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I. Introducéo

A técnica de espalhamento e raios X a baixos angulos (SAXS) ¢ frequentemente aplicada em
pesquisas que tratam sobre a estrutura de materiais sélidos nanoheterogéneos e solucdes liquidas
coloidais. Em geral, as medidas e a apresentacdo na literatura das curvas de SAXS sdo feitas em
escala relativa. Mesmo em escala relativa, a dependéncia da intensidade de espalhamento com o
moédulo do vetor do espago reciproco, g, permite obter pardmetros estruturais relevantes, tais como,
por exemplo, o raio de giro de nanoparticulas em solu¢do diluida, mediante a aplicacdo da lei de
Guinier. Porém, alguns parametros estruturais relevantes podem ser determinados unicamente, ou
com maior precisdo, a partir de medidas de SAXS em escala absoluta.

Mediante o conhecimento da intensidade de espalhamento em escala absoluta ¢ possivel a
comparagdo de resultados de SAXS feitos em diferentes condigdes experimentais (diferentes
intensidades do feixe direto, area do pixel do detetor, distdncia amostra-detetor, espessura da
amostra). Esse tipo de medi¢do permite também determinar de forma quantitativa, por exemplo, o
peso molecular de proteinas em solucdo, a concentracdo eletronica (e em alguns casos a composicao
quimica) de nanoparticulas, a fracdo de volume ocupado por uma das fases em sistemas bicontinuos
ou particulados, o nimero de nanoparticulas por unidade de volume, a 4rea de interface em materiais
Nnanoporosos, etc.

Descreveremos nas proximas se¢des os aspectos praticos dos procedimentos utilizados para a
determinagdo da intensidade de SAXS em escala absoluta, a sua relagdo com parametros estruturais
relevantes e, finalmente, algumas aplicagdes simples. Serdo utilizadas unidades cgs. Em algumas
equacdes as unidades serdo especificadas para facilitar a compreensdo dos conceitos.

A forma mais conhecida de especificar a intensidade de SAXS em escala absoluta ¢ mediante a
secdo de choque diferencial por unidade de volume V (“differential scattering cross-section per unit
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onde Z—g(q)[cmz] ¢ a secdo de choque por unidade de angulo sélido (€2) do detetor.
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Fig. 1. Geometria do NanoStar, cuja colimacao de feixe direto é de tipo “pin-hole”

A se¢do de choque por unidade de angulo solido, Z—g(q), ¢ definida como a taxa (por unidade de

tempo) de fotons por unidade de angulo solido e por unidade de fluxo de fotons do feixe incidente ou
direto, Iy (Fig. 1), ou seja:
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onde N(q): taxa de contagem por unidade de tempo correspondente aos fotons espalhados, medida
pelo detetor, Ny: taxa de contagem correspondente aos fotons do feixe direto, medida pelo detetor,

por unidade de tempo, AQ: angulo sélido de medicdo do detetor; AQ :ﬂ onde Aa ¢ a area
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sensivel do detetor (drea referente ao pixel utilizado) e D a distdncia amostra-detetor, S: area da
secdo do feixe direto, m e no: eficiéncias dos detetores com os quais sdo determinadas N(q) e Ny(q),
respectivamente, que supomos serem iguais nesta descri¢ao (n=np).



A taxa de contagem medida pelo sistema de detecdo N(t) é, em geral, menor que a taxa real de
fotons que incide no detetor Ng= (N(t)= nNg< Ng) , sendo a eficiéncia, n<l, e dependente da energia
dos fotons.

A partir das equagdes 1 e 2 resulta

dx (¢)= 1 N(9)/(Aa/D?) _ N(q)/(Aa/D?) _ N(q).D*
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onde d=V/S ¢ a espessura da amostra.

Para determinar a secdo de choque diferencial por unidade de volume de uma certa amostra
poderiamos utilizar a equagdo (3). Os termos dessa equagdo que determinamos ou conhecemos sao
N(qg), D, d e Aa. Entretanto, ndo € possivel determinar de forma direta, utilizando o mesmo detetor, a
taxa de contagem de fotons Ny ja que o feixe direto é muito intenso. Sua medida nessas condigdes
produziria a saturagdo do detetor. Existem outros meios mais ou menos complexos e demorados para
a medi¢ao de Ny. Porém, o procedimento mais simples para obter a se¢cdo de choque diferencial por
unidade de volume ndo necessita da medi¢cdo de No. Em lugar desse procedimento, ¢ utilizada uma
amostra padrio, cuja se¢do de choque diferencial por unidade de volume ¢ a priori conhecida, como
veremos abaixo.

2. Medicao da secdo de choque diferencial por unidade de volume de amostra sdlida ou
liquida utilizando uma amostra padrao solida de carbono vitreo.

Explicaremos agora o procedimento para medir a se¢do de choque diferencial por unidade de

volume , d—Q(q), de uma amostra sélida ou liquida, utilizando uma amostra adicional sélida de
carbono vitreo padrao (CV), cuja curva de se¢do de choque diferencial por unidade de volume ¢
conhecida.

Sec&o de choque diferencial por unidade de volume do CV (cm™)
Espessura da amostra de CV: 1 mm
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Fig. 2: Sec¢do de choque diferencial do carbono vitreo padrdo determinada por J. Ilavsky
(Intensidade em escala absoluta. Ver dados em arquivo Origin em anexo).



Este procedimento pode ser aplicado em medi¢cdes de SAXS com o aparelho NanoStar do
Laboratorio de Cristalografia do Departamento de Fisica Aplicada do IFUSP (LCr/DAFP-IFUSP),
utilizando uma amostra de carbono vitreo ja calibrada. A curva de se¢do de choque diferencial por
unidade de volume da amostra de CV padrdo, disponivel no LCt/DFAP-IFUSP, foi determinada por
Jan Ilavsky, Advanced Photon Source, Argonne, em agosto de 2009 [1]. A curva de SAXS do
carbono vitreo em escala absoluta esta especificada em planilha Origin, Projeto Carbono Vitreo,
também disponivel no LCr. A curva do CV padrao est4 graficada na Fig. 2.

2 -1 - Curvas de SAXS e dados necessarios

Sao necessarias cinco curvas experimentais de SAXS e uma curva correspondente a secao de
choque diferencial por unidade de volume de uma amostra CV padrdo, ja conhecida (planilha
Origin). As curvas experimentais a serem determinadas sdo as seguintes:

(1) Curva experimental N(q)comamostra [cONtagens/segundo], ou seja, taxa de contagem de fotons
por unidade de tempo produzidos por amostra+parasita+buffer+ruido eletronico do detetor, corrigida
pela absor¢do (multiplicada pela atenuagdo Aamostra+w; W identifica as janelas de mica da célula de
medida ou o vidro do capilar). No caso de amostras s6lidas para as quais nao utilizamos célula, a
atenuacdo se deve somente a amostra (Aamostra). A espessura da amostra € especificada por d [cm].

(2) Curva experimental N(q)sem.amostra [cONtagens/segundo], ou seja taxa de contagem associada ao
espalhamento parasitatbuffer+ruido eletronico, por unidade de tempo, corrigida pela absor¢do
(multiplicada pela atenuacdo Apysrer+w S€ a curva parasita ¢ medida com buffer ou solvente). No caso
de ser medida com a célula vazia, sem buffer, a atenuagdo pode ser especificada como Aw.
Finalmente, se a intensidade parasita for medida em vazio (sem buffer e sem célula no caso de
amostras solidas), a absor¢ao € nula e assim A=1.

(3) Curva experimental N(q).om.cv [contagens/segundo]da amostra de CV calibrada, ou seja taxa
de contagem de fotons por unidade de tempo produzida pelo carbono vitreo+parasita+ruido
eletronico do detetor, corrigida pela absor¢dao (multiplicada pela sua atenuagdo Acy).

(4) Curva experimental N(q)sem.cv [contagens/segundo], ou seja, taxa de contagem do
espalhamento parasita+ruido eletronico, por unidade de tempo. Neste caso ndo é necessario corrigir
pela absor¢do ja que A=1.

(5) Curva experimental da taxa de contagem de fotons referente ao ruido eletréonico do detetor,
Nre(q), obtida fazendo uma exposigdo do detetor sem feixe de raios X.

As curvas (3), (4) e (5) - associadas ao carbono vitreo padrdo (3 e 4) e ao ruido eletronico (5) -
devem ser medidas uma unica vez durante um periodo de tempo durante o qual as condi¢oes da
experiéncia (intensidade do feixe direto, eficiéncia do detetor, distancia amostra-detetor) ndo sdo
modificadas. Como a intensidade do feixe direto e a eficiéncia do detetor sofrem variagoes lentas ao
longo do tempo, é recomendavel voltar a medir as mesmas periodicamente. Sendo breve o periodo de
tempo de contagem para as amostras de carbono vitreo, é recomendavel refazer essas medidas
semanalmente, apesar de que ndo sejam esperadas varia¢oes importantes da intensidade do feixe
direto e da eficiéncia do detetor nesse periodo.

No caso particular de amostras em estado so6lido, ndo sdo utilizados nem célula nem capilar. Nesse
caso, as curvas (2) e (4) sao equivalentes, motivo pelo qual € necessario medir somente uma delas.

Devem ser medidas experimentalmente as atenuag¢des Aamostrarw,> Abutferrw (OU Aw) €  Acy, € a
espessura da amostra damostra- A espessura do CV padrao ¢ dcy=0,100cm. Note-se que a necessidade
de conhecer com certa precisdo a espessura da amostra implica em podermos aplicar este
procedimento somente para materiais so6lidos em forma de laminas de espessura uniforme ou para
liquidos introduzidos em células de janelas paralelas (de mica ou outro material que absorve pouco os
raios X). Podem ser também pesquisados liquidos em capilares, se o didmetro dos mesmos for bem



maior que o diametro do feixe de raios X incidente. Para utilizagdo do NanoStar do IFUSP,
recomenda-se o uso de capilares de 2mm de didmetro para solug¢des coloidais em dgua ou em outros
liquidos de densidade similar. No caso de amostras em forma de pd, devido a dificuldade para obter
uma medida precisa da espessura efetiva, d, e a natureza heterogénea da amostra, a determinagao da
secdo de choque diferencial por unidade de volume é pouco precisa e raramente realizada.

As curvas experimentais de SAXS que devem ser medidas e algumas relagdes uteis entre elas sdo
indicadas a seguir.

N(q)amuytra + N(q)paras

(i)'"'N(q)cam.amostm = + N(q)RE
amostra+W
.. N(C]) aras
(”)‘"N(Q)sem.amostm = — + N(q)RE
buffer+W
N(@) ey + N4 puras
(i) N (@) emcr =+ N(@) e )
cv

()N (@) sem.cr = NG paras + N (@) ge--(A=1)
()N (q) e

2 - 2 Equacao para o calculo da intensidade de SAXS em escala absoluta

A partir das equagdes 4, podemos deduzir a taxa de contagem de fotons espalhados pela amostra
N(q) yosra € Pelo carbono vitreo N(g)., livres das contribui¢des do espalhamento parasita, e do

espalhamento pelas janelas e buffer:

N(q) amostra N(q)com.amostm*Aamostm-l—W - N(q) buffer+W * Ablg[fer+W - N(q)RE * (Aamostm - Abuﬂer) (4‘)

N(@D ey = ND comer * ey — N(q)paras = N(q) e *(Acy —1) “4)

Finalmente, a partir da equagdo 3 aplicada a N(q) ea N(q).y », € supondo que as medidas de

amostra
SAXS associadas a amostra ¢ ao CV padrao foram feitas com feixes diretos da mesma intensidade,
Iy, e com o mesmo detetor (mesma eficiéncia 1), situado a igual distdncia D da amostra e com pixeis
de area Aa equivalentes, chegamos a expressdao da secdo de choque por unidade de volume da
amostra dada por:

dx _
<d§2 (q)CV.escala.absoluta [Cm : ]>

(N(q) ¢y [c/1/0,100[cm])

* N(q)umostra [c / S] / damostra [Cm]
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onde
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Sendo a intensidade espalhada pelo carbono vitreo relativamente alta, os periodos de tempo de
coleta de dados correspondentes as curvas (3), Neomcv, € (4), Nsemcv, podem ser bastante breves, da
ordem de uns poucos minutos. Note-se ainda que, de acordo com a equacdo acima, os intervalos de
integracao das curvas dX'/d€2(q)cy € N(q)cy devem ser os mesmos.

3 - Expressoes alternativas para especificar a intensidade de SAXS em escala absoluta

Outras fungdes sdo também utilizadas para especificar a intensidade de SAXS em escala absoluta.
Essas fungdes sdo descritas nas proximas secdes e um resumo das relagdes entre elas ¢ mostrado no
Apéndice.

3 - 1 “Scattering power per unit volume” [elétrons por unidade de volume].

No livro de Glatter [2] e outros, o “scattering power” 1(q) (que ¢ também uma forma de expressar
a intensidade de SAXS em escala absoluta) corresponde ao nimero de elétrons da amostra, por

unidade de volume, que, se espalhassem de forma independente, produziriam a mesma intensidade
espalhada que a amostra sob estudo.

Antes de discutir a relacdo entre “scattering power”, I(q), e a secdo de choque diferencial por

unidade e volume, d_Q(q) , introduziremos o conceito de raio classico do elétron. O raio classico do

elétron (conhecido também como raio de Lorentz ou “Thomson length”), ¢ definido como
2

e - , . .
r,=——,onde e e m, sdo a carga e a massa do elétron, respectivamente, e ¢ a velocidade da luz
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m,c
no vacuo. Supondo um alvo composto de um unico elétron, a se¢ao de choque diferencial a baixo
A . do . ~ , D

angulo ¢ dada por d—Q(q) =r. Ou seja, a segdo de choque total ¢ o =4m7 . O valor do raio classico

do elétron em unidades cgs é 7, =2,8179.10 " cm.

A partir da defini¢do de I(q) mencionada acima, podemos escrever a secao de choque diferencial
por unidade de volume como
dz -1 3 2 2
E(q)[cm 1=1(q)leletrons/cm’].r; [cm”]

I(q)[eletrons/cm’] = . 1 ﬁ

e G

Por exemplo, no livro de Glatter [2] e outros, a lei de Guinier € escrita da seguinte forma:
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I(q9)=N,(p, —,00)2\/2.673qu [eletrons | cm’]

onde Ny ¢ o nimero de particulas por unidade de volume, p; € py as densidades eletronicas das
particulas e da matriz, respectivamente, € v € R, 0o volume e o raio de giro das particulas,
respectivamente. Assim, a lei de Guinier, para a secao de choque diferencial por unidade de volume,
toma a seguinte forma:

1522
_gqu 5

dx _
d_Q(Q)[Cm 1]:NV(,Ol _po)zvz.e 7,

3 - 2 “Scattering power per electron” [elétrons/elétron].

Em alguns trabalhos de pesquisa, a intensidade de espalhamento em escala absoluta ¢ definida
como o “scattering power per electron”, i(q), que corresponde ao “numero de elétrons por unidade de
volume (p) que, se espalhassem de forma independente, produziriam a mesma intensidade espalhada
que a amostra sob estudo, por elétron da amostra”. A unidade de i(q) € [elétrons/elétron]. Assim as

) dx
relacoes entre i(q) € — sao
¢ (@ 0 (q)

ﬁ(g)[em‘l]

r[em? ].<p>[1 /em®]

i(q)[eletrons / eletron] =

% (@)lem ™1 =i(q)[eletrons/ eletron].r’[cm®] .<p>[1 /em?]

3 - 3 Secdo de choque expressa em funcéo do “scattering length”

Em alguns artigos, para expressar a se¢do de choque, utiliza-se o chamado “scattering length”. No
caso particular do espalhamento a angulo zero (ou seja g=0) por uma particula nanométrica de
densidade eletronica média p; e volume v, que contém n elétrons, imersa numa matriz macroscopica
de densidade eletronica constante (homogénea), o “scattering power” para g=( escreve-se assim:

1y (0)=[(p, — o, )V]2 = (An)2

onde n ¢é o “excesso” de elétrons na nanoparticula com respeito a matriz onde ela esta imersa.

No caso de Ny nanoparticulas por unidade de volume imersas numa matriz macroscopica, o0
“scattering power” por unidade de volume se escreve como:

1(0)= N, (p, = py)'v* =N, .An
e a se¢ao de choque por unidade de volume:

%(0) = [(0)r = N(An.r,)? (6)



Definindo o “scattering length” a;=An.r. pode-se escrever a equagdo (6) como:

dx
d_Q(O) = ]VV.GS2

4 - Algumas aplicacoes
A partir do conhecimento da secdo de choque por unidade de volume %(q) (ou com outra forma

de expressar a intensidade de espalhamento em escala absoluta) ¢ possivel comparar resultados de
SAXS obtidos em diferentes condi¢des experimentais, ou seja diferentes intensidades do feixe direto,
area do pixel do detetor, distdncia amostra-detetor, e espessura da amostra.

O conhecimento da intensidade de espalhamento em escala absoluta permite também determinar
de forma quantitativa, por exemplo, o peso molecular de proteinas em solugdo, a concentragdo
eletronica (e em alguns casos a composicao quimica) de nanoparticulas, a fragdo de volume ocupado
por uma das fases em sistemas bicontinuos ou particulados em geral, o nimero de nanoparticulas por
unidade de volume, a area de interface em materiais nanoporosos, etc.

Descreveremos nas proximas se¢des os procedimentos utilizados em algumas destas aplicagdes.
4 - 1 Determinacdo do peso molecular de proteinas.

Para determinar o peso molecular de proteinas monodispersas, em solu¢do diluida, utiliza-se a

secdao de choque por unidade de volume extrapolada a q=0, %(0). A extrapolagao a q=0 ¢ feita

. e . .. . dx ~ .
mediante a utilizacdo da lei de Guinier. A relacdo entre E(O) e os parametros estruturais da

proteina € a seguinte:

%(0)=NV(,0P —po)’ vl =N, (Ap) v r} (7)

pe

onde p e p, sdo as densidades eletronicas por unidade de volume da proteina e do “buffer”,

respectivamente, N, o nimero de moléculas por unidade de volume da amostra e v, o volume da
proteina.

Expressando as densidades eletronicas da proteina e do buffer por unidade de massa temos

v . , .
Ap, = Ap— e, por outro lado, definindo a massa total de proteina por unidade de volume da
P

solugdo, c[g/cm’] = N, [1/cm’].m,[g], a equagdo 7 ¢ escrita como

% 0)=c(Ap, ) m, 1! (8)



Re-arranjando a equagdo 8, a massa da proteina resulta

ds
—~ )
m=—d2 )
"e(Ap,)'r

A massa total de proteina por unidade de volume de solucdo, c [g/cm3], ¢ um dado conhecido, bem
como o raio classico de elétron (r=2,818.10"° cm). Um valor tipico do excesso do niimero de

elétrons por unidade de massa de proteinas em solugdo aquosa ¢é Ap, =7,1.10"[eletrons/ g].
Considerando esses valores, e tendo em conta que a unidade de peso molecular é 1Da=1,6605.10**g,

a partir da equagdo 9 chegamos a uma equagdo simples que permite a determinagdo do peso
molecular de proteinas:

9 01/ em]

M (KDa]=1,513
A | c[mg/cm’]

Observagado: Foi recentemente desenvolvido um novo procedimento que permite determinar o

peso molecular de proteinas, com precisdo razoavel, medindo uma unica curva de intensidade de
SAXS em escala relativa [3].

4 - 2 Determinacdo de superficie de interface de um material nanoporoso a partir da lei de
Porod

A lei de Porod se aplica a sistemas isotropicos de duas densidades eletronicas com superficie de
interface bem definida. Essa lei especifica que, assintoticamente para g suficientemente elevado, o

produto /(gq)q" torna-se constante e proporcional i 4rea da interface entre as duas fases:

dx
d_Q(q)q4 = 27[(p1 _pO 2r€2SV = 27[(Ap)2dmresz

onde S, e S, sdo as areas de interface por unidade de volume e de massa, respectivamente, € d,, ¢ a
densidade massica da amostra. No caso de um material poroso, uma das fases tem densidade
eletronica nula. Assim
dZ 4 2 2
d—Q(Q)q =2mp°d,r;S,
onde p ¢ a densidade do material de uma das fases. Em caso de se conhecer a priori p € d,,
podemos determinar quantitativamente a area de interface por unidade de massa do material:

dz 4
_ [ 10 (@)q"]
" 2mp'd,r}
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4 - 3 Determinacdo das densidades e da fracdo de volume de cada fase em sistemas
bifasicos.

Descrevemos agora o procedimento para a determinagdo da densidade e da fracdo de volume de
fases de materiais bifasicos nanoestruturados. Um exemplo de determinagdo da densidade de uma das
fases de um material bifasico, utilizando medigdes de SAXS em escala absoluta, foi publicado na
referéncia [4]. Neste trabalho ¢ realizado um estudo de um sistema polidisperso de nanoparticulas de
Bi imersas numa matriz vitrea.

A integral Q da se¢do de choque diferencial %(q) no espago reciproco, para qualquer material

isotropico bifésico, estd relacionada com a estrutura pela equagao:
- dx
Olem ™) =4z [ g*dq =87"r (p, ~p, F 0,0-9,)

onde ¢, ¢ a fragdo de volume ocupada por uma das fases. No caso estudado na referéncia [4], o
sistema ¢ particulado e diluido, ou seja (1-¢,) ~ 1, e as densidades eletronicas p, € py correspondem

as nanoparticulas de Bi e a matriz vitrea, respectivamente. Nessas condigdes, existem duas
alternativas:

(1)Conhecendo a priori a fragdo de volume que ocupam as nanoparticulas ¢,, podemos determinar
a densidade eletronica das mesmas, a partir de

0

=t
pp po 87Z_3re2¢p

A densidade massica das nanoparticulas (ndo necessariamente igual a densidade massica do
mesmo material macroscopico) ¢ dada por p, = pp(A/ (N,Z), onde Z é o nimero atdmico, A a

massa atomica e N,, o nimero de Avogadro.
(i))Conhecendo as duas densidades eletrdnicas do material, p,¢e p,, podemos calcular a fragdo de

fase ocupada pelas nanoparticulas, a partir de:

0

871 (0, — 0 f

P, =
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5 - Comentarios finais

1) A incerteza relativa dos resultados das medidas da intensidade de SAXS em escala absoluta
utilizando a amostra de CV padrao, disponivel no LCt/DFAP-IFUSP, ¢ de +-5% [1].

i1) Além do carbono vitreo, outros materiais tais como solucdes coloidais de silica, agua e outros,
foram utilizados como amostra padrio para a determinagdo da intensidade de SAXS em escala
absoluta. Uma discussdo comparativa dos diversos procedimentos ¢ apresentada na referéncia [5].

iii) A unica amostra de CV padrao calibrada e disponivel no LCr/DAP-IFUSP pode ser fornecida
aos eventuais interessados e deve ser devolvida logo apds sua utilizagdo.
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Apéndice
RelacOes entre alternativas para expressar a intensidade de SAXS em escala absoluta.

Tipo de especificagdo Unidade Relagdes
“Differential dz
- ; —(q)=1(q)r]
cross-section dx [cm™] dQ
. ——(q) a5
per unit volume” dQ —(@)=i(q)r}.<p>
dQ
“Scattering power [elétrons por unidade dz
, H(g)=——=(q)/7;
per unit volume” I(q) de volume] dQ
1(g)=i(q)-<p>
“Scattering power i(Q=1(q)/ < p>
per electron” i(q) [elétrons/elétron] i(a). = daz I < p>
(@). dQ(q) (ro.<p>)

Anexos
I. Carta de J. Ilavsky (Argonne National Laboratory, Argonne, USA).

II. Arquivo Origin com a curva de se¢dao de choque diferencial por unidade de volume
(intensidade em escala absoluta) do CV padrao.



