas semi-espacos infinitos, o que implica
dizer que a drea de contato € muito menor do que os raios das superficies de cada corpo; as
superficies de cada corpo sdo continuas e suaves (ZHU, 2012).

Utilizando essas condi¢des iniciais, Hertz desenvolveu um modelo capaz de descrever
as tensodes superficiais devido a interacao de contato entre duas esferas. Posteriormente, lan N.
Sneddon (1919-2000) realizou uma modificagao no modelo de Hertz a fim de que sua aplicagdo
fosse ampliada para indentadores conicos (RADMACHER, 2007). Com efeito, existem muitos

outros modelos a partir dos quais pode-se extrair o médulo de Young de uma amostra por
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meio de curvas de forcas de AFM, tais como os modelos de Johnson-Kendall-Roberts (JKR),
que considera forcas de adesdao dentro da area de contato entre a amostra e o indentador, o de
Derjaguin-Muller-Toporov (DMT), que considera tais for¢as na regido exterior ao contato, € 0
modelo de Oliver-Pharr (OP), que considera os efeitos de deformagdes pldsticas mas negligencia
as supracitadas forcas de adesdao (LI et al., 2017). Entretanto, o modelo de Hertz-Sneddon
consiste naquele mais amplamente utilizado para tal fim, sendo sua validade aceita para os casos
em que a indentag@o € menor do que 10% da espessura da amostra sob andlise (LI et al., 2017),
conforme discutido no inicio do Capitulo 1.

No presente trabalho, utiliza-se uma generalizacdo do modelo de Hertz, vélida
para indentadores com diferentes geometrias (TING, 1966), com o intuito de descrever o
comportamento viscoelastico de amostras através do método funcional descrito por Sousa et al
(2017). Um estudo aprofundado sobre este método e sobre sua aplica¢do dentro do dominio da
mecanica de contato pode ser visto em Ting (1966).

Desse modo, a expressdo geral para a determinacao da forca aplicada por um in-

dentador genérico, de acordo com o supracitado modelo, é dada por (SOUSA et al., 2017):

F =TE*8§*, (2.85)

onde I" e A sdo parAmetros que dependem da geometria do indentador, E* corresponde ao médulo

de elasticidade reduzido, cuja expressao é

_E
=Y

*

(2.86)

enquanto 6 corresponde a indentag¢do da amostra, v a sua razdo de Poisson e E ao médulo de
elasticidade.

A tabela a seguir contém os valores de I" e A para indentadores cilindricos, cdnicos
e esféricos. Nesse caso, R denota o raio do cilindro ou da esfera e 6 denota o angulo de

semi-abertura do cone.

Tabela 1 — Parametros Geométricos

Geometria r A
Cinlindrica 2R 1
Esférica 4V/R/3 312

Conica 2tan(0) /2
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Nesta abordagem, assumir-se-a que, diferentemente do modelo de Hertz padrao,
o médulo de Young ndo € constante ao longo do tempo, e que niao ha a ressalva de que sua
aplicabilidade seja restrita ao caso em que a indentacao cresce monotonicamente com a aplicagdo
de tensdo durante a fase de carga; pelo contrério, sua utilidade estende-se até o inicio do processo
de descarga (SOUSA et al., 2017). Admitindo que, no dominio do tempo, §(¢) = 895 (¢), com &
sendo o valor maximo da indentacio exercida sobre a amostra e §(¢) o histérico da indentacdo
normalizada, substituindo esse resultado e a equagdo (2.86) na (2.85), encontra-se

r's*

v VZ)E@)Sl(t). (2.87)

F(t) =

A fim de se obter formulas matematicas tteis para descrever curvas de forca geradas
por um AFM, pode-se aplicar a transformada de Laplace em ambos 0os membros da equagdo

acima (SOUSA et al., 2017). Desse modo, obtém-se:

% .

F(t)= mgw@)al(z)y (2.88)

A equacdo acima pode ser reescrita da seguinte forma, ao se utilizar o teorema da

convolucdo da transformada de Laplace:

A
( 1F_50v2)E(s) % 8™ (s). (2.89)

F(t) =

Por sua vez, ao aplicar-se a transformada de Laplace em equacdes constitutivas de

modelos viscoeldsticos, pode-se mostrar que elas assumem a seguinte forma geral:

E(s) = (2.90)

onde E(s) corresponde a uma fungdo que contém o médulo de Young E e o parimetro s da
transformada de Laplace. No caso do modelo de Kelvin-Voigt cldssico, por exemplo, ao se

aplicar a transformada de Laplace na equacgao (2.52), obtém-se:

o(s) = (E+ns)e(s) (2.91)
=E(s)e(s),

onde fez-se E(s) = (E +1s).

Substituindo-se a equagdo (2.46) na equacao (2.90), vem:

E(s) = sG(s). (2.92)
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Por fim, substituindo-se a equagdo acima na equacao (2.89) e aplicando-se, nova-
mente, o teorema da convolu¢do em combinacdo com a propriedade da transformada de Laplace

da derivada de uma fung¢do, chega-se ao resultado:

F(1) G( 2.93
0= 1o @99
A equacio (2.93) pode ser simplificada de modo a adquirir a seguinte forma:

_ 4 ds*

Fity=| G@t—1 dr’ 2.94
0= [ G-, 2.94)

onde F'(¢) corresponde ao histérico da for¢a normalizada, dada por

_ rsd

Fit)=F@)/| —25|. 2.95
(1) =F(1)/ =% (2.95)

Nota-se que a equacgdo (2.94) € andloga as equacdes (2.65) e (2.44) e que, por
conseguinte, engloba o Principio de Superposi¢do de Boltzmann, visto que F () esté relacionado
a tensdo o (t) aplicada a amostra e S(I))L a deformag@o &(r) causada ao material. Isso significa
que sua aplicagdo € vélida para diferentes situagdes em que a indentag@o varia com o tempo € nas
quais adota-se um modelo viscoeldstico adequado para expressar a funcao relaxa¢do das amostras
em estudo, como por exemplo o de Sélido Linear Padrdo ou o de Lei de Poténcia Reoldgica.
Com efeito, Sousa et al (2017) e Sousa et al (2020), por exemplo, utilizaram a equagao (2.94)
na obtencao de férmulas matemdticas para modelar curvas de forcas experimentais de AFM ao
longo de diferentes etapas de nanoindentac¢do tanto na andlise de géis de poliacrilamida quanto
de células, obtendo resultados em concordancia com outros estudos presentes na literatura que

utilizaram metodologias diferentes.

2.5 Comportamento viscoelastico no regime dinamico

O comportamento dindmico de materiais viscoeldsticos se desencadeia quando estes
sdo submetidos a deformagdes que variam de forma senoidal com tempo. Devido a dissipacao
energética sofrida pelos materiais em virtude de sua contraparte viscosa, hd uma diferenga de
fase ¢ entre a tensdo aplicada e a deformacao sofrida que € caracteristica do tipo de amostra em
andlise. Tal parametro também depende da frequéncia com que se deforma o material e pode ser
identificado a partir da comparagdo dos gréficos de tensdao e deformagdo versus tempo. Assim
sendo, ¢, chamado angulo de perda, pode ser calculado para cada tipo de material, o que consiste

em uma assinatura do comportamento viscoeldstico do mesmo (LAKES, 2018).
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A fim de se estimar uma relacdo para o angulo de fase ¢, considere que uma amostra
¢ submetida a um perfil de carga senoidal dado por o (t) = opsin(wt), onde @ corresponde a
frequéncia angular da oscilagdo em radianos por segundo (rad/s) e oy a deformagdo maxima
aplicada. Nesse sentido, € esperado que a correspondente deformacdo seja atrasada, com relagdo
a o(t), de um angulo de fase ¢. Assim, pode-se expressa-la como sendo £(t) = gsin(wr — @),

onde pode-se reescrever a equagdo anterior como:

e(t)=¢gsin|o|r— % ) (2.96)
Analisando-se a Equacdo (2.96), pode-se concluir que o parametro % dentro do
argumento da funcdo seno tem unidade de tempo, como deveria ser, e, portanto, corresponde

a prépria defasagem temporal que separa a resposta da deformag@o a aplicagéo da tensdo o(¢)

(LAKES, 2018). Chamar-se-4 esta defasagem de At:

_¢
A== (2.97)

Portanto, conhecendo-se a separacao temporal At do grafico de deformacdo versus
tempo com relagdo ao grafico de tensdo versus tempo, pode-se determinar o angulo de fase ¢,
tendo em vista que a frequéncia de oscilagdo @ € um pardmetro de entrada conhecido. Em outras

palavras,
¢ = wAr. (2.98)

A Figura 16 representa um plot dos valores normalizados de tensdo, curva vermelha,
e deformacao, curva azul, ao longo do tempo quando a tensdo oscila com frequéncia angular
® = 2rad /s, enquanto a correspondente deformacdo possui uma diferenca de fase ¢ = 7 /4rad.
Nessa situagdo, tem-se que a distancia horizontal que separa um grafico do outro corresponde ao
intervalo de tempo At, o qual equivale a aproximadamente 0,39s, conforme pode ser calculado
usando-se a Equagdo (2.97).

A fim de se extrair outros parametros importantes concernentes ao comportamento
dindmico de um material viscoeldstico, considerar-se-4, agora, que uma dada amostra sofre uma
deformacdo periddica do tipo € = g sin(@t), onde @ corresponde a frequéncia de oscilagdo em
radianos por segundo (rad/s) e & a deformac¢do maxima. Por conseguinte, a tensio resultante

deve ter a forma 6 = opsin(wr + ¢), onde, mais uma vez, ¢ representa a diferenca de fase entre
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Figura 16 — Diferenca de fase entre tensao e deformacao
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Fonte: elaborada pelo autor.
o(t) e €(t). Analisando-se a expressdo da tensdo, tem-se que:

o(t) = opsin(wt + @)

= opcos(¢)sin(@t) 4 opsin() cos(wr)

= @Go cos(@)sin(wt) + @Go sin(¢) cos(wr)
€ €

= &G’ sin(wt) + &G" cos(wt), (2.99)
onde fez-se
G = 2 cos(9) (2.100)

&

e
G = gsin(q)). (2.101)

A Equagdo (2.99) mostra que o termo que contém G’ encontra-se em fase com a
deformagdo (), enquanto o termo que contém G” encontra-se defasado de /2 em relagdo a

€(t). Portanto, ao se escrever

g(t) = gye'™ (2.102)

o (1) = oy @ +9), (2.103)
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observa-se que a fun¢do de relaxacdo G pode ser escrita na forma de um nimero complexo G*

definido como sendo

=G +iG". (2.104)

A parte real de G*, G/, é chamada de médulo de armazenamento, pois relaciona-se
com a parcela de energia armazenada pela amostra quando esta é deformada. A parte imagindria
de G*, G”, chama-se mddulo de perda e relaciona-se com a por¢do de energia dissipada pela
amostra. Além disso, a razdo entre as partes imagindria e real de G* fornece a tangente do dngulo
de perda, ou, como € mais comumente referenciado na literatura, tangente de perda:

G//
A fim de se obter equagdes integrais que possibilitem o cédlculo dos médulos de

armazenamento e de perda, recorrer-se-4 ao Principio de Superposicao de Boltzamann. Para esse

fim, G(r) serd escrito conforme segue:
G(t) = En+E(t), (2.106)

onde E.. ¢ um valor finito que G(¢) assume quando ¢ — oo, ou seja, corresponde ao médulo

relaxado ou de equilibrio; £(¢) é uma fungio expressa como sendo
E(t) = Eé(t), (2.107)

com E} = (Ep — E), sendo Ej o valor do médulo de relaxagio instantineo e é() uma fungio
normalizada e decrescente que representa o comportamento temporal de G(z).

Supondo, entdo, que uma amostra é submetida a um perfil de deformacao dado pela
Equacao (2.102), tem-se que a tensao € calculada com o auxilio da integral de Superposicao de
Boltzmann, Equacgdo (2.44), com a ressalva de que o limite inferior deve ser tomando como —oo

a fim de que a integral convirja. Isso é feito com base no argumento de que €(¢) ¢ uma onda cujo
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ponto de partida ndo pode ser determinado (LAKES, 2018). A tensdo o () é assim calculada:

t .
(1) = / [Ew+E( — 7)]e0ioe® dt

. . LN Y
- <><>e‘oe“‘”—l—soe”‘”ia)/ E({ e " at’
0

(Ew + /0 WE(I/) sin(mt’)dt’) + (ia) /0 OOE(I/) cos(mt’)dr’)] : (2.108)

Como discutido antes, sabe-se que (¢) = £(¢)G*. Neste caso, 6(t) = &e'®'G*, o

— gyel®

que significa dizer, a partir da Equacdo (2.104), que

G (0) =FEn+o / E(t')sin(wt")dt' (2.109)
0

€

G'(0)=o / )cos(wt')dt'. (2.110)

Uma maneira mais simples de se calcular os médulos G'e G” consiste em partir

diretamente da integral de superposi¢ao de Boltzmann e fazer:

o (1) = gge® [wi / G(z’)e"“”’dt’], 2.111)
0

onde o termo entre colchetes fornece diretamente o médulo complexo G*.
Como exemplo, pode-se aplicar a equacao acima para o caso do modelo de Sélido
Linear Padréo, onde G(f) = Ew + Ee~'/*. Fazendo isso e resolvendo a Equacdo 2.111, é facil

ver que, para o referido modelo,

o (t) = ge'® [(E +El%) +i(E1#ﬂ, 2.112)

onde fica claro que

. (07)? ' o1

Os médulos de armazenamento e de perda valem, respectivamente:

) (w7)?
G =EntEiy o0 (2.114)
€
G- 0T (2.115)

T+ (01)?
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Para o caso em que se adota o modelo de Lei de Poténcia Reoldgica simples, em que
E t

—m
G(t) = m (;) , aresolucdo da equacdo (2.111) resulta em:
o(t) = ge'”E(iot)™, (2.116)
onde o médulo de cisalhamento complexo vale

G* = E(iont)". (2.117)

Por sua vez, os médulos de armazenamento e de perda valem, nesta ordem:

G =Re(E(iot)™) (2.118)
€
G' =Im(E(iot)™). (2.119)

Por fim, para o caso em que se adota o modelo de Lei de Dupla Poténcia Reoldgica,

q (t)——(—t) +—(—I) ’ plicagéo da equagéo (2.111)

em que G = , a aplicacao da equacao (<. cra:
I'(l—m)\z I'(l—n)\7 ¢ ¢ g

o(t)= soei“’tE[(iwr)”' + (io7)"], (2.120)

onde o médulo de cisalhamento complexo vale
G =E[(io1)" + (io7)"]. (2.121)

Os moédulos de armazenamento e de perda correspondem as partes real € imagindria

da equacao (2.121).
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3 MODELOS TEORICOS PROPOSTOS

Na presente se¢do, serao desenvolvidos analiticamente trés modelos matematicos,
cada um fundamentado em modelos viscoeldsticos distintos, que descrevem curvas de forca
geradas a partir de nanoindentacdo com um AFM obtidas mediante a seguinte sucessdo de
etapas: aplicacao de carga, quando o eixo z do AFM desce e indenta a amostra de maneira
aproximadamente linear; dwell, quando o eixo z encerra sua descida e mantém a indentagdo da
amostra invaridvel por um curto intervalo de tempo; e oscilagcdo, quando o eixo z, a partir de
um movimento periédico com amplitude pequena o suficiente para enquadra-lo no regime de
pequenas oscilagdes, indenta a amostra dinamicamente.

A Figura 17 (a) ilustra o procedimento de nanoindentacdo de uma amostra macia
por uma ponta de AFM e destaca os principais parametros associados a este processo, a saber:
a posicdo do cantilever, denotada por z(t); a deflexdo do cantilever, representada por d(t); e
a indentagdo da amostra, simbolizada por d(¢). Estes pardmetros estdo relacionados entre si

através da equacao:
6(t) = [z(r) —2(0)] — [d(r) — d(0)], (3.1)

onde z(0) e d(0) denotam a posi¢do da ponta do AFM e a deflexdo do cantilever no momento
em que se estabelece o contato entre a ponta do AFM e a superficie da amostra.

Por sua vez, as Figuras 17 (b), (c) e (d) representam, respectivamente, 0s comporta-
mentos de z(¢), d(t) e (¢) ao longo das etapas de aplicacdo de carga (curvas em azul), dwell
(curvas em vermelho) e oscilacdo (curvas em laranja). As setas verdes registram o ponto de
contato entre a ponta do AFM e a superficie da amostra, enquanto os parametros 7;, T; € T,
correspondem, nesta ordem, a duracdo dos estdgios de aplicacdo de carga, dwell e oscilagdo.

E importante destacar que os pardmetros experimentais z(¢) e d(¢) devem ser conver-

tidos em curvas de F(¢) e de §(¢) através da equagdo (3.1) e da equagdo:
F(r) = k(d(t) — d(0)), (32)

onde k. corresponde a constante de mola do cantilever.

O primeiro modelo a ser desenvolvido neste capitulo possui fun¢do de relaxacao
escrita em termos do modelo de Sélido Linear Padrao (SLS), sendo, por isso, limitado a descrever
materiais que relaxam dentro de uma tnica escala temporal. Apesar de as propriedades reoldgicas

de muitos materiais ndo serem adequadamente descritas em termos de modelos que admitem
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Figura 17 — Esquematizacao do processo de indentagdo de uma amostra macia por uma ponta de
AFM e comportamento do deslocamento z(¢) do piezo, da deflexdo d(¢) do cantilever
e da profundidade de indentagdo 6(¢) da amostra ao longo das fases de carga, dwell
e oscilagcdo

T(b)

NN
z(1)

N
d(1)

7 2(1) T T4 T &

o(f)
e

dO| /7 " (1)

Fonte: elaborada pelo autor.

relaxacdo com decaimento exponencial simples, como € o caso dessa primeira abordagem, tais
modelos tém o mérito de propiciar uma visualizag¢do preliminar de uma série de fendmenos e
parametros viscoeldsticos importantes na caracteriza¢do de amostras macias, tais como teste de
relaxagdo de tensdo e o modulo de cisalhamento complexo, por exemplo.

O segundo modelo possui fun¢do de relaxacdo escrita em termos de uma Lei de
Poténcia Reoldgica simples, e sua aplicagdo ndo possui limitagdes quanto a escala temporal
levada em consideracdo durante sua utilizacdo. De fato, conforme destacado no Capitulo 1,
diversos tipos de materiais encontrados na natureza ou mesmo produzidos sinteticamente, a
exemplo de células, polimeros, esponjas, entre outros, possuem propriedades viscoeldsticas que
sdao bem expressas, matematicamente, como leis de poténcia reoldgica.

O terceiro modelo € desenvolvido, por sua vez, em termos de uma Lei de Dupla
Poténcia Reoldgia, o que significa dizer que os tipos de materiais descritos pelo mesmo possuem
funcdo de relaxagdo que consiste em uma combinacao linear de duas leis de poténcia simples:
uma com expoente caracterizando o comportamento reolégico no regime de baixas frequéncias
de aplicacdo de carga (0 < v < 100H7z), tipico dos Soft Glassy Materials, e outra que caracteriza

seu comportamento no regime de altas frequéncias (v > 100Hz) (SOUSA et al., 2020).
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3.1 Modelo 1 - Descricao de materiais através do modelo de SLS

3.1.1 Fase de aplicacdo de carga

Nessa primeira etapa, recorre-se a equagdo (2.94) para se calcular, no dominio do
tempo, a forca normalizada exercida pela ponta do AFM sobre a amostra. Nesse caso, tem-se

que:

_ t dé*
F= | G-t
/0 —)

onde G é o médulo de relaxacdo, A é um pardmetro que depende da geometria do identador, e &

dr’, (3.3)

corresponde a identacao normalizada, conforme discutido na se¢do 2.4. A fun¢do de relaxagao
G(¢) a ser utilizada aqui é expressa na forma da equag@o (2.81), porém reescrita na seguinte

notagao:
G(t) = Ew+Eje”'/7, (3.4)

onde E. corresponde ao médulo relaxado, £y a um parametro definido como Ey — E., Eq ao
modulo eldstico instantaneo e T ao tempo de relaxacao caracteristico do material.

Nessa fase, a ponta do AFM, a partir do movimento de descida do eixo z do piezo,
aproxima-se da amostra até que se estabeleca o contato. A partir desse momento, o AFM inicia
o processo de indentacdo da amostra, que serd tomado como aproximadamente linear. Esse
processo encerra-se apds um tempo 7; pré-estabelecido, contado desde o momento em que
a ponta do AFM toca a amostra. O histérico de indentag¢do, denotado, nessa fase, por 9, €
modelado conforme a equagdo abaixo:
81:60%(0@91), (3.5)
onde & representa a indentacdo méxima sofrida pela amostra. Por conseguinte, a indentacéo

normalizada na fase de aplicacdo de carga, denotada por &, vale

5L (3.6)
T

Calculando a derivada de Sl)“ com respeito ao tempo, tem-se que:

ol A 5
— L= A 3.7
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Ao substituir-se a Equacdo 3.7 na equacao (3.3) e efetuar-se o processo de integragdo

do termo que contém E.., obtém-se:

_ A t’l L e (=1
F(t)= ~ |E.-— +E —z/r/ f e (A=1) 40 ‘ .
1(1) o [ 1 +Ee A et dt (3.8)

Observa-se que integral remanescente na equacgdo (3.8) tem a forma da seguinte
integral (GRADSHTEYN; RYZHIK, 2007):

u
/0 X u —x)“ileﬁxdx = B(u,v)u" ™V R (viu -+ v; Bu), (3.9)

onde [ e Vv s3o ndmeros complexos que obedecem as restricdes que se seguem: Re(i) >0e

Re(v) > 0. Além disso, tem-se que B(p,q) é a fungdo beta, definida como

T'(p)T'(q)

1
B(p,q :/ K1 —x)? ldx = , (3.10)
(p.g)= | (1—x) T(p+q)
e 1Fi(a;b;z) é a funcdo hipergeométrica confluente do primeiro tipo, dada por
I'(b) ! b—a—1_a—1
Fi(a;b;z) = =——— 1— aIx e dx. 3.11
1Fi(a:biz) F(b—a)F(a)/() S G-AD

Desse modo, substituindo-se a varidvel de integracdo da equacdo (3.9) por ¢’ e

adotando-se v=A, B = 1/7, u = 1, u = ¢, na mesma equagio, verifica-se que a solugéo final de

F; torna-se:

_ A

A(r) = (%) [Bart Ere /MR, 1+ 251/7)], (3.12)
1

onde usou-se o resultado B(1,A) = 1/A.

O resultado acima pode ser simplificado para os casos em que A = 2, que corresponde
ao caso em que o indentador é cOnico, e para o caso em que A = 3/2, que corresponde ao caso
em que o indentador € esférico.

Para o caso em que A = 2, a func@o 1 Fj (A, 1+ A;t/7) pode ser facilmente resolvida
utilizando a defini¢do dada pela Equacdo (3.11) e empregando o método de integrac@o por partes.

Realizando-se esse procedimento, encontra-se:
) _ T\ e, (T 1/t
1F1(2,3,t/’c)—2[<?>e +<;>(1—e )]. (3.13)

Por fim, substituindo-se a Equacgdo (3.13) na Equacao (3.12) e simplificando-se os

termos semelhantes, obtém-se:

E(t):Ew(%>2—l—2E1 [%4—(%)2(6’/7—1)], (3.14)
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onde a validade deste resultado rentringe-se ao caso em que A = 2, conforme espeficado antes.

Para o caso em que A =3/2, a fun¢do | F1 (A, 1+ A;t/7) pode ser resolvida utilizando
a definicdo dada pela Equacdo (3.11) e empregando o método de integracdo por partes. A fim
de realizar este procedimento, adotar-se-4, para facilitar os cdlculos, a =t /7. Por conseguinte,

empregando-se o procedimento supracitado, obtém-se a seguinte equacao:
e 1 [le™
VF1(3/2,5/2:/7) = & — —/ € _dx. (3.15)

A integral remanescente na Equacgdo (3.15) pode ser resolvida através da mudancga

de varidvel u = \/E\/)_c Fazendo-se isso, obtém-se:

1 ax \/E )
/ e du

\/_ “26

= %erfl(\/_), (3.16)

onde erfi(+/a) corresponde a fun¢do erro imagindria er fi(z) definida como

erfi(z) / —e dt (3.17)

onde fez-se t =u e z=/a.
Portanto, utilizando-se o resultado da Equacao (3.16) na Equacao (3.15), a funcao
1F1(3/2,5/2;t/7) assume a forma

1ﬂ(3/2,5/2;t/1’)z§—%. (3.18)

Finalmente, inserindo-se o resultado da Equacdo (3.18) na Equacao (3.12) e realizando-

se as devidas simplificagdes, obtém-se a seguinte expressdo para Fj(¢) para o caso em que

A=3/2:

_ 3/2
F,(t):Ew(%> + E3/2[2n 32 /me Terfi(\/1]7)]. (3.19)

2’L'1

E importante ressaltar que, como o argumento da fungdo erro imagindria presente na

equagdo (3.19) é real, entdo o valor de Fj(r) também o €.
3.1.2 Fase de permanéncia ou dwell

Nessa segunda etapa, o eixo z do AFM encerra seu movimento de descida e mantém

a indentacdo maxima atingida na etapa anterior constante por um periodo de tempo 7,4, 0 que
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caracteriza um teste de relaxacao de tensdo, conforme discutido na subsecdo 2.3.3. Nesse caso,

tem-se que o perfil de indentagdo na fase de dwell vale

04 8.(11 <t < 1) (3.20)
Por conseguinte, a indentacdo normalizada, denotada aqui por &, assume o valor

8y~ 1, (3.21)

de modo que pode-se concluir que

dé*
d _q
dt’

(3.22)

A fim de se calcular a forca normalizada que age sobre a amostra, deve-se utilizar a
equagdo (3.3) e dividi-la em duas integrais: uma com limites de integra¢do variando de 0 a 7;
e a outra com limites de integracao variando de 7; a t. Para computar a primeira destas, usa-se
a equagdo (3.7), equanto a segunda integral naturalmente vai a zero ao substituir-se a equacao
(3.22) dentro dela. Em outras palavras,
SA

_ T d&* t do
Fr= | Git—t)—Ldt /Gt—t’ d_ gy
o= [ o)+ G-

A L
- [Em+7Ele_t/T / ¢ /Tr’*—ldz’]. (3.23)
T 0

De modo andlogo ao que foi feito no procedimento anterior, observa-se que a integral
remanescente da equacgdo (3.23) possui a forma da equagdo (3.9) com os mesmos valores de
entrada utilizados anterioremente para computar F;, com a tnica excessio de que agora deve-se

ter 4 = 7;. Portanto, tem-se que
Fy=FEw+Ee /" 1F(A,14+4;7/7). (3.24)

De maneira semelhante ao que foi feito na se¢do anterior, pode-se simplificar o
resultado acima para os casos em que A = 2 e para o caso em que A = 3/2.

Para o primeiro caso, tem-se que o valor de 1Fj(A,1+ A;7;/7) assume a mesma
forma da Equagdo (3.13), porém com ¢ = 7;. Desse modo, a forma final de Fd(t) nessa situagcao
vale:

5 Totiefpulir L (21— pul®
Fi=FEat 28 e [e +<rz>(1 e )] (3.25)
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Para o caso em que A = 3/2, tem-se que o valor de 1Fj(A,1+A;7/7) assume a
mesma forma da Equagdo (3.18), porém com ¢t = 7;. Portanto, a forma final de Fy(¢) nessa

situagdo vale:

Py = E°°+Ele*f/f<l> [efl/f _ ( )1/2 Verfily Tl/f)] (3.26)
T T
3.1.3 Fase de oscilacdo

Ap0s o intervalo de tempo 7 = T; + T, que marca o término da fase de dwell, incia-se
o estdgio de oscilacio, no qual o indentador do AFM € posto a oscilar de maneira senoidal com
uma pequena amplitude a em torno da posi¢do de indentagdo incial &) que fora mantida constante
ao longo da fase anterior. E levado em consideracdo que a amplitede a desse movimento é
pequena o suficiente para que o regime de indentacio dindmica aqui descrito se enquadre no de
pequenas oscilagdes.

Diante dessas considercdes, o perfil de indentagdo agora assume a seguinte forma:
8, = 8 +ae' %), (3.27)

onde w representa a frequéncia angular das oscilagdes e i a unidade imagindria, dada por

i = v/—1. Normalizando a equag¢do anterior, obtém-se:
5, =1+ Axe®—9), (3.28)

onde fez-se Ax = a/d.
Tem-se, entdo, que para fins de cdlculo da forga aplicada pelo indentador sobre a

amostra, deve-se fazer:
ds}
dr’

= A (1 4 Axe' @ =) A1 Ax i@~ D). (3.29)

Antes de se prosseguir para o célculo da for¢a propriamente dito, é importante

realizar uma simplificacio da equacdo (3.29). Para isso, observa-se que:

=

io(t'—1) - k ,iwk(t'—1)
(14 Axe ; 1= k) e Ax"e
> (1) k iok(f'—2)
; T+ DEA =B
. F(A) Axeia)(;/ff-) + F(A) Ax262ia)(t’ff’) +..., (3.30)

T(2)C(A—1) T'(3)[(A—2)
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onde utilizou-se o teorema binomial para realizar essa expansao.

Substitindo a equacdo (3.30) na equacao (3.29) e desprezando-se os termos que
contém poténcias de ordem igual ou superior a (Ax)?, em consequéncia do regime de pequenas
oscilagdes, a equacgdo (3.29) torna-se:
ds}

dr

~ A wiAxe’®' ). (3.31)

Conforme feito na etapa anterior, o cilculo da for¢a normalizada € computada através
da equacdo (3.3), a qual serd dividida em trés integrais: a primeira com limites de integragao
variando de 0 a 7;, a segunda com limites de integracdo variando de 7; a 7, e a tltima com limites
de integracdo variando de % a t. As duas primeiras integrais correspondem a F; e seu resultado
consta na equacgdo (3.24). Para resolver a terceira integral, usa-se a equagdo (3.31). Desse modo,

ap0s efetuar-se os devidos cdlculos, verifica-se que F,, fica sendo:

E, = F;+ AwiAx E—"‘f(e"“’(’—%>—1)+ ol 70 — o (=/T) | (3.32)

i (I+im7)

Manipulando-se os termos da equacdo (3.32) e fazendo uso das Equagdes (2.114) e

(2.115), pode-se reescrever o resultado acima da seguinte maneira:
Fy = Fy+ AMx[G* (@) (18 — e (=0/7) _ g (1 — ¢ 70)/7))], (3.33)
3.1.4 Resumo das principais equagdes para o cdlculo da Forca normalizada - Modelo 1

Seguem logo abaixo as equagdes gerais para o calculo de F'(¢) ao longo das etapas

de aplicagdo de carga, dwell e oscilagao referentes ao Modelo 1:

( t A
(—> [Eoo—l—Eleft/TlFl()»,1+A;I/T)] (l‘<‘L’1),
T
F(t) =S Ew+Ere /" F(A,1+A;5/7) (m<t< 1),
\Fd + AAX[G* (@) (/@D —e=(=D/T) _E_ (1 —e~ =D/ (t > 1),

As formas simplificadas de F(¢) quando ¢t < 7, e 7, <t < T, para o caso particular

em que A = 2 sdo:

Em(i>2+2E1 [T—t + <£>2(e‘f/f — 1)] (t<1),

T 72 \7
T
Eoo+2E1?e_t/T[eTl/T+< )(1—efz/f)] (n <1< 1)

1 T

F(t) =

T
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As formas simplificadas de F'(¢) quandot < 7, e 7 <t < T, para o caso particular

em que A = 3/2 valem:

Eoo<t)3/2+ E; 27e'/2 — 32 /e~ Ter fi(\/1]T)]  (t < T),

T 2Tl3/2

EM+E1€4/T<£> [er,/f_ <£>1/2\/Eerfi(\/fl_/f)} (g <t<1).

T T 2

F(t) =
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3.2 Modelo 2 - Descricao de materiais com relaxacio do tipo Lei de Poténcia simples
3.2.1 Fase de aplicacdo de carga

A presente abordagem adota como func¢do de relaxacgdo tipica de lei de poténcia

simples o resultado da equagdo (2.84), isto &,
—m
G(f) = ﬁ (%) . (3.34)

Desse modo, estar-se considerando que o modelo viscoeldstico subjacente ao de-
senvolvido aqui € simbolizado por um unico elemento de Scott-Blair, conforme discutido na
subsecdo 2.3.8.

Nessa fase incial de aplicacao de carga, o histérico de indentag¢ao segue das equa-
¢coes(3.5) e (3.6). A correspondente derivada temporal do perfil de indentacao normalizado
elevado ao pardmetro geométrico A é expresso pela equagio (3.7). Uma vez estabelecidas essas
consideragdes, pode-se substituir as equagdes (3.34) e (3.7) na equacao (3.3), o que resulta na

seguinte integral para o calculo da forca na fase de carga, denotada por£;:

» _)v E 17mt_/—m//l—1/
Fl(t)_q_lmG) /O(t )" dt

_ %ﬁ(%)"" /O (1- ft_')‘mﬂ—ldﬂ. (335)

Fazendo-se a substitui¢do u = t'/t e ajustando os limites de integra¢do, vem

Fi(t) = ,:TF(IE_ m) (%) _m/ol(l _u)im(”ﬂliltdu

:A<%)lﬁ(é>_m/ol(1 — )M, (3.36)

A integral remanescente pode ser resolvida com o auxilio da fun¢do Beta, cuja

defini¢do € dada pela equacdo (3.10). Uma comparagdo entre as equacdes (3.36) e (3.10) permite

inferir que, ao se fazer z=A e (w— 1) = —m, a equag@o (3.36) assume a forma:
- . (t\* E t\—mT(A)I(1 —m)
ki _;L<’cl) r(1—m) <1) (A +1—m)
ENA M E
=r0(2) () F 337

onde fez-se AI(A) =T (A +1).
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3.2.2 Fase de permanéncia ou dwell

Na etapa de dwell ou permanéncia, o perfil de indenta¢cdo adotado € representado
pelas equagdes (3.20) e (3.21). A correspondente derivada temporal do perfil de indentacdo
normalizado elevado ao pardmetro geométrico A € expressa pela equacéo (3.22).

Diante disso, pode-se substituir as equagdes (3.34) e (3.22) na equacdo (3.3), o que

resulta na seguinte integral para o célculo da forga na fase de dwell, denotada porFy:

fom i () 1)

Fazendo-se a substitui¢do de varidvel u =1’ /t e ajustando-se os limites de integrago,

vem

Fy= ﬁ(%)%(é)m/omﬂ —u) " du. (3:39)

De maneira similar ao que foi feito na fase de aplicacdo de carga, seja By(p,q) a

funcdo beta incompleta, definida por

Bi(p,q) = /Oxrl’l(l —1)7 L, (3.40)

com a restricdo de que 0 < x < 1 e p > 0. Comparando a equagdo (3.39) com a equacdo (3.40),

conclui-se que, ao se fazer p =14, g— 1 = —m e x = 7;/t, a solugdo de F,; assume a forma:
F E A(ty(t)_mB (A,1—m) (3.41)
=—A(— — —m). .
T T0-m " \5) \1 (/1) 3%

3.2.3 Fase de oscilacdo

Uma vez findada a etapa de dwell, dé-se inicio a fase de oscilacdo, na qual a amostra
serd indentada senoidalmente conforme os perfis de indentacdo representados pelas equagdes
(3.27) e (3.28). A derivada temporal do perfil de indentacdo normalizado elevado ao parametro
geométrico A é expresso pela equagdo (3.29).

Pelas mesmas razdes discutinas na subse¢ao 3.1.3, haja vista que o regime dindmico
aqui considerado estd no de pequenas oscilagdes, considerar-se-a o resultado da equacao (3.31)
no célculo da for¢a normalizada exercida sobre a amostra. Desse modo, a integral para o célculo
da forca, denotada porF,, vale:

<A . - A <A

_ T doy T doy ! 0,

F, = G(t —t"\——dt' G(t—t")=—-dt /G r—1")—=—dt’ 3.42
o 0 ( )dt/ + 7 ( ) dt/ + 2 ( )dl/ ) ( )
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onde expandiu-se a integral em trés partes, visto que ¢ € maior do que o intervalo de tempo
T; + T4, conforme também salientado na subse¢do 3.1.3. A primeira integral j4 foi calculada na
subsec¢do 3.2.2 e ser4 substituida por Fj;. A integral do meio vai a zero, visto que % ~ (0, em
conformidade com a Equacdo 3.22. Portanto, substituindo-se a funcio de relaxacado, expressa

pela equacdo (3.34), e a equacgdo (3.31) na integral remanescente de (3.42), tem-se que:

o E trt—tN\N-m o s
Fo=Fj+——Ai / Axe =gy, 3.43
o =Mt Ty MO T( T ) ¢ (343)

Fazendo-se a mudanga de varidvel u =t — ¢’ e ajustando os limites de integracdo,
obtém-se:

et ‘
A(iT") Axe' @) / uMe Uy, (3.44)

['(1—m) 0

Uma vez que a determinagdo de F, estd condicionada a resolucdo da integral obtida acima,

focar-se-a em sua resolucdo. Seja

/ *m *lwudu

u " cos(u)du — z/ot_ru_m sin(wu)du. (3.45)
De fato, as integrais em (3.45) sdo da forma (GRADSHTEYN; RYZHIK, 2007)

[ sinfad = SGB) #y(u4,iBx) — (~iB) *y(at,—~iB), (3.46)
com a restri¢do de que Re(i) > —1ex>0,¢

[ e cos Bxdx = 3 [(iB) {1, iB0) + (~iB) * y(at,~i) (3.47)

com a restri¢do de que, agora, Re(t) > 0e x > 0.
De acordo com a notagdo utilizada nessas expressoes, tem-se que (L € um nimero
complexo, B é uma constante real, i corresponde a unidade imagindria, y(a,x) é a fungdo gama

incompleta inferior, dada por

X

y(a,x) = / e 1% s, (3.48)
0

onde

Y(,0) =0 (3.49)
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e x € a varidvel de integracdo. Comparando as equagdes (3.46) e (3.47) com as integrais em
(3.45), verifica-se que 4 = 1 —m, B = w e x = u. Desse modo, é facil ver que a equagdo (3.45)

assume a forma Compacta:
I(u) = (i)™ 'y(1—m,io(t — 1)), (3.50)

onde, em u = 0, fez-se y(1 —m,i®0) = 0 em conformidade com a equagio (3.49).

Por fim, substituindo esse resultado na equagio de F,, encontra-se:

_ _ E

F,=F+ ml(iwr)’”&eei‘”(r’ﬂ Y(1—m,io(t — 1)), (3.51)

onde em ¢t = %, F, = F;, como deveria ser.
A partir da equagdo acima, pode-se extrair alguns parametros que serdo uteis na
andlise reoldgica da amostra. Seja, assim, &,"(¢) a deformagcdo sinusoidal sofrida pela amostra e

representada por
£,(1) = Axe!® %) (3.52)
e 0,%(t) a correspondente tensdo aplicado sobre a amostra e definido como
0,"(t) = E(ioT)"Axe'®( Y
=G"g)" (1), (3.53)

onde fez-se uso da relacdo G* = E(iwt)", em conformidade com a equacao (2.117) do médulo
de relaxacdo complexo para materias que obedecem lei de poténcia reoldgica. Pode-se, assim,

reescrever F, como sendo

F,=F;+ o, V(1 —mjio(t — 1)), (3.54)

['(1—m)

3.2.4 Resumo das principais equacdes para o cdlculo da For¢ca normalizada - Modelo 2

Seguem logo abaixo as equagdes gerais para o cdlculo de F'(¢) ao longo das etapas

de aplicagdo de carga, dwell e oscilagdo referentes ao Modelo 2:

( ENA M E
rn0(z) () e r<m),

_ A —m

70 =3 mrt () (2) B 1= wsr<w)
de + mwm)mmeiw(f*f)m —m,io(t—1)) (1> 1)
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3.3 Modelo 3 - Descricao de materiais com relaxacio do tipo Lei de Dupla Poténcia
3.3.1 Fase de aplicacdo de carga

Uma vez que o presente modelo consiste no de Kelvin-Voigt Fraciondrio, tem-se
que sua representacdo esquematica equivale a dois elementos de Scott-Blair em paralelo. Assim
sendo, em analogia ao que foi feito no Modelo de Kelvin-Voigt classico, vide subsec¢do 2.3.5,
a tensdo resultante dessa associagdo consiste na soma das tensdes individuais sobre cada uni-
dade fraciondria, o mesmo se refletindo na func¢do de relaxacado final, conforme consta na
subsecdo 2.3.8. Como consequéncia direta do Principio de Superposi¢do de Boltzmann (subse-
¢do 2.3.4), cada equacdo apresentada nessa etapa e nas posteriores € composta pela superposicao
de duas outras equivalentes as derivadas na se¢@o 3.2 para cada respectivo estdgio de indentagao,
porém diferentes entre si pelos seus expoentes de lei de poténcia.

Portanto, a expressao final para o cdlculo da forca normalizada que atua sobre a

amostra na fase de aplicacdo de carga vale:

FF=T(A+1) (%)AE[(Q _mm + (%) _nm . (3.55)

3.3.2 Fase de permanéncia ou dwell

Para o estagio de dwell, F; é expressa como

Fy=EA (%) * {ﬁ (%) Bl (A1 —m) + ﬁ (%) T Bl (A1 n)] . (3.56)

3.3.3 Fase de oscilacdo

Por fim, para o estdgio de oscilacdo, F, € representada pela equagdo:

Yl —m io(t—1))

V(1 —njio(t—1))
r'(1—m) '

Fy = Fy+ EAAxe®" Y| (i07) (1 —n)

(3.57)

+ (i)

E interessante destacar que, nesse caso, o0 médulo de relaxa¢do complexo G* nio
surge naturalmente na equagdo acima, pois ndo é possivel obter-se o termo [(i®7)" + (i®T)"]

devido a presenca das fungdes gama completa e incompleta.
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3.3.4 Resumo das principais equagdes para o cdlculo da For¢a normalizada - Modelo 3

Seguem logo abaixo as equagdes gerais para o cdlculo de F'(¢) ao longo das etapas

de aplicacdo de carga, dwell e oscilagdo referentes ao Modelo 3:

;

\

A —m —n
v () £[(0) "t () <)
A —m n
() [ramm (2) ot =m0 s g () B Gr n] ez
nY(1—mjio(t — 1)) ny(l—n,iw(t—%))]
(1 —m) ['(1—n)

+ (io7)

Fj+ EAAxe!®=9) [(ia)r) (t > 1y).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os modelos mateméticos desenvolvidos no Capitulo 3 serdo analisados, discutidos
e, quando possivel, comparados entre si tendo como base o arcabougo tedrico apresentado no
Capitulo 2 e através de simulagdes de curvas de forca. A partir disso, serdo extraidos deles os
principais parametros viscoeldsticos importantes para a caracterizac¢ao reoldgica de materiais
macios. Além disso, serdo destacadas suas principais vantagens e limitacdes quanto a sua

aplicabilidade.

4.1 Analise reolégica do Modelo 1

Como o Modelo 1 foi desenvolvido com base no de Sélido Linear Padrao, sua
aplicacao depende da escala temporal utilizada na andlise reoldgica. A figura a seguir mostra o
comportamento de F'(¢) ao longo dos trés processos discutidos na se¢io 3.1, onde usou-se como
parametros de entrada £y = 13kPa, E. = 6kPa, T = 10 2s, 77=125x% 107 s, 0 = lOzrad/s e

A =2, conforme destacado na mesma.

Figura 18 — Simulac¢do de curva de for¢a utilizando o Modelo 1

A=2
81 — carga
dwell w=10%rad/s
7 oscilagao T=10"25
6 Ey =13kPa
5_
41
i
3_
2 _
l_
T
0- i !
T T T T T T T T T T
0.00 005 0110 015 020 025 030 035 040 045
t(s)

Fonte: elaborada pelo autor.

O parametro 7 caracteriza o tempo de relaxacdo do material, de modo que, quanto

maior for seu valor, mais demorada serd a relaxacdo da for¢a aplicada sobre a amostra quando



80

esta estiver sujeita a uma indentacao constante, conforme pode ser visualizado nas curvas de
forcas simuladas na Figura 19. Nesta figura, adotou-se as mesmas constantes usadas na Figura 18,

com excessao do parametro 7.

Figura 19 — Simulacio de amostras com diferentes tempos de relaxacao utilizando o Modelo 1

A=12
1 ] A ——- T=5x%x10735
/i - -2
E1=13kPa J.""- R ©
10 1
8_
)
ILL_ 6_ . —— — ———
4 )
!
2 4 /7
/'r'
s
4/
0_

0.00 005 010 015 020 025 030 035 040 045 050
t(s)

Fonte: elaborada pelo autor.

Analisando-se a Figura 19, tem-se que, no grafico em azul, a amostra em questao
possui T = 0.005s e F(¢) leva cerca de 0.025s para relaxar completamente até E... Por sua vez, a
amostra representada no grafico em vermelho possui T = 0.05s e F (1) demora aproximadamente
0.275s para atingir E.; isto equivale a cerca de onze vezes o tempo que a amostra representada
pelo grafico em azul levou para relaxar completamente. Além disso, o valor de 7 influencia na
medida da forca méxima alcangada pela amostra. Na referida figura, embora ambos os graficos
adotem o mesmo valor de 7;, tem-se que, na regido de aplicacdo de carga do grafico em azul, a
forca maxima atinge um valor quase duas vezes inferior aquele obtido no grafico em vermelho
nessa mesma regido. Uma andlise qualitativa do que ocorre nestas duas situagdes permite inferir
que o material que possui T = 10~ 35 apresenta rigidez aparente menor do que 2 do material que
possui T = 10~%s. Por outro lado, como a curva de dwell do gréfico onde T = 10™2s é mais
longa do que aquela referente ao grifico onde T = 10735 , pode-se deduzir que ha uma maior
dissipacdo de energia associada ao material que apresenta maior valor de 7. Caso o tempo T

fosse muito pequeno, o comportamento resultante do material seria proximo do regime elastico,
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no qual um pulso de deformacao, nesse caso a indentacdo mantida constante, implicaria em uma
resposta eldstica instantanea e constante ao longo do tempo.

A Figura 20 mostra o comportamento de G’ ¢ G” em fungdo da frequéncia de
oscilacdo @ para diferentes valores de E. e valor de E; = 13kPa, em conformidade com as
equacoes (2.114) e (2.115). Uma andlise global dessa figura indica que, no regime de baixas
frequéncias de oscilagdo (@ < 10rad/s), o médulo de armazenamento G’ possui magnitude
superior a do médulo de perda G” e mantém-se aproximadamente constante dentro dessa faixa
de frequéncia angular. Por sua vez, na medida em que @ cresce, G’ aumenta rapidamente dentro
dessa faixa de frequéncia. E interessante observar que, nos casos representados em (c) e (d),
onde o valor de E., > 3kPa, ndo acontece um crossover entre G' ¢ G”, ao passo que nos casos
representados em (a) e (b), onde 1 < E. < 2 unidades de kPa, o crossover € evidente. Com
efeito, ao se igualar as equagdes (2.114) e (2.115) para determinar a frquéncia de crossover,

obtém-se a seguinte equacao:

_ Ey++/(E\—2E.)?—8E.

27(Ew+Ey) @

O termo dentro da raiz quadrada determina se @ possui ou ndo raizes reais. Igualando-

0 a zero, acha-se a seguinte relagdo entre E. € E1:

B — w 4.2)

Verifica-se que quando a equagdo acima € satisfeita, G’ ¢ G se interceptam uma
tinica vez, porém, apoés isso, G’ volta a ser maior do que G”. Por outro lado, quando E.. € maior
do que o valor calculado através da equacao acima, a raiz quadrada em (4.1) se torna negativa,
de modo a ndo acontecer crossover. Por fim, para o caso em que E., assume valores inferiores ao
estabelecido pela (4.2) , a raiz quadrada da equacdo (4.1) assume valores positivos, o que implica
em G’ e G” se encontrarem em dois pontos distintos. Utilizando a equagdo (4.2) e fazendo
E| = 13kPa, obtém-se E. ~ 2.69kPa. Para quaisquer valores de E., inferiores a este ultimo,
acontece crossover entre G' ¢ G” em dois pontos, o que estéd de acordo com o que foi mostrado
na Figura 20.

Em outras palavras, tem-se que materiais com E., inferiores ao estabelecido pela
(4.2) sofrem processo de relaxacgdo suficiente para que, dentro de uma pequena janela do espectro
de frequéncia, aconteca a predominincia de suas propriedades viscosas dissipativas. Isto é
sinalizado pelo dominio momentineo do médulo de perda G”. Por outro lado, materiais com

valores de E.. maiores do que o estabelecido pela (4.2) ndo sofrem um processo de relaxacao
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Figura 20 — Gréficos de G’ ¢ G’ em fun¢do de @ para diferentes valores de E.. - Modelo 1
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Fonte: elaborada pelo autor.

suficiente para que suas propriedades viscosas se sobreponham as eldsticas. Pelo contrério,
tem-se o dominio destas ultimas ao longo de todo o espectro de frequéncia, conforme pode ser
visto na Figura 20 (d).

Dentro do dominio da relogia celular, é importante destacar que muitas células
apresentam, de fato, um crossover entre G' ¢ G” quando a frequéncia de indentag@o se encontra
alta, préxima de 100z, e a partir da qual as mesmas passam a exibir um comportamento mais
proximo do viscoso (ALCARAZ et al., 2003; DENG et al., 2006; CAl et al., 2013). Contudo,
verifica-se que, uma vez atingido esse regime, ndo deve haver uma retomada do dominio de G’
sobre G” com o decorrer do aumento da frequéncia, como prevé o modelo aqui apresentado.
Portanto, este modelo nao é adequado para descrever a biomecanica de células e de outros
materiais complexos que nao possuem tempos de relaxacdo bem definidos. Desse modo, deve-se

recorrer a modelos mais sofisticados baseados em leis de poténcia reoldgica.
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4.2 Analise reolégica do Modelo 2

De acordo com a equagio (2.87), a intensidade da for¢a F(¢) depende do pardmetro
geométrico A. Isso significa que o formato das curvas de for¢a geradas a partir da equagio (3.3)
¢ influenciado diretamente por A.

Figura 21 — Curvas de forca nas fases de carga e dwell no caso puramente elastico (m = 0) para
diferentes valores de A
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Fonte: elaborada pelo autor.

No caso do Modelo 2, derivado na se¢do 3.2, a curva referente a F(¢) na fase de
aplicacdo de carga depende tanto de A quanto do expoente de lei de poténcia m, conforme
estabelecido pela equacao (3.37). Assim, quando m = 0, a curva de aplicacdo de carga é
proporcional a t*. Para indentadores cilindricos, onde A = 1, essa curva tem formato de uma
reta; para indentadores esféricos, onde A = 1.5, essa curva varia com 7/¢; e para indentadores
coOnicos, onde A = 2, essa curva assume a forma de uma parabola. Como em todos esses casos
estar-se supondo m = 0, entdo essa resposta € idealmente eldstica, de modo que, caso a curva de
dwell seja analisada, a mesma consistird em uma reta.

A Figura 21 mostra trés curvas de forca que representam as fases de aplicacao de

carga e dwell para os casos em que A = 1 (curvas em azul), A = 1.5 (curvas em vermelho) e
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A = 2 (curvas em verde), onde fez-se m = 0. Como a resposta do material é somente eldstica,

conforme discutido acima, tem-se que o valor maximo de F(¢) € 0 mesmo nos trés casos.

Figura 22 — Simulacdo de curvas de for¢a nas fases de carga e dwell geradas por indentadores
esféricos (A = 3/2) para valores de m > 0 e 7, = 3s
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Fonte: elaborada pelo autor.

Para o caso em que se considera indentadores conicos, a Equacgao 3.37 prevé que,
para quaisquer valores de m > 0, F () apresenta concavidade positiva. Por outro lado, quando se
considera indentadores esféricos, F' () assume diferentes concavidades durante a fase de carga,
dependendo dos valores do expoente m. As Figuras 22 e 23 sdo simulagdes de curvas de forca
que ilustram este ultimo tipo comportamento para dois diferentes valores de 7;. Analisando-se
ambas as figuras, constata-se que hd, para a fase de carga, uma relagdo direta entre a concavidade
dessas curvas e o valor de m.

De fato, de acordo com a Equacao 3.37, quando m assume valores positivos e
menores do que 0.5, a concavidade da curva de aplicagdo de carga é positiva, vide curvas em azul
nas figuras 22 e 23. Quando m = 0.5, a curva de aplicacdo de carga torna-se uma reta, conforme
consta nas curvas em vermelho das figuras 22 e 23. Por fim, para m > 0.5, a concavidade da

curva de aplicacdo de carga inverte completamente de sentido, passando a ser negativa, vide
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Figura 23 — Curvas de forca nas fases de carga e dwell geradas por indentadores esféricos para
valoresdem >0e 7, = 1s
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Fonte: elaborada pelo autor.

curvas em verde nas figuras 22 e 23. De acordo com o presente modelo, infere-se que, para o caso
de indentadores esféricos, a taxa de variacdo temporal da forca de carga exercida sobre a amostra
€, em geral, mais suave do que aquela referente a indentadores cOnicos, principalmente se a
amostra em questdo € caracterizada por m > 0.5; de fato, quando comparados com indentadores
cOnicos, os quais possuem maior poder de deformacdo, € razodvel que a taxa de indentac@o
para os indentadores esféricos seja mais suave, principalmente se a amostra for viscosa e se o
tempo da fase de carga (1;) for longo o suficiente para que a forca aplicada sobre o material
seja essencialmente oriunda de efeitos viscosos. Além disso, a0 comparar-se a Figura 22 com
Figura 23, verifica-se que a amplitude das curvas de dwell sdo influenciadas diretamente pela
razdo T/, visto que as curvas em que 7/7; = 1 sofrem um processo de relaxagdo mais abrupto
do que as curvas em que 7/7, = 1/3.

Outra caracteristica interessante que merece destaque consiste na relagio entre F (),
m, T;/T e A. As figuras 24 e 25 representam graficos de F(7;) em fungdo de m para A = 1.5
e A = 2, respectivamente. Optou-se por graficos do tipo log-log por estes permitirem uma

visualizagdo mais detalhada do comportamento das curvas de F(7;) em fun¢do de m para os
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diferentes valrores de 7;/7, possibilidando uma distin¢gdo mais acurada entre as mesmas.

Figura 24 — Gréfico log-log de F(7;) versus m para A = 1.5
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 25 — Gréfico log-log de F(7;) versus m para A =2
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Fonte: elaborada pelo autor.

A Figura 24 revela que, para valores de 7;/7 < 1, F(7;) cresce 2 medida que m se
aproxima de 1. Por outro lado, para valores de 1 < 7;/7 < 1.9, a tendécia de F(7;) € difusa, ora

apresentando momentos de crescimento lento, como pode ser visto nas curvas onde 7;/7 = 1.3
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e 71/t = 1.6, ora de decaimento com projecdo acentuada, como acontece nas curvas onde
7/T=1.6e7/7=1.9. Contudo, para 7;/7 > 1.9 a tendéncia predominante de F(7;) é diminuir
de valor a proporcao que m se aproxima de 1. Em outras palavras, a intensidade da forca de
carga mdxima aplicada sobre a amostra se intensifica a medida que o referido processo se realiza
dentro de escalas de tempo pequenas o suficiente para que a natureza viscosa do material tenha
contribuicdo predominante sobre essa forca. Esse resultado € coerente com a lei de Newton
da viscosidade, que assegura que a tensdo aplicada sobre um material viscoso € diretamente
proporcional a taxa de varia¢do da deformacao.

Uma andlise da Figura 25 permite concluir que F(7;) em fungio de m, no caso de
um indentador cOnico, comporta-se de forma muito semelhante a descricao feita para o caso de

um indentador esférico.

Figura 26 — Simulagfo de F(¢) ao longo dos trés estdgios de nanoindentagio - Modelo 2
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Fonte: elaborada pelo autor.

A Figura 26 mostra uma simulagdo de F(¢) ao longo das trés etapas de nanoinden-
tacdo, conforme descrito pelas equagdes (3.37), (3.41), (3.51), e com parametros T = 7; = ls,
A =1.5,E =13kPa, ® = 10rad /s, Ax = 0.05 e m = 0.3. A regido sombreada de cor laranja cor-
responde ao regime de nanoindentacao dindmico. Seu comportamento € modelado pela equacao
(3.51), cuja representacdo simplificada se encontra na equacao (3.54); nesta dltima, os termos

concernentes a tensao, a deformacdo e ao médulo de cisalhamento complexo se encontram mais
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evidentes. A referida equagdo permite inferir que o parametro T apenas influencia na amplitude
das ondas, conforme pode ser vizualizado na Figura 27. Por sua vez, o parametro @ altera a

amplitude das ondas e também sua frequéncia, vide Figura 28.

Figura 27 — Simulagdes de F () nas fases de dwell e oscilagdo para 7= lse 7= 10s
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Fonte: elaborada pelo autor.

Convém, agora, realizar uma breve andlise sobre a funcdo y(1 —m,i(t — 1)) pre-
sente na (3.54). Verifica-se que, quanto mais proximo o paramentro 1 —m torna-se de zero, a
parte real dessa fun¢@o tende ao valor constante I'(1 —m) com o decorrer do tempo, enquanto
a sua parte imagindria tende a zero dentro de um curto intervalo de tempo. Além disso, o
aumento da frequéncia de oscilagdo m acelera esse processo, de modo que ambas as partes
de y(1 —m,io(r — 7)) tendem a valores aproximadamente constantes mais rapidamente. A Fi-
gura 29 mostra o comportamento das partes real, imagindria e do médulo de y(1 —m,iw(t — 1))
em fungdo de 7 — T para m = 0.8 e @ assumindo os valores: (a) ® = lrad/s, (b) @ = 10rad/s,
(c) @ =100rad/s e (d) @ = 500rad/s.

Por outro lado, para valores de 1 —m mais proximos de 1, as partes real e imagindria
de y(1 —m,iw(t — 7)) oscilam de maneira muito semelhante, embora a magnitude da parte real
seja sempre maior do que a da parte imagindria. Contudo, mesmo no regime de altas frequéncias,
as partes real e imagindria ndo tendem a valores constantes. A Figura 30 mostra o comportamento

das partes real, imagindria e do médulo de y(1 — m,i(t — 7)) em fungdo de t — 7 param = 0.2
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Figura 28 — Simulagdes de F'(¢) nas fases de dwell e oscilagdo para @ = 5rad/s € @ = 20rad /s
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 29 — Fun¢do Gama Incompleta Inferior para m = 0.8 em fungdo de t — 7
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Fonte: elaborada pelo autor.
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e  assumindo os valores: (a) @ = lrad/s, (b) ® = 10rad/s.

Figura 30 — Fun¢do Gama Incompleta Inferior para m = 0.2 em fungdo de r — ©
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Fonte: elaborada pelo autor.

As Figuras 29 e 30 também permitem concluir que, com o decorrer do tempo, a
influéncia da parte imagindria sobre o médulo y(1 —m, wi(t — %)) torna-se cada vez menor; tal
efeito fica mais evidente a medida que @ assume valores crescentes, como pode ser percebido
com mais clareza na transi¢cdo da Figura 30 (a) para a Figura 30 (b), por exemplo. Portanto, a
fim de que se possa calcular os valores de F,, , deve-se subtituir, nas equacdes (3.51) e (3.54),
Y(1—m,io(t—1)) por |y(1 —m,io(t — 1))|.

Em sintese, conclui-se que, para expoentes m altos, a parte imagindria da funcao
Y(1 —m,io(t — 7)) esvai-se logo nos primeiros segundos de indentagao sinusoidal, sendo tal
efeito mais preponderante para altos valores de @. Dentro das ressalvas supracitadas, pode-se,
entdo, substituir o valor de |y(1 —m,i@(t — 7))| por I'(1 —m), de modo que as equagdes (3.51)

e (3.54) tornam-se:

Fy = F;+ AG* Axe'® %) (4.3)
c
E,=F;+10," (4.4)

Isso pode ser observado na Figura 29, em que |y(1 —0.8, wi(t —7))| tende aI'(0.2) ~
4.59 e Im[y(1 — 0.8, wi(r — 7))] vai a zero a medida que # — 7 cresce.

No que diz respeito aos médulos de armazenamento e de perda, os mesmos advém
diretamente da equacgdo (2.117). Lembrando que i = exp(7/2), segue que i”* = exp(mm/2).

Substituindo esse resultado na (2.117) e extraindo-se suas partes real e imagindria, obtém-se

G = Ey(wT)" cos (m?ﬂ> (4.5)
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G = Eo(t)"sin (’"7”) . 4.6)

Plotando-se os valores G’ e G”, em fun¢io de @, em graficos do tipo log-log, verifica-
se que estes ultimos sdo retas, conforme pode ser visualizado na Figura 31. Além disso, para
valores de 0 < m < 0.5, tem-se que G’ sempre assume valores maiores do que G”, vide Figura 31
(a) e (b), embora ambos os pardmetros se aproximem um do outro a propor¢ao que m se aproxima
de 0.5; por outro lado, para 0.5 < m < 1, G” supera G’ ao longo de todo o dominio de ® e tende
a se afastar cada vez mais de G’ 2 medida que m tende a 1, vide Figura 31 (d). No caso particular

em que m = 0.5, tem-se que G’ = G”, conforme pode ser visualizado na Figura 31 (c).

Figura 31 — Griéficos de G'(®) e G” (@) em fungdo de o para diferentes valores de m - Modelo 2
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Fonte: elaborada pelo autor.

Esse comportamento corrobora o a tese de que materiais com expoente de lei de
poténcia m > 0.5 possuem propriedades predominantemente viscosas, enquanto materiais com
0 < m < 0.5 possuem propriedades eldsticas superiores aquelas. Além disso, de acordo com

esse modelo, ndo hd um crossover proprieamente dito entre G'(w) e G”(®), visto que, no caso
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de m = 0.5, ambos os mdédulos coincidem ao longo do espectro de frequéncia. Portanto, o
presente modelo possibilita uma compreensao de materiais viscoeldsticos dentro de um regime
no qual suas propriedades reoldgicas permanecem estdveis, ndo sendo capaz de descrever, por
si s6, regimes de transi¢do como aqueles mencionados anterioremente para o caso de células
(ALCARAZ et al., 2003; DENG et al., 2006; CAl et al., 2013). Outro ponto que merece destaque
diz repeito a tangente do angulo de perda. Como pode ser inferido a partir das equacdes (4.5) e

(4.6), tem-se que

tan(¢) = ((;7’((2)))) = tan (mTﬂT)? (4.7)

onde ¢ corresponde ao angulo de perda. Desse modo, a tangente de perda € constante e depende
somente de m.

O presente modelo é empregado para descrever, por exemplo, soft glassy materials
e tendo em vista que as propriedades reoldgicas de células sao bem descritas através de lei de
poténcia, desenvolveu-se um modelo chamado power law structural damping model (ALCARAZ
et al., 2003) no qual o médulo de armazenamento € modelado de maneira similar a equagao
(4.5), enquanto o modulo de perda € expresso por uma superposi¢do de duas leis de poténcia
simples, uma com expoente igual a do médulo de armazenamento € outra com expoente unitario
devido a interacdo hidrodindmica da ponta de prova com o fluido no qual as células estavam
imersas(SOUSA et al., 2020). Além disso, tal modelo também se diferencia do apresentado aqui
por levar em consideragdo o arrasto viscoso devido a interacdo do indentador com a amostra.
Assim sendo, tal modelo prevé uma frequéncia de crossover entre G' ¢ G’ que caracteriza uma
transi¢do do comportamento viscoeldstico de células de um regime de baixas frequéncias para
outro de altas frequéncias, cuja verificacdo experimental foi efetivamente comprovada. Para

maiores detalhes, ver (ALCARAZ et al., 2003).

4.3 Analise reolégica do Modelo 3

Ao analisar-se a forga méxima F (7;) durante a fase de carga a luz do presente modelo,
pode-se constatar algumas caracteristicas interessantes, vide Figuras 32, 33, 34, 35 ¢ 36. Em
todas essas figuras, adotou-se Ey = 13kPaen=1—m.

As Figuras 32 e 34 sdo complementares e uteis para entender o comportamento de
F (7)) para o caso em que o indentador € cOnico. Em ambas, pode-se verificar, primeiramente,

que, para quaisquer valores fixos de m e n, F'(7;) aumenta a medida que 7/7; cresce. Em outras
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 33 — Influéncia dos valores de m e n sobre F'(7;) em fungdo de 7/7, quando A =2
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palavras, quanto mais rapidamente se indentar uma mostra, o que implica em reduzir o tempo
de carga 7;, maior serd o valor de F (7). Isso pode ser visualizado na Figura 32 através do

espacamento que hé entre cada uma das cinco curvas coloridas que representam o regime de

Fonte: elaborada pelo autor.

F (7)) em funcdo de m e n para valores fixos de 7/7;, onde a de cor roxa simboliza aquela

com maior valor de 7/7; e a de cor azul a que possui menor valor desse pardmetro. Para o

caso da Figura 34, isso pode ser visualizado de maneira mais direta, pois cada uma das curvas

representadas nela, cada qual simbolizando materiais com valores de m e n diferentes, cresce
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com 7/7;, embora haja pontos em que suas taxas de crescimento variem.

Figura 34 — F(1;) em fungdo de 7/7; para diferentes valores de m quando A = 2
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Fonte: elaborada pelo autor.

Sobre este ultimo aspecto, a Figura 32 revela trés regides globais que delimitam a
maneira como F(7;) se comporta em fungdo de m para diferentes valores de 7/7;. A regido em
azul representa um conjunto de curvas em que 7/7; assume valores menores do que 0.25 e que
caracteriza o aumento de F(7;) com o o expoente m. Quando se percorre essa regido no sentido
do aumento de 7/7;, ou seja, de baixo para cima, a taxa de crescimento de F (17) em relagdo a
m reduz-se a medida que 7/7; se aproxima de 0.25; por outro lado, invertendo-se esse sentido,
a taxa de crescimento de F(7;) tende a se acentuar. Para entender esse comportamento, basta
recorrer ao valor que a equagdo (3.55) assume quando ¢ = 7, ou seja a expressao:

_ C(A+1) sT\m C(A+1) sT\n
F(z) :E—(—) yE LT (—) . 4.8)
F(?L—I—l—m) T F(?L+l—n) T

Tendo como base a equagdo (4.8) e assumindo que 7/7; < 0.25, entdo pode-se
concluir que a contribui¢do principal para F(7;) advém do termo que contém o expoente inferior
n, que aqui se torna cada vez menor a medida que m cresce; isso explica por que, ao longo de cada
curva pertencente a regido em azul, o valor de F (1;) € crescente em relagdo a m. Assim, o fato
de tornar a razdo T/7; maior suaviza a taxa de crescimento dessa forca em relagéo ao aumento de
m (decaimento de n); ao passo que sua redugdo intensifica essa taxa de crescimento. Do ponto
de vista da Figura 34, percebe-se que ao se percorrer o grifico de F(1;) ao longo de 7/7; < 0.25,
as curvas ali representadas se aproximam cada vez mais umas das outras, significando que a
influéncia da variacdo de m para o valor de F(7;) decresce com 7/7; dentro desse dominio. E
interessante destacar que, para diferentes valores dos expoentes m e n, quando 7/7; atinge valores

muito pequenos, o dominio do expoente maior m torna-se praticamente desprezivel no célculo
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de F(7;), o inverso acontecendo quando 7/7; assume valores muito altos, conforme pode ser
visualizado na Figura 33(a), onde n é completamente dominante para 7/t < 1073 e m para
7/7 > 10?; e (b), onde n é completamente dominante para 7/7; < 10~* e m para 7/7, > 10%.
A regido de cor alaranjada da Figura 32 mostra um comportamento invertido de F(7;)
em relagio ao expoente superior m. Dentro do intervalo 0.25 < 7/, < 1.03, F(1;) descresce de
maneira suave em relacdo a m principalmente nos entornos dos dois extremos desse intervalo
de 7/7;; proximo a regido central do mesmo, delimitada pela curva de cor verde, na Figura 32,
tem-se que esse decrescimento atinge seu dpice, o que pode ser constatado pelo ligeiro aumento
da declividade dessa curva para valores de m > 0.7. A Figura 34 (b) mostra esse comportamento
com mais detalhes, uma vez que consiste em um destaque da parte (a) da mesma para valores
de /7 situados dentro do intervalo especificado. Nela, pode-se ver que as curvas de F (1))
apresentam um arranjo espacial fusiforme, isto €, elas se encontram bastante proximas nos pontos
extremos do intervalo e mais afastadas entre si na regido central, e de tal modo que aquelas com
menor valor de m dispdem-se acima da que possui 0 maior valor em uma ordenacdo descrente de
m. Essa disposicao das curvas pode ser compreendida com base na equacao (4.8). Com efeito,
para valores de 7/7; < 0.5, tem-se que o expoente n ainda contribui de forma mais forte para o
valor de F'(7;), embora a contribui¢io de m ja ndo possa mais ser ignorada e, de fato, fortalece-se
a medida que 7/7; aumenta. Entdo, o que ocorre no inicio desse intervalo é uma continuagao
do que estava acontecendo na regido em azul da Figura 32 quando analisada do ponto de vista
do aumento de 7/7;. Contudo, assim como m ganha mais influéncia sobre F(7;), o papel de n
diminui até que seja atingida uma situagdo em que ambos os expoentes contribuem igualmente
para o valor de F(7;), que corresponde ao ponto de crossover € que € indicado pela supracitada
curva de cor verde da Figura 32. O valor de (T/7)) 055 = 0.5, que denota o crossover entre 0s
expoentes da lei de dupla poténcia, pode ser calculado diretamente da (4.8) ao se igualar o termo

que contém o expoente m ao que possui o expoente n. Fazendo-se isso e isolando 7/1;, obtém-se:

C(A+1—m) ]

T+ 1—n) (49)

(T/Tl>cross ==

Findado o crossover entre os expoentes m e n, F(7;) passa a ser regida predomi-
nantemente pelo expoente maior m, de modo que, enquanto 7/7; < 1.03, F(7;) apresentard um
crescimento desacelerado em funcao de n, o que explica a aproximagdo das curvas mostradas na

extremidade superior da Figura 34 (b). Portanto, para valores de /7, > 1.03, F(7;) retoma o
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crescimento com o expoente m. Isso também pode ser visualizado na Figura 33.

A regido azul da Figura 32 mostra que F'(7;) € crescente em relagdo m e caracteriza
o dominio desse expoente sobre a medida da forca maxima alcancada na fase de carga, conforme
discutido antes.

Em sintese, tem-se que, considerando o presente modelo, quando se indenta uma
amostra de maneira muito lenta (7; > 7), sua resposta viscoelastica € dominada pelo expoente
inferior n, o que implica em um comportamento mais préximo do eldstico, tipico dos soft
glassy materials, visto que o expoente superior m possui influéncia consideravelmente reduzida.
Por outro lado, processos de nanoindentagdo realizados de maneira rdpida implicam em uma
resposta do material mais proxima do regime viscoso, visto que o expoente maior m governa o
comportamento de F () para valores de 7/7; > 0.5. Para fins de exemplifica¢do, caso um dado
material possuisse T ~ 107 3s, m = 0.8, n = 0.2 e fosse indentado por um indentador c6nico, o
valor estimado de 7/1; seria de ~ 0.497; isso implicaria em 7; ~ 2.01 x 103s. Portanto, para
esse caso, a observacdo do crossover entre os expoentes da lei de dupla poténcia deveria ser feita

dentro de uma janela de tempo muito pequena.

Figura 35 — F(1;) em fungdo de m ao longo de diferentes valores de 7/1; para o caso em que

A=1.5
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Fonte: elaborada pelo autor.

Uma andlise de F(7;) semelhante a realizada para o caso de um indentador conico
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Figura 36 — F(7;) em fung¢do de t/7; para diferentes valores de m quando A = 1.5
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Fonte: elaborada pelo autor.

pode ser extendida para o caso de um indentador esférico. As figuras 35 e 36 ilustram o
comportamento de F(7;) em fungdo de m para diferentes valores de 7/7; e de F(7;) para
diferentes valores de m e em funcdo de 7/7;, nessa ordem. A regido em azul da Figura 35
corresponde aquela na qual F(7;) € governada essencialmente pelo expoente n e é crescente com
relacdo a m. Por sua vez, a regido de cor alaranjada caracteriza a transi¢do entre o expoente
menor 7 e o expoente maior m, sendo (T/7;)cross = 0.66; dentro do intervalo 0.29 < 7/7; < 1.49,
F(7;) decresce com m de modo mais atenuado nos entornos das extremidades desse intervalo
e de modo mais abrupto no seu centro, conforme pode ser inferido a partir de uma andlise da
Figura 36. Por fim, a regidio de cor vermelha caracteriza o dominio do expoente m sobre F(7;) e
o regime ascendente desta tltima com o referido expoente.

Diante do que foi exposto acima, conclui-se que, para um dado valor de 7, a mudanga
na geometria do indentador de conica para esférica causou uma aparente diminui¢cao no tempo
de carga necessdrio para ocorrer crossover entre os expoentes da lei de poténcia, visto que o
novo valor de (7/7;)crss aumentou cerca de 32% em comparagdo com o estimado para o caso
de um indentador c6nico. Porém, sabe-se que A = 2 equivale ao valor de A = 1.5 aumentado de
cerca de 33%. Isso sugere que os valores calculados de (7/7;)cr0ss cOrrespondem, na verdade, ao
inverso do parAmetro A caracteristico de cada indentador em questéo. Desse modo, tem-se que 0

tempo de carga minimo para que haja crossover vale:
(Tl>cross ~AT. (4.10)

Vale salientar, contudo, que a andlise feita acima restringe-se ao caso particular
em que n = 1 —m; adotou-se essa abordagem para que se pudesse adquirir uma compreensao

aproximada do comportamento de F'(7;) para diferentes valores dos expoentes da lei de dupla
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poténcia. Sobre o resultado descrito na equagdo (4.10), deve-se também destacar que 0 mesmo
nao é uma generalizagdo, pois depende tanto de A quanto dos valores de m e n. Comparando-se

resultados obtidos via equagdo (4.9) com aqueles obtidos por meio da equagdo

1/(m—n
r(1—my] V"

leross = T m 4.11)

para os mesmos valores de m e n = 1 — m, percebe-se que ha inconsisténcias entre eles.

Com efeito, quando se faz, por exemplo, m = 0.64 e n = 0.36, a equagdo (4.9)
gera, para o casoem que A =2 e T = 0.01s, (77)cross &= 0.02019s. Utilizando-se esses mesmos
parametros de entrada na equagdo (4.11), obtém-se #.,,5s ~ 0.01975s. Considerando que este
ultimo resultado possui maior generalidade do que o primeiro, tem-se que o erro da previsao
fornecida pela equacdo (4.9) € de aproximadamente 2.23%. Por outro lado, mantendo-se os
valores de A e 7 adotados acima e fazendo m = 0.75 e n = 0.25, a equagdo (4.9) fornece
T~ (0.02015s, ao passo que a equagdo (4.11) gera .55 ~ 0.03239s. Neste ultimo exemplo, caso
se adote 7; = 0.02015s, entdo o crossover entre m e n ndo serd visualizado, uma vez que este
valor € cerca de 1.6 vezes inferior ao obtido a partir da (4.11).

O comportamento de F(¢) durante a fase de dwell estd representado na Figura 37,
onde adotou-se A = 1.5, E = 13kPa, 1, = 1s, T; = 9s, m = 0.75 e n = 0.25 nas curvas em azul e
n = 0 nas curvas em vermelho.

Ao analisar-se a Figura 37, a qual foi construida com base no trabalho de Sousa et al
(2020), constata-se que o comprimento das curvas de dwell, as quais encontram-se na regido em
vermelho do grafico, diminui a medida que se reduz o pardmetro T e, consequentemente, a razao
7/1;. Conforme discutido antes, quando um dado material é indentado ao longo de uma escala
de tempo muito superior a T/7;, as propriedades viscoeldsticas do mesmo sdo regidas, com maior
intensidade, pelo expoente inferior n, pois o dominio do expoente superior m encerra-se antes do
alcance de F (7)) ap6s a passagem do tempo f.,,ss que caracteriza a mudanga de um expoente
para o outro, em consonancia com a equagdo (4.11). Desse modo, materiais sujeitos a processos
reoldgicos semelhantes a esse tendem a relaxar mais rapidamente do que caso estivessem sob
um regime de indentacdo cuja frequéncia de operagao fosse rapida o bastante para que, uma vez
iniciada a etapa de dwell, pudessem relaxar sob a influéncia tanto de m, embora esta ja fosse fraca,
quanto de n . Das curvas em azul presentes na Figura 37, aquela com 7 = 1035 relaxa mais
rapidamente do que aquelas com 7 = 10725 e T = 10~ s, sendo esta tltima a que mais demora

a relaxar em em virtude de estar sob forte influéncia de ambos os expoentes. Com respeito as
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Figura 37 — Simulagdo de curvas de forca nas fases de aproximacgao e dwell para diferentes
décadas de 7 - Modelo 3
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Fonte: elaborada pelo autor.

curvas em vermelho, isso se torna mais evidente, pois como n = 0, as curvas em que 7/7; = 101
e 7/7 = 1072 decaem, ao longo do estgio de dwell, somente sob a fraca influéncia do expoente
m, a0 passo que aquela com 7/7; = 1035 praticamente nio sofre relaxago; este tltimo tipo de
comportamento € semelhante ao apresentado por materiais eldsticos. Essa abordagem sugere que
uma descricao adequada das curvas de aplicacdo de carga e dwell geradas por um AFM € muito
util para ser compreender a fase de crossover entre os expoentes de resposta dinamica ripida e
lenta de células e outros materias viscoelasticos complexos. Com efeito, embora o AFM seja
considerado um instrumento que opera com frequéncia de aplicacdo de carga limitada, ainda
assim € possivel visualizar a resposta viscoeldstica de materiais macios durante a transicao entre
os expoentes m e n através de Curvas de Forca-Dwell. Para esse fim, a fase de aplicagdo de
carga deve ser executada com velocidade de indentacdo lenta, a fim de que se disponha de uma
resolucdo adequada para verificar influéncia do expoente m durante essa etapa, € o estigio de
dwell estendido por um tempo suficiente de modo a propiciar a detec¢do da mudanga no regime
viscoeldstico rdpido para o lento, este ultimo caracterizado pelo expoente n, conforme discutido
e demonstrado experimentalmente por Sousa et al (2020).

No que diz respeito a fase de oscilacdo, tem-se que o presente modelo é regido

pela equagdo (3.57). A Figura 38 mostra o comportamento de F(¢) ao longo dos trés estdgios
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de nanoindentagdo para o caso em que T = 0.01s, A = 1.5, 1, = ls, 7, = 195, E = 13kPa,
® = 10rad/s, Ax =0.05e m = 0.8 e n = 0.2. A regifo em azul revela uma fase de aplicacdo de
carga bastante ingreme, na qual ocorre uma rapida transicao do expoente m para o expoente n
no dominio de F(¢); a regido em vermelho, por sua vez, corresponde a um longo processo de
relaxacgdo de tensdao ou de forga; por fim, a regido de cor laranja representa a fase de oscilagao.
Embora tenha-se estabelecido um tempo de dwell de 7; = 19s, percebe-se que a fase oscilatoria

decai lentamente ao longo do tempo, visto que o material continua a relaxar.

Figura 38 — Simulagdo de F'(¢) ao longo dos trés estdgios de nanoindentagio - Modelo 3
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Fonte: elaborada pelo autor.

O médulo de cisalhamento complexo € fornecido pela equacao (2.121), de modo

que os médulos de armazenamento e de perda sdo expressos pelas seguintes equacoes:

G(w)=E [(m)mcos (’%’r) +(07)" cos (%)] 4.12)
(&
G'(0)=E [(an)msin (’"7”) +(07)"sin (%)} . 4.13)

Por sua vez, ao se igualar as equacdes (4.12) e (4.13), pode-se determinar a frequéncia

de crossover entre os modulos de armazenamento e de perda. Seu valor € expresso pela equagao:



101

2 2
(2) —sin (22)
COS 5 Sin 3

E interessante observar que, para o caso particular em que se adota a idealizacao

1
Ocross = ; (4'14)

n=1—m, tem-se que .55 = 1/7 e o correspondente angulo de perda para essa frequéncia
assume a forma @(1/7) = (m+n)m/4; para os casos mais gerais, W55 € regido pela equagio
(4.14) e o angulo de perda obtido via o cdlculo da tangente de perda, expressa pela razio entre
G edG .

Figura 39 — Gréficos de G'(®) e G’ (®) em fungdo de @ - Modelo 3
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Fonte: elaborada pelo autor.

A figura acima mostra o comportamento de G’ (®) e de G’ (®) em fung@o da frequén-
cia angular @ em graficos do tipo loglog para os casos em que: (a) m = 0.8 e n=0.2; e (b)
m =0.63 e n=0.12. Em ambos os casos, fez-se T = 0.01s e E = 13kPa. Nela, tem-se que, em
(a), onde n = 1 —m, a frequéncia de crossover @55 = 1/0.01 = 100rad /s, em conformidade
com o que foi discutido no paragrafo anterior. Por sua vez, em (b), @cross = 738.17rad /s, em
conformidade com o valor estabelecido pela equagdo (4.14) para o caso dos valores especificados
de m e n. Além disso, fica claro, através de uma anélise desses graficos, que para frequéncias
inferiores a @055, 08 Materiais regidos pelo presente modelo possuem médulo G’ dominante, sig-
nificando o predominio de suas propriedades eldsticas sobre as viscosas. Por outro lado, quando
tais materiais sdo indentados com frequéncias superiores a @55, © moédulo G” ultrapassa G, de
modo que, nesse regime de altas frequéncias, seu comportamento aproxima-se do de um fluido
viscoso. Diferentemente da previsao estabelecida pelo Modelo 1, o médulo de armazenamento

ndo volta a dominar sobre o de perda a medida que @ ultrapassa ®.,,ss. Por sua vez, o Modelo 2
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sequer estabelece o regime de crossover, visto que simboliza apenas um elemento fraciondrio

caracterizado por um unico expoente de lei de poténcia.

4.4 Sintese comparativa dos modelos propostos

A Figura 40 mostra o comportamento de F () ao longo das trés etapas de nanoinden-
tacdo de acordo com cada um dos modelos tedricos analisados nas secdes anteriores. Denotou-se
por DPLR o modelo expresso em termos de uma lei de dupla poténcia reoldgica, por PLR(n) o
modelo expresso em termos de uma de lei de poténcia reoldgica simples em funcio do expoente
menor n, por PLR(m) o modelo de lei de poténcia reolégica simples expresso em termos do
expoente maior m e por SLS o modelo expresso em termos do de sélido linear padrdo. Os
parameros de entrada listados a seguir assumiram valores em comum para cada um dos modelos

em questdo: A = 1.5, 7, = 1s, 7, = 9s e @ = 10rad /s. Além desses pardmetros, os modelos de

DPLR, de PLR(m) e de PLR(n) utilizaram 7 = 0.01s, E = 13kPa e expoentes de lei de poténcia

m =0.75 e n =0.25, enquanto o modelo de SLS utilizou 7575 ~ 0.2s, E; = 13kPa e E.. = 2kPa.

Figura 40 — Simulacdes de curvas de forca obtidas a partir dos Modelos 1, 2 e 3

6 ] —-- Modelo DPLR(m,n)
075 A=32  ___ Modelo PLR(n)
. | e E=13kPa —_ modelo PLR(m)
] n=0. T=10"%s ..... Modelo SLS
i
4_
i!% w = 10radfs
_ i -% Ax =0.05
|E3_ ig %*’! st xdayentziiiz
By HE
i E ke Hinn
i F1 = 13kPa ”' |
14 | Tsis =0.25 ¥¥r! J :
N ‘
01 A ATATAVAVAVAVAYAYAVAVAVATAYAYA

t(s)

Fonte: elaborada pelo autor.

Conforme pode ser visualizado na Figura 40, as curvas de for¢a obtidas com base nos
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modelos de SLS e de DPLR durante a fase de aplicacio de carga apresentam um comprotamento
aparente semelhante, embora a taxa de crescimendo referente a curva do primeiro modelo
seja ligeiramente superior aquela apresentada pela curva do segundo modelo, como pode ser
percebido pelas diferencas em suas inclinagdes. A Figura 41 mostra um recorte da Figura 40 ao
longo dos primeiros 0.09s. A partir dela, fica evidente que o dominio da curva que representa o
modelo de SLS estabelece-se entre os intantes 0.075s e 0.08s. Antes disso, porém, a curva em

azul, que simboliza 0 modelo de DPLR, encontra-se acima das demais.

Figura 41 — Simulagdes de F(¢) obtidas a partir dos Modelos 1, 2 e 3 ao longo dos primeiros
0.09s
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Fonte: elaborada pelo autor.

E interessante observar que, dentro de um intervalo de tempo muito curto, a curva
em azul coincide com a curva em verde, esta dltima representando o modelo de PLR(m). Este
comportamento reflete o0 dominio exclusivo do expoente m sobre o expoente n no caso do modelo
de DPLR. Apés isso, a curva em azul passa a ser governada, de maneira mais preponderante,
pelo expoente n e essa influéncia tende a se intensificar ao longo do tempo, embora m ainda
contribua com F'(¢) de maneira decrescente com ¢, conforme pode ser visualizado a partir da
Figura 42, que representa um destaque de F(7) durante a fase de aproximagio em um grafico
loglog. Quanto ao comportamento geral da curva referente ao modelo PLR(m) durante essa fase,

tem-se que a mesma € a que mais se encontra afastada das demais, além de possuir uma taxa de
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crescimento fraca ao longo desse intervalo de tempo.

Figura 42 — Gréficos loglog de F(t) durante o regime de carga obtidos a partir dos Modelos 1, 2
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Fonte: elaborada pelo autor.

No que diz respeito a fase de dwell, vide Figura 40, a curva expressa pelo modelo de
SLS decai completamente até o valor de E.. = 2kPa dentro de um intervalo de tempo préximo
de 1s, diferentemente das demais curvas que sofrem relaxacdo mais demorada e proporcional a
razdo 7/1;, conforme discutido nas sec¢des 4.2 e 4.3. Além disso, convém destacar que as curvas
de dwell referentes aos modelos de DPLR e PLR(n) encontram-se muito préximas uma da outra,
evidenciando que, dentro desse intervalo de tempo, o modelo de DPLR encontram-se sob forte
influéncia do expoente inferior n. Tendo em vista que células e outros materiais macios sao
melhor descritos através de leis de poténcia reoldgica, pois ndo possuem uma escala de tempo de
relaxac@o bem definida, tem-se que os modelos de DPLR e o de PLR mostram-se promissores
para descrever o processo de relaxacao de forca sofrido por esses tipos de amostras.

Sobre o regime oscilatorio, € interessante observar a influéncia da frequéncia angular
® sobre a resposta do material a aplicagiio da for¢a F(¢). As Figuras 43 e 44 ilustram isso para
o caso em que ® = 20rad /s e ® = 120rad /s, nesta ordem; além disso, descontou-se de F'(z) a
influéncia do histdrico associado as fases de aplicagc@o de carga e dwell, a fim de que se pudesse

analisar as curvas de cada modelo em relagdo a um nivel fixo.
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Figura 43 — Representacdo de F () no regime oscilatério para o caso em que @ = 20rad /s
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Fonte: elaborada pelo autor.

A partir da Figura 43, pode-se inferir que, no regime de baixas frequéncias, o modelo
de SLS possui, ao longo do tempo, uma amplitude de oscilacio superior aquelas relacionadas aos
modelos de lei de poténcia reoldgica. Entre estes, contudo, o modelo de DPLR € o que apresenta
maior amplitude, sendo seguido pelo modelo de PLR(n) e pelo de PLR(m). Isso signfica, em
outras palavras, que o expoente n tem influéncia maior sobre a resposta viscoeldstica de um dado
material no regime dindmico de baixas frequéncia; além disso, no caso dos modelos de DPLR,
o médulo de armazenamento, G’ (®) deve apresentar magnitude superior ao de G”(®) durante
essa fase, pois @ < 1/, vide se¢do 4.3. Como pode-se constatar ainda na Figura 43, é notavel o
tamanho reduzido da amplitude de onda associada ao modelo de PLR(m) em comparacdo com
as demais, signifcando que F(¢) tem uma depedéncia fraca com o expoente m.

Por outro lado, a Figura 44 permite inferir que, no regime de altas frequéncias, os
modelos de DPLR e de PLR(m) sdo os que apresentam maiores amplitudes de oscilacdo, sendo a
amplitude do primeiro superior a do segundo. Dentro do intervalo de tempo destacado nessa
figura, tem-se que a amplitude relativa ao modelo de SLS sofre um deslocamento vertical ao
longo do tempo. De fato, até antes de = 10.21s, os seus valores de pico eram inferiores aqueles
referentes ao modelo de PLR(n). Entretanto, para valores de ¢ posteriores, os valores de pico

do modelo de SLS ultrapassam os valores de pico do modelo de PLR(n) e mantém-se abaixo
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Figura 44 — Representagdo de F () no regime oscilatério para o caso em que @ = 120rad /s
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Fonte: elaborada pelo autor.

dos valores de pico do modelo de PLR(m). Portanto, pode-se concluir que, no regime de altas
frequéncias, o expoente maior m exerce maior influéncia sobre £ (¢); além disso, no caso dos
modelos de DPLR, G”(w) deve apresentar magnidutde superior ao de G'(®) durante essa fase,
pois @ > 1/, vide se¢do 4.3.

Com efeito, esses resultados estdo de acordo com o que fora discutido sobre as
curvas de aplicacdo de carga e dwell na secdo 4.3, onde vericou-se que indentacdes efetuadas de
maneira rapida desencadeiam respostas viscoeldsticas sob forte influéncia do expoente maior

m, ao passo que aplicacdes de carga lentas resultam em respostas viscoeldsticas dependentes

principalmente do exponte inferior n.
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5 CONCLUSAO

De todos os modelos tedricos aqui apresentados, aquele baseado em uma lei de
dupla poténcia reoldgica mostrou-se o mais versatil para se estudar as propriedades reoldgicas
de materiais macios, em particular de células, ndo apenas por permitir a visualizacao de seu
comportameto viscoeldstico ao longo de diferentes escalas de tempo e de frequéncia, mas
também por depender de uma quantidade de pardmetros de entrada bem definida. Desse modo, os
expoentes de lei de poténcia, denotados aqui por m e n, expressavam dois regimes viscoelasticos
distintos manifestados por um mesmo material: um relacionado a aplicacao de carga a altas
frequéncias (durante intervalos de tempo curtos), governando pelo expoente maior m; € 0 outro
relacionado a aplicag@o de carga a baixas frequéncia (durante intervalos de tempo longos), regido
pelo expoente inferior n. Com efeito, verificou-se que a mudan¢a de um regime para o outro
se realizava em um instante de tempo caracteristico para cada material sob anélise, denotado
Por t.r0s5, € que este, em geral, é bastante pequeno se comparado com as escalas de tempo
usualmente utilizadas para se realizar experimentos de nanoindenta¢do. No caso particular em
que se utiliza o AFM para indentar células, tem-se que as curvas de forca geradas durante a
fase de carga costumam ser bem descritas em termos de uma lei de poténcia fraca, o que sugere
enquadrar as células dentro do grupo dos soft glassy materials; porém, através de uma andlise
mais profunda dessas curvas, conforme descrito por Sousa et al 2020 e abordado nesse trabalho
ao longo da se¢do 4.3, pode-se perceber a influéncia do expoente superior m durante os instantes
iniciais de aplia¢do de carga. Vale salientar que, ao analisar-se o comportamento de F(7;) para
diferentes valores de 7/7;, determinou-se que o tempo para que OCOITesse O crossover entre 0s
expoentes da lei de dupla poténcia, denotado por (7;)r0ss,» dependia da geometria do indentador,
e que para o caso particular em que n = 1 — m, seu valor correspondia A 7. Contudo, destacou-se
que, em geral, (7;)cr0ss NA0 Necessariamente apresentava mesmo valor que o tempo f,s5. Por
fim, também analisou-se essa mudanca de regime viscoeldstico ao se estudar o comportamento
de tais materiais sob regime reoldgico dindmico, o qual foi representado, nesse trabalho, pela
fase de oscilag@o das curvas de forca simuladas, onde o crossover entre as respostas rdpida e
lenta de um dado material foi visualizado no dominio da frequéncia e através da mudancga nas
magnitudes de seus médulos de armazenamento e de perda. Assim, a transicdo do expoente
m para o expoente n era caracterizada pela substituicio de um comportametno marcado pela
predominéncia de propriedades eldsticas, dominado pelo médulo G'(®), para outro em que

prevalecia suas propriedades viscosas, o qual era dominado pelo médulo G’ ().
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Por sua vez, constatou-se que o modelo baseado em uma lei de poténcia simples,
embora fosse capaz de descrever células e outros tipos de materiais macios dentro de um
regime limitado de escalas de tempo e de frequéncia, falhava em prever, sozinho, a transi¢ao no
comportamento viscoeldstico relatada acima. Isto se refletia, por exemplo, no comportamento
linear de seus médulos de armazenamento e de perda quando representados em gréaficos do tipo
loglog em funcgdo da frequéncia de oscilacdo @. Contudo, observou-se que altera¢des nos valores
de m acarretavam modificacdes na influéncia desses médulos sobre o comportamento dindmico
do material; em outras palavras, materiais com m < 0.5 apresentavam médulo G’ dominante
sobre 0 médulo G para diferentes valores de ®, enquanto aqueles modelados com expoente
0.5 < m < 1 apresentavam o comportamento oposto, isto €, possuiam valores do médulo G”
superiores ao do médulo G’ ao longo de ®; no caso particular em que m = 0.5, verificou-se que
ambos 0s médulos se superpunham quando plotados em um mesmo grafico em funcdo de ®.
Apesar disso, esse modelo mostrou-se deveras util para se estudar o comportamento daquele
formado por uma lei de dupla poténcia, uma vez que este ultimo consiste de uma superposi¢ao
de duas leis de poténcia simples e com expoentes distintos.

Por fim, o modelo de sélido linear padrao foi o que apresentou uma resposta viscoe-
lastica mais simples, porém menos acurada, para se modelar células e materiais moles em geral.
Isto porque tal modelo parte do pressuposto de que cada material possui um tempo de relaxagdo
bem definido e ao longo do qual a forca exercida sobre ele relaxa até um valor proporcional ao
parametro E.. Contudo, conforme discutido ao longo desse trabalho, materiais viscoelasticos
complexos ndo possuem valores de 7 fixos. Em geral, este parametro pode assumir diferentes
valores, dependendo da escala de tempo que se utiliza para indentar as amostras. Conforme
discutido na andlise do modelo de lei de dupla poténcia reoldgica, as curvas de relaxacao apre-
sentadas por tais materiais possuiam amplitudes dependentes de 7/7; e dos expoentes m e n. Isso
significava que, mantendo-se um dado valor de 7/7; fixo, podia-se, alterando-se os valores desses
expoentes, obter diferentes curvas de aplicagcdo de carga e de relaxacdo que refletiam materiais
diferentes dentro dessa escala de tempo fixada. Porém, para o caso do modelo baseado no de
solido linear padrdo, verificou-se que a alteracdo do tempo de relaxacdo 7 trouxe modificacdes
considerdveis no comportamento do material como um todo, por isso a ressalva de que tal modelo
€ dependente de escala temporal. Os modelos de leis de poténcia, por outro lado, permitiam
a andlise de um dado material sob diferentes escalas de tempo, visto que suas propriedades

viscoeldsticas ficavam bem definidas a partir da determinacdo de m e n. Quanto a resposta
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dindmica associada ao modelo baseado no de sélido linear padrio, verificou-se que, dependendo
dos parametros E. e E1, um dado material podia, ou ndo, passar por um crossvover entre seus
moédulos G’ e G”. Contudo, mesmo quando se considerava o caso em que ocorria crossover, a
mudanga no dominio de G’ para G” fazia-se dentro de um intervalo de tempo limitado; assim,
uma vez findado este tempo, 0 médulo G’ retomava seu dominio sobre o material. Este tltimo
aspecto nao estd em conformidade, por, exemplo, com o comportamento reologico de células.
Portanto, tal modelo € insatisfatorio para se realizar uma andlise detalhada das propriedades
viscoeldsticas de células e outros materiais que sofrem relaxacdo ao longo de multiplas escalas
de tempo.

Com base no que foi discutido até entdo, acredita-se que a presente dissertacao
possa contribuir para o estudo das propriedades reolégicas de materiais moles ao propor um
estudo detalhado que elucida o processo de obtencdao de modelos matematicos para serem
usados em procedimentos de nanoindentagdo através de microscopia de forca atdmica. Convém
destacar que o procedimento metodoldgico empregado nesse trabalho pode ser utilizado para
se obter féormulas matematicas alternativas, baseadas em modelos reoldgicos mais sofisticados,
e que sejam capazes de revelar uma descricdo mais acurada das propriedades viscoeldsticas
de materiais moles, vide Anexo A. Além disso, € imprescindivel que, em projetos posteriores,
sejam realizados processos de ajustes das curvas de forga tedricas descritas nesse estudo com
outras obtidas experimentalmente com um AFM a fim de se obter maiores informacdes sobre

seu dominio de validade e seu nivel de detalhe na descri¢do de diferentes tipos de amostras.
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ANEXO A - MANUSCRITO DE ARTIGO CIENTIFICO SUBMETIDO A REVISTA
JOURNAL OF PHYSICS D: APPLIED PHYSICS

O texto que segue logo abaixo consiste no manuscrito de um artigo cientifico,
submetido a revista Journal of Physics D: Applied Physics, intitulado Multiple power-law
viscoelastic relaxation in time and frequency domains with atomic force microscopy, cuja
elaboragdo contou com a participacao do autor dessa dissertagdao de mestrado.

O trabalho realiza um estudo tedrico e experimental de diferentes métodos de obten-
¢ao de curvas de forca de AFM para se descrever o comportamento reoldgico de mutliplas leis
de poténcia de materiais macios complexos. Para isso, sdo desenvolvidas férmulas analiticas
baseadas em modelos reoldgicos fraciondrios que sao aplicadas na descricdo de curvas de forca
de AFM obtidas no estudo de células e de géis de poliacrilamida, tanto no dominio do tempo

quanto no dominio da frequéncia.
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Complex viscoelastic materials exhibit power law relaxations, as opposed to simple materials
described by exponential decays. Other materials, like living cells, hold a universal double power law
behavior whose exponents depend on the health and type of the cells. Usually, only dynamic assays
are considered capable to study these viscoelastic relaxation mechanisms. In this work, we generalize
classical viscoelastic models in terms of fractional derivatives of arbitrary order a (0 < a < 1), and
we demonstrate that simple atomic force microscopy force curves are powerful methods to directly
observe the viscoelastic relaxation of complex materials exhibiting single or multiple power-law
relaxation processes. In addition, we compare the viscoelastic relaxation exponents of living cells
measured directly from force curves with the exponents measured with dynamical measurements. We
believe the fractional models unveiled here may be applied to other complex viscoelastic materials.

I. INTRODUCTION

The field of microrheology embraces several methods
like active and passive particle tracking, optical tweezers
and atomic force microscopy [1]. Those methods have
now been largely used to study rheological behaviors of
materials in a scale much closer to molecular size than
those studies with traditional bulk rheometer techniques
[2, 3]. Those approaches have the advantage of prob-
ing materials in tiny amounts, as well as shedding light
on the role of microscopic spatial heterogeneity in the
macroscale response of materials [4-7].

Atomic force microscopic (AFM), for instance, can
probe the surface of a large variety of materials, such as
polymers, asphalts, foams, and biological samples [8—11].
The way that AFM force curves change in time presents
a clear signature of the rheological responses and can be
used to extract mechanical properties of materials. The
Hertz contact theory, for example, is commonly applied
to measure the microscale elastic modulus of samples,
but it overlooks time-dependent viscoelastic effects. This
motivated several authors to pursue other models to take
into account viscoelastic relaxation [12].

The viscoelasticity of samples is described by models
such as the Maxwell, Kelvin-Voigt, and the Zener model
[13]. Those models, formed by association of springs
and dashpots in series and parallel, successfully describe
the linear viscoelastic behavior restricted to exponen-
tial relaxation decays with one characteristic timescale.
However, materials often present several relaxation times
and, thus, can only be explained with sophisticated mod-
els, such as those with a large number of springs and
dashpots, whose resulting relaxation modulus is best de-
scribed as a sum of exponential functions with different
relaxation times [14]. There are more complex soft ma-
terials, such as slurries, foams, pastes, and emulsions,

* Current address: Nano Life Science Institute, Kanazawa Univer-
sity, Kanazawa 920-1192, Japan

that exhibit power law viscoelastic relaxation. These ma-
terials, also called soft glassy materials (SGM), present
remarkable features such as disordered and metastable
composition [1, 15-17].

Power law (PL) relaxation has also been found in liv-
ing cells whose behavior can be more similar to a solid
or a to fluid depending on the applied mechanical stim-
uli, pharmacological interventions and their health state
[1, 11, 15, 18-21]. In fact, it has been shown by Fabry
et al. that living cells share some rheological characteris-
tics with SGM, such as low exponent PL relaxation over
many orders of magnitude on time [15]. But soft-glassy
theory cannot explain all the rheological phenomena pre-
sented by cells, such as the existence of prestress, force
generation and contractile stiffening [1]. Living cells are
so complex that even double and triple PL relaxation
regimes have been observed [11, 18, 19, 21-24]. This
myriad of rheological responses shows that the mechan-
ical properties of living cells are a very active research

field.

To investigate complex relaxation properties in mi-
croscale, appropriate experimental and theoretical meth-
ods are necessary. For example, most of the works report-
ing multiple PL regimes in cells were based on particle-
tracking oscillatory methods (frequency domain), and the
results explained in terms of empirical combination of
PLs [15, 18-20, 23, 24]. AFM-based oscillatory meth-
ods were also used to probe multiple PL regimes in cells
[11, 25, 26]. All th above mentioned works studied and
confirmed that the relaxation regime at low frequencies
(typically below 10 Hz) is compatible with the soft-glassy
(SG) response of the cytoskeleton (CSK), but the rich
variety of relaxation exponents at high frequencies do
not point to a single explanation. In some works (either
AFM-based or particle-tracking based methods) the fast
relaxation regime was attributed to viscous drag in the
measuring probe giving rise to the so called power-law
structural damping model [15, 25]. In others, the fast
relaxation regime was attributed to the collective effect
of the entropic response of individual CSK fibers [11, 18—



20, 24, 26].

In time domain, most of the works in the literature
report only a single PL regime in cells with exponents
compatible with SG theory [1, 15, 25, 27, 28], specially
in AFM-based methods. Although AFM is considered
too slow to probe multiple PL regimes, it was recently
shown that with an appropriate theoretical method [21],
even simple AFM force curves can reveal multiple relax-
ation regimes. In particular, de Sousa et al. performed
AFM measurements in time domain in twelve cell lines
of different health states, and all of them exhibited dou-
ble PL relaxation, whereas the slow relaxation responses
(analogous to low frequencies) were compatible with cells
SG response, and the fast relaxation regime (analogous
to high frequencies) were compatible with the response
of individual CSK fibers [21].

In this work, we performed a comprehensive study of
the experimental and theoretical AFM force curve meth-
ods to investigate multiple PL relaxation regimes in time
and frequency domains. We developed analytical for-
mulas to directly apply in AFM force curves for sev-
eral viscoelastic models either one or more PL relaxation
regimes. The methods are tested in polyacrylamide gels
and living cells, but they are directly applicable to many
types of soft mater.

II. NANOINDENTATION WITH THE AFM

The straightforward method to probe the viscoelastic-
ity of samples with the AFM is by using force curves
(FCs). In the simplest type of force curve (SFC), the
piezo expands with constant velocity (controlled by the
vertical frequency f,) until the cantilever touches the
sample surface. During contact, the cantilever deflects
upwards while it indents the sample, as shown in Figure
1(a). After a predefined cantilever deflection is reached,
the piezo is retracted. During FCs, the piezo vertical
displacement z(t), the cantilever deflection d(t), and the
indentation depth §(t) are measured. The schematics of
z(t), d(t) and §(¢t) of SFCs are shown in blue in Fig-
ures 1(b)-(d). The whole measurement duration (load-
ing/unloading) is roughly given by 1.

The second type of measurement is a dwell FC (DFC).
Here, there is an intermediate stage between loading and
unloading, where the piezo extension stops and stays con-
stant during a time 74. During the dwell stage, d(t) re-
laxes according to the internal relaxation processes of the
sample, while §(¢) is nearly constant (see Supplementary
Material). The DFC features are shown in red in Fig-
ures 1(b)-(d). The whole measurement duration (load-
ing/dwell/unloading) is roughly given by 75 + f;!. As
we shall see later, DFCs are optimal to observe slow re-
laxation processes.

The third type of measurement is obtained with a sud-
den step indentation in the middle of the dwell stage in
a DFC after most of deflection gets relaxed. The step in-
dentation is obtained by a fast piezo expansion of small

amplitude during a time 75, that causes a nearly flat ad-
ditional step in indentation of the sample. This type of
FC is labelled as DFC+S, and the whole measurement
duration (loading/dwell/unloading) is the same of DFC.
DFC+S is depicted in magenta in Figures 1(b)-(d). It
will be demonstrated that DFC+S curves provide a di-
rect window to the internal relaxation function in time
domain R(t) of the samples.

The fourth type of curve is the combination of DFC
with oscillatory indentation, and labelled as frequency-
sweep DFC (DFC+FS). In this type of measurement, a
small amplitude oscillatory signal with varying frequen-
cies is added to the z height during the dwell stage.
DFC+S is depicted in green in Figures 1(b)-(d). In the
DFC+FS curves, the piezo performs a small oscillatory
movement with a given (or a superposition of) frequency
after the initial relaxation of the dwell stage.

In all FCs described above, the measured quantities
z(t) and d(t) are transformed into force F(t) and in-
dentation 0(t) data with F[d(t)] = k.(d(t) — dp) and
0(t) = [2(t) — 2z0] — [d(t) — dp], where k. is the cantilever
spring constant, and (zo,dy) are the contact point and
deflection offset where cantilever makes the initial con-
tact with the sample surface. In this study, we adopted
the method described by Roy et al. to determine the
contact point [29], but other methods are well described
elsewhere [30]. We remark that the AFM used in this
study is capable of performing SFC and DFC natively,
while DFC+S and DFC+FS were implemented by soft-
ware in Radmacher’s group.

These curves combined with comprehensive viscoelas-
tic models are powerful methods to investigate rheologi-
cal phenomena in complex soft matter. There are other
FC models that can be used to probe viscoelastic relax-
ation. Recently, Hecht et al. proposed a force clamp FC
model to map the local viscoelasticity of cells [28]. Es-
sentially, this is a modification of DFC, where the AFM
feedback system maintains a nearly constant force during
the dwell stage, instead a nearly constant indentation as
in native DFC.

III. INDENTATION THEORY

The force-indentation relationship in time domain de-
pends on the indentation depth history, d(¢), as well as
on intrinsic properties of the sample and can be described
by the following convolution integral [12]

t A
Ft) = Q()) /O Rt —)® dt(f)

dt’, (1)

where R(t) is the time-dependent relaxation function
of the material, and A and Q()\) are parameters re-
lated to the indenter geometry (see Table I). Apply-
ing the Fourier transform to the above equation leads
to F(w) = G*(w)d*(w), where G*(w) = iwR(w) is the

dynamic shear modulus that can be determined directly
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FIG. 1. (a) Illustration of a soft material being indented with an AFM tip showing the piezo displacement z(t), cantilever
deflection d(t), and indentation depth 6(¢). These time-dependent functions are displayed on panels (b), (c¢) and (d), respectively,
for different AFM-based nanoindentation experiments: the simple force curve (SFC, in blue), the dwell force curve (DFC, in
red), the step-indentation force curve (DFC+S, in purple), and the frequency-sweep force curve (DFC+FS, in green). The
curves are shifted horizontally for better visualization. The colored arrows show the contact point of each curve. The loading

(1), dwell (14), and unloading (7.,) times are also shown.

TABLE I. Dependence of the parameters A and ©(\) on the indenter geometry. Below, v represents the Poisson ratio and 4 is

the indentation.

contact radius Obs.

dtan 6

r is the indenter radius
r is the indenter radius

0 is the half-opening angle

Geometry A Q(A)
flat cylinder 1.0 (13722)
spherical 1.5 % (1_7‘/52) Vré
conical 2.0 %(f‘f‘f;)
(@ (b)
a a
a=0 a=1 a p 4
F M K z

FIG. 2. (a) The fractional viscoelastic element that inter-
polates between an elastic spring (o = 0) and a newtonian
viscous dashpot (e = 1). (b) Fractional viscoelastic models:
the single fractional element (F), with one exponent; the frac-
tional Maxwell (M) and Kelvin-Voigt (K) models, with two
exponents; and the fractional Zener model (Z), with three
exponents.

from the ratio of the Fourier transform of the measured
time-dependent force and the indentation function as,

F(w)
M w)

G*(w) = . 2)

The dynamical shear modulus is connected to the re-
laxation function by G*(w) = iw [;° R(t)exp(—iwt)dt,
where the real, G'(w), and complex, G"(w), components
of G*(w) are known as the dynamical storage and loss
moduli, respectively. The quantities F'(t) and 6(t) are di-
rectly measured by the AFM while R(t) is unknown, but
a viscoelastic model for R(¥) may be adopted in order to
explain the measured data with the help of the hints pro-
vided by F(t). Alternatively, G*(w) can be determined
directly from Eq. 2, and R(t) obtained by applying the
inverse Fourier transform.

While simple viscoelastic materials tend to exhibit ex-
ponential relaxation, R(t) oc e~*/7, where 7 is a char-
acteristic timescale, more complex materials exhibit PL
decay, R(t) < t—%, where « is a relaxation exponent. Ex-
ponential and PL relaxations are dramatically distinct,
reflecting different microscopic structures in viscoelastic
materials [31].

For time domain measurements the timescale of the
measurement should be long enough such that the essen-
tial characteristics of the type of relaxation are clearly
distinguished. In exponential relaxations, R(t) becomes



constant for ¢t > 7, such that the timescale 7 defines a
relaxation lifetime. In PL relaxations, on the other hand,
R(t) continuously decrease over time and the exponent
« is associated with the microscopic phenomena ruling
the material deformation. Moreover, the material can
exhibit multiple exponential or multiple power law de-
cays. If more than one PL regime is present, it is also
necessary that measurement time comprises a few orders
of magnitude such that the transition between regimes
becomes accessible.

A. Power-law viscoelastic models

It is not always clear whether a material exhibits (sin-
gle or multiple) exponential or PL relaxation, and the
proper choice of the viscoelastic model to describe the
force-indentation curves becomes tricky. Fortunately, the
framework of fractional calculus [32-34] allows the com-
bination of both types of relaxation into a single model
through the definition of fractional element that inter-
polates between the elastic spring constitutive equation
and the dashpot equation. Figure 2(a) illustrates this
two limits.

The constitutive stress-strain equation of a fractional

Ret) = 572 o5

T

Ry (t) = EoEa-pa1-p l— (i)a_ﬂ] (

Ey

element is defined as o(t) = Ad“e(t)/dt®, where d*/dt®
is the fractional derivative operator (0 < a < 1) and
A = E7% is a material parameter (with SI units of Pa.s®),
such that a single fractional element is described by three
parameters (E, 7, ). The elastic spring constitutive
equation is recovered for a = 0, with elastic modulus
given by E, while the dashpot equation for o = 1, with
viscosity given by E7. Intermediate values of a represent,
thus, a viscoelastic material.

In this generalized viscoelastic representation, the sim-
plest viscoelastic models, formed by fractional elements
in series and parallel, as shown in Figure 2(b), are the fol-
lowing: the single fractional element (F), the fractional
Maxwell model (M), the fractional Kelvin-Voigt model
(K), and the fractional Zener model (Z). These models
describe single or multiple PL regimes, and can be easily
modified to represent their conventional counterparts by
simple adjustment of the fractional exponents. For in-
stance, F model can only describe a single PL regime,
while K and M models may describe one or two PL
regimes, and Z model can describe up to three regimes
depending on their exponents. The relaxation functions
R(t) and shear moduli G*(w) for those models were de-
rived elsewhere [35], and are given by:

(t)a; G (w) = Boliwr)® 3)

t _B. . B (fwT)™
IR

rt) = s (5) g (1) Gl = Bution) + Bty o)
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where Ey and E; represent elasticity moduli (two are
necessary for Z model), 7 is a characteristic timescale and
E,, »(z) is the generalized Mittag-Leffler function [36].
«,  and 7 represent the PL exponents (0 < a, 8,7 < 1).
For M and Z models, there is the additional constraint
0<pB<a<l.

B. Force models for SFC and DFC curves

In order to obtain analytical force models for SFC and
DFC curves, we assume a linear indentation history dur-

(1) ¢ e =mE v mw@y ©

ing the loading phase and constant indentation in the
dwell stage given by:

<t<
Sty =s,d B/ 0st=m,
1 T<t<m+4+T14

(7)
dp is the indentation achieved at the maximum deflection
of the loading stage, 7, and 7,4 represent the duration of
the loading and dwell stages, respectively. These assump-
tions have been tested previously in polymers and cells
[12, 21]. Similar approach has also been adopted to the
force clamp FC method of Hecht et al. [28], but for the



force history during load/dwell stages. Combining this
indentation history with the relaxation models described
above in Eq. 1, we derived analytical formulae that can
be directly compared with experiments.

The force curves in the loading/dwell stages can be
generalized as (see Supplementary Material):

F(t) = Fa(t)Rapp (1), (8)

where F(t) = F(t)/2)\)d} is the force normalized by
geometric parameters and ¢ the time measured from the
contact point. Fy(t) = T'(A+ 1)(t/7)* is the normal-
ized elastic response, Rgpp(t) the apparent viscoelastic

relaxation of the sample, and I'(z) the Gamma function.

In the loading stage, the relaxation function R(t) shows
a striking resemblance with the Ry, (t), regardless of the
viscoelastic model. This is not the case in the dwell
stage because Rgpp(t) carries the effect of the indenter
geometry in an inseparable way. As we shall see later, a
simple manipulation of the measured curves to construct
Rapp(t) = F(t)/Fu(t) provides a window to directly ob-
serve the time-dependent relaxation properties of sam-
ples. The respective Rgpy(t) in the loading and dwell
parts for all viscoelastic models investigated in this work
are given below:

E, t\" |1 0<t<r
ROt =<) <t<m, 9
app () FrA+1—a) \ 7 I(n/t;\1—a) T <t<T+74 ®)
-B a—f3
t Eo_pa1-p [—(t/7)*7P] 0<t<m
RM () = Fy | = SaA8 L7 ’ 10
app( ) 0 - F(‘rl/t,)l:(lA)ﬂ,a B) < t< 4Ty ( )
—a -8
R(K)(t) —E, { F()\+11—oz) (%) + F(A+11—B) (%) 5 0<t<m, (11)
app - I(m/t; A\ 1—a -« I(m/t;\,1-8 -
(FE{\+1—Q) ) (%) + (1“E§\+1—B) ) (%) T <t<m+Ta
a— -8 -
R (1) = EoEa-pa+1-p [~ (t/T) BB] (7) "+ BEirgriy (7) O<ts<m, (12)

where I(t;a,b) is the regularized incomplete Beta func-
tion, F(t;a,b,c) is an integral function defined in the
Supplementary Material.

C. Force model for DFC+S curves

In DFC+4S curves, the indentation history in the dwell
stage of Eq. 7 is replaced by:

() =060+ 0 [H(t —t')— H(t—1t")], (13)

where H (t) is the Heaviside step function, d5 (65 << dp)
is the amplitude of the step indentation, ¢ and t” = ¢/ +7
are the initial and final instants of the step indentation
of duration 7. This indentation profile results in an an-
alytical expression of the force that directly reveals the
underlying relaxation function R(t) (see Supplementary
Material). The normalized force Fs(¢) during the step
indentation is given by:

F.(t) = Fyt) +2*R(t —t") (' <t<t") (14)

where Fj(t) is the baseline force during the step indenta-
tion as in a pure DFC and z = §5/do. Note that during
the step-indentation one measures the actual relaxation
function R(t) times the factor z*. Compared to Repp(t)
in the loading stage that always include the effect of the
indenter geometry, the step-indentation allow one to di-
rectly measure R(t).

D. Force model for DFC+FS curves

During the dwell stage, the piezo actuator extension
can be written as

Z(t _ t”/) — 20 = Zmas + Zzneiwn(tft///)’ (15)
n

where t" is the beginning of the frequency sweep mod-
ulation. Ideally, the sum above is performed over a pre-
defined set of frequencies w, spamming over a few or-
ders of magnitude in order to measure different relax-
ation regimes, and z,, is the displacement amplitude as-
sociated to the frequency w,. As the cantilever is in con-



tact with the sample, the deflection d(t) oscillates out-of-
phase with the same frequency of the piezo actuator

d(t — tm) - dO = drelamed + Z dnei[wn(t_t///)+¢n]v (16>

where d,, is the deflection amplitude corresponding to the
frequency w,, and ¢, is the corresponding phase lag of
the deflection with respect to the piezo motion. The cor-
responding indentation during the frequency sweep por-
tion can be written as

5(t - tm) = Orelazed + Z 5nei[wn(t7tm)+0"]7 (17)

where d,, represents indentation amplitude of the mode
wp, and 6, is the phase lag between indentation with
respect to the piezo motion. Combining Egs. 15, 16 and
]-77 leads to 5relaxed = Zmax — drelamed and

8,en = 2, — d, e’ (18)

Using 17 in the Hertz model and assuming that §, <
67‘elameda we Obtain F(t - t”,) = Estatic + Z Fneiw”(tit/“)a
where the coefficients of the complex Fourier expansion
of F(t —t") are giving by F), = )\Q()\)éi‘;;xedc;nEnew".
The complex stiffness modulus for the frequency mode
Wy is B¥ = B! +4iE" = E, e, such that the elastic and
loss moduli are respectively given by

)\Q()\)(Srelazeddn
Jor Y (R U S— (20)
)‘Q(A)érelaxedén

The loss tangent is either determined by tané, =
E!'/E! or by Eq. 18. In summary, the superposition
of a small oscillating signal to the piezo actuator with a
set of discrete frequencies can be used to determine the
dynamic shear moduli of viscoelastic materials. In prac-
tice, only a limited number of frequencies can be applied
to the piezo actuator. These frequencies can be sparsely
distributed as wy+1 = rw, to cover a wide range of fre-
quencies favoring the observation of multiple power-law
regimes in a single FC.

The above theory for DFC+FS curves is analogous
to obtain G*(w) by directly performing a numerical fast
Fourier transform (FFT) of the frequency sweep portion
of the force curves with G*(w) = FFT[F(t)]/FFT[5*(t)]
(See Eq. 2). We remark that the analytical approach is
more suitable for a small number of frequencies w, to
avoid a large number of fitting parameters.

IV. ANALYSIS OF THE THEORETICAL
MODELS IN TIME DOMAIN

Figure 3 shows DFCs constructed with the different
viscoelastic models. As in experimental curves, the load-
ing part (yellow-shaded region) is limited by the shortest

measurable time scale, i.e. the inverse of the AFM sam-
pling frequency f;;npling’ and 7; = 1/(2f,), while the
dwell time window (blue-shaded region) lasts 74.

In curves constructed with only one PL regime, such
as the F model, a single slope F(t) oc t*~® appears, with
different prefactors for loading and dwell (Eq. 9). We
remark that Garcia et al. developed an analytical SFC
model for conical indenter based on the F model that
agrees well with our generalized approach [7]. In the
fractional K model, on the other hand, the relaxation
regime associated with the larger exponent o dominates
at higher frequencies (short timescales), while the regime
associated with the smaller exponent 8 dominates at slow
frequencies (longer timescales). Therefore, the slope A—a
in the FCs measured in materials described by the gen-
eralized K model are observed only during a very short
timescale after contact, while the slope A — 3 is only
observable a while after contact [21]. For materials de-
scribed by the fractional Maxwell model, this analysis is
inverted, the slow relaxation appears prior to the fast re-
laxation. In the fractional models with two PL regimes
we have Fj(t) = at*~* 4 bt*~7 (the index [ refers to the
loading phase of the curve), while both R(t) and Repp(t)
behave like R(t) = ct~* +dt~# with distinct coefficients.
Thus, a simple log-log visualization of Fj(t) reveals all
the PL regimes.

The above analysis assumes that the crossing time be-
tween PL regimes occur between f;linplm g and 7;. How-
ever, this crossover is material-dependent and may not be
accessible with the AFM. For example, the FC sampling
frequency of commercial AFMs range typically between
2 kHz and 50 kHz. Thus, crossings times smaller than 20
us are not measurable and a single PL regime would be
observed. On the order hand, if the crossing time occurs
for t > 7, one can even reduce f, to enlarge the loading
time window, but this value is limited to approximately
0.1 Hz in commercial AFMs. Otherwise, the crossing
time would occur in the dwell part. Therefore, combin-
ing slow FCs with long dwell times is the best strategy
to observe the crossing between PL regimes. Fortunately,
the crossover occurs at different timescales for R(¢) and
F(t), thereby for Ry (t), as shown in Fig. 3(c). In the
case of the K model, the crossing time occurs at

for R(t), and at

t,_T[F(A—l—l—B)]‘*lﬁ’ (22)

<= TITA+1-a)

for F(t) and R,pp(t). The fact that ¢, is always larger
than t. nearly one order of magnitude for typical axisym-
metric indenters (flat punch, spherical, and conical) is
helpful to shift the crossing time to within the time win-
dow accessible to FC measurements. Nevertheless, it is



surprising to note that the indenter geometry affects the
amplitude of this shift. For example, assuming o = 0.75
and 8 = 0.1 (typical exponents observed in living cells),
one obtains the ratio t./t. of 7.18, 10.41 and 13.66 for
flat (A = 1), spherical (A = 1.5) and conical (A = 2)
indenters, respectively.

Generalizing the above analysis, the apparent relax-
ation function Ry,,(t) = Fi(t)/F.i(t) shows a strong re-
semblance with R(t) for all fractional models studied in
this work, as shown in Figures 3(c)-(e). As for the dwell
part, neither Fy(t) nor Fy(t)/F.(t) exhibit a clear rela-
tionship with R(t). However, the slope of the function
Fy(t—m7) at large times in the dwell part is dominated by
the smallest exponent of R(t). This is helpful to identify
multiple PL regimes where the crossing timescale does
not occur in the loading part of the curve.

In a DFC measured with = 2 s (f, ~ 0.25 Hz)
with 74 = 8 s in a AFM operating with 2 kHz (standard
AFM models operate at this rate), one obtains a mea-
surement time window of four orders of magnitude. This
is long enough to observe PL crossovers in a wide variety
of soft materials. In this sense, the AFM is a suitable
technique to investigate viscoelastic relaxation processes
ranging within 10™% - 10° s. Fortunately, this interval of
time scales is relevant for the relaxation properties of a
wide range of soft materials ranging from soft polymers
to living cells. As the sampling rate strongly affects data
storage, experiments of a just a few tens of seconds can
quickly produce files with many megabytes of data. At
10 kHz, for example, 10,000 data points are measured per
second. As a drawback, four orders of magnitude of time
window measurement seems to be not enough to observe
more than two PL regimes (as in Z model). For example,
three relaxation regimes were already reported for cells in
a timescale window of 1073 - 10% s (1073 - 103 Hz) much
larger than the capabilities of our AFM system [24].

V. COMPARISON WITH EXPERIMENTS
A. Experimental methods

The experiments were performed in two different lab-
oratories. de Sousa’s group measured DFCs in poly-
acrilamide (PA) gels with 0.1% of bis-acrylamide [12],
and human skin fibroblasts (CCD) cells using a pyrami-
dal tips (f = 38° and A\ = 2) with k. = 0.02 — 0.08
N/m, while Radmacher’s group performed DFC+S and
DFC+FS measurements in human skin fibroblasts from
a primary culture (HSF) using a cantilever with a spher-
ical bead (r = 3pm and XA = 3/2) with k. = 0.18 N/m.
All measurements were performed in an Asylum MFP3D-
BIO coupled to an inverted optical microscope at room
temperature (25° C) in nearly identical conditions. The
FCs are measured with fsqmpling = 2 — 10 kHz and a
ramp size of approximately 3 pm. The indentation speed
is controlled by tuning the vertical frequency f, (0.25 Hz
— 4.0 Hz) during cantilever approach, resulting in can-

tilever speeds between 1.5 pm/s and 24 pm/s, and 7
between 100 ms and 2 s.

B. DFC measurements

Figure 4 shows the force curves and the apparent re-
laxation functions (obtained from the loading curve) of
DFCs measurements on PA gel and CCD cells. While
measurements were performed in several CCD cells, in
the PA gel, the force curves were measured in eight differ-
ent points (1 um apart from each other) of the same gel.
Both the gel and the cells clearly show two PL regimes,
with the fast relaxation occurring prior to the slow re-
laxation. Neither F model nor M model can describe
the viscoelastic properties of these samples. Besides, the
Rgpp(t) curves do not show any evidence of a third PL
regime. Therefore, from those theoretical models studied
in previous sections, the best candidate to describe the
properties of those samples is the fractional K model.
The fast and slow exponents, the elastic modulus, and
the crossover time were then obtained and averaged by
applying the K model in each force curve.

In PA gels, the fast PL regime exhibits an average
exponent (ap4) = 0.95 and slow PL regime with aver-
age exponent (8p4) = 0.02. The analytical force curve
constructed with average parameters, shown in red in
Fig. 4(a), are in very good agreement with the experimen-
tal force curves. The crossover between the PL regimes
occur at t, = 0.3 ms for the relaxation function and at
t!, = 14 ms for force curves (and the apparent relaxation
function). The R,y (t) curves indicate that the PA gel
is rather uniform with little spatial variation of their vis-
coelastic properties. The value 0.95 for the fast exponent
in the PA gel is in very good agreement with the ones ob-
tained previously with SFC curves (0.79 - 1.0) [12] and
with dynamical rheology (0.82 - 1.0) [3]. The very small
slow exponent (8p4) = 0.02 yields the PA gel an almost
perfectly elastic response for timescales above ¢/, = 14 ms.
This justifies the description of PA gels with the so called
fractional standard viscoelastic model elsewhere [12].

CCD cells also exhibit fast and slow relaxation regimes
with average exponents (accp) = 0.72 and (Sccop) =
0.12, respectively. Comparing to the PA gel, cells exhibit
a larger dispersion of their viscoelastic properties. De-
spite of that, the theoretical force curve computed with
average parameters, shown in red in Fig. 4(c), describes
well the experimental measurements. The crossing time
between regimes was measured at t. = 3 ms for the relax-
ation function and at !, = 41 ms for force curves (and the
apparent relaxation function). Concerning the relaxation
exponents, the slow exponent (Bccp) = 0.12 is in agree-
ment with the range of exponents (between 0.1 and 0.35)
expected for cells [20]. The fast exponent (accp) = 0.72
is compatible with of the order 0.75, first determined by
Deng et al. [18].

Interestingly, despite of the differences between PA
gels and living cells, their viscoelastic properties can be
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FIG. 3. Analytical force curves for all fractional viscoelastic models studied in this work in linear (a) and logarithmic (b) scales.
FCs for the single fractional model (F) is plotted for «, 8, and =, separately. R(t) and Rapp(t) functions of K, M, and Z models

are shown from (c) to (e), respectively.

well described by the fractional K model, at least for
timescales between 1072 s and 10 s. One should note that
the intrinsic timescale of the PL crossing is t. = 0.3 ms
for the PA gel and t, = 3 ms for the cells, which are
very close to the time resolution of the AFM operating
at fsampling = 2 kHz. But, due to the shift caused by the
indenter geometry, the effective timescale of the PL cross-
ing time increases one order of magnitude, as described
in Egs. 21 and 22, thereby moving the PL crossing to
timescales that can be easily measured even with simple
AFM setups.

C. DFC+S measurements

Figure 5(a) shows an example of a DFC+S curve mea-
sured in HSF cells. The step indentation portion starts
1s after the begining of the dwell phase and lasts 0.5 s.
The baseline is obtained by fitting the whole curve up to
the step indentation with a DFC model. Figure 5(b) and
5(c) show the R,pp(t) obtained from the loading stage
and R(t) constructed from the step indentation (see Eq.
14), respectively, measured in different points of the sur-
face of a single cell. As expected, Rgpp(t) show evidence
of double relaxation regime, while the functions R(t) ex-

hibit a single PL relaxation whose average exponent is
compatible the slow exponent relaxation describing the
whole curve.

The theory of DFC+S curves shows that a perfect step
indentation should exhibit the relaxation function of the
material. Although the experimental step indentation
is not perfectly squared (see Supplementary Material),
the small deviations from square is not enough to pro-
voke a behavior change in the force curve. Comparing
the functions Repp(t) and R(t) in Figures 5(b) and 5(c),
the change is concentrated at short timescales after the
step indentation starts, when the fast relaxation regime
with large exponent « is expected. Instead, we observe
a plateau at short timescales, and the slow relaxation
with exponent 8 dominates at (¢t — ts) > 7, where ¢ is
the begining of the step indentation. Contrasting with
the fractional K model, during the step indentation we
obtained a relaxation function compatible that is more
compatible with the M model,as shown in Figure ?7(d) .

Due to the complex structure of the CSK, pre-stress in
cells are expected. It also known how the pre-stress mod-
ify the slow relaxation exponent [1, 27]. Therefore, it is
natural to expect that the existing pre-stress affects the
way cells relax at both short and long timescales during
indentation assays. In the loading stage, the fast relax-
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ation occurs at small indentation depths or the order of
the thickness of the cells cortex, and the AFM cantilever
feels a stiffness compatible with the local pre-stress. Dur-
ing the time course of the force curve, the indentation
increases (up to a predefined maximum force on the can-
tilever), and the internal relaxation evolve from the fast
to the slow regime. The step indentation occur approx-
imately 1 s after the dwell begins and, despite of the
rejuvenation caused by the sudden step indentation, the
CSK region below the indenter is subjected to a external
stress that is larger than the pre-stress prior to the inden-
tation. Besides, the viscoelastic relaxation has long past
the fast relaxation regime. Therefore, cells are in differ-
ent experimental condition during the step indentation
as compared to the begining of force curve. On the other
hand, the slow relaxation process with exponents com-
patible with the SG theory, and attributed to dynamic
CSK structure and internal cell machinery, is expected
to be the same in both DFC and DFC+S curves.

D. DFC+FS measurements

The frequency-sweep FCs embody those dwell FCs up
the oscillatory indentation part and thus hold more in-
formation. Therefore, they can be analyzed in both
time and frequency domains. Figure 6(a) shows several

DFC+FS curves measured in different areas of a HSF
cell. The analysis of R,pp(t) in Fig. 6(b) revealed that
rheological response of those cells are also compatible
with the fractional K model. The red line represents
the theoretical curve calculated from the average values
fitted from the time-domain analyses of individual curves
leading to average exponents () = 0.39 and (8) = 0.11.
While the slow exponent lies within the expected range
for cells [20], the fast exponent is below the expected
range (0.5 - 0.75) [21].

The frequency domain analysis of the dynamical por-
tion of the curves in Fig. 6(c) show that G'(w) is the
range between 1 Hz and 5 Hz is approximately 5 kPa,
while G (w) varies between 1 kPa and 2 kPa in the same
frequency range. Both G'(w) and G”(w) are clearly not
well represented by a single PL, exhibiting subtle trace of
double PL (compatible with the K model) in both curves.
The slope analysis of G'(w) and G”(w) and their compar-
ison with the relaxation exponents from the time domain
analysis is shown in Fig. 7. The average exponents ob-
tained from the time-domain analysis and the slope anal-
ysis of G’ (w) are nearly identical. From the time-domain
analysis we obtained (ap) =~ 0.36 and (Bp) =~ 0.12,
while the analysis of G'(w) provided {(ag/) ~ 0.40 and
(Be') = 0.15. From G”(w) we obtained (ag~) =~ 0.9 and
<BG”> ~ 016

We remark that the software-based frequency sweep
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exponent of (3) = 0.14.

(by controlling piezo contraction/extension) is not able
to reproduce well frequencies above 100 Hz, as compared
to magnetic-induced oscillations [26, 37]. Thus, the os-
cillating frequencies do not span a range of frequencies
wide enough to clearly show the crossing time between
PL regimes. On the other hand, fsqmpiing Of either 2
kHz (experimental data in Fig. 4) or 10 kHz (experimen-
tal data in Fig. 5) allows us to qualitatively inspect the
rheological response of materials up to 1 kHz in time do-
main with some limitations.

VI. DISCUSSION AND CONCLUSIONS

All samples investigated in this work consistently re-
vealed double PL relaxation compatible with the K
model, i.e., the fast (slow) relaxation appear at short
(long) timescales. DFC+FS curves are convenient to

compare the relaxation processes in both time and fre-
quency domains, as shown in Figure 6. Since K model
allows to describe Rgpp(t), G'(w) and G”(w) as a dou-
ble power-law, a comparison of relaxation exponents are
shown in Figure 7. The exponents extracted from the
loading stage (Rqpp(t)) are very similar to distribution
of exponents determined from the storage moduli G’ (w).
The only difference is the larger dispersion of the fast
exponent from R,,,(t) as compared to G'(w). This is
mostly caused by inaccuracies in the determination of
contact point in samples as soft as cells [30] and by the
fact that the timescale, where the fast relaxation domi-
nates the loading stage, is very short with a smaller num-
ber of data points as compared to the whole force curve.

The agreement between fast and slow exponents in
Rpp(t), G'(w) and G”(w) is predicted by theory (See
Eqs. 5 and 11), and the large difference between the
distributions of a exponents of G'(w) and G”(w) calls



11

force (nN)

108

(Ey) =5 kPa
() =6 ms

10%f

(kPa)

(@) =036

app

o

10"k
(B) =0.12

107

0 L M
10
107 103 107
time (s)

5 6 7 8 9
time (s)

10

—G'
Gll

G* (kPa)

10"
f (Hz)

102

FIG. 6. (a) DFC+FS curves measured in HSF cells. (b) Apparent relaxation function Rgpp(t) constructed from the loading
part of the FCs. The average behavior of Rapp(t) is well described by a double PL relaxation function with slopes represented
by red lines. (c) Storage, G’(w), and loss moduli, G (w), constructed from the frequency-sweep part of the FCs. Both G'(w)
and G”'(w) show evidences of a double PL behavior (red and magenta lines, respectively).

attention. The response (a)gr ~ 0.9, combined with
(B)ar =~ (B)gr, strongly suggests that this response is
caused by the hydrodynamic drag of the fluid on the
cantilever. This is compatible with power-law structural
damping model [15, 25], where a single PL describes the
storage modulus, and two PLs describe the loss modu-
lus. The low exponent is the same for G'(w) and G"(w),
and the large exponent in G”(w) is equal to 1 due to
the hydrodynamic drag of the cell culture fluid acting of
the probe. Rheological responses of cells with o > 0.5
at high frequencies in G”(w) have been reported many
times and frequently attributed to different physical phe-
nomena, mainly entropic response of individual CSK fil-
aments (0.5 < a < 0.75) and viscous drag in the probe
(a=1) [11, 21, 25].

One of the puzzling points in our measurements is that
we obtain the same exponent « in measurements per-

formed in time (Rgqpp(t)) and frequency domains (G’ (w)),
but a different @ (o &~ 1) in G”(w). The most plausible
explanation is that the hydrodynamic drag in the can-
tilever immediately after the AFM tip touches the cell
surface is much lower than during the sinusoidal can-
tilever movement of the frequency sweep portion of the
force curve. such hypothesis maybe investigated through
computer simulations.

Another interesting feature obtained here is that a =
0.7 in CCD cells (Figure 4) and a ~ 0.4 for HSF cells
(Figure 6). While the former exponent lies within the
range attributed to the entropic response of individual
CSK filaments, the later exponent is closer to the range
attributed to soft-glassy response of materials. Although
it is accepted that the existence of pre-stress has a strong
influence in the relaxation exponent of cells [1, 38], the
contact area between the AFM tip and the cell in each
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FIG. 7. Comparison of fast (green) and slow (yellow) re-
laxation exponents obtained from the analysis of the loading
(Rapp(t)) and frequency-sweep (G’'(w) and G”(w)) portions
of DFC+FS curves of Figure 6. Exponents were obtained by
fitting the data with K model.
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experiment may also influence the measured exponents.
Recently, Cordes et.al. demonstrated that both pre-
stress and area compressibility affects the relaxation ex-
ponent, and whose exponents ranged between 0.0 and 0.7
depending on the pharmacological interventions to mod-
ulate pre-stress [39]. We remark that CCD cells were
probed with conventional AFM cantilevers with pyrami-
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dal tip (6 = 38°), while HSF cells were probed using
special cantilevers with colloidal spheres of 3 um of ra-
dius. For a given indentation depth of § = 0.1um (typi-
cal depths in the loading curve where the fast relaxation
dominates), the contact radius for the pyramidal (spher-
ical) indenter is 0.08 pum (0.53 u). Therefore, the contact
radius in HSF cells to probe the fast relaxation is one
order of magnitude larger than in CCD cells.

Finally, the last interesting point of our measurements
is the apparent qualitative change of viscoelastic relax-
ation from K (loading curve) to M (step indentation)
model observed in HSF cell. As these experiments were
also performed with a large spherical indenter glued to
the AFM tip, the coupling between pre-stress and com-
pressibility area may be ruling this phenomena. Further
investigation is necessary on this topic.

In conclusion, we have developed several mathemati-
cal methods to model AFM force curves in complex soft
matter exhibiting multiple power-laws. With the aid of
the models, one can determine the most appropriate vis-
coelastic relaxation function describing the rheological
response of the materials.
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