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RESUMO

O objetivo deste projeto é a aplica¢do de fluorescéncia de raios-x para a quantificagdo
dos elementos trago presentes em exosqueletos de moluscos recolhidos no estuério do
Tejo ao longo de varios séculos.

Pretende-se escolher o método quantitativo que melhor se adequa as nossas amostras,
exosqueletos de ameijoas. Para o calculo quantitativo, recorreu-se aos métodos dos Para-
metros Fundamentais (PF) e aos métodos comparativos com amostras padrdo. Por ndo
existirem padrdes disponiveis com a mesma matriz das amostras (CaCOs3), recorreu-se a
métodos de corregdo das intensidades com os picos de dispersdo. As corre¢des aplicadas
sd0 a corregdo com o pico de Compton, corregdo com a razdo dos picos Compton e Ray-
leigh (C/R), a corregdo com a razdo dos picos Rayleigh e Compton (R/C). Os resultados
obtidos com estas metodologias sdo ainda confrontados com os resultados obtidos sem
qualquer corregdo das intensidades.

As amostras cedidas pelo Museu de Arqueologia de Almada estdo datadas do fim da
idade do Bronze até ao século XV e foram todas recolhidas na zona de Almada. Para
termos comparacdo com a atualidade, adquiriu-se um conjunto de amostras da zona do
Barreiro.

Conclui-se que o método mais adequado para quantificar as nossas amostras é o da corre-
¢do com o pico de Compton e que o ferro foi o elemento que apresentou maior variagao

da concentragdo com o tempo.

Palavras-chave: EDXRE, bivalves, padrdes, métodos quantitativos, correcdo de Compton,

elementos traco.
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ABSTRACT

The main purpose of this project is the application of X-ray fluorescence to quantify
the trace elements in shellfish exoskeletons.
We aimed at choosing a quantitative method that rendered the best results for the shellfish
exoskeletons samples. For the quantitative calculation it will be used the Fundamental
Parameters Method and some comparative methods. The latter are based on standard
reference materials (SRM), however, there are no SRM with CaCO3 matrix available, only
bone, calcium phosphate.This way, we corrected the characteristic intensities using the
dispersion peaks. The used methods that were correction with Compton peak, correction
with Compton/Rayleigh (C/R) ratio with Rayleigh/Compton (R/C) ratio and with no
corrections.
The samples that were used in this thesis, were provided by Museu de Arqueologia de
Almada. There are samples from the ending years of the Bronze age to the XV century
belonging to Tejo’s river estuary. In order to have the comparison with current times, we
also acquired some samples of the Barreiro area recently in the market.
The most efficient method to do elemental quantification on our samples was the correc-
tion using the Compton peak method and Fe is the only element that suffered a variation
on its concentration over time.

Keywords: EDXRE, shellfish ,reference materials, quantitative methods, Compton correc-

tion, trace elements.
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GLOSSARIO

C/R Compton e Rayleigh.
DL limites de dete¢ao (detection limit).

EDXRF fluorescéncia de raios-x dispersiva em energia (Energy Dispersive X-Ray Fluores-

cence).
FWHM largura a meia altura (full width at half maximum).
PF Parametros Fundamentais.
R/C Rayleigh e Compton.

SR-micro-XRF micro fluorescéncia de raios-x com feixe de radiacdo de sincrotrdo (Synch-

rotron -radiation-induced micro X-ray fluorescence).
SRM standard reference materials.

SRXRF Fluorescéncia de raios-x por radiac¢do de sincrotrdo (Synchrotron Radiation X-ray

Fluorescence).
TXRF Fluorescéncia de raios-x por reflexdo total (Total Reflection X-ray Fluorescence).

WDXREF fluorescéncia de raios-x dispersiva em comprimento de onda (Wavelenght Disper-

sive X-ray Fluorescence).

XRF fluorescéncia de raios-x (X-ray fluorescence).
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CAPITULO

INTRODUCAO

1.1 Objetivo

Este trabalho, pretende estudar a evolugdo da polui¢do no estudrio do Tejo, na zona de
Almada, ao longo de vérios séculos, quantificando os elementos trago presentes em exos-
queletos de bivalves.

A realizagdo deste trabalho s6 foi possivel porque o Museu de Arqueologia de Almada
cedeu amostras de exosqueletos de bivalves do seu espélio, desde o fim da idade do
Bronze (2055-1650 a.c.) até ao século XV, devidamente datados.

No diagrama abaixo estd representada a escala de tempo a que pertencem as amostras.

Bonz> . pVI>__ > > > > > J > > > > > > > > > > >XIp > D>X)p > > > XX

Neste trabalho, também foram analisadas amostras do século XXI, que foram adquiri-
das num mercado e a recolha terd sido feita no estuario do Tejo na zona do Barreiro.
Na tabela 1.1 estdo representadas todas as épocas das nossas amostras e o local de onde

foram recolhidas.

Tabela 1.1: Epoca das amostras e local de recolha

Epoca Local
Idade do Bronze | Quinta do Percejo
Século VIl a.c. | Quinta do Almaraz

Século XII Quinta de Castro
Século XV Casa do Maestro
Século XXI Barreiro

Para a andlise das amostras serdo utilizados dois espetrémetros de fluorescéncia

1



CAPITULO 1. INTRODUCAO

de raios-x dispersivos em energia, um de geometria Tri-axial e outro com geometria
convencional de micro-feixe (M4Tornado).

Os dois equipamentos trabalham com softwares que determinam a concentragdo dos
elementos da amostra aplicando o método dos parametros fundamentais. No entanto,
neste trabalho também estamos interessados em escolher o melhor método quantitativo
para as amostras em estudo. O método dos padrdes externos seria uma 6tima opgdo para
quantificar as amostras, no entanto, ndo temos padrdes com matriz de carbonato de célcio
CaCOs3 (95% da matriz das conchas). [1] Por esta razdo os padrdes que serdo usados sdo
de osso, por terem uma matriz semelhante, fosfato de cdlcio (CaPOy). Assim sendo é
possivel utilizar métodos de corre¢do das intensidades caracteristicas baseados nos picos
de dispersédo. Este novo método, combina a utilizagdo de padrdes externos recorrendo a
corre¢des com os picos de dispersdo, para a corre¢do da absorgéo.

Para calcular as dreas dos picos caracteristicos foi usado o software OriginPro® 2015.

O CaCOs é obtido da seguinte forma, equagao 1.1.

CaO + CO, —3 CaCOs (1.1)

1.2 Contexto arqueoldgico

Neste trabalho serdo analisados exosqueletos que foram recuperados durante trabalhos
arqueoldgicos. Um destes trabalhos realizou-se em 2010, no inicio da construcdo do Museu
da Mdsica Filarmoénica, em Almada,(Fig.1.1 e 1.2).

Figura 1.2: Localizagdo da Casa do Maes-

Figura 1.1: Localiz.agéo da Casa do Ma- tro Leonel Ferreira em mapa topogréfico
estro Leonel Ferreira no mapa [2] 2]

Na unidade estratigréfica de onde foram recolhidos os exosqueletos, foram também
encontrados objetos cerdmicos que se enquadram entre o final do século XV e o século
XVI, nomeadamente as faiangas e os objetos de uso comum. Por esta razdo, dataram os

exosqueletos no mesmo intervalo de tempo. [2]

2



1.2. CONTEXTO ARQUEOLOGICO

Os exosqueletos pertencentes as restantes épocas, foram datados do mesmo modo.

Ja foram realizados diversos estudos para a determinagdo de metais pesados em moluscos
bivalves como os mexilhdes ou blue-mussel, ameijola ou smooth calista, ostra ou portuguese
oyster, améijoa-japonesa ou manila clam e lambujinha ou peppery furrow [3].

O consumo de bivalves pelo homem pode ser problematico, pois o organismo humano
ndo é capaz de digerir toxinas como o merctrio, o cAddmio e o chumbo presentes nos
bivalves [3].

Devido a sua biologia, os bivalves sdo bons bio-indicadores da polui¢do, por metais pesa-
dos e quimicos em dguas costeiras [3].

A composicdo dos moluscos bivalves pode variar significativamente de espécie para espé-
cie e dentro “da mesma espécie devido a fatores genéticos, fisiolégicos, grau de maturagio sexual,
idade, sexo, zona geogridfica, época do ano, dieta e disponibilidade alimentar, ambientais (tempera-
tura da dgua, salinidade, oxigénio dissolvido), sistema de cultivo, manuseamento e condigdes de
conservagdo”[2]. Se algum destes fatores for alterado, o0 metabolismo do molusco também
serd alterado. O aumento de temperatura, provoca maior quantidade de dgua filtrada e
aumento do ritmo respiratério do bivalve [4].

Apesar de estarmos a estudar o exosqueleto e ndo o molusco, por época serdo analisadas
vérias conchas, com cerca de 3 cm de comprimento, e serd utilizado o valor médio dos
resultados obtidos.

A obtencdo dos nutrientes e oxigénio, pelos bivalves, é feita através de filtragem de gran-
des volumes de dgua que contém particulas em suspensdo ou através dos detritos da
matéria organica em decomposigdo sobre sedimentos. Deste modo, eles acabam por incor-
porar no seu organismo “contaminantes quimicos como o merciirio, o cddmio e o chumbo, ou
biolégicos, como bactérias, virus, parasitas e microalgas” [3]. Estes contaminantes encontram-se
naturalmente no ambiente, no entanto, a atividade humana pode agravar a presenga e
alterar a sua distribui¢do na natureza. [3]

No caso do estudrio do Tejo, onde foram recolhidas as amostras para os estudos apresen-
tados, a maior concentracdo de metais pesados é verificada “junto &s antigas industrias
metaltrgicas e nalgumas regides mais afastadas do estudrio” [4]. A distribui¢do de cddmio
e chumbo no estudrio do Tejo, em 2012, presente na figura 1.3.
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Figura 1.3: Distribuigdo espacial das concentrac¢des de cddmio e chumbo (y1g/g) no estuario
do Tejo [4] (Adaptado de Vale et al., 2008)

No estudo realizado na Costa do Golfo da Arabia Saudita, foram utilizados exosque-
leto de Diodora funiculata, Lunella coronata, Cerithium caeruleum, Barbatia parva, Pinctada
margaritifera, Amiantis umbonella, Acrosterigma assimile e Asaphis violascens, recolhidos em
cinco localidades diferentes. [5]

O objetivo deste estudo era determinar as concentragdes de Ferro (Fe),Cobre (Cu), Chumbo
(Pb), Manganés (Mn), Cadmio (Cd), Selénio (Se), Arsénio (As), Cobalto (Co), Boro (B),
Crémio (Cr), Mercario (Hg), Molibdénio (Mo), existentes nas amostras.[5]

Um outro estudo realizado por Hala Ali Abdel-Salam, na Faculdade de Ciéncias da Univer-
sidade do Cairo, teve como objetivo o estudo da composigdo Bioquimica e da concentracdo
de metais pesados em exosqueletos de moluscos e crustaceos. [5]

Quantificar em espetroscopia de fluorescéncia de raios-x dispersiva em energia (EDXRF)
ndo é um processo facil, porque para usar PF temos de conhecer bem a amostra ou no caso
do uso de padrdes externos, é preciso que existam padrdes adequados as amostras em
estudo.

Deste trabalho ja resultaram trés posters, que se encontram em apéndice.

O documento estd organizado do seguinte modo. No capitulo 2 sdo explicados os conceitos
fisicos relevantes para este trabalho. No capitulo 3 os equipamentos que serdo usados e
alguma teoria sobre as componentes dos equipamentos. Os estado da arte dos métodos
quantitativos esta descrito no capitulo 4. O procedimento experimental e a escolha do
Nosso método quantitativo esta descrita na metodologia, que é o capitulo 5. A andlise de
resultados encontra-se no capitulo 6. As conclusdes e perspetivas de trabalhos futuros

encontra-se no capitulo 7 e 8, respetivamente.



CAPITULO

FUNDAMENTOS FiSICOS

2.1 Raios-x

Em 1895, o Fisico Alemao, Wilhelm Conrad Rontgen, enquanto estudava o fendmeno da
luminescéncia produzida por raios catddicos num tubo de Crookes, descobriu acidental-
mente 0s raios-x.

Através da observacdo das descargas que ocorriam no tubo de Crookes, Rontgen verificou
que mesmo cobrindo o tubo com papel preto o fenémeno da fluorescéncia, num cartdo
com sais de bario que se encontrava junto ao tubo de Crookes, sucedia.

A radiagdo x é uma das formas de radiagao eletromagnética. Tipicamente esta apresenta
um comprimento de onda entre 1072 m e 10~ m e uma energia aproximada ente 0,125
keV e 125 keV (Figura 2.1) Os raios-x com energia até 5 keV sdo chamados raios-x moles e

0s demais raios-x duros.

N AT

tipo de radiagdo  radio micro-ondas infravermelho  visivel ultravioleta raios X raios gama
comprimento de onda 10°m 107 m 10°m 05x10%m  10°m 107"%m 10%m

Escala aproximada ‘*”':’}. ;
do comprimentn s &
de onda

nacleo
edificios  humanos borboletas pomada prolozoarios moléculas  Alomos ool

10* 10* 107 10 10" 10°° 107

Figura 2.1: Espetro eletromagnético [6]
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Os raios-x apresentam as seguintes propriedades:

Sao invisiveis;

Propagam-se a velocidade da luz, 3x108 ms™1;

Nao sdo afetados por campos elétricos e magnéticos;

A absor¢do varia com a espessura, densidade e a composi¢do da amostra;

Podem ser refletidos, difratados, refratados e polarizados.

A espetroscopia de raios-x dispersivos em energia fluorescéncia de raios-x dispersiva em
energia (Energy Dispersive X-Ray Fluorescence) (EDXRF), foi a técnicas da fluorescéncia de
raios-x utilizada para andlise qualitativa e quantitativa de elementos trago existentes na
amostra. Para além desta técnica ser ndo destrutiva, permite a aquisi¢do de sinal num curto
intervalo de tempo e as amostras ndo requerem grande preparacdo. Outra das vantagens

desta técnica prende-se com a detegdo de todo o espetro em simultdneo.[7]

2.2 Fluorescéncia de raios-x

A fluorescéncia de raios-x é um fenémeno utilizado em EDXRF .
Para proceder a esta andlise a amostra é ionizada por uma fonte de radiagdo externa.
[8] Como resultado da ionizagdo podem ocorrer transi¢des radiativas e transi¢des nao

radiativas.

2.2.1 Transi¢des radiativas e nao radiativas

A principal diferenca entre as transi¢oes radiativas e as transi¢des ndo radiativas é que as
transi¢des radiativas emitem fotdes. As transi¢des radiativas podem ocorrer, se a energia
do feixe incidente for superior a energia de ligacdo de um eletrdo das camadas mais
internas do 4tomo. Nesta situagdo o eletrdo absorve parte da energia e é ejetado, formando
uma lacuna, posteriormente ocupada por um eletrdo de uma camada superior, que ao
transitar liberta um fotdo de raios-x.[8]

As transig¢des radiativas continuam a ocorrer até a lacuna se posicionar na camada mais

externa do 4&tomo e um eletrdo livre do meio a preencher (Figura 2.2).
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raios-X

Eletrdo ejetado

Fotdo incidente

Figura 2.2: Esquema das transi¢des radiativas

Nas transi¢des nao radiativas, quando um eletrdo de uma camada superior preenche
a lacuna, é emitido, ap6s rearranjo da estrutura eletrénica, um eletrdo de um estado eletré-
nico exterior ao invés de um fotdo como acontece nas transi¢des radiativas. Este processo
designa-se por efeito de Auger.
Para além do efeito de Auger, por vezes ocorre uma transi¢do de um eletrdo de uma
subcamada superior na mesma camada, (por exemplo:um eletrdo transitar da subcamada
p para uma s, em vez de transitar da camada L para a K como se verifica no efeito de
Auger), a esta transi¢do interna da se o nome de transi¢do de Coster-Kronig.
[8] O rendimento de fluorescéncia indica a probabilidade de ocorrer uma transigdo ra-
diativa, nas camadas interiores, para que a lacuna deixada pelo efeito fotoelétrico, seja
preenchida.
Como se pode verificar na Figura 2.3, o efeito de Auger é mais provével para 4tomos com
menor Z, pois a probabilidade de ocorréncia deste processo é maior caso o intervalo, entre
os estados energéticos onde se encontram a lacuna e o eletrdo de Auger, seja menor.

As transigdes radiativas, predominam para atomos com Z maior.
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Figura 2.3: Gréfico comparativo dos rendimentos de Auger e de fluorescéncia em func¢ao
do ntiimero atémico, adaptada de [9]

Como o rendimento de fluorescéncia é muito baixo para elementos com nimero
atébmico pequeno, a espetrometria de raios-x apresenta pouca sensibilidade para estes

elementos.

2.3 Producgdo de raios-x

Neste trabalho, utilizou-se um tubo de raios-x como fonte de ioniza¢do.A produgao de
raios-x pode ocorrer através de dois processos: desaceleragao de particulas carregadas e
transicOes eletronicas nas camadas mais internas do atomo.

A producdo de raios-x dentro do tubo, advém do aquecimento de um filamento, o catodo,
que emite um feixe de eletrdes, que sdo acelerados, em dire¢do ao dnodo, através de um

campo elétrico como se encontra esquematizado na Figura 2.4 [10].
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Vidro
envolvente
Feixe de eletroes

Filamento

+ |

raios - X

Figura 2.4: Esquema de um tubo de raios-x com janela lateral, adaptado de [11]

A produgdo de raios-x, num tubo de raios-x, pode ocorrer através de dois processos:
desaceleracdo de particulas carregadas e transi¢des eletrénicas nas camadas mais internas
do atomo.

e Desaceleracdo de particulas carregadas

A radiacdo continua é também conhecida por radiacdo de Bremsstrahlung, que tradu-
zindo do alemdo Brems significa travagem e strahlung significa radiagao.

Esta travagem é devida a interacdo do campo de Coulomb do nticleo com o feixe de
fotdes, que provoca uma diminuicdo da energia cinética. Esta diminuicado é traduzida
pela emissdo de um fotdo com energia igual a variacdo da energia cinética gerada pela
travagem.[8]

O resultado desta interagdo, é a obtengdo de um espetro continuo de energias [8].

e Transic¢Oes eletronicas nas camadas internas do alvo

Enquanto existirem lacunas nas camadas eletrénicas, o 4&tomo ndo se encontra no estado
fundamental.

O fotdo emitido devido a uma transigdo radiativa, possui uma energia correspondente a
diferenca de energia das camadas envolvidas na transi¢do, obtendo-se deste modo riscas
caracteristicas do material do a&nodo do tubo de raios-x. A Figura 2.5 representa trés
espetros que foram obtidos com diferentes tensdes, que apresenta raios-x continuos e

caracteristicos.
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Intenaldads
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i
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Energia

Figura 2.5: Espetros continuo e caracteristico aplicando diferentes tensdes[12]

Para determinar a energia dos raios-x caracteristicos utiliza-se a lei de Moseley’s,
equacao 2.1.
E=K(Z—-0)? (2.1)

Onde K é uma constante para uma determinada série espetral, Z é o nimero atémico do

elemento e ¢ é a constante de blindagem.

2.4 Espetro de raios-x

Um espetro de raios-x para além das riscas caracteristicas e do fundo pode também conter
artefactos 2.5.

Quando o efeito fotoelétrico ocorre no centro do detetor, os raios-x caracteristicos do
material do detetor, neste caso de Si, sdo reabsorvidos e contribuem para a energia total do
pico. No entanto, quando este fenémeno ocorre na periferia do detetor existe uma grande
probabilidade dos raios-x caracteristicos escaparem e existe uma perda de energia em
relacdo a energia do sinal. No caso dos detetores de Si, o pico de escape terd uma energia
igual a energia do pico menos 1,74 keV, que corresponde a energia caracteristica do Si.[13]
O pico soma é outro artefacto que pode aparecer num espetro de raios-x. Este pico surge
de uma sobreposigdo especifica de picos, onde dois fotdes de alta intensidade chegam ao
mesmo tempo ao detetor. O pré-amplificador do detetor ndo consegue fazer a distin¢ao
destes dois picos em separado, e assume que existe apenas um com a soma da energia dos
dois.[13]

2.5 Interacao daradiacio com a matéria

O feixe de raios-x com uma intensidade Iy atinge a amostra. O feixe de raios-x ao interagir
com a amostra perde intensidade, passando a ser Iy.

Na figura 2.6, estd ilustrada esta perda de intensidade.
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«+ >

X

Figura 2.6: Esquema representativo da atenuagdo e um feixe de raios-x num alvo

A atenuacdo do feixe é descrita pela lei de Beer-Lambert,

L = Ip x exp[—(u/p)px)] (2.2)

A intensidade varia exponencialmente com a espessura da amostra, x (cm) e da sua
densidade, p (g/cm?), bem como do coeficiente de atenuagdo méssico, que corresponde a
razdo entre o coeficiente de atenuacio linear e a densidade, u/p (cm?/g).

Desta interacdo podem resultar dois efeitos: absor¢do fotoelétrica e dispersdo de raios-x.
e Absorcao fotoelétrica

O efeito fotoelétrico, representado na Figura 2.7, ocorre, quando o &tomo é bombardeado
com fotdes, com energia igual ou superior a energia de ligacao dos eletrdes das orbitais
mais internas. Desta interagdo pode resultar a ejecdo do eletrdo com uma energia cinética

igual a diferenca de energia do fotdo incidente e da energia de ligagao do eletrdo na orbital.

.Eletréo ejetado
Fotdoincidente

Figura 2.7: Esquema do efeito fotoelétrico

De todos os efeitos relacionados com a atenuacdo dos raios-x, o efeito fotoelétrico, é o
efeito dominante para baixas energias, i.e., para energias inferiores a 100 keV, Figura 2.8.
Numa propor¢do mais pequena, mas ainda assim notdvel, consegue-se observar fenéme-
nos de dispersdo de raios-x. Ja a produgdo de pares ndo se observa para energias menores

que 1000 keV, deste modo ndo sera abordada no decorrer deste trabalho, Figura 2.8.
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Figura 2.8: Ilustragdo dos efeitos predominantes na atenuagdo de raios-x, adaptada de [14]

e Dispersdo de raios-x

Quando um fotdo interage com a amostra, ocorre dispersao, que pode ser do tipo coerente
ou incoerente.

A dispersdo coerente ou de Rayleigh, acontece quando a colisdo é eldstica, i.e., 0 4&tomo
ndo fica ionizado nem excitado.

O feixe inicial é disperso sem alterar a frequéncia, e tendo uma relagdo de fase bem definida
entre os feixes incidente e disperso. Este efeito é predominante, para baixas energias e
elementos de Z maiores.

A dispersdo incoerente ou de Compton, é a interagdo de um fotdo com um eletrdo menos
ligado, que leva a uma mudanca de diregdo do fotdo e uma consequente perda de energia.
O efeito de Compton encontra-se esquematizado na Figura 2.9.

Fotdo emitido

Fotdo incidente
R e N e

Eletrdo retrodisperso

Figura 2.9: Esquema da dispersdao de Compton

2.6 Detecao de raios-x

Todos os detetores tém o mesmo principio: a transferéncia de pelo menos alguma parte da

energia da radiagdo para o detetor, onde esta é convertida para impulsos elétricos, por
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serem mais acessiveis a perce¢do humana [15].

Este é caracterizado pelas suas dimensdes, tais como, a espessura da janela, drea ativa,
dimensao do cristal, composigao do cristal, etc. e pelos seus parametros de trabalho, a
resolugdo, a sensibilidade, a eficiéncia, a taxa de contagens e os limites de detecao (detection
limit) (DL) [15].

A resolugdo define a capacidade do detetor de distinguir dois fotdes com energias muito
préximas. Esta é definida como a largura a meia altura (full width at half maximum) (FWHM)
da linha K, do Mn (5,9 keV) [16].

A sensibilidade corresponde a capacidade do detetor de produzir um impulso para um
dado tipo de radiagdo e energia [15].

A eficiéncia do detetor depende da quantidade de fotdes que sdo detetados, em relagdo ao
numero de fotdes emitidos pelo tubo de raios-x.

A taxa de contagens é a razdo do ntimero de fotdes detetados por unidade de tempo.

2.7 Limites de Detecao

Os limites de dete¢do (DL) de um determinado sistema, determina a concentragdo minima
que é detetada de um dado elemento i. Estes podem ser calculados recorrendo a equacgdo
2.3 [16].

DL = SCivNy (2.3)

N P

Onde C; é a concentragdo do elemento i, N, corresponde ao ntimero de contagens do pico
calculadas através da area do mesmo, N; corresponde ao nimero de contagens de fundo,
calculadas através da 4rea abaixo da 4rea do pico [16].
Por néo se ter obtido o valor de Nj, ndo foi possivel calcular os limites de detegdo.
Em anexo, encontra-se calculados os limites de detegdo para os mesmos padrdes que
foram utilizados neste trabalho e seguindo o mesmo protocolo de aquisi¢do, obtidos por

Dias et al.[17]
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CArPiTULO

EQUIPAMENTOS DE EDXRF

Para a realizagdo deste trabalho foram usados dois espetrémetros com diferentes geome-

trias: geometria convencional de micro feixe e geometria Tri-axial.

3.1 Geometria convencional com micro feixe

Nos espetrémetros, com geometria convencional, o sistema é simplesmente constituido
pelo tubo de raios-x e pelo sistema de detecao.

O espectrometro com geometria convencional que foi utilizado neste trabalho foi o
M4Tornado da Bruker.[7] Este equipamento apresenta um micro feixe que se consegue
obter recorrendo a lentes poli-capilares. O feixe de raios-x é produzido num tubo com
janela lateral de Be através da excitacdo do anodo de Rh. O feixe de raios-x passa por
uma lente poli-capilar, constituida por indmeros tubos de vidro oco com didametros muito
pequenos (inferior a 2 ym), que possibilitam a obten¢do de um feixe focalizado, com cerca
de 25 ym, devido a sucessivas reflexdes totais do feixe dos raios-x provenientes do tubo.[7]
Quando o feixe interage com a amostra, sdo criados e emitidos raios-x caracteristicos, que
sdo captados pelo detetor dispersivo em energia.

Este equipamento contém um silicon drift detector, SDD, que por possuir uma elevada
resolugdo em energia, permite uma boa separagdo dos picos no espetro. O detetor tem
como principio de funcionamento a medi¢do da energia dos fotdes incidentes, através da
ionizagdo produzida no material do detetor.[7]

Como se pode observar na figura 3.1, estes detetores assumem uma geometria cilindrica,
em que o anodo é um circulo que ocupa a posigdo central e os elétrodos sdo anelares

concéntricos que se formam em volta do anodo. [8]
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Figura 3.1: Esquema de um SDD [7]

Os elétrodos criam um campo elétrico que guia os eletrdes até a zona central do SDD,
onde sdo coletados pelo anodo. A intensidade de sinal no pré-amplificador é reduzida
devido a disposigdo dos elétrodos, reduzindo o ruido eletrénico. Consequentemente, a
filtragem de eletrdes é menor o que resulta numa taxa de contagens mais elevada. [7]

O SDD do tornado tem uma resolu¢do em energia para o Mn-K, de 140 eV para um area
sensivel de 30 mm?, sendo a sua taxa de contagens superior a 200 kcps.[7]

Tanto o tubo, como o detetor sdo arrefecidos por uma célula de Peltier.[7]

Para melhorar os limites de dete¢do, para uma dada gama de energia, o M4 Tornado tem
um conjunto de filtros. Estes podem ser colocados entre o tubo e a amostra, com o intuito
de atenuar a radia¢do de fundo na zona do espetro pretendida.

Por se querer estudar a possivel existéncia de metais pesados nas amostras, foi utilizado
apenas o filtro de AlTiCu (aluminio 100 pm, titdnio 50 ym e cobre 25 ym) por reduzir o
fundo na gama de energias pretendida (~4 a ~12 keV).[18]

A montagem experimental desta geometria encontra-se ilustrada na Figura 3.2.

Detetor

Tubo / Fonte

deraios X /

Lente
policapilar
SODF ‘-\30"
. Amostra

Figura 3.2: Esquema de um espetrémetro com geometria convencional de micro feixe [7]

4

A andlise pode ser feita em vacuo, de modo a diminuir a atenuagdo dos elementos mais

leves, e de menor energia, no ar. Para além de andlise pontual/4rea, este espetrometro
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permite realizar mapeamentos da distribui¢do dos elementos trago ao longo da amostra.

Para o mapeamento ser possivel, a amostra tem de ser plana e lisa.[7]

3.2 Geometria Tri-axial

Os espetrémetros de geometria Tri-axial, sdo caracterizados por terem, um alvo secundério
de um elemento puro, que é colocado entre o tubo de raios-x e a amostra de modo a for-
marem trés eixos ortogonais. A utilizagdo deste alvo secunddrio, permite, por polarizagao,
uma reducdo significativa da radiacdo de fundo. Por outro lado, teremos como fonte
excitadora da amostra, apenas as riscas caracteristicas do alvo secundério possibilitando
uma radia¢do quase monocromdtica.[19]

O tubo de raios-x, com um anodo de W, produz um feixe primério que passa pela janela
lateral de Be, posicionada a saida do tubo. O feixe de raios-x chega ao alvo secundério
de Mo na diregdo do eixo dos zz, apds atravessar um filtro de prata, o qual absorve as
baixas energias do Bremsstrahlung do espetro. A radiagdo caracteristica do alvo secundé-
rio é colimada segundo o eixo dos yy até a amostra perdendo-se a componente yy do
Bremstrahlung do tubo. A radiacdo caracteristica da amostra é colimada segundo o eixo
dos xx até ao detetor de Si(Li) perdendo-se desta forma a componente segundo xx do
Bremstrahlung do tubo. Os dois colimadores de prata tém como fungado definir a dire¢do
do feixe secunddrio que chega a amostra e a dire¢do do feixe que é detetado. [20]

Com esta geometria ortogonal Tri-axial, ilustrada na Figura 3.3, obtém-se um espectro
praticamente sem fundo, com as riscas caracteristicas da amostra e as riscas de dispersao
do material do alvo secundério, aumentando a sensibilidade e melhorando os limites de

detecao.

2)

@\ % (5)

@)

()
Figura 3.3: Esquema da montagem de EDXRF com geometria Tri-axial: (1)Tubo de raios-
x,(2) Filtro de prata, (3) Alvo secundario de Mo, (4) Colimadores, (5) Amostra, (6) Detetor
de Si(Li). [20]

O detetor utilizado é composto por Si dopado com Li. Este tem uma drea ativa de 33
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mm? e uma janela de Be com 8 ym de espessura. Estes detetores sdo arrefecidos a azoto

liquido (77 K), o que permite detetar fotdes com altas energias e com boa resolugdo em
energia. J4 a taxa de contagens é baixa e a resolugdo em energia é de 130 eV nos 5,9 keV.[20]
O sistema Tri-axial apresenta vérias vantagens. Aumenta a sensibilidade do aparelho e
reduz a radiagdo de fundo. Por esta razdo, torna-se possivel a identificacdo de elementos
trago, em menores concentra¢gdes na amostra, tornando mais vidvel a caracterizagdo quan-

titativa da amostra. [20]
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CAPITULO

METODOS QUANTITATIVOS

Em espetrometria de fluorescéncia de raios-x, existem diversos métodos de quantificagdo.
Quantificar os elementos trago em fluorescéncia de raios-x (X-ray fluorescence) (XRF) nado é
uma tarefa trivial, tornando-se muitas vezes um exercicio complexo devido a dificuldade
em corrigir os efeitos de matriz de absorgdo e refor¢o.[21]

Para os resultados serem fidedignos, as amostras devem ser o mais homogéneas possivel.
Os métodos quantitativos dividem-se em dois grandes grupos, os métodos mateméticos e
os métodos comparativos.

O método matematico mais popular é o método dos parametros fundamentais. Os métodos
comparativos dividem-se em, métodos de compensacdo (Padrdo externo, padrdo interno
e adigdo (spiking)) e corregdo de absorcao. [22]

A figura 4.1 exibe um fluxograma que descreve os diferentes métodos existentes.

Figura 4.1: Fluxograma dos diversos métodos quantitativos existentes

Métodos
Quantitativos
Método Métodos
Matematico Comparativos
Parametros Compensacao Correcgao de
Fundamentais ‘ Absorc¢ao
Padrao Padréao Spiking
Interno Externo

19



CAPITULO 4. METODOS QUANTITATIVOS

No decorrer deste trabalho serdo apenas descritos com detalhe os mais comuns/utili-
zados.

4.1 Efeitos de Matriz

Em espetrometria XRF, sdo denominados efeitos de matriz, os fendmenos de atenuacdo
dos raios-x caracteristicos e alguns elementos presentes na propria amostra e consequente
sobrevalorizagdo por reforgo dos raios-x caracteristicos de outros elementos.[23]

As absor¢des primdria e secundéria ocorrem quando os elementos da amostra absorvem a
radiagdo primadria e caracteristica, respetivamente.[23]

Quando os elementos da matriz emitem radiacdo caracteristica de energia ligeiramente
superior a energia de absorgdo do elemento analisado, este elemento é excitada emitindo a
radiacdo caracteristica para além da energia proveniente do tubo de raios-x. Este processo
é denominado fluorescéncia secundaria.[23]

Os efeitos de de absorcao e reforgo sdo ilustrados no grafico da Figura 4.2. Como exemplo
usam-se compostos bindrios de FeMn, FeCr e FeNi, em que o Fe é apresentado com a
mesma concentracdo para todos os compostos. Quando os efeitos da matriz sdo negligiveis
ou constantes, verifica-se uma relagdo linear entre a intensidade da radiacdo e a fragao
molar da amostra (curva A). Na curva B, a intensidade do Fe vai diminuir porque a energia
carateristica do Fe é superior a energia de ioniza¢do do Cr. Deste modo, o Cr é ionizado
pela radiacdo caracteristica do Fe, verificando-se uma atenuagdo deste e consequente
dimnuicao da intensidade medida. A curva C ilustra o efeito de reforco, no caso da
determinacdo do Fe existente no composto FeNi. Isto acontece porque o Fe tem uma
energia de ionizacdo inferior a energia caracteristica do Ni, deste modo, o Fe é ionizado
pelo Ni verificando-se a fluorescéncia secundéria. O resulta é uma intensidade do Fe
superior a que era esperada. A energia carateristica do Fe é muito proxima da energia de
ionizagdo do Mn, sendo pouco provavel a sua ionizagdo. Nesta situagdo ndo se verifica

fluorescéncia secunddria e a curva D aproxima-se da curva A.[23]
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Figura 4.2: Gréfico da variagdo da intensidade relativa do Fe e a fragdo maéssica do Fe:
Curva A-efeitos matriz desprezaveis; B-Matriz FeCr; C-Matriz FeNi; D-Matriz FeMn [23]
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4.2 Métodos Matematicos

Os métodos matematicos, sdo assim denominados por tomarem em consideracao os efeitos

matriz em vez de os eliminar ou medir.

4.2.1 Parametros Fundamentais

O método dos pardmetros fundamentais (PF) é um método iterativo de determinacdo da
composicdo de uma amostra desconhecida. Inicialmente é assumida uma determinada
composicdo para a amostra, as intensidades tedricas correspondentes a essa composicdo
sdo comparadas com o espetro experimental. A composicdo é ajustada até o espectro
tedrico coincidir com o experimental.

Para a utilizacdo deste método tém de se considerar, diversos aspetos como as condi¢des
de medigdo e a configuragdo experimental, sendo que estes aspetos se relacionam com a
intensidade medida.

A concentracdo de cada elemento detetado varia proporcionalmente com a intensidade de
fluorescéncia de raios-x.

Os efeitos de outros elementos presentes na amostra podem ser calculados usando parame-
tros fisicos conhecidos, nomeadamente o coeficientes de absor¢ao fotoelétrica, coeficientes
de atenuagdo madssico, probabilidades de transi¢des, rendimentos de fluorescéncia, entre
outros, valores estes que se encontram em bases de dados cientificas.

Este método utiliza a equagdo de Sherman, para proceder a quantificagdo dos elementos
presentes na amostra, considerando a fluorescéncia priméria e secundaria.[23]

Em 1955, Sherman prop0s uma equagao para calcular a intensidade de fluorescéncia de
raios-x, I;, numa amostra, com uma espessura x, com composigdo conhecida. Mais tarde,

Shiraiwa e Fujino melhoraram essa equagdo, dando origem a eq.4.1.[23]
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Na eq.4.1, dQ) representa o angulo s6lido; 7,j sdo os indices do elemento analisado e do
elemento da matriz; Q; é a sensibilidade do espetrémetro para a radiagdo caracteristica
em andlise i; W;, W; sdo fragdes massicas; Ay € Aegge, © comprimento de onda minimo
corresponde a energia méxima do espetro e o comprimento de onda edge é o comprimento
de onda da descontinuidade de absor¢do de um dado elemento; 7;(A) € o coeficiente de
absorcao fotoelétrico do elemento i em analise, em func¢do do comprimento de onda da
radiagdo primdria A; Ip(A) € a intensidade da radiagdo primadria; p representa a densidade
da amostra; g; é a sensibilidade do método para o elemento i, é aqui que entram as sec¢des
eficazes, os rendimentos de fluorescéncia, descontinuidades de absorcao, etc.; x(A, A;) é o
coeficiente de atenuacdo madssico total da amostra para a radiacdo incidente; ¢, é o angulo
de incidéncia e S;; representa o termo de reforgo para o elemento j da matriz.

Caso se conhega a matriz da amostra em estudo, esta equagdo possibilita o calculo da
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intensidade de fluorescéncia. Para tal, é necessario ter conhecimento de todos os pardme-
tros fisicos (parametros fundamentais) existentes na equagdo. O método dos parametros
fundamentais tem servido de base para o estudo e desenvolvimento de métodos para
andlise de amostras de interesse geolégico, biolégico, ambiental e agronémico, tendo a

vantagem de necessitarem de um pequeno nimero de padrdes. [24]

4.3 Métodos Comparativos

Os métodos comparativos fazem uma aproximacdo do efeito matriz de um ponto de
vista global. Estes métodos sdo mais adequados para andlises parciais, por exemplo a

determinacdo de um ou dois elementos de uma amostra.[22]

4.3.1 Métodos de Compensacao

Enquanto as corre¢des matematicas podem ser visualizadas como séries de efeitos indivi-
duais. A principal caracteristica dos métodos comparativos é que ndo necessitam de fazer
uma andlise completa a amostra, ndo deixando de ser preferivel a anélise a um ou poucos

elementos.[22]

4.3.1.1 Método do padrao externo

O método do padrio externo ou método de comparacgao direta é adequado para analisar
amostras, em que a matriz se assume constante em comparagdo com a amostra padrao.
Este método consiste em determinar a concentracdo dos varios elementos da amostra,
comparando a intensidade de fluorescéncia com a de padrdes do mesmo tipo. Tais compa-
ragdes so se justificam se o elemento estiver associado a uma matriz uniforme que dé uma
curva de intensidade como uma fung¢ao da concentragado.[22]

De um ponto de vista pratico, calcula-se uma curva de calibragdo de intensidades em
funcdo de energias. A curva de calibracdo para um elemento numa matriz conhecida pode
ser usada para calcular a curva de calibragdo do mesmo elemento numa outra matriz.[22]
A intensidade da radiagdo dispersa é inversamente proporcional ao coeficiente de atenua-
¢d0 massico dos elementos da amostra.[13]

O coeficiente de atenuagdo mdssico é um parametro que descreve a interagdo de radiagdo
eletromagnética de alta energia com a matéria, através da absorgédo fotoelétrica, da disper-
sdo de Compton e da dispersao de Rayleigh.[25]

Este coeficiente, fornece uma grande variedade de informagdes sobre as propriedades
fundamentais da matéria a nivel atémico e molecular.[25]

Os coeficientes de atenuacdo mdssicos de dois comprimentos de onda diferentes sdo

virtualmente proporcionais, independentemente da composi¢do da matriz. Isto diz nos
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que nao ha descontinuidades de absorcao significativas entre os dois comprimentos de
onda considerados.

Uma das vantagens deste método é permitir a determinacao de elementos com concentra-
¢do baixa na amostra.

Este método, é adequado quando as variagdes da matriz em estudo sdo pequenas, por
exemplo, nos casos de andlises de controlo.[22]

Gonzalez-Fernandezet al. [26] usaram diversos padrdes externos para corrigir a intensi-
dade do pico de Pb dividindo a mesma pela intensidade do pico de Compton.
Discenzaet. al [27] utilizaram padrdes externos para a determinagdo de chumbo e arsénio
em solos. As amostras foram usadas secas e moidas tendo sido recolhidas da zona metro-
politana de Nova Iorque. Para a analise foi utilizado um espetrémetro de fluorescéncia de
raios-x portatil.

Trunovaet al. [28] usaram o métodos do padrado externo com correcdo de absorc¢do para
fazer anélise de Fluorescéncia de raios-x por radiagdo de sincrotrdo (Synchrotron Radia-
tion X-ray Fluorescence) (SRXRF) em tecidos bioldgicos. Eles concluiram que este método
permite obter resultados quantitativos bastante precisos mesmo com muitas diferengas
nas propriedades de absorcdo e dispersdo das amostras de teste e de referéncia. As des-
vantagens deste método prendem-se com a necessidade de efetuar medidas preliminares
do coeficiente de atenuagdo mdssico dos materiais de teste e dos erros que podem ocorrer
na extrapolacdo das dependéncias abaixo do intervalo de energias medidas experimen-
talmente. Horntrichet al. [29] desenvolveram uma investigacdo sobre a distribuicdo e
homogeneidade dos elementos em amostras Fluorescéncia de raios-x por reflexao total
(Total Reflection X-ray Fluorescence) (TXRF) usando micro fluorescéncia de raios-x com feixe
de radiagao de sincrotrao (Synchrotron -radiation-induced micro X-ray fluorescence) (SR-micro-
XRF) para validar o uso dos padrdes internos e melhorar a quantificagdo utilizando o
método dos padrdes externos. Os autores, concluiram que para amostras de Ni, o método

dos padrdes externos é possivel de usar a partir dos 150 ng de Ni.

4.3.1.2 Método do padrao interno

Ao contrério do que acontecia no método do padrédo externo, este método pressupde a
utilizacdo de produtos quimicos. Deste modo, a amostra é misturada com uma quantidade
fixa de um elemento, o padrao interno, que apresente propriedades de fluorescéncia
semelhantes aos elementos presentes na amostra.[22] A proporcdo da intensidade do
elemento da amostra com a intensidade do padrao interno deve ser independente da
matriz e proporcional a concentracdo de ambos os elementos.[22] Para a escolha do padrao

interno tém de se considerar dois aspetos muito relevantes:
i O elemento adicionado ndo pode existir na amostra

ii O elemento em andlise e o padrdo interno devem ser afetados do mesmo modo

por todos os elementos da amostra, que na maioria dos casos requer que ambas as
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radiacdes fluorescentes tenham praticamente o mesmo comprimento de onda.

Este método apresenta como vantagens a possibilidade de obter resultados com grande
precisdo, é aplicdvel a uma vasta gama de concentragdes dadas as duas linhas com in-
tensidades da mesma ordem de grandeza e as razdes de intensidade sdo pouco afetadas
por variagdes nas condi¢des experimentais. No entanto, encontrar um padrédo interno
adequado é uma tarefa complicada por ser dificil satisfazer as condi¢des da escolha do
padrdo interno mencionadas em cima. A introdugdo do elemento padrdo pode causar
problemas na determinacdo de outros elementos na amostra, tais como, efeitos matriz e
sobreposicdo de linhas.[22]

Devida a esta tiltima condicionante, este método é normalmente utilizado para determinar
apenas concentracdes de um elemento presente na amostra em estudo.[22]

Chiwesheet al. aplicaram cinco padrdes internos diferentes (Sc, Co, Y, In e La) para o
estudo de metais preciosos como a platina e o ouro. O objetivo do estudo de Chiweshe
et al. era determinar o padrao interno ideal para quantificar os metais preciosos e para
explicar porque razdo uns padroes sdo mais bem sucedidos que outros para a quantifica-
¢do dos metais.[30] Estes metais, principalmente o grupo da platina, sdo extremamente
importantes e tteis nos tempos que decorrem. Eles sdo usados para reduzir a polui¢do.[30]
O método do padrdo interno também pode ser utilizado para o estudo de medicamentos.
Mzyket al. ao estudarem comprimidos que continham revestimento de celulose, utili-
zaram Sr como padrdo interno para simplificar a andlise quantitativa de fluorescéncia
de raios-x em amostras em pé. Os autores observaram que a adicdo de carbonato de
estroncio (SrCO3) como padrdo interno, era o mais apropriado para efetuar a anélise
por fluorescéncia de raios-x dispersiva em comprimento de onda (Wavelenght Dispersive
X-ray Fluorescence) (IWDXRF), para corrigir os efeitos matriz e os efeitos do tamanho do

granulado da amostra.[31]

4.3.1.3 Método de Spiking

O método de Spiking ou adicdo, consiste em introduzir na amostra em estudo, o elemento
que pretendemos obter a concentragao, em concentragdes conhecidas. E feita uma compa-
ragdo da intensidade de fluorescéncia antes e depois da adigdo do elemento em estudo,
sendo usadas para obter a concentragdo através de calculos. Este método permite fazer
uma compensacado do efeito matriz.[22]

Este método deve ser considerado quando se pretende determinar concentra¢des de um
elemento em amostras complexas. Ao contrario do que acontece no método do padrao
interno, este pode ser utilizado em qualquer tipo de matriz.[22]

Este método s6 permite encontrar elementos com baixa concentragdo na amostra. A dificil
preparacdo da amostra e a dificuldade em obter concentra¢des conhecidas, fez com que
este método seja pouco usado.[22] Este método, foi aplicado num estudo realizado por
Stankeyet al. [32] que visava avaliar a técnica de XRF como método para uma rdpida
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andlise para determinacdo de s6dio no queijo. Neste estudo, para quantificar o s6dio
existente na amostra, foi feita uma calibracdo com padrdes de queijo Spiked com cloreto de
sédio (NaCl), com concentracdes de Na entre 0-4%, os autores revelam que a preparacao
das amostras para este método ndo é complexa.

Chan at al. [33] utilizaram o método de Spiking para determinar a quantidade de calcio em
leite em p6 utilizando XRF. Os autores concluem neste estudo a superioridade do método

da adicdo relativamente ao dos padrdes externos, que serd abordado mais a diante.

4.3.2 Método de Correcao de Absorcao

Dentro do Método de Corregdo de Absorcdo destaca-se o método de radiagdo dispersa.

Neste método, a intensidade de radiagdo fluorescente e de radiagdo primadria dispersa
pela amostra a um comprimento de onda préximo da linha de fluorescéncia, sdo afetados
da mesma forma pela absor¢do da amostra. Assim sendo, a razdo das intensidades é
praticamente independente da matriz. Esta razdo é insensivel a algumas variaveis, tais
como as condi¢des de excitacdo da amostra, travagem e variagdes das caracteristicas
fisicas na amostra, tais como, o tamanho das particulas ou o p6 compactado. Este método
é apenas semi-quantitativo. Como este método ndo compensa os efeitos de reforco, é
preferencialmente aplicdvel a elementos de Z maior que os Z dos elementos da Matriz.
A radiacao dispersa tem de ser conhecida com precisdo suficiente, o que significa que as
medidas tém de ser feitas com os picos de Compton e Rayleigh provenientes do Tubo de
raios-x. Estas condi¢des podem ser encontradas quando se quer analisar concentragdes
baixas de elementos pesados em matrizes leves, tais como, materiais biolégico e geolégicos.
A figura 4.3 refere-se a um estudo que visava determinar a intensidade de Sr em amostras
geoldgicas com uma grande variedade de elementos trago. Como se pode ver na figura 4.3,
quando é feito o ajuste da reta com a corregdo de Compton, a intensidade do elemento na
amostra e a concentragdo variam linearmente 4.3(b), contrariamente aquilo que se verifica

quando ndo é aplicada a correcdo 4.3(a).[13]
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Figura 4.3: Figura adaptada de [13] (a)Taxa de contagem do SrKa em fungdo da concen-
tragdo de Sr (b) razdo entre a taxa de contagem da radiagdo SrKa e do pico de Compton
estd em funcdo da concentragdo de Sr.
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Zeynepet al. [34] usaram o método da razdo do pico de dispersdo, conhecido também
por método do padrdo interno com dispersdo de raios-x, para fazer a andlise quantitativa.
Para isso, obtiveram as curvas de calibracdo da razdo dos picos de intensidade dos ele-
mentos da amostra com os picos de dispersdo mais intensos Rayleigh com Compton R/C.
Os picos da razao de Compton foram calculados a partir das areas do pico de Compton.
As curvas de calibragdo foram definidas como concentracdo em fung¢do da razao das
intensidades dos picos caracteristico com o de Compton.

Pereira et al. [25] desenvolveram um método para corrigir a radiagdo absorvida a baixas
energias (<30 keV) aplicada a matrizes biolégicas. Este método baseia-se na razao dos
picos de Rayleigh e Compton e no nimero atémico efetivo. Para a validacdo do método
foi utilizado o Método de Transmissdo, que ndo sera abordado no decorrer deste trabalho.
Os resultados experimentais estavam em concordancia com os do método de validagao,
demonstrando que esta correcdo é adequada para amostras biolégicas.
Gonzalez-Fernandezet al. [26] desenvolveram um estudo com o objetivo de analisar
chumbo em residuos de tritura¢do automével, recorrendo a técnica de EDXRF para efetuar
a andlise e ao método quantitativo de correcdo das intensidades pelo pico de Compton.
Este método foi utilizado para compensar os efeitos matriz. Os autores referem que o uso
adequado da corregdo através das razdes de intensidade e Compton (Elemento/Compton)
permite uma boa linearidade de calibracdo dos elementos pesados abaixo do valor atémico
médio da composigdo quimica que assim permite a quantificagdo de amostras de matrizes
complexas.[26]

Reynalds [35] desenvolveu um trabalho onde pretende estimar o coeficiente de absor¢do
maéssico pela dispersdao de Compton.O autor pretende fazer essa estimativa fazendo cor-
recdes da matriz a elementos trago analisados por XRFE. O autor refere que a principal
vantagem dos métodos de anélise de elemento traco por fluorescéncia de raios-x é o facto
de se poder estudar vérios elementos e o facto de se obterem expressdes simples, por
exemplo, se a matriz é constante é encontrada uma relagdo linear entre a concentracdo do
elemento trago e a intensidade da radiacdo. Neste estudo, a corregdo usada foi a do pico
de intensidade de Compton pelo de Rayleigh.[35]
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5.1 Procedimento experimental

5.1.1 Preparacao das amostras

As amostras utilizadas neste trabalho, anteriores ao séc. XXI, foram cedidas pelo museu de
arqueologia de Almada e as do séc. XXI foram recolhidas no estudrio do Tejo. As conchas
foram imersas em dgua para facilitar a remogédo das areias e dos restos do molusco. Ao
fim de cerca de 20 min as amostras foram esfregadas e passadas por dgua corrente.

Para serem analisadas, as amostras foram moidas num almofariz até se obter um p6 muito
fino e homogéneo. De seguida o p6 foi prensado em pastilhas com 15 mm de diametro,
sem recorrer a qualquer tratamento quimico. Para o efeito foram aplicados 1,7x10° Pa de
pressdo e quando a pastilha ficou pronta foi colada num folha de Mylar e introduzida num
porta-amostras. No fim de cada preparagdo de amostra, todo o material foi desinfetado
com &lcool. Por fim, a amostra esta pronta para ser analisada.[20]

No caso dos padrdes, estes ja estdo na forma de pd, pelo que o processo a partir deste

ponto é igual ao que foi aplicado as amostras.

5.1.2 Anélise das amostras

Comegou-se por analisar diversas espécies de bivalves, figura 5.1, porém optou-se por
considerar apenas as conchas de ameijoas, por serem as tinicas que se encontravam repre-

sentadas em todas as épocas.
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Figura 5.1: Fotografia de varias espécies de conchas: 1- Crassostrea Gigas (ostra); 2- Donax
(conquilha); 3- Mytilus edulis (mexilhdo); 4- Cerastoderma edule (berbigao); 5- Spisula
solida (ameijoa) e 6- Concholepas concholepas (caracol do mar).

Todos os padrdes e amostras foram analisados nos equipamentos M4Tornado e no

sistema Tri-axial, figuras 5.2 e 5.3.

Figura 5.2: M4Tornado da Bruker - equipa- Figura 5.3: Equipamento de EDXRF com geo-
mento de EDXRF com geometria conven- metria Tri-axial
cional

No sistema Tri-axial, o gerador de alta tenséo foi utilizado com 50 kV de tenséao e 20
mA de corrente, e tempo de aquisigdo de 1000 s. Este processo foi repetido para todas as
amostras e padrdes.[19]

Para o M4Tornado, aplicou-se uma tensdo de 50 kV ao gerador de alta tensdo e uma cor-
rente de 300 A ou de 600 uA, conforme o filtro escolhido para a anélise. Para a aquisi¢do
com o filtro de Al12.5 aplicou-se uma corrente de 300 A e para o filtro de AITiCu 600 pA.
O sistema Tri-axial, estd dimensionado para analisar amostras com o formato que foi
explicado na Preparagdo das amostras, ao contrario do equipamento M4Tornado, que
é constituido por uma plataforma ajustavel tanto na vertical como na horizontal, que
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permite selecionar a zona da amostra que queremos estudar. Este equipamento permite
também escolher a drea a analisar. Para as nossas amostras escolheu-se uma area de 16
mm? (4x4 mm?) e ndo um ponto, porque as pastilhas ndo sdo homogéneas e fazendo uma
area temos uma melhor aproximagdo da composicdo global. Escolheu-se o modo de aquisi-
cdo serpentina e uma taxa de aquisigao de 5,00 mm/s. O modo serpentina adquire fazendo
um varrimento de toda a 4rea da amostra escolhida num movimento em serpentina, i.e.,
aos S's.

Na figura 5.4 estd representado um esquema com os parametros de aquisi¢do utilizados
pelo M4Tornado. Foi escolhida uma 4rea de 16 mm? (4mm x 4mm)e a analise foi feita
usando o varrimento em serpentina. Cada anélise foi feita em 3 ciclos a um taxa de aqui-
si¢do de 5.00 mm/s. Para cada amostra foram feitas duas medi¢gdes uma usando o filtro
de Al12.5 e outra com o filtro de AlTiCu. Para cada filtro foram escolhidos os parametros
apresentados na figura 5.4

Figura 5.4: Esquema explicativo do protocolo de aquisi¢do usado pelo M4Tornado.

Modo de aquisicao
16 mm? (4x4 mm)
Serpentina
3 ciclos
5.00 mm/s
Filtro: Al12.5 Filtro: AlTiCu

300 ym 600 ym
50 kV 50 kV
10 min 10 min

5.1.3 Tratamento de dados

Ap0s a preparagdo dos padrdes, estes sdo analisados nos espetrémetros de fluorescéncia
de raios-x, que devolvem um espetro de intensidade em funcdo da energia.

O espetro é tratado no software OriginPro®, para se remover o fundo e ajustar os picos,
por forma a calcular as dreas dos diversos picos. O ajuste dos picos recorre ao uso de
curvas Gaussianas, sendo preciso fazer o ajuste da largura a meia-altura e do méximo da
funcdo, para cada pico. Para o ajuste do fundo, foi criada uma linha de base, que ajusta a
base de todos os picos.

Com a linha de base definida e os picos ajustados, o programa faz o cdlculo das dreas entre
a linha de base e a curva gaussiana.

Existem outros softwares, como o Winaxil®, que fazem o ajuste do espetro, mas sdo

29



CAPITULO 5. METODOLOGIA

incapazes de ajustar com o Compton e o Rayleigh, dai se ter usado o OriginPro®.

A figura 5.5 pertence ao padrao caprine04 obtido pelo equipamento Tornado e a figura

5.6 pelo Tri-axial. A linha verde corresponde ao ajuste da baseline e a linha vermelha

corresponde ao ajuste feito aos picos presentes nos espetros.

Como se pode observar nas figuras 5.5 e 5.6 também se consegue fazer ajustes dos picos

que estdo sobrepostos.
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Figura 5.5: Espetro do padrao caprine04 obtido com o tornado, onde a linha de base é
representada pela linha verde e o ajuste dos picos pela linha vermelha
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Figura 5.6: Espetro do padrao caprine04 obtido com o Tri-axial, onde a linha de base é
representada pela linha verde e o ajuste dos picos pela linha vermelha
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5.2 Métodos quantitativos usados

5.2.1 Meétodo dos parametros fundamentais

O método dos parametros fundamentais, estd implementado nos softwares de andlise e
quantificagdo dos equipamentos que foram utilizados. Para a andlise quantitativa é apenas
necessdrio escolher os elementos que estamos interessados, ndo sendo preciso recorrer a
padrdes certificados. Para este método, os padrdes servem apenas para a validagdo do
método.

O software do M4Tornado, permite escolher a matriz das nossas amostras, como sendo

carbonato de calcio (CaCOs).

5.2.2 Meétodo comparativo com correcao de intensidades

As amostras e 0s padrdes ndo apresentam exatamente a mesma matriz, no entanto, apre-
sentam uma matriz semelhante, de hidroxipatite (Ca;9(PO4)s(OH)2) em vez de CaCOs.
Assim sendo, é necessério utilizar métodos de correcdo das intensidades caracteristicas
baseados nos picos de dispersdao com o Compton, com a razdo Rayleigh-Compto (R/C) e
com a razdo Compton-Rayleigh (C/R).

Para a quantificacdo dos elementos trago existentes nas amostras foram utilizados o mé-
todo dos parametros fundamentais e um novo método, adaptado, que combina a utilizagdo
de padrdes externos recorrendo a corre¢des com os picos de dispersdo, para a corregdo
dos efeitos matriz.

O método dos padrdes externos, ou método comparativo, apoia-se no uso de padrdes
certificados, como ja foi explicado no capitulo 4.

Os padrdes devem ser escolhidos conforme a matriz da amostra e tendo em atencdo os
elementos trago que estamos interessados em estudar.

Para a implementacdo deste método utilizaram-se os seguintes padrdes de osso:

e NYS RM 05-01 Lead in Bovine Bone (bovine(01)

NYS RM 05-02 Lead in Bovine Bone (bovine02)

NYS RM 05-03 Lead in Caprine Bone (caprine(03)

NIST-1486 (Bone Meal)

NIST-1400 (Bone Ash)

As fichas com os valores certificados dos vérios padrdes encontram-se em Anexo.

Para a correcdo com os picos de dispersdo, utilizam-se os valores das dreas obtidos no
OriginPro® e sdo construidas curvas de calibracao da intensidade

Nas figura 5.7 a 5.11, estdo representadas as regressdes lineares para o varios elementos

em estudo (Ca,Fe,Zn,Pb,Sr), aplicando a corre¢do da drea com o pico de Compton.
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Figura 5.7: Regressdes linear para o Ca aplicando a corre¢do com o pico de Compton. Os
gréficos do lado direito correspondem aos dados adquiridos com o Tornado e os do lado

esquerdo pelo Tri-axial
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Figura 5.8: Regressdes linear para o Fe aplicando a corre¢do com o pico de Compton. Os
gréficos do lado direito correspondem aos dados adquiridos com o Tornado e os do lado

esquerdo pelo Tri-axial
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Figura 5.9: Regressdes linear para o Zn aplicando a corre¢do com o pico de Compton. Os
gréficos do lado direito correspondem aos dados adquiridos com o Tornado e os do lado

esquerdo pelo Tri-axial
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Figura 5.10: Regressdes linear para o Pb aplicando a corre¢do com o pico de Compton. Os
gréficos do lado direito correspondem aos dados adquiridos com o Tornado e os do lado
esquerdo pelo Tri-axial
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Figura 5.11: Regressdes linear para o Sr aplicando a correcdo com o pico de Compton. Os
gréficos do lado direito correspondem aos dados adquiridos com o Tornado e os do lado
esquerdo pelo Tri-axial

5.2.3 Valida¢ao do método

Um sexto padrdo, NYS RM 05-04 lead in Caprine Bone, ou caprine04, foi utilizado, para
validar o método quantitativo.

Nas tabelas 5.1 e 5.2, estdo representados os resultados das concentragdes para as amostras
analisadas no M4Tornado e no Tri-axial, respetivamente. Nas tabelas, para além dos resul-
tados do Nosso método, também estdo os resultados obtidos pelo método dos parametros
fundamentais.

Comparando todos os valores das concentra¢des obtidas com os valores certificados,
praticamente todos os valores correspondem a mesma ordem de grandeza e por isso
podemos considerar que o Nosso método é valido para quantificar as amostras. A escolha
do melhor método quantitativo, para as nossas amostras, sera feita no capitulo de Analise
de Resultados, Capitulo 6.
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Tabela 5.1: Quantificagdo do padrao caprine04 obtido no M4Tornado (E=10")

Caprine 04
Tornado
Certificado (ug/g) PF (ug/g) A% | Compton (ug/g) | A% C/R A% | R/C(ug/g) | A% | S/ Corregdo (ug/g) | A%
Ca 2,64E5 2.6E5+7E4 2 2.6E5+2.6E4 2 | 2.7E54+2.7E4 | 2 | 2.8E54+2.8E4 | 6 2.6E5+2.6E4 2
Zn 8.1E1 9.1E1+1E-2 12 9E1+9 11 9E1+9 11 | 1.1IE2+1.1E1 | 36 8E1+8 1
Pb 3.15E1+7.00E-1 3.8E1+1.0E-3 21 1.4E1£1.0 57 1.4E1£1.0 56 1.4E1+£1.0 56 14E1+1.0 56
Sr 1.5E2 1.34E2+2.00E-2 | 11 1.6E2+1.6E1 7 | 1.6E2£16E1 | 7 2E2+2E1 33 1.5E2+1.5E1 0
Tabela 5.2: Quantificagdo do padrao caprine04 obtido no Tri-axial (E=10")
Caprine 04
Tri-axial
Certificado (tg/g) | PF (ug/g) | A% | Compton (ug/g) | A% | C/R(ug/g) | A% | R/C(ug/g) | A% | S/ Corregao (ug/g) | A%
Ca 2.64E5 2.6E5+2.0E4 | 2 2.6E5+2.0E4 2 | 27E54+27E4 | 2 | 2.7E5+£27E4 | 2 2.9E5+2.9E4 10
Zn 8.1E1 8.7E1+£9.0 7 8.8E1+£9.0 9 9.1E1+£9.0 12 | 1.2E24+1.2E1 | 48 100+£10 23
Pb 31.5+0.7 3.3E1+4.0 5 3.5E1+4.0 11 2.1E1+£2.0 33 1.9E1+2.0 40 2.3E1£2.0 27
Sr 1.5E2 1.5E24+2.0E1 | 0 1.5E24+1.5E1 0 | 1.6E2+1.6E1 | 7 | 1.9E2£19E1 | 27 1.7E241.7E1 13

Para cada método foi calculada a diferenca dos valores das concentragdes obtidas com
o valor das concentragdes certificadas. Estes valores estdo representados sob a forma de
percentagem nas tabelas 5.1 e 5.2.
Olhando para as diferengas (A%), pode-se excluir o método com a corre¢do com a razdo do
Rayleigh e do Compton e o método que néo recorre a corre¢des com os picos de dispersao,
por serem os métodos que tém valores mais distantes dos valores certificados.

5.2.4 Implementacao dos métodos

A figura 5.12 representa um espetro tipico das amostras que foram estudadas neste traba-
lho. Os elementos que foram quantificados foram o Ca, o Fe, o0 Zn, o Pb e o Sr, que estdo
indicados nos espetro da figura 5.12.

Substituindo os valores das dreas dos picos, ou o da drea com corregdes dos picos de
dispersdo, nas regressoes lineares 5.7 a 5.11, obtém-se o valor da concentragdo para cada
elemento da amostra.

Podemos verificar que os espetros dos padrdes, figuras 5.5 e 5.6, sdo muito semelhantes
aos das amostras, figura 5.12 , de um ponto de vista qualitativo.

100000 1000000 —
Tri-axial
sec.XXI

Ca a)

Tornado
Sec.XX!

100000
10000

10000

=
o
(=}
o

1000

Contagens
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100 100

10 10

20 10 12
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Figura 5.12: Espetros de uma amostra do século XXI adquiridos com os equipamentos
a)Tornado e b)Tri-axial.
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ANALISE DE RESULTADOS

No capitulo 5, foi feita uma primeira filtragem dos métodos quantitativos, comparando as
concentrac¢des obtidas com as certificadas.

Considerando os restantes métodos, para cada elemento foram elaborados dois graficos de
barras. Um para representar os resultados obtidos no Tornado e o segundo pelos espetros
adquiridos pelo Tri-axial.

Como j4 foi referido anteriormente, o calcio é um elemento da matriz, pelo que nao é
esperado que varie significativamente ao longo dos séculos. No entanto, olhando para
a figura 6.2, pela correcdo de C/R este elemento varia consideravelmente e na Idade do
Bronze apresenta uma incerteza muito elevada.

No apéndice A, estdo relacionados os resultados das concentragdes do célcio para o mesmo
métodos quantitativo. Comparando a concentragdo do célcio usando o método quantita-
tivo dos PF, verifica-se que a diferenca de concentragdes entre os resultados do Tornado e
do Tri-axial ronda os 40%. No caso dos resultados do Tri-axial os valores sdao demasiado
elevados.

No caso dos resultados obtidos pela correcdo com o Compton, figuras 6.1 e 6.2, 0s re-
sultados ao longo dos tempos sdo praticamente constantes e a variagdo entre os dois

equipamentos mantém-se na mesma ordem de grandeza.
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Figura 6.1: Grafico das concentragdes do Ca, obtidas no tornado, recorrendo aos métodos
quantitativos dos PF, corregdo com C/R e corregdo com o Compton.
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Figura 6.2: Grafico das concentrac¢des do Ca, obtidas no Tri-axial, recorrendo aos métodos
quantitativos dos PF, corre¢do com C/R e corregdo com o Compton.

Para o Fe, representado nas figuras 6.3 e 6.4, 0 método que menos se adequa é o
da corregdao de C/R. No caso dos resultados obtidos pelo Tri-axial, na Idade do Bronze,
atendendo a incerteza dos resultados as concentra¢des ndo sdo consideradas. Ja nos dados
do Tornado, este método parece pouco consistente, pois ao contrdrio dos PF e da correcdo
com Compton, as concentragdes ndo variam do mesmo modo ao longo dos tempos.

36



Fe

M Tornado - PF mTornado - C/R m Tornado Compton

1.2E+03
o 1.0E+03

%'f 8.0E+02

 6.0E+02
4.0E+02
2.0E+02 i
0.0E+00 ﬁ

sec. XXl sec.XVI sec.Xll sec.Vlla.c. Bronze

Epoca

Concentrac:

Figura 6.3: Gréfico das concentragdes do Fe, obtidas no tornado, recorrendo aos métodos
quantitativos dos PF, corregdo com C/R e corre¢cdo com o Compton.
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Figura 6.4: Grafico das concentragdes do Fe, obtidas no Tri-axial, recorrendo aos métodos
quantitativos dos PF, corregdo com C/R e corre¢do com o Compton.

Observando agora os resultados para o Zn, o método dos PF e o método da corregdo
com o Compton apresentam uma grande diferenca de concentracdes entre os equipamen-
tos. Para os resultados do Tornado, as concentragdes rondam os 50 ug/g e para o Tri-axial
cerca de 20 ug/g, como se pode observar nas figuras 6.5 e 6.6.

Para os resultados do Tri-axial, todos 0os métodos apresentam uma concentragdo inferior
na Idade do Bronze comparando com as restantes épocas.
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Figura 6.5: Grafico das concentragdes do Zn, obtidas no tornado, recorrendo aos métodos
quantitativos dos PF, correcdo com C/R e corregdo com o Compton.
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Figura 6.6: Gréfico das concentragdes do Zn, obtidas no Tri-axial, recorrendo aos métodos
quantitativos dos PF, corre¢do com C/R e corregdo com o Compton.

O chumbo, atendendo as incertezas, praticamente ndo foi considerado nos resultados
adquiridos pelo Tornado. Esta incerteza pode ser justificada porque o chumbo é o elemento
com menor concentra¢do nas amostras.

Para os resultados obtidos pelo Tornado, figura 6.7, o chumbo parece ndo variar muito
nem entre métodos, nem entre séculos. Os valores da sua concentracdo estdo na ordem de
grandeza dos 10 ug/g.

Para os resultados do Tri-axial, figura 6.8, a situagdo ja é diferente. Pelo método dos
parametros fundamentais o cendrio é semelhante ao que se passava no Tornado, mas
analisando as corre¢des com o Compton e de C/R as concentra¢des do chumbo sao da
ordem de grandeza abaixo dos PF. O Compton tem a incerteza mais elevada.

38



Pb

M Tornado - PF M Tornado - C/R M Tornado-Compton
1.8E+01

1.6E+01
1.4E+01
1.2E+01

1.0E+01
8.0E+00
6.0E+00
4.0E+00
2.0E+00
0.0E+00

sec. XXl sec.XVI sec.Xll secVlla.c. Bronze

Epoca

Concentragdo (Jg/g)

Figura 6.7: Grafico das concentra¢des do Pb, obtidas no tornado, recorrendo aos métodos
quantitativos dos PF, corregdo com C/R e corre¢do com o Compton.
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Figura 6.8: Grafico das concentragdes do Pb, obtidas no Tri-axial, recorrendo aos métodos
quantitativos dos PF, corre¢do com C/R e corre¢do com o Compton.

O Sr é um elemento que apresenta poucas variagdes para os dois equipamentos e para
todos os métodos a exce¢do do da corre¢do de C/R (Figuras 6.9 e 6.10).
A concentragdo de Sr para a corre¢do de C/R, no caso do Tornado, apresenta uma concen-
tracdo média semelhante a dos outros métodos. Olhando para os resultados do Tri-axial,
as concentragdes, usando este método quantitativo, sdo cerca de 40-50% abaixo dos valores

do Tornado.
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Figura 6.9: Gréfico das concentrag¢des do Sr, obtidas no tornado, recorrendo aos métodos
quantitativos dos PF, correcdo com C/R e corregdo com o Compton.
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Figura 6.10: Gréfico das concentragdes do Sr, obtidas no Tri-axial, recorrendo aos métodos
quantitativos dos PF, corregdo com C/R e corregdo com o Compton.

Apesar de o método da corregdo com o Compton nédo ser o melhor para quantificar o
chumbo das amostras dos métodos comparativos é o método mais adequado 4s nossas
amostras.

Para os restantes elementos, a correcdo com o Compton é a mais consistente.

Na figura 6.11 estdo representados todos os elementos ao longo do tempo, usando a
corregdo com o Compton para a quantificagdo das amostras.

Comparando os resultados dos dois equipamentos, o Tornado, ao contrario do Tri-axial,
consegue detetar elementos com baixas concentrag¢des, como é o caso do chumbo.
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Figura 6.11: Evolugdo da concentragdo dos vérios elementos desde a Idade do Bronze até
a atualidade.
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CAPITULO

CONCLUSOES

Com a realizac¢do das andlises dos exosqueletos de ameijoas, seria de esperar que existis-
sem elementos toxicos, tal como existem nas partes moles dos moluscos. No entanto, o
tnico elemento pesado encontrado, em concentragdes muito baixas, foi o chumbo.

Para além da presenga do chumbo, as nossas amostras continham ferro, estroncio, zinco e
célcio, este ultimo pertencente a matriz de carbonato de calcio (CaCOj3) das conchas.
Depois da andlise das concentrag¢des recorrendo aos diferentes métodos quantitativos,
conclui-se que o melhor método para quantificar as nossas amostras é o que aplica a
corre¢ao com o pico de Compton.O método comparativo escolhido apresenta alguma difi-
culdade na quantificagdo do chumbo adquirido pelo sistema Tri-axial. Este facto poderia
ser um problema se o chumbo nao existisse numa concentragao tdo baixa e se nao fosse
constante ao longo dos séculos, como nos mostram os resultados do Tornado.

De todos os elementos o que revelou resultados mais interessantes foi o Fe por apresentar
uma variagdo temporal significativa. No fim da idade do Bronze o ferro apresentava uma
concentragao de cerca de 600 y g/g, a concentragdo desceu e atingiu o minimo de cerca de
200 u g/ g no século XII. A concentracdo voltou a subir e na atualidade apresenta de novo
o valor de cerca de 600 1 g/g.

Para os resultados serem mais conclusivos relativamente a evolugao da concentracao do Fe
nas amostras, teriam de ser estudadas mais amostras, de épocas diferentes. Para as varias
épocas dos bivalves deveria ser feito o levantamento do tipo de industrias que ocuparam
a zona do estudrio do Tejo e os movimentos que estes tiveram a nivel de embarcacdes e as
especificagdes destas embarcagdes, tais como o combustivel que utilizavam.

Por cada época estudada a amostragem deveria ser maior. Deste modo a incerteza associ-
ada as medidas poderia diminuir.

A colecao de conchas da idade do Bronze tinha poucos exemplares de exosqueletos de
ameijoas, pelo que s¢ foi possivel usar trés pastilhas cada uma composta por trés conchas

para a andlise, ao contrario das restantes épocas em que foram usadas cinco pastilhas cada

43



CAPITULO 7. CONCLUSOES

uma composta por trés conchas .

Relativamente aos padrdes de osso que foram usados para a obtengdo das regressdes
lineares, que posteriormente foram usadas para quantificar os elementos das amostras,
deveriam ser mais. Deste modo, o coeficiente de determinacio, R?, teria valores mais
préoximo de 1 que significa que cada regressao linear se ajustaria melhor as amostras.
Para a validagdo do método, deveria ser adquirido um novo padrao de osso que tivesse
na sua composicao Fe visto que foi o elemento trago que mostrou maior interesse. Apesar
do padréao caprine04 néo ter validado o Fe, por ndo ser um dos constituintes, como os
restantes picos, mais leves e mais pesados, apresentam um bom ajuste, podemos partir do
principio que os valores de concentracdo para o Fe sdo coerentes.

Por fim, comparando os dois equipamentos de fluorescéncia de raios-x dispersivos em
energia, os resultados para as nossas amostras sao melhores fazendo a aquisi¢do com o

Tornado.
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CArPiTULO

TRABALHOS FUTUROS

Para melhorar os resultados obtidos, seria interessante analisar conchas de outras épocas
e de varias zonas do estudrio do Tejo. Deste modo, seria possivel fazer um mapeamento
do estudrio do Tejo, das concentragdes dos elementos ao longo dos séculos.

Seria importante a elaboragdo de uma base de dados com os valores obtidos para varios
tipos de padrdes, por forma a replicar este processo para outro tipos de amostras.

Por vezes existem trabalhos que fazem a aquisigdo de uma grande quantidade de dados,
na casa dos milhares. Para estes estudos deveriam ser aplicados métodos de Machine
Learning para a classificagdo dos dados, por forma a facilitar a busca de padrdes relativos

ao comportamento das concentragdes dos varios elementos.
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Anexo 1- Certificado Padrdes Bovine e Caprine

CERTIFIED REFERENCE VALUES AND UNCERTAINTIES:
The certified reference values for lead (Tahle 1) were are the mean of the results cbtained by the

definitive method of double (reverse spike) isotope dilution inductively coupled mass
spectrometry.

_Table 1. Certified Reference Values for Lead

NYS RM 05-02 [ead in Bovine Bone 16.1 0.3
NYS RM 05-03 Lead in Caprine Bone 132 203
NYS RM 05-04 Lead in Caprine Bone 315 +0.7

“The uncertainty in the certified value is calculated as U = kuc, where uc is the combined
standard uncertainty calculated according to the ISO Guide [4] and k is the coverage factor. The
value of uc is intended to represent, at the lavel of cne standard deviation, the combined effect of
uncertainty components associaled with the measurement uncertainty, additional Type B
uncertainties. and for Level 1, material heterogeneity. The coverage factor, k, is equal to 2. The
expanded uncertainty, U = kuc, is definad as an interval estimated 1o have a level of confidence
of 95 %.

INFORMATION VALUES:

Infoermation values for lead isotope ratios (Takle 2) were determined via an interlaboratory study.
Values are mean of these methods. Methods included ICP-MS, HR-ICP-MS and MC-ICP-MS.

Table 2. Information Values for Lead Isclooes

204Pb/206pb EOTPbFOGPb ZOSPb/Z(JSPb

NYS RM 05-01 Lead in Bovine Bone 0.0535 0.8330 2.042

NYS RM 05-02 Lead in Bovine Bone 0.0527 0.8320 2.033
NYS RM 05-03 Lead in Caprine Bone 0.0548 0.8544 2.070

NYS RM 05-04 Lead in Caprine Bone 0.0552 0.8622 2.079
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Anexo 2- Certificado Padrdes Bovine e Caprine

Information values for additional elements (Table 3) were established via an interlaboratory study.
Metheds included ICP-OES, ICP-MS, and HR-ICP-MS.

Table 3. Information Values for Additional Elements

(19 ™) NYS RM 05-01 NYS RM 05-02 NYS RM 05-03 NYS RM 05-04

Lead in Caprine Bone Lead in Caprine Bone Lead in Caprine Bone Lead in Caprine Bong

Al 290 360 170 170

Ba 100 100 a7 120

Ca 267,000 260,000 261,000 264.000

Fe 3.2 29

K 220 210

Li 0.89 0.49 0.50

Mg 4,400 4,200 4,200 4,300

Mn 241 2.2 1.8 1.6

Mo 0.64

Na 6.900 6,800 6,800 6,900

P 124.000 120,000 122,000 125,000

Sr 170 160 150 150

Zn 85 80 79 81
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Anexo 3 - Certificado bone ash

Material Source: The material for this SRM was produced by the Monsanto Co., 3t Lowis, MO,

Homogeneity Assessment: Samples from randomly selected bottles of SRM 1400 were tested for hiomo geneity
wsing ¥-ray fluorescence spectrometry. No evidence of tetenal heterogeneity was chsetved m eny of the
elements measured which inclided strontivn, zine, copper, iron, phiosphorus, caleium, and potessivm,

Cettified Concedrations end Unceraitities: The certified value is the mean of method results from a definitive
analytical method or the weighted meeatn of results from at least two independent enalytical methods or
lahordtoties. The uncetteinty is the half-width of a 95% confidence intervel for the mean with en allowence for
gystematic differences between methods.

Table 1. Certified Concentrations of Constituent Elements

Elemernt Concentraion, Element Concentration
wi. percent nge
Calecium 3812 += 013 Iron 540 + 27
Dagnestum 0.634 = 0013 Lead 00 £ 012
Phosphorus 1791 + 019 Potassium 186 + 8
Strantim 249 + 7
Zine 121 + 3

Non-certified Concentrations: Elements other than those certified are present in this material. Those that were
determined but are niot cettified are provided as additinnal information on the composition

Tahkle 2. Non-certified Concentrations of Constituent Elements

Elament. Coneentretion, Element Concentration
wt. petcest na'g
Silicon 013
Sodum 0.6 Alumitrum (530
Moisture ATSEtic 0.4
2h@105°C @.2) Cadmium 0.03)
Coppet Z3
B Fluorine (125m
Lnss onlgnition I enganese (17
(& 1000 *C .87 Selenium (0.08)
2
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Anexo 4 — Certificado bone meal

Table 1. Certified Mass Fraction Values (Dry-Mass Basis) for SRM 1486

Constituent Element Mass Fraction Constituent Element Mass Fraction
(%) (mg/kg)
Calcium (Ca)*b< 26.58 + 024 Tron (Fe)d¢ 99 + 8
Magnesium (Mg)>f 0466 + 0.017 Lead (Pb)* 1335 +
Phosphorus (P)*4 12.30 + 0.19 Potassium (K)®# 412 + 4
Strontium (Sr)%# 264 + 7
Zinc (Zn)®* 147 + 16
@ Gravimetry
® Instrumental neutron activation analysis (INAA)
© Titrimetry
@ Inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES)
© Isotope dilution thermal ionization mass spectrometry (ID TIMS)
® Isotope dilution inductively coupled plasma mass spectrometry (ID ICPMS)
(®) Flame atomic emission spectrometry (FAES)
Table 2. Reference Mass Fraction Value (Dry-Mass Basis) for SRM 1486
Constituent Element Mass Fraction
(mg/kg)
Mercury (Hg)* 0.0023 + 0.0014
@Tsotope dilution cold vapor inductively coupled plasma mass spectrometry (ID CVICPMS) [2.3]
Table 3. Information Values (Dry-Mass Basis) for SRM 1486
Constituent Element Mass Fraction Constituent Element Mass Fraction
(%) (mg/kg)
Carbon, Total (C) 18.6 Aluminum (Al) <1
Silicon (Si) <0.02 Arsenic (As) 0.006
Sodium (Na) 0.5 Cadmium (Cd) 0.003
Copper (Cu) 0.8
Loss on Ignition at 31.5 Fluorine (F) 800
1000 °C Manganese (Mn) 1
Selenium (Se) 0.13

55



Anexo 5 —Tabela das energias de emissao dos raios-x
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Anexo 6 — Limites de Detecao

Table 1. Accuracy and detection limits in g g’l obtained for the the microanalytical system in bone samples (I

NYS RM 05-02 Bovine Bone NIST SRM 1400 Bone ash NYS RM 05-04 Caprine Bone
Obtained |Obtained|Certified] Detection | Detection | Obtained |Obtained| Certified | Detection | Detection | Obtained |Obtained|Certified
triaxial limits triaxial | limits [triaxial setup| limits triaxial | ~ limits triaxial
setup Tornado setup Tornado setup Tornado
Tornado sefup
Ca (27%+5%| 30%= | 26% 90 150 37%+1% | 30%+ | 38.28% + 100 150 27%+5% | 29% £ | 264%
7% 7% 0.13 7%
Zn 7545 [90£20 80 2 30 180+10 |160+30| 181+3 4 20 80+2 70+10 81
Sr | 150+10 [170+10| 160 2 7 210+20 |240+10 249+7 3 7 15545 [150+9| 150
Pb 1742 15£9 | 161+ 2 3 11+3 7+3 9.1+0.1 3 3 3343 30+£20 315+
03 0.7

Table 2. Accuracy and detection limits in pg g'l obtained for the microanalytical system in SRM IAEA-soil 7 samples (

Element

Ca Zn St b
Certified value 16.3% +6.0% 104 +3 108+ 5 60+£5
Present work 16% + 6% 110 + 40 130+ 50 50+20
Detection limits 180 50 8 5
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Apéndice 1- Graficos com concentragdes do Ca
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Apéndice 2- Graficos com concentragdes do Fe
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Apéndice 3- Graficos com concentragfes do Zn
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Apéndice 4- Graficos com concentragdes do Pb
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Apéndice 5- Graficos com concentragdes do Sr
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; Results
Introduction
The matrix of is of calcium (CaCO0,). In Figs.3 we
The mollusks natural habitat are lagoons, estuaries and coastal water. The ing of pare the of the trace elements present in the different species,

nutrients is done by filtering large volumes of water that contain particles in suspension
and/or detritus of organic matter in decomposition over the sediments.

As these waters are frequently polluted by toxic contaminants as mercury (Hg),
cadmium (Cd) and lead (Pb) these bivalve mollusks eventually incorporate the heavy
metals in their organism, what may pose as a concem to public health, because
incorporate the food chain until reaching the human beings [1].

The purpose of this work is to evaluate the presence of toxic elements on the
exoskeleton of mollusks belonging to the XV century, which were a courtesy from the
Museu de Arqueologia e Historia de Almada.

Experimental procedure

. Sample preparation

Prior to analysis the samples were washed in water. They were ground in a mortar and
pressed into pellets with 2 cm of diameter.
In Fig.1 are shown the species that were analyzed.

Fig.1 - Species:

1- Crassostrea Gigas (oyster);

2- Donax (donax);

3- Mytilus edulis (blue mussel),

4- Cerastoderma edule (common edible
cockle):

5- Spisula solida (solid surf clam);

8- Concholepas concholepas (false abalone).

. Samples analysis

To ine the of the samples an Energy Dispersive X-ray
Fluorescence (EDXRF) setup with tri-axial geometry was used, as shown in Fig.2.
Quantification was performed making use of the Fundamental Parameters method. This
technique is non-destructive.

Fig.2 — EDXRF spectrometer with tri-axial geometry

namely, Fe, Cu, Zn, As, Br, Sr and Pb. Neither Cd or Hg were detected with our system.

*Commen udbis cockie

-
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Fig.3 — Elemental Concentratrions of same element in diferent species

In Fig.4, two spectra are to show the di between the exi of
Bromine in each sample (solid surf clam and oyster). The concentration of Bromine in
oyster sample is below detection limit.

1000000

~—Solid surfclm  —Oyster

Energy
Fig.4 — Spectra of solid surf clam and oyster

Conclusions

With the EDXRF analysis we can see very low concentration of Bromine in oyster, when
compared to the other samples. Otherwise solid surf clam compared to the other
samples has a higher concentration of copper and zinc.

The concentrations of iron, arsenic and lead are very similar in all samples.

Strontium present the higher i p to other
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Introduction

The mollusks natural habitat are lagoons, estuaries and coastal water. The gathering of
nutrients is done by filtering large volumes of water that contain particles in suspension
and/or detritus of organic matter in decomposition over the sediments.

As these waters are frequently polluted by toxic contaminants as lead (Pb) these
bivalve mollusks eventually incorporate the heavy metals in their organism, what may
pose as a concern to public health, because incorporate the food chain until reaching
the human beings [1].

The purpose of this work is to evaluate the presence of toxic elements on the
exoskeleton of clams belonging to the 11" century, 15" century, provided by the
Museum of Archaeology and History of the city of Aimada (Portugal), and to the 215
century clams from Estudrio do Tejo.

EDXRF setups

To ine the of the samples an Energy Dispersive X-ray
Fluorescence (EDXRF) setup from Bruker, the M4 Tornado with a conventional
geometry (Fig.1, a)) and another setup with tri-axial geometry were used (Fig.1, b)).
This technique is non-destructive.

Fig.1. - a) Bruker M4 Tornado ; b) Setup tr-axial

Results

Spectra deconvolution and fitting was performed using Origin 2015 and quantification
was carried out using a comparative method based of Standard Reference Materials,
on samples analyzed with M4 Tornado and the tri-axial setup, and using the
fundamental parameters with the software of M4 Tornado.

To apply the comparative mode the standard samples which were used were, NYS RM
05-02 (bovine bone), NYS RM 05-03 (caprine bone), NIST 1486 (bone meal) and NIST
1400 (bone ash). To verify this method another standard sample was used: NYS RM
05-04, as it is shown in Tables 1 and 2.

‘Table 1 - Comparison of the concentration (19.9") obtained and certified for NYS 05-04 reference
ial

The matrix of is of calcium (CaCOs).
To quantify the spectra data using the fundamental parameters with the software of M4
Tornado it was considered the matrix of CaCO,.

1000000 T oy

10000

§ tocon

P oo

o |||
ca Fe

e G

i I" I!Ic)

Fig.2 - Elemental with mode and with
methods in samples belonging to a) sec.XXI, b) sec.XV and c) sec.XI

parameters

To have a better on the of the samples from different
centuries spectra were overlapped, as it is shown in Fig.3 a),b)

0

Evergy te)

Fig.3 - Spectra overlapping a) M4 Tornado, b) Tri-axial

Conclusions

Comparing the different methods it is possible to notice that the concentration of almost
all elements are similar, except the concentration of calcium.

As standard samples do not have copper and bromine, it is not possible to apply the
comparative mode, so to achieve the concentration of these elements it was used the
fundamental parameters method.

Across the centuries only iron has an increase of
belong with similar concentration.

All the other

Acknowledgements
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Introdugédo

O habitat natural dos moluscos sdo lagoas, estudrios e dguas costeiras. A obtengdo de
nutrientes é feita pela filtragem de um volume oansnderévs! de égua que contém particulas em
suspensao e/ou matéria organica em
Como estas aguas sao poluidas por téxicos como o chumbo
(Pb), os bivalves, por serem bons bioindi podem i 0s i
presentes nas aguas, tornando-se um perigo para a salde publica. [1]

Este trabalho teve o propésito de avaliar a presenca de elementos téxicos em exosqueletos
de ameijoas, datados desde o final da Idade do Bronze (sec.XIV a sec.VIll ac.) até a
atualidade, por forma a avaliar a evolucéo da poluicao do estuério do Tejo.

As amostras foram cedidas pelo Museu de Arqueologla e Historia da cidade de Almada e
foram i por deF de raios-X.

Os espetros obtidos foram tratados utilizando o software OriginPro® 2015 e as concentragdes
elementares foram obtidas pelo método dos parametros fundamentais e pelo modo
comparativo.

Montagens EDXRF

Para determinar os elementos presentes nas amostras, foi utilizada a técnica de espetrometria
de ia de raios-X iva em energia. Recorrendo a dois equipamentos
diferentes, um com geometria tri-axial (Fig.1 b)) e outro com geometria convencional, M4
Tomado da Bruker (Fig.1 a)) .

Por ser uma técnica ndo destrutiva, as amostras podem ser armazenadas e estudadas de
novo.

Fig.1. - a) Bruker M4 Tormado ; b) Geometia tr-axial

Resultados

A desoonvolugéo dos espetros e o ajuste foram feitos utilizando o software OriginPro 2015. A
foi feita a0 | método ivo, baseado em amostras padréo e ao
método dos p que aspetos como as condigdes de medigao
e a configuragdo experimental.
Para aplicar o modo comparativo usaram-se os seguintes padrdes de osso: NYS RM 05-02
(bone bovine), NYS RM 05-03 (bone caprine), NIST 1486 (bone meal) e NIST 1400 (bone
ash). Para validar os métodos quantitativos utilizou-se o padrao NYS RM 05-04 (bone
caprine). Na tabela 1 & feita a dos valores com os valores
experimentais.

Tabela 1 - Comparag&o da concentragéo (1ig.g"") obiida e certificada para a amostra padrdo NYS 05-04.
Recorrendo ac método dos parametros fundamentais e ao modo comparativo.

Caprine 04

Para quantificar os espetros pelos a matriz de
CaCO,, por ser esta a composn;ao dos. exosquelelos Na uul-za;ao do modo comparativo,
procedeu-se a corregao das il nos picos de dispersao
(Compton e na razdo Compton-Rayleigh).

No gréfico abaixo, esta rep a evolugdo da do Ferro em (ug/g), desde o
fim da idade do bronze (sec.XIV - VIIl a.c.) até a atualidade. O estudo foi feito recorrendo as
duas montagens e utilizando a corregao de Compton e a corregao de Compton/Rayleigh.

g

e

Concentragso (ug/g)

Graf. 1 - Concentragdo de Ferro ao longo de vérios séculos, utilizando diversos métodos.

Para além do ferro foi detetado: zinco, estréncio, chumbo e célcio. Este Ultimo era espectavel
por fazer parte da matriz da amostra.

1000000

Enrgia WV Energa bV

Fig.2 - Espetros a) M4 Tornado, b) Tri-axial

Conclusodes

C obtidos com as dif Aui
uma grande dneren(;a nas concentragoes.

Nas varias amostras estudadas observou-se que o ferro é o elemento que apresenta maior
variagdo de concentracdo ao longo do tempo. Sendo que a sua maior concentracao se verifica
nos dias de hoje. Todos os outros. i uma com
0 passar dos séculos.

Os padrées nao apresentavam cobre nem bromo, pelo que nao é possivel pelo método
comparativo quantifica-los.

que nao se verifica
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