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1 OBJETIVO

Este documento tem como objetivo principal apresentar ao profissional da area de
microscopia eletrbnica procedimentos para a implementacdo e interpretacao
adequadas da anadlise quantitativa do tamanho de nanoparticulas, utilizando técnicas
de microscopia eletrénica combinadas com anélise de imagem. Foi desenvolvido e
aprimorado ao longo de diversas comparacdes intra e interlaboratoriais sobre a
caracterizagdo dimensional, morfolégica e estrutural de nanomateriais [1-4]
realizadas por pesquisadores da Divisdo de Metrologia de Materiais (Dimat) do
Inmetro. Cabe destacar que nao possui carater compulsério ou taxativo, apenas
serve como um guia para a aquisicdo de imagens por microscopia eletrbnica de
transmisséo.

2 CAMPO DE APLICACAO

Os procedimentos apresentados neste documento sdo aplicados para a aquisicéo
das imagens utilizando um microscépio eletrénico de transmissdo, devidamente
alinhado e calibrado mediante algum protocolo adequado para tipo de microscoépio e
configuragdes de camera [5-8].

3 RESPONSABILIDADE

A responsabilidade pela emisséao, revisdo e cancelamento do presente documento é
da Dimat.
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4 DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Este documento foi redigido usando como base os seguintes documentos:

Nota Técnica Analise dimensional de nanomateriais utilizando microscopia
Inmetro - 2017 eletronica. 2017

NANOREG D2.10 Prot_ocol(_s) _for S|ze-d|str|but_|on_ analy§|s of primary NM
particles in air, powders, and liquids. http://www.nanoreg.eu/

5 DEFINICOES

5.1 Siglas

NM nanomaterial

NP nanoparticula

MET microscopio/microscopia eletrénica de transmissao
MR Material de referéncia

MRC Material de referéncia certificado

5.2 Termos

¢ Nano-objeto: material com uma, duas ou trés dimensdes externas dentro da
nanoscala. Definicdo baseada na ISO/TS 80004-2 [5].

e Nanoparticula: nano-objeto com as trés dimensdes externas dentro na
nanoescala.

e Nanomaterial: material natural, incidental ou manufaturado que contem
particulas livres ou agregadas ou aglomeradas e donde, para 50% ou mais da
distribuicdo numérica de tamanho, uma ou mais dimensdes externas estd na
nanoscala.

Nota — Esta definicdo estd baseada nas recomendacfes da Unido Europeia no
estabelecimento do marco regulatério para o uso de hanomateriais em produtos
de consumo [6]. A importancia desta definicdo € que a mesma determina que
além de medir, devem-se contar 0s nano-objetos.

¢ Nanoscala ou escala nanométrica: escala que vai de aproximadamente 1 nm a
100 nm.

e Particula primaria: particula individual e fonte original de agregados ou
aglomerados [5].

e Agregado: particulas fortemente ligadas ou fundidas para as quais a area

superficial externa é significativamente menor que a soma das areas dos
componentes individuais [5].
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e Aglomerado: grupos de particulas ou agregados, ou mistura de ambos, unidos
por ligacdes fracas, para os quais a area superficial externa € similar a soma das
areas superficiais dos componentes individuais [5].

6 RECOMENDACOES GERAIS

O método usado para gerar as micrografias deve ser microscopia eletrénica de
transmissdo de feixe paralelo também chamado de microscopia eletrénica de
transmissao convencional (embora possa servir também para microscopia eletrénica
de varredura). O microscopio deve estar calibrado e alinhado. A calibracdo da
magnificacdo pode ser realizada usando um material de referéncia apropriado
(nanoparticulas MR/MRC, redes de difracdo 6ptica etc.). Como a ampliacdo (zoom)
da magnificacdo geralmente é nao linear, a porcentagem da incerteza na escala
pode ser diferente para cada magnificagdo. Recomenda-se, portanto, que a(s)
magnificacao(6es) usada(s) na(s) analise(s) esteja(m) calibrada(s).

E muito importante que todas as imagens a serem analisadas sejam adquiridas sob
as mesmas condicdes de operacao. O fundo (background) deve ser de intensidade
uniforme e deve haver um bom contraste com as NP. Pode ser necessario executar
a sequéncia do protocolo adquirindo algumas imagens teste antes de adquirir as
imagens finais usadas na analise.

Nota — Quanto melhor forem as imagens adquiridas em relagdo ao contraste relativo
e dispersdao das NP, menos intervencdes do operador serdo necessarias no
processamento das mesmas.

7 PREDEFINICAO DAS POSICOES NA GRADE

Para evitar a subjetividade do microscopista na selecdo das particulas a serem
analisadas, € recomendavel pré-definir as posicdes da grade onde as imagens seréo
adquiridas. Quando a posi¢do cair numa regido obscurecida (pela grade, por
impureza, etc.) ou numa regido sem nada a observar, deve-se deslocar a amostra
até achar uma regido com NP. Em cada regido devem ser adquiridas imagens
suficientes para contabilizar um total de pelo menos 500 particulas por grade.

8 ESCOLHA DA MAGNIFICACAO

A escolha da magnificagcdo dependera tanto do tamanho das NP analisadas como
da configuragdo de cada microscopio e resolucédo da camera. A faixa de trabalho util
é definida pelos limites de quantificagéo superior e inferior [11, 12]. O limite inferior é
baseado no trabalho de Merkus [13], que mostrou que desvios sistematicos nas
medidas de tamanho podem ser evitados se a area da particula for de pelo menos
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100 pixels. O limite superior depende do campo de visdo, sendo restrito a um décimo
do tamanho da imagem, como recomenda a ISO 13322 -1 [14].

Ou seja, para estabelecer qual € a melhor magnificacdo, duas magnificacbes devem
ser determinadas:

e A menor magnificacdo Ms na qual a area da menor particula analisada seja
de pelo menos 100 pixels (critério de Merkus [13])

e A maior magnificacdo My de tal modo que a maior particula do espécime seja,
no maximo, um décimo do tamanho da micrografia (recomendacédo da ISO
13322 -1 [14)).

Quando My for maior que Mg, qualquer magnificacdo entre essas duas pode ser
usada. Caso contrario as imagens devem ser adquiridas usando duas magnificaces
diferentes para evitar tendéncia (viés).

Nota — Pode acontecer que Ms seja maior do que My no caso de amostras com uma
grande dispersdo de tamanho entre as NP. Nessas situacdes, as imagens devem
ser adquiridas usando duas magnificacoes.

9 PROCEDIMENTO PARA A AQUISICAO DAS IMAGENS
9.1 Condicbes de operacéao

e Antes da andlise deve-se escolher a voltagem de aceleracdo conforme a
amostra a ser analisada deixando tempo suficiente para que estabilize.

e Estabelecer as condi¢des de iluminacdo: abertura da condensadora, gun lens
e spot size.

e Decidir se sera necesséria a introducdo de uma abertura na lente objetiva.

e Escolher a(s) magnificacdo(6es) como explicado na sec¢éo 4

9.2 Aquisicao de imagens

Para cada posicao preestabelecida (ver secdo 3) recomenda-se seguir 0s seguintes
passos:
e Posicionar a amostra na altura eucéntrica, de forma que a corrente nas lentes
objetivas e nas intermediarias figue sempre no mesmo valor.
e Usar a(s) magnificacao(0es) escolhidas e ao alterar a magnificacdo, sempre
fazé-lo no mesmo sentido.
e Aplicar, se for possivel, uma funcéo de relaxamento nas lentes apds qualquer
mudanca.
e Corrigir astigmatismo.
e Focar (sugere-se foco Gaussiano para particulas de alto contraste, e foco de
Scherzer para particulas com pouco contraste) [3].
e Adquirir e salvar cada uma das imagens em uma pasta dedicada e
identificada.
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Incluir a informagéo da aquisigdo (tamanho da imagem, tamanho do pixel,
condicBes de aquisicao, tipo e marca do MET).
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