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Abstract. This article presents some fundamental aspects of the discovery of X-rays and
their use in crystallography in order to deduce the molecular and crystalline structure of
solids despite the difficulty inherent in the lack of knowledge of the diffracted beam
phases. The trial-and-error methods, the use of the Patterson function and the direct
methods are presented.
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Resumo.Este artigo apresenta alguns aspectos fundamentais da descoberta dos raios-X e
da sua utilizacdo em cristalografia visando a deducdo da estrutura molecular e cristalina
de solidos apesar da dificuldade inerente ao desconhecimento das fases dos feixes
difratados. Sdo apresentados os métodos de tentativa e erro, de uso da funcao de Patterson
e os métodos diretos.

Palavras-chave: difracdo de raios X, espalhamento de raios X por atomos, estrutura
molecular, estrutura cristalina, tentativa e erro, Patterson, métodos diretos.

1. Introducio historica

A descoberta acidental do raio X por Roentgen em 1896 foi uma das mais intrigantes
da histéria da Fisica. A hipdtese ondulatéria foi logo aventada pelo proprio Roentgen, mas
varias tentativas para verifica-la foram infrutiferas. Roentgen para verificar a veracidade

dessa hipotese tentou realizar experimentos usando as redes de difra¢dao de que dispunha e,
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mesmo com as de menor espagamento entre os sulcos, ndo conseguiu verificar a difragdo da
radiagdo emitida através do tubo de Crooks de seu experimento. Por essa razdo denominou-
a raio X. Nao obstante, o fato de ser uma radiagdao penetrante capaz de atravessar o interior

do corpo humano levou imediatamente ao seu uso em Radiologia.

Foi principalmente por essa descoberta que Roentgen recebeu o primeiro Prémio
Nobel em Fisica, outorgado em 1901.

1a - Acontecimentos em Munique, Alemanha

Estava ainda o problema sem solu¢ao quando em Munique, Alemanha, trabalhavam
varios cientistas como professores e pesquisadores, entre os quais:
e P.H.R.von Groth, cristalégrafo e mineralogista que em 1883 se torna Diretor do

Instituto de Mineralogia da recém fundada Universidade de Munique. Ele era uma
das maiores autoridades em Mineralogia e Cristalografia de sua época.

e W.C. Roentgen, aceita em 1900 o convite para ocupar o cargo de Professor Titular
de Fisica da Faculdade de Filosofia da Universidade de Munique e diretor do seu
Instituto de Fisica Experimental.

e A.J.W. Sommerfeld, em 1906 torna-se diretor do recém estabelecido Instituto de
Fisica Teorica da Universidade de Munique. Sommerfeld realizou sua tese em 1895
sob orientacao de F. Klein sob o tema Fisica da Difragao.

e M. von Laue, em 1909 vai para Munich como Livre Docente do Instituto de Fisica
Teorica dirigido por Sommerfeld.

e P. Ewald, estudante de Sommerfeld, inicia seu trabalho de tese no estudo da
propagacao de ondas eletromagnéticas em um meio constituido por uma distribuig@o
periddica de dipolos elétricos.

e W. Friedrich, obteve seu PhD em 1911 no Instituto de Roentgen e foi nomeado
assistente de Sommerfeld entre 1911 e 1914.

e P. Knipping, estudante de doutoramento no Instituto dirigido por Roentgen na Univ.
de Munique.

A inspiracdo de Laue para a realizacdo de sua famosa experiéncia de difra¢do de raios
X por um cristal estd muito bem analisada por Andre Authier em varios capitulos de seu
livro ”Early Days of X-ray Crystallography [1] , como tendo ocorrido a partir de uma
entrevista pedida por Evald a Laue em janeiro de 1912 com o intuito de discutir seu trabalho
de tese. O tema proposto por Sommerfeld a Evald para sua tese era ao estudo de como uma

onda eletromagnética interage com um sistema tridimensional de dipolos elétricos dispostos
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periodicamente no espago. O interesse de Laue na discussdo aumenta quando Evald
menciona que o espagamento que ele estava atribuindo entre os dipolos era muito pequeno,
bem menor que o do comprimento de onda da regido do espectro da luz visivel. Foi essa
informacao que inspirou a Laue a brilhante hipdtese de que um cristal poderia difratar raio
X, cujo comprimento de onda ele ja havia concluido experimentalmente que deveria ser bem
menor que o da regido visivel.

Laue, depois de convencer Sommerfeld a permitir o experimento, encarrega o
estudante W. Friedrich de realizad-lo. Devido a seu proprio interesse e a sua competéncia
como fisico experimental, P. Knipping se junta W. Friedrich e, de acordo com conselho de
von Groth, selecionam uma amostra monocristalina de sulfato de cobre para alvo do feixe
de raios X.

O feliz resultado do experimento mostrou claramente que o raio X era uma onda
eletromagnética que deveria seguir as mesmas equagdes de difracdo que qualquer outra onda.
Levando em conta que a periodicidade no cristal deveria ser tridimensional, Laue escreve as
trés equagdes que fornecem as condicdes de difracdo segundo trés direcdes mutuamente
perpendiculares e que passaram a ser conhecidas como Equagdes de Laue que apresentamos
abaixo:

a(cosyi — cos®@1) = hh
b(cosy2 - cos®2) =k

c(cosys - cos®3) =/

onde a, b, e ¢ sdo os valores hipotéticos da periodicidade do reticulo tridimensional e 4, &, e
[ sao numeros inteiros que correspondem as ordens de difracao em cada direcao.

Devido a descoberta da natureza ondulatoria dos raios X von Laue recebeu o prémio
Nobel em Fisica em 1912.

1b — Acontecimentos em Leeds, UK

W.H. Bragg e seu filho W.L. Bragg voltaram para a Inglaterra depois de viverem por
muito tempo na Australia e se fixaram em Leeds onde W.H. Bragg fora nomeado professor.
A noticia da difragdo de raios por cristais logo chega a eles através de uma carta de Lars
Vegard, que estivera em Leeds por alguns meses, mas que se transferira para Universidade
de Wurzburg onde teve a oportunidade de assistir uma conferéncia proferida por Laue. Nessa
carta Vegard descreve detalhadamente os resultados apresentados por Laue. Tanto Bragg pai
como filho tentam interpretar os resultados de Laue e realizam experiencias para melhor

entenderem o fenomeno e acabam chegando a conclusdes definitivas sobre a natureza
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ondulatoria dos raios X e a estrutura dos cristais baseada no conceito de reticulo cristalino,
proposto pelo Abé Hauy em Traité de minéralogie (1801). W.L. Bragg fez entdo a proposta
de que os atomos ou moléculas de um cristal deveriam se localizar na cela unitaria e repetidos
tridimensionalmente em todo o reticulo. Bragg entdo da a sua versdo da origem dos feixes
difratados como devidos a difragdo por cada familia de planos reticulares periddicos com
espacamento d, sendo a intensidade de cada feixe difratado dependente do numero de atomos
contidos em cada plano. De acordo com essa concepgao ele deduziu a equacao mostrada na
Fig, 1, que leva o seu nome, onde n ¢ a ordem de difracdo, A ¢ o comprimento de onda do
raio X, d ¢ a distancia interplanar da familia de planos reticulares paralelos que estdo

causando essa particular difracdo e © o angulo de difragdo.

A =
/B'gﬂ nA=2dsend (A)
!

Figura 1 Lei de Bragg e representagéo da difragdo por uma familia de planos reticulares paralelos.

Espectroscopia e Difracao de raio X

As aplicagdes da difragcdo de raios X sd3o assim iniciadas na Inglaterra
respectivamente por W.H. Bragg criando a espectroscopia de raios X, que permite
caracterizar quais sao os elementos constituintes de uma amostra, € por W.L. Bragg criando
a cristalografia por difracdo de raios X que, em principio deveria permitir a determinacdo

das estruturas cristalinas e moleculares dos materiais.

1c. Conceitos e metodologias para a determina¢io das primeiras estruturas

1c.1 Determinag¢do da dimensdo da cela unitaria a partir da densidade e dados do
difratograma.

A densidade ¢ dada por:

P

Journal of Experimental and Techniques Instrumentation - JETI, v.4, n.3, 2021

4



Permitindo calcular o volume V e cm

ouvem A3

10nm
y=
6,023

Eq. 1

onde n ¢ o nimero de moléculas na cela unitaria, M ¢ a massa molecular em gramas, m ¢ a
massa molecular em unidades atdomicas de massa, N ¢ o numero de Avogadro, ¥ o volume

3 e v é 0 volume da cela unitaria em A3 .

do cristal em cm
Aplicando-se a equacdo ao caso do NaCl, que cristaliza no sistema cubico, temos
massa molecular igual a 58,44 g/mol, densidade igual a 2,16g/cm? e, considerando-se apenas
uma molécula por cela unitaria, resulta o valor v = 209,58 A3 ea=6.0A. Esse resultado
revela que a distdncia entre os 4tomos no reticulo cristalino deveria ser de cerca de 3,0 A.
Logo esse valor da a ordem de grandeza do comprimento de onda do raio X. Aplicando-se
esse raciocinio a outros cristais obtém-se resultados sempre da mesma ordem de grandeza.
Com essas informagdes W. H. Bragg criou o espectrometro de raios X usando um cristal
como uma rede de difragdo para registrar o espectro produzidos pelo anodo metélico de um
tubo de Crooks e uma camara de ionizagdo para medir as suas intensidades de forma analoga

a de um gonidmetro 6tico. Ele criou assim a espectroscopia de raios X.

by

L Looh

[.ead rereend

Wiy b
loniztivn
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Figura 2. O espectrometro de Bragg. Obtida de https://www.ques10.com/p/14345/explain-analysis-
of-crystal-structure-using-braggs/

Os dados espectroscopicos relativos a produgdo de raios X por diferentes metais

anddicos levou a constatagao da existéncia de uma radiag@o continua até uma certa voltagem
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critica de aceleracdo dos elétrons quando surgem raias caracteristicas cujos comprimentos
de onda sdo fixos variando apenas sua intensidade quando se aumenta a voltagem de
aceleracao dos elétrons. Estas observagdes levaram ao entendimento da estrutura eletronica
dos atomos de acordo com a teoria dos niveis quanticos de energia dos elétrons no atomo.
Por outro lado, seu filho W.L. Bragg cria a Cristalografia por Difracdo de Raios X
usando o método de Laue onde um feixe colimado proveniente do tubo de Crooks incide
sobre o cristal estacionario em estudo e a difracao ¢ registrada fotograficamente por um filme
colocado perpendicular ao feixe. A fim de obter mais informacgdes varios difratogramas
foram obtidos alinhando o cristal ao longo de suas dire¢des principais. Estas medidas
revelaram ndo apenas os planos cristalograficos paralelos as faces do cristal mas também a
difracdo pelas familias de planos do reticulo cristalino. Os primeiros cristais estudados foram
halogenetos alcalinos cubicos e seu parametro reticular estimado usando suas densidades
como ja mostrado em 1.c.1. A simetria cristalografica, ja conhecida pelas medidas por
goniometria 6tica, foi confirmada nos difratogramas. A estrutura cristalina foi determinada
por W. L. Bragg posicionando os 4tomos admitindo que eles deveriam se situar nas

intersegoes dos planos reticulares correspondentes as reflexdes mais intensas.

1.c.2 Espalhamento de raios x por um atomo

Levando-se em conta que os raios X sdao espalhados principalmente pelos elétrons
constituintes de cada dtomo chega-se a conclusdo, conforme se vé na Fig. 2, de que a
amplitude da onda espalhada por um atomo ¢ fun¢do das diferengas de caminho otico
percorridas pelas ondas espalhadas por cada elétron e deve decair com o angulo de

espalhamento. Define-se assim o fator de espalhamento atdmico f como:

f_ amplitude da onda espalhada pelo atomo
amplitude da onda espalhada por um elétron
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Figure 3. Espalhamento de raios X pelos elétrons dos atomos

Como se v€ na Figura 3a a intensidade espalhada por um atomo depende do
espalhamento produzido por cada um dos seus elétrons, ¢ evidente que haverd uma diferenca
de fase entre as ondas o que implica que apenas na dire¢do do feixe incidente todas as ondas
se somam em fase. De acordo com a defini¢do dada na equagdo 2 temos, como se vé na Fig.
3b, que f tem seu valor maximo quando 0 ¢ igual a zero pois todos os elétrons espalham em

fase e seu valor € igual ao numero de elétrons do atomo.

1.c.3 Difracao pelos atomos e moléculas num cristal

Os cristais sdo caracterizados por sua simetria e pela sua cela unitaria onde todos os

atomos ocupam posi¢des fixas dadas pelas respectivas coordenadas medidas em relagdo ao
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referencial fornecido pelas dire¢des e tamanhos de suas arestas. Entretanto todos os atomos
executam vibragdes térmicas em torno de seu centro de gravidade com amplitudes que
dependem da temperatura em que se faz a experiéncia de difracdo. Este fenomeno implica
em aumentar o raio do dtomo e assim aumentar as diferengas de fase e consequentemente
diminuir a amplitude espalhada. Assim podemos escrever a amplitude espalhada por todos

os atomos da cela unitaria como

Fpig = Z?Llf}(hxj + ky; +1z)) Eq.2

Onde (hkl) se refere aos indices de Miller da familia de plano paralelos que esta difratando,
f¢ o fator de espalhamento do 4tomo j e xyz suas coordenadas relativas aos parametros a,b,c
da cela unitaria.

Se, em vez de considerarmos a distribuicao discreta de atomos, considerarmos a
fungdo de distribuigdo da densidade eletronica na cela unitéaria p,,, podemos expressar a
amplitude da onda espalhada, em cristalografia denominada Fator de Estrutura, pela familia

de planos paralelos (#kl) como

a,b,c i . . .
Fuu = fffo,o,o Pryz 2l (hxj+kyj+lz;) dxdydz Eq. 3

Em ambos os casos o resultado representa uma onda dada por:

Fu = |Fppy| e*Pni Eq. 4

Com suas componentes amplitude |Fpy;| € fase ¢py; € que pode ser expressa nas
componentes reais € imaginarias como:

F=A+iB
Dadas respectivamente por:
A = X1 f (cosZn(hxj +ky; + lzj)) Eq.5
Bui = ?’zlifj (senZn(hxj + ky; + lzj)) Eq. 6

Um resultado interessante € que no caso de estruturas centro simétricas temos que
tudo que estiver em X,y,z tera que existir obrigatoriamente em -x-y-z € consequentemente
By sera nulo e as fases serdo zero ou 7.

Assim, a primeira vista, pareceria que a obtencao da estrutura descrita pela

densidade eletronica seria facilmente obtida através do calculo da densidade eletronica.
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Pxyz = ZFhkl e~ Pnki
hkl

Entretanto, as medidas experimentais sao as intensidades dos feixes difratados que sdo

dadas pelo quadrado do fator de estrutura F;

Ihkl = |Fhkl| ei¢hklx |Fhkl| e"i¢hkl Eq 7
E o resultado é
Ingr = |Fppal? Eq. 8

Que mostra que ao medirmos a intensidade apenas temos conhecimento do médulo
da amplitude e perdendo-se o conhecimento da fase de cada feixe difratado. Esse é o
Problema da Fase. Este fato ja havia sido antecipado por Laue em uma palestra que ele

proferiu em 1913 durante a 85* Reunido de Cientistas Alemaes em Viena, Austria.[2]

2. Avancos experimentais e tedricos

Nos primérdios da cristalografia por difragdo de raios X varias estratégias foram
usadas para contornar a dificuldade imposta pelo problema da fase. Para tanto recorria-se
aos conhecimentos ja existentes sobre a simetria de monocristais obtida por meios de
goniometria Otica, tais como classe e grupo pontual além do provavel conteudo da cela
unitaria (Eq. 1). A confirmagdo destes dados nas imagens obtidas pelo método de Laue
mostravam a validade do uso da difragdao de raios X no estudo de cristais e reforcavam a
hipotese proposta por W.L. Bragg de que os atomos deveriam se situar nos planos reticulares
correspondentes as reflexdes com maiores intensidades e assim deveriam permitir a sua

localizagdo na cela unitaria.

2.1 Uso de radiacio monocromatica

Os conhecimentos espectroscopicos originados por W. H. Bragg levaram a
possibilidade de selecionar um feixe de raios X monocromatico para a obtengdo de
difratogramas permitindo a medida das intensidades de forma muito mais precisa.

Os resultados iniciais foram obtidos usando valores aproximados do comprimento de onda
e foram utilizados até¢ 1925 quando A. H. Compton e R. L. Doan utilizando uma rede de
difracdo metélica especular com uma série de ranhuras paralelas com 20 pm de espacamento

[1] e um feixe de raio X incidente rasante conseguem obter com precisdo 0s comprimentos
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de onda do espectro de raios X de vérios tipos de anodos. Dessa forma as medidas dos
parametros reticulares dos cristais em estudo puderam ser calculadas de forma muito mais

precisa.

2.2 Registro dos difratogramas

A criagdo de camaras cilindricas com o cristal situado no eixo do cilindro e com
possibilidade de girar ou oscilar ao redor desse mesmo eixo ¢ com o feixe de raios X
incidente perpendicular ao eixo de rotacdo levou a possibilidade de registrar um grande
numero de reflexdes a serem utilizadas na determinacao da estrutura. A evolugdo desse
método para a cdmara de Weissemberg, que permitia deslocamento do filme, melhora a

possibilidade de indexacdo das reflexdes e a medida das intensidades.

2.3 O conceito de espaco reciproco

A introducdo do conceito de reticulo reciproco por P. Evald contribuiu enormemente
para a indexacao das reflexdes e o conhecimento do nimero maximo de reflexdes passiveis
de observagao experimental com o comprimento de onda selecionado para a medida das

intensidades.

2.4 Distribuicao dos elétrons nos atomos fator de e espalhamento atomico

Avangos na interpretacdo tedrica de muitos efeitos experimentalmente encontrados
levou a concepgao de 4&tomos com distribuigdo eletronica ao redor do nucleo em substituicao

aos primeiros tratamentos como atomos pontuais.

2.4.1 Fatores de estrutura normalizados

Uma consequéncia do decaimento do fator de espalhamento atomico com 6 € que o
valor fator de estrutura é também decrescente em func¢do do angulo de espalhamento. Além
disso a fun¢do de espalhamento do 4&tomo decai ainda mais por efeito da vibragdo térmica
dos atomos em torno de sua posi¢ao de equilibrio na cela unitaria de acordo com o seu fator

de temperatura dado por;

2
B sen 9) Eq. 9

T =exp (— 2

Onde B ¢ o fator de temperatura do atomo j em questdo, © ¢ o angulo de difracdo e A € o

comprimento de onda.
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Todos esses fatores devem ser levados em conta ao calcular as amplitudes ou
intensidades dos feixes difratados. Em certos métodos de determinacdo de estrutura langa-
se mao desses conhecimentos para calcular novas formas de fatores de estrutura corrigindo-
se as intensidades observadas em termos do decaimento do fator de espalhamento dos

atomos obtendo-se assim os chamados fatores de estrutura normalizados

2 _ _|Ful?
|Ey| SN Eq. 10
onde H = Akl e N ¢ o nimero de 4&tomos.
1 :
En = —lzyﬂfjexphl (hxj + ky; + lzj) Eq. 11
(B 7)?
Para uma estrutura com atomos iguais teremos:
En=— rZ YN exp 2mi(hx; + ky; + 1z)
(NZ2)2
=X Y exp(hy; + ky; +lz;) Eq. 12
N2

Alguns autores definem, com a mesma finalidade, o fator de estrutura unitario U como

|Fy|
=— Eq. 1
Un| = £ . 13

para eliminar o decaimento das intensidades das reflexdes devido ao fator de espalhamento

atomico.

2.4.2 Tratamento inicial dos dados

Existem alguns fendomenos que influenciam a intensidade dos feixes difratados entre
0s quais absor¢do, polarizacdo e o fator de Lorentz. Como os dois ultimos sdo funcao apenas
do angulo de reflexdo de Bragg, correcdes sdo aplicadas inicialmente a todas as intensidades
medidas para a obten¢ao dos chamado dados reduzidos. A correcao por absor¢ao poderia ser
feita se o monocristal apresentasse uma forma regular. Essa corre¢dao ¢ em geral muito
pequena quando a molécula contém apenas atomo leves, como ¢ o caso das moléculas
orgénicas, € o cristal ¢ pequeno e aproximadamente equidimensional. Por essas razdes a
corre¢do de absorc¢ao nao ¢ em geral feita, podendo, entretanto, ser realizada empiricamente

na fase final de refinamento da estrutura.
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2.4.3 Fatores de escala e de temperatura médios

Para avaliar os fatores de escala e de temperatura aproximados A. J. C. Wilson [7],
adotando algumas hipoteses simplificadoras tais como admitir, no calculo dos fatores de
estrutura todos os atomos iguais € com o mesmo fator de vibragao térmico isotropico B, e
um mesmo fator de escala K para todo o intervalo de medida da intensidade, chegou a
seguinte expressao

I exp —2B sin? 6 /)2

iff K

1 = —InK — 2Bsin?©/\?

n—
Zjff
. , I .
Assim lancando-se em grafico In S 77 tomados em subsequentes pequenos intervalos de 0
ity
contra sin? ©/A%deve-se obter uma linha reta cuja inclinagio fornece o valor de B e o

intercepto o fator de escala.

3. O método de tentativa e erro

O primeiro método utilizado largamente para a solugdo do problema da fase foi o
método de tentativa e erro que consiste, essencialmente, na proposta de um modelo para a
distribuicdo dos atomos ou moléculas na cela unitiria respeitadas varias condigdes e
conhecimentos acerca da estrutura molecular do material em estudo. Com as coordenadas
atdomicas do modelo calculam-se os fatores de estrutura das reflexdes observadas e calcula-

se o Indice de discordancia definido como

Yhit|lFobs|— |Fearcl|
R= Eq. 14
YhktlFobs! q

Se esse valor for suficientemente baixo pode-se passar a fase seguinte que
corresponde ao calculo da densidade eletronica usando o conjunto de fases provaveis

fornecidas pelo modelo. Caso contrario deve-se propor outro modelo.

3.1 Exemplo

Darei como exemplo a determina¢do da estrutura do 4&cido violurico por mim
determinada sob a supervisdo do Prof. Brian Craven. [3]. O acido violurico ¢ um barbiturato

cuja formula ¢
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Q(6)

/H(1)
Clor—N1)
H5— O(5)
Nes—C(S) C(2—0(2)
cu—N®
H(3)

O4)

Figure 4: Estrutura do 4cido violurico

A analise do seu difratograma revelou que ele cristaliza no sistema ortorrdombico, grupo
espacial Cmc21, dimensdes da cela unitaria: a=6,224(2) A, b=14,373(2) A e c=7,508(2) A,
V=671,0 A3, densidade medida Dm=1,726 e densidade calculada D. =1,733 o que revela a
presenga de quatro moléculas na cela unitaria. 425 reflexdes hkl simetricamente
independentes foram registradas fotograficamente. A andlise desses dados levou a conclusao
de que a unidade assimétrica da cela unitaria deveria conter apenas uma molécula com todos
0s seus atomos situados em uma posic¢ao especial coincidente com o plano de reflexdo m
perpendicular ao eixo a em x=0 e % e distantes entre si de a/2 = 3,114 A, compativel com
valores esperado entre moléculas planas paralelas. O uso do Método de Tentativa e Erro
consistiu entdo em obter um modelo da molécula em cartolina e o plano bc na mesma escala
e tentar distribuir os modelos moleculares respeitando as operagdes de simetria e evitando
superposi¢cdao dos modelos moleculares. Varios modelos para a estrutura foram encontrados
e testados calculando-se as amplitudes e fases resultantes para cada modelo usando as
coordenadas dos 4tomos de cada modelo. Usando a Eq. 7 comparou-se os mddulos dos
fatores de estrutura calculados pelo modelo e os observados experimentalmente e encontrou-
se um razoavel acordo para um dos modelos com um R igual a 32%. Tomando-se entdo os
fatores de estrutura experimentais e as fases calculadas para o modelo calculou-se um mapa
de densidade eletronica que revelou maximos que correspondiam aproximadamente a
estrutura molecular. As coordenadas obtidas para os 4tomos no mapa foram usadas para
novo célculo de fatores de estrutura e fases € com as novas fases repetiu-se o processo varias
vezes até que toda a estrutura molecular ficou claramente definida. Além da molécula surgiu
no mapa um inesperado pico que foi atribuido a uma molécula de dgua que, como se vé na
Figura 5 faz quatro ligacdo de hidrogénio entre varias moléculas de é4cido viollrico
simetricamente relacionadas. O ineditismo desse fato levou B. Craven a devotar um grande
esforco para elucidar melhor esse tipo de ligacao, uma vez que nao era possivel determinar

exatamente a posicao dos dtomos de hidrogénio no mapa de densidade eletronica devido ao
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seu muito pequeno fator de espalhamento de raio X. Craven decidiu entdo a deuterar a
molécula a fim de realizar medidas adicionais por difracdo de néutrons. Os resultados
concordam qualitativamente com a determinagdo estrutural realizada por difragcdo de raios
X dando valores mais precisos para as distancias e angulos interatdmicos envolvendo o
atomo de hidrogénio. Esses resultados constam de um segundo artigo publicado na mesma

revista. [4]
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Figure 5: No mapa, molécula de agua faz quatro ligagdo de hidrogénio entre varias moléculas de
acido violtrico simetricamente relacionadas

3.2 Método de Patterson

Em 1935 A. L. Patterson demonstrou que o calculo da fun¢do de auto correlacao da

fungdo pyy, conduz a seguinte fungdo

Puvw = Lni Fi e 2 (htkvtiw) Eq. 15
Onde P,,,, ¢ o valor de fun¢do de Patterson no ponto uvw e revela no mapa tridimensional

maximos que correspondem a distancias entre os atomos existentes na cela unitaria. Assim,
considerando-se a existéncia de N 4tomos na cela unitaria sdo gerados (N — N) picos sendo
que N correspondem as distancias de cada atomo a ele mesmo e situam-se na origem. Ainda
mais, temos que os valores maximos de cada pico devem ser proporcionais ao produto dos
numeros de elétrons dos atomos respectivamente situados nos pontos (x1y1 z1) € (x2)2z2) da

cela unitaria. Assim, o mapa de Patterson oferece um grande niumero de picos cujos raios
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seriam bem maiores que o dos atomos individuais levando a uma inevitavel superposi¢ao,
uma vez que o volume da cela unitaria de Patterson ¢ igual ao da densidade eletronica. Caso
todos os atomos tenham aproximadamente o mesmo numero de elétrons esse mapa seria
extremamente dificil de interpretar. Entretanto as coisas podem ficar mais claras se tivermos
na molécula um atomo bem mais pesado como por exemplo um adtomo de iodo em uma
molécula organica que contenha carbono e oxigénio pois lodo tem 53 elétrons enquanto o

carbono e o oxigénio apenas seis e oito. Assim 0s maximos deveriam ter os seguintes valores:

I-1=2.809
C-1= 318
O-1=424
C-C=36
C- 0=48
0-0=64

Assim o pico I - I deveria se destacar e evidenciar a distancia entre esses dois dtomos.
Uma analise das operagdes de simetria a que esté sujeito o atomo de lodo no Grupo Espacial
em que a molécula cristaliza permite determinar suas coordenadas e iniciar a resolu¢ao da
estrutura calculando as fases e amplitudes fornecidas apenas pela contribui¢ao do Iodo e
prosseguir na resolucdo da estrutura como descrito no método das tentativas calculando-se
densidade eletronica com os modulos dos fatores de estrutura experimentais e fases
fornecidas pelo Iodo.

Para a aplicacdo do método de Patterson foram desenvolvidos muitos estratagemas
auxiliares para a segura interpretacdo dos mapas que nao vamos discutir neste texto.
Podemos, entretanto, afirmar que esse método foi bastante utilizado até meados da década
de 1960 para a solucdo da estrutura de pequenas moléculas (até cerca de 100 atomos sem
contar os hidrogénios) usando derivados com dtomos pesados e continua 1til ainda hoje na
determinagdo de estruturas de proteinas com a inclusdo, por varios métodos, de um ou mais
atomos pesados nos monocristais. Devido ao grande progresso, tanto na qualidade das
medidas como nos recursos computacionais, foram concebidas variantes metodoldgicas
como a substituicdo isomodrfica multipla (MIR) de 4tomos pesados nas moléculas de
proteinas para a determinagdo das fases de um nimero razoavel de fatores de estrutura que

permitem tanto o calculo de mapas de densidade eletronica como sua interpretagdo [5].

3.3 Métodos Diretos.

As primeiras tentativas para encontrar relagdes entre as fases de varias reflexdes se

deve a Harker e Kasper [6] baseadas na desigualdade de Cauchy
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aplicada aos fatores de estrutura unitario para um cristal do grupo espacial F1 | triclinico
centro simétrico, onde as fases como se vé nas Egs. 5 e 6 somente podem ter valores zero ou

m, permite chegar a seguinte desigualdade entre fatores de estrutura unitérios,

Ui < =(1+Uam).

i:n.l‘l'l—l

Assim, se

2 1
Ug > 2
Teremos:

Uag >0

e a fase de Uan terd que ser zero.
Este tipo de desigualdade somente pode ser usado para cristais centrossimétricos. e

pode gerar outras desigualdades dependendo do grupo espacial do cristal. Entretanto gera
poucos sinais e por essa razao nao foi muito utilizada. Um grande progresso surge com as
descobertas feitas por J. Karle e H. Hauptmann quando mostraram que sempre que os indices
de Miller de trés reflexdes fortes cujos 4kl envolvidos sdo linearmente dependentes vale a

seguinte relagdo denominada um triplete:

¢_g_k+toég+édxr+ 2%xr =0 [(modulo 2x).

Em que H = hskil;, K = hakals
Vemos entdo que se forem conhecidas ou arbitradas as fases de duas reflexdes pode-

se obter a fase de uma terceira cujos indicies de Miller forem linearmente dependentes dos
primeiros, exemplo as reflexdes (100), (110) e (010). Essas relagdes sdo altamente provaveis
quando as trés reflexdes envolvidas forem todas fortes e a for¢a da relacdo ¢ fun¢do do
produto das intensidades das trés reflexdes envolvidas. Por essa razao, em vez de se utilizar
diretamente as amplitudes dos fatores de estrutura observados, os mesmos sdo previamente
transformados em fatores de estrutura normalizados definidos pela Eq. 12 aumentando assim
o numero de reflexdes tuteis para a formagao dos tripletes.

Posteriormente Hauptmann estende essas relagdes para conjunto de quatro ou mais
reflexdes de acordo com o mesmo critério formando quartetos e quintetos de reflexdes em
que os indices de Miller sdo linearmente dependentes.

Obtidos os primeiros conjuntos de fases eles devem ser usados para calcular os mapas

de densidade eletronica utilizando os méddulos dos fatores de estrutura experimentais e as
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fases obtidas pelo Método Direto. Seguindo a rotina ja descrita no Método de Tentativa e
Erro, os mapas de densidade eletronica sdo analisados procurando identificar os picos com
posi¢des atdmicas que deverdo, em conjunto, revelar a estrutura molecular do material em
estudo.

Esse processo foi muito aperfeicoado quando se decidiu atribuir valores de fases para
algumas reflexdes. A cada reflexdo se atribui valores de fases igualmente espacados tais
como zero, 45, 90 e135 graus. Se fizermos isso com trés reflexdes teremos 64 possiveis
combinagdes de fase e para cada uma deve-se calcular e analisar a ocorréncia de picos e sua
correspondéncia com a estrutura molecular esperada. Essa, a primeira vista, parece uma
tarefa demorada e tediosa! Entretanto usando os modernos computadores e os excelentes
softwares existentes toda essa analise pode ser feita em muito pouco tempo. Por essa razao
os Métodos Diretos evoluiram de uma maneira fantastica e sdo atualmente os preferidos para
a determinacdo de estruturas das chamadas pequenas moléculas que podem atingir até cerca
de 500 atomos!

Os mapas de densidade eletronica fornecem a estrutura molecular e a estrutura
cristalina que corresponde ao arranjo tridimensional das moléculas no solido cristalino.
Assim, para obter tais mapas com resolucdo atdmica temos que levar em conta a difracao
pelas familias de planos de alto 44/ e de acordo com a lei de Bragg essas correspondem a

pequenos espacamentos interplanares.

4. Estrutura de Proteinas

O uso dos Métodos Diretos s6 € possivel com cristais muito bem ordenados e o bom
resultado da determinagao de estrutura passa inicialmente por obter cristais de alta qualidade.
Levantamos esse problema para concluirmos que o grande avango trazido pelos métodos
diretos ainda ndo ¢ suficiente para seu uso rotineiro na determinagao de estrutura de proteinas
e outras macromoléculas, principalmente devido ao fato de essas substancias ndo fornecerem
monocristais adequados. Uma das causas ¢ que normalmente seus cristais contém grande
quantidade de solvente que ¢, inclusive, essencial para a manuten¢do da integridade da
estrutura molecular. Assim para o caso das proteinas usa-se extensivamente o método de
Patterson e varios outros métodos que utilizam o conhecimento de proteinas com estrutura
j& conhecida e que apresentem um grau razoavel de homologia com a proteina em estudo.

Um grande esforco tem sido realizado para deduzir o enovelamento molecular das

proteinas a partir do conhecimento da sequéncia dos aminoacidos que a compdem, a
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chamada estrutura primaria. Essa possibilidade foi sugerida por Christian B. Anfinsen, do
National Institutes of Health, Bethesda, USA, que ganhou o prémio Nobel de Quimica em
1972 por sua contribuig¢do para o entendimento da conexao entre estrutura quimica e a acao
catalitica do centro ativo da molécula de ribonuclease. Baseado em sua experiéncia nas
propriedades quimicas de proteinas ele expressou sua convic¢do de que a conformacdo de
uma proteina deve representar o estado de equilibrio termodindmico mais estavel no
ambiente intracelular. Assim se fossem conhecidos todos os potenciais de interagdo entre
todos os atomos da proteina seria possivel deduzir a respectiva conformagdo molecular. Ora,
isto exige considerar um grande volume de interagdes que somente depois do advento dos
modernos computadores se tornou viavel. Muitos pesquisadores t€ém perseguido esse
objetivo e um resultado de excelente qualidade foi obtido em dezembro de 2020 pela equipe
de pesquisadores do Laboratorio de Inteligéncia Artificial DeepMind que tem sede em
Londres e pertence a GOOGLE. Esse notavel feito mereceu grande divulgacao pela imprensa
[8].

Esse resultado devera ter importantes consequéncias na area de determinagao
experimental da estrutura de proteinas por difracdo de raios X, pois o modelo estrutural
teorico podera ser inserido na cela unitaria e usado na elucidagdo estrutural que, se bem
sucedida, confirmara o modelo molecular tedrico proposto. Assim evita-se a necessidade da
obtencdo de multiplos derivados com &4tomos pesados para aplicacdo do Método de

Patterson.

5. Refinamento das estruturas

Quando o problema da fase estiver resolvido os mapas de densidade eletronica devem
ter resolugdo atomica e apresentar todos, ou quase todos, os atomos e, entdo inicia-se uma
nova fase do trabalho que ¢ o ajuste mais fino dos valores das intensidades observadas com
os das calculadas. Para tanto usa-se extensivamente o método dos minimos quadrados que
através de varios ciclos de refinamento conduz finalmente aos valores muito precisos das
coordenadas atomicas e de seus fatores de vibragdo térmica anisotrépicos e de todas as
distancias e angulos das ligagdes intra e intermoleculares. O conjunto de todas essas
informagdes sdo uteis para o entendimento das propriedades quimicas e fisicas dos materiais
e ao planejamento de modificagdes que permitam melhora-las de acordo com os interesses
de cada area cientifica e/ou tecnologica a que o pesquisador, ou equipe de pesquisadores, se

dedique.
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