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RESUMO

A analise dos isotopos estaveis através do analisador elementar — espetrdmetro de massa por
razdo isotopica (EA-IRMS) é devido a sua capacidade de analisar os bio-elementos (Carbono,
Hidrogénio (Deutério), Nitrogénio e Enxofre). Essa ferramenta é de grande importancia para a
ciéncia, principalmente se tratando de isétopos de carbono (C) e nitrogénio (N), que sdo 0s
elementos mais analisados em nosso laboratorio, primeiramente devido a sua abundancia nos
tecidos de animais e vegetais e também pela gama de testes que conseguem ser feitos baseado
na analise desses elementos. Com isso, o intuito do presente trabalho foi avaliar os valores
isotopicos de C e N em amostras bioldgicas analisados pelo EA-IRMS em trés diferentes
condicgdes: amostras colocadas no momento que houve a troca da coluna, ou seja no inicio e
amostras colocadas no final da coluna, ou seja, quando esta prestes a ser trocada novamente;
simultanea ou separada de C e N; e com amostras moidas ou em fragmentos. Dessa forma,
analisando todos esses fatores, tentamos mostrar quais tipos de procedimentos devem ser
utilizados para que se adequem melhor as diferentes técnicas utilizadas no cotidiano dos
laboratdrios. Ao fim dos testes, constatamos pequenas variaces nos resultados, os valores do
d'3C tiveram maiores variagdes, quando comparados com os valores de &°N. N&o
esperavamos essas variagfes nos resultados, pois as andlises foram feitas em um Unico
espécime, tanto o musculo do peixe, quanto a folha de cacau. Porém, vale destacar que este
estudo foi apenas uma avaliacéo inicial das trés diferentes condi¢cdes de analise das amostras,
ja que ndo tem muitos estudos relacionados a esses testes. O que constatamos foi que
amostras moidas sdo mais faceis de manusea-las durante a pesagem e sdo mais homogéneas

para serem analisadas e que as amostras em pedacos.

Palavras-chave: razdo isotopica, espectrdometro de massa, bio-elementos is6topos estaveis.



ABSTRACT

Stable isotope analysis through the elemental analyzer - isotope ratio mass spectrometer (EA-
IRMS) is due to its ability to analyze the bio-elements (carbon, hydrogen (Deuterium),
nitrogen and sulfur). This tool is of great importance for science, especially when it comes to
isotopes of carbon (C) and nitrogen (N), which are the most analyzed elements in our
laboratory, primarily due to its abundance in the tissues of animals and plants and also by the
range of tests that can be made based on the analysis of these elements. The aim of this work
was to evaluate the isotopic values of C and N in biological samples analyzed by EA-IRMS in
three different conditions: samples placed at the time of the column change, is at the
beginning and samples placed at the end of the column, that is, when it is about to be changed
again; simultaneous or separate from C and N; and with samples ground or in pieces. Thus,
analyzing all these factors, we try to show what types of procedures should be used to better
fit the different techniques used in the laboratories' daily routine. At the end of the tests, we
observed small variations in the results, the values of 613C had greater variations, when
compared with the values of 15N. We did not expect these variations in the results, since the
analyzes were made and a single specimen, both the fish muscle and the cocoa leaf. However,
it is worth mentioning that this study was only an initial evaluation of the three different
analysis conditions of the samples, since it does not have many studies related to these tests.
What we found was that milled samples are easier to handle during weighing and are more

homogeneous for analysis and sample in pieces.

Keywords: isotope ratio, mass spectrometer, bio-elements, stable isotope.



1. INTRODUCAO

A analise dos isétopos estaveis € uma metodologia utilizada em inUmeras areas como
ciéncias humanas, bioldgicas, saude, agréria, forense, como ferramenta de andlise,(FRY,
2006). Em ciéncias humanas € utilizado para entender como era a alimentacao de civilizagdes
da idade média (ROYER et al., 2017), na ciéncias bioldgicas é utilizado por exemplo para o
estudo de migracdo de aves, do nivel trofico de um animal em seu habitat natural. Na saude
como diagnoéstico de algumas doengas gastricas, como presenca da Helicobacter pylori na
mucosa estomacal e esvaziamento gastrico. Nas agrérias é utilizado para saber a localidade de
cada vegetal de acordo com a fixacdo de nitrogénio e carbono e na ciéncia forense nos casos
de trafico de drogas e adulteracéo de bebidas e alimentos (BENSON et al., 2006).

Esta analise foi de grande utilidade nas ultimas duas décadas, sendo indispensavel para
aplicacBes quantitativas e qualitativas, permitindo anélise dos bio-elementos (Carbono,
Hidrogénio, Nitrogénio, Oxigénio e Enxofre) (WIESER; BRAND, 1999). Dentre os bio-
elementos, o Carbono e o Nitrogénio sdo 0s mais analisados em testes que envolvem ciéncias
da vida em geral, pois sdo is6topos com maior abundancia que ficam depositados nos diversos
tecidos dos individuos (SABATELLI; PEARSON; JASPER, 2017).

Portanto como exemplos de tecidos com abundancia em carbono e nitrogénio, temos a
animal e a vegetal (MICHENER; LAJTHA, 2007). Com isso, um exemplo de estudo
mencionado acima sobre adulteracdo de alimentos, temos a metodologia da razéo isotopica do
carbono, que se baseia na mistura de compostos produzidos a partir de plantas dos ciclos
fotossintéticos Cs (laranja, uva, macd, péssego, etc.) e Cs (cana-de-agucar, milho, sorgo, etc.)
(ZANASI et al., 2006). Os vegetais Cz apresentam valores de enriquecimento isotdpico
relativo (5!3C) entre —22,00 e —4,00 per mil (%o). Nos vegetais C4, 0 5'°C varia de —9,00 a —
16,00%o0. Essa diferenga entre plantas Cs e C4 também é encontrada nos seus produtos e
derivados, podendo determinar com precisdo a origem botanica do carbono (WIESER;
BRAND, 1999).

Ha estudos em que se faz necessario somente realizar testes da razdo isotopica de
forma separada, ou seja, analisando apenas um is6topo, como por exemplo testes realizados
com andlise de sucos. O isotopo a ser analisado € o carbono; ja em estudos de rastreabilidade
de carnes, o isotopo analisado € o nitrogénio. Podemos ter experimentos em que se faz
necessario testar os dois isdtopos como por exemplo amostras animais e vegetais em estudo
de ecologia trofica e de ecossistema (ZANASI et al., 2006).

A espectrometria de massa da razdo isotopica é um método analitico, empregado para

identificar a estrutura quimica de uma substancia, que até entdo € desconhecida (sem nenhum
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conhecimento prévio de sua composic¢ao) (WIESER; BRAND, 1999). O funcionamento da
espectrometria de massa da razdo isotdpica (IRMS) por fluxo continuo acoplado a um
analisador elementar (EA), ocorre da seguinte forma: simultaneamente com a entrada da
amostra na coluna de cromatografia de oxidacdo (combustéo) no EA, sdo injetados oxigénio e
hélio na respectiva coluna. O oxigénio é responsavel por alimentar a combustdo e o hélio é
somente um gas de arraste. Na coluna a amostra é queimada e com isso €é liberado CO2, NOx e
outros gases. Em seguida os gases passam para a coluna de reducéo, onde sdo reduzidos os
NOx em N2 e retidos outros gases pertencentes a familia dos halogénios, como por exemplo
fldor e cloro. Depois, CO2 e N2 seguem para outras duas colunas pequenas chamadas de
Carbosorb onde € retido o CO> caso queira analisar N2, ou perclorato de magnésio, se houver
agua na amostra que ficara retida nesta etapa. Apds segue para a coluna de cromatografia
gasosa onde ocorre a separacao dos gases.

Depois de separados 0s gases, eles séo carregados a partir dos gases de arreaste (He)
para a interface (ConFlo IV Universal Interface). Esta interface é responsavel pela dilui¢éo
dos gases e determinacdo do gas que entra no IRMS. Estes podem ser os gases padrao de CO>
e N2. No IRMS, os ions gerados serdo acelerados por um campo magnético através de uma
trajetoria curvilinea. Desta forma, os ions maiores vdo percorrer caminhos maiores e ions
menores, irdo percorrer caminhos menores, até atingirem os receptores pré-determinados na
analise. Por fim é gerado um sinal elétrico que sera analisado em um software. (BRENNA et
al., 1998). O acoplamento do IRMS com o EA por fluxo continuo (CF-IRMS), é algo recente
no mercado e apresenta inimeras vantagens de fornecer valores isotdpicos dos diferentes
componentes de uma mistura complexa (MEIER-AUGENSTEIN, 1999). O funcionamento de

um EA-IRMS é descrito pelas figuras abaixo:
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Figura 2. Funcionamento do Delta V IRMS.
As duas colunas de cromatografia sdo periodicamente trocadas, e, por isso, s&o

consideradas consumiveis (WANG; SESSIONS, 2008). Abaixo esta uma figura ilustrando a

composic¢do das colunas de oxidacéo e de redugéo:
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Figura 3. Composicao das colunas de oxidagéo e de reducdo do IRMS.

As andlises de C e N podem ser realizadas de forma simultdnea ou separada,
dependendo do tipo de amostra que o laboratério esteja analisando, de acordo com as
informacdes do fabricante. Se analisarmos os isétopos simultaneamente ou separadamente, 0s
resultados ndo serdo alterados; fica a escolha do operador qual metodologia melhor se adequa
ao seu trabalho. De acordo com o fabricante, a confiabilidade dos resultados também se
mantém quando tratamos de amostras moidas ou apenas fragmentadas. Podemos colocar no
EA-IRMS amostras em pedacos ou amostras moidas, esse fator também fica a critério do
operador segundo a metodologia que melhor se adeque ao trabalho. Cabe ressaltar que
amostras moidas sdo mais homogéneas que as fragmentadas e mais faceis de serem pesadas.

Portanto o objetivo do trabalho foi avaliar os valores isotopicos de C e N em amostras
de origens animal e vegetal analisados por EA-IRMS em trés diferentes condic¢Ges: no inicio
ou final da coluna; analise simultanea ou separada de C e N; e com amostras moidas ou
fragmentadas. Sendo assim, analisando todos esses fatores, tentamos mostrar quais tipos de
procedimentos devem-se utilizar para que se adequem melhor aos diferentes laboratorios.
Sendo assim, visando a diminuir os gastos implicitos no processo todo e melhorar o tempo de
analise das amostras, pois quando se trata de uma quantidade pequena de amostras a serem

11



analisadas, ndo ha tanta diferenca nas metodologias a serem seguidas, porém quando o

nlmero € extremamente alto, devemos repensar a logistica do processo todo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostras

Foram utilizados dois tipos de amostras de origem bioldgica: tecido muscular de um
unico peixe corvina-legitima (Argyrosomus regius) adquirido em peixaria no municipio de
Botucatu-SP; e tecido vegetal de uma unica folha de cacau (Theobroma cacao) cultivado em
IIhéus-BA. Foi escolhida como amostra animal o musculo do peixe, pois € o local com maior
deposicdo desses isotopos e com maior por¢do para a retirada de um numero grande de
amostras. Este critério também foi adotado para a folha de cacau, como se trata de um vegetal
com folhas grandes, conseguimos retirar de um Unico espécime grande quantidade de

amostras para o teste.

2.2. Preparacdo das amostras

As amostras foram submetidas a diferentes processos de preparacdo para anélise
isotopica: moidas e fragmentadas. Para as amostras que iriam passar pelo processo de
moagem, foi utilizado o moinho de criogenia do nosso laboratorio. O processo consiste em
colocar pedacos das amostras em um recipiente especifico da técnica de analise, coloca-los
por 5 minutos em nitrogénio liquido, onde este, por ter uma temperatura extremamente baixa
(-194°C), congela rapidamente a amostra. Com isso quando passa pelo processo de moagem,
ela se quebrara mais facilmente, deixando-a com graos finos e homogéneos. Apos a etapa do
nitrogénio liquido, as amostras foram colocadas no moinho durante 5 minutos a 900 rpm. Ao
fim desse procedimento, colocamos cada amostra moida em eppendorfs com suas
especificacfes anotadas e guardamos até o processo de pesagem. As amostras que foram
analisadas em fragmentos ndo passaram pelo processo de moagem. Foram retirados
fragmentos de diferentes regides tanto do peixe Corvina quanto da folha de Cacau. A folha
por ja estar seca ndo precisou passar pela estufa, porém, as amostras de peixe tiveram essa
necessidade. Os fragmentos de musculo de peixe foram deixados na estufa por
aproximadamente 24 horas. Apds isso foi feito 0 processo de pesagem. Para realizar tal tarefa
era necessario 0 auxilio de um bisturi para cortar os fragmentos da folha e do peixe até

atingirem o peso ideal.
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2.3. Pesagem das amostras

Ambas as amostras bioldgicas, tanto moidas quanto fragmentadas, passaram pelo
processo de pesagem. Para a andlise separada de carbono e nitrogénio, utilizamos o peso
padrdo de cada ja empregado no laboratério em seu cotidiano, portanto para 3C utilizamos a
faixa de 50-70ug e para °N foram utilizados 4000-5000ug. Esses valores sdo tabelados, e a
discrepancia dos valores adotados na pesagem de cada tipo ocorre devido & abundancia
extrema de carbono nos tecidos analisados e desprovimento de nitrogénio. Para as amostras
analisadas juntas, utilizamos a faixa de 4000-5000 pg, considerando que nessa faixa de peso
teria a quantidade suficiente de carbono e nitrogénio que seriam analisados. Para cada analise
realizada, utilizam-se diferentes tipos de cépsulas no IRMS. As cépsulas de prata sdo
empregadas para analises de deutério e oxigénio; ja para analise de carbono e nitrogénio,
utilizaram-se capsulas de estanho. Portanto todas as amostras analisadas neste estudo, foram
colocadas em cépsulas de estanho.

Durante o processo de pesagem, notamos uma dificuldade maior quando se trata de
amostras em pedaco tanto de tecido animal, quanto de vegetal, pois como trata-se de amostras
inteiras, fica dificil cortar pedacos com grandezas na ordem de pg, j& quanto se trata de

amostras moidas, o processo fica notavelmente mais facil.

2.4. Andlise das amostras através do (EA-IRMS)

O EA-IRMS (Delta V Advantage Isotope Ratio MS — Thermo Scientific, Germany)) é o
equipamento utilizado para a analise de todas as amostras. A amostra é colocada em cépsula
de estanho e injetadas no EA (Flash 2000 Organic Elemental Analyzer — Thermo Scientific,
Germany) de fluxo continuo de hélio (He) (este é chamado de gés de arraste, pois € ele que
carrega a amostra no interior do equipamento), ao iniciarem-se as analises sdo injetados 10
mL de oxigénio (O2) para efetuar a combustdo da amostra, com temperatura de 1050 °C que
no flash (momento da queima) vai a 1800 °C. Na combustdo os gases gerados passam pelo
catalisador de combustéo, 6xido de crémio (CrOgz). Os elementos de oxidagdo, entre os quais
CO2, no caso da amostra ou padrdo conterem azoto, NOx, passam entdo pelo tubo de reducéo
mantido a temperatura de 650 °C, contendo cobre e éxido de cobre, onde os éxidos de azoto
(NO, N20 e N202) séo reduzidos a N2 e 0 excesso de oxigénio e removido.

Os elementos produzidos, CO2, N2, SO2 e H20O passam através de uma armadilha
quimica de perclorato de magnésio para reter o elemento H>O, e 0s outros elementos s&o

separados em uma coluna cromatografica.
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2.5. Teste estatistico
Utilizamos para comparagdo dos resultados foi empregado o teste one-way ANOVA
(andlise de variancias), que leva em consideracdo os valores de média, desvio padrdo (Desv-
P), constante de variacdo (CV) e p (também chamado de nivel descritivo ou probabilidade de
significancia) que é a probabilidade de se obter uma estatistica de teste igual ou mais extrema

gue aquela observada em uma amostra.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Como se trata de um assunto pouco relatado, ndo ha muitas pesquisas relacionadas a
esse tipo de teste. Contudo, tinhamos um conhecimento prévio do fabricante do IRMS de que
ndo haveria diferenca significativa nos resultados da analise isotdpica com relacdo aos
diferentes métodos de preparo das amostras. Porém este projeto visa ndo sé ao resultado em
si, mas também todo o trabalho envolvido do inicio ao fim. Dessa forma fizemos um estudo
para que, dependendo do laboratério onde sejam realizados os testes, consigam escolher qual
metodologia seria mais satisfatoria para a realizacéo as andlises de forma mais rapida, barata e
com precisdo nos resultados, otimizando assim todo o processo. Deste modo fizemos uma
avaliacdo de tempo/trabalho da preparacdo das amostras e forma de analise.

Por mais que as especificacdes do fabricante garantissem que os testes poderiam ser
realizados com as metodologias que propomos no estudo, dizendo que ndo haveria diferenca
alguma nos resultados, durante a execuc¢do do projeto, tinhamos uma hipotese de que alguma
diferenca poderia ocorrer. Quando analisamos amostras moidas separadamente no inicio da
coluna, além da amostra estar totalmente homogeneizada, a maquina estava preparada para
analisar um Unico is6topo. Com isso, a diluicdo e a focalizagdo se mantém de certa forma
constante. Por conseguinte, quando analisamos uma amostra fragmentada, C e N juntos e final
da coluna, teoricamente, a amostra ndo estd homogénea. Desta forma, a maquina ficara
diluindo e mudando a sua focalizacdo a cada andlise e a coluna j& ndo estara em sua
performance total. Portanto através do estudo, poderemos sanar essas duvidas.

Com isso, os valores obtidos das analises isotdpicas de C e N nas amostras de musculo
de peixe e nas folhas de cacau estdo apresentados nas tabelas 1, 2, 3 e 4 e divididas entre:
inicio/final da coluna cromatografica, em duas formas de preparo: moidas/fragmentadas e

analisadas de duas formas: simultanea/separada.
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Tabela 1. Comparagéo dos valores de §*°N (%o) em amostras de musculo de peixe analisadas,
no inicio (1) e final (F) da coluna cromatografica, em amostras moidas (M) e em fragmentos
(Fg), analisadas simultaneamente (J) e separadamente (S) no IRMS.

IMJ IMS IFgJ IFgS FMJ FMS FFgJ FFgS
15,90 14,80 16,28 1542 1594 13,03 16,01 13,29
15,67 14,43 1551 14,81 1565 12,26 1528 13,08
15,93 14,66 1593 14,89 1579 12,74 1536 12,12
15,94 14,54 1574 14,76 1585 12,50 1527 13,04
15,85 14,98 1570 1513 1586 13,04 1554 12,52
16,19 1500 1561 1540 1585 13,24 1523 12,39
15,75 14,65 1554 14,97 1567 12,51 1533 12,61
15,67 14,62 1513 1537 1558 12,23 1534 12,79
15,64 14,85 1527 14,91 1525 12,37 1513 13,31
15,68 14,85 1544 1502 1525 12,44 1507 12,89
Média 15,82 14,74 1561 1507 1567 12,64 1536 12,80
Desv-P 017 019 033 025 025 036 026 0,39

cV 001 00l 002 001 001 003 002 0,03
PU&S) 0,0001 0,0005 0,0001 0,0001
p(M&P)  0,0400 0,0009 0,0010 0,4187
p(1&F) 0,0197 0,0001 0,0041 0,0001

N&o era esperado que os resultados da tabela 1 fossem diferentes estatisticamente, pois
trata-se de amostras retiradas de musculo de um Unico espécime. Portanto houve uma
diferenca significativa entre os resultados, pois de acordo com as informac6es do fabricante
os valores distribuidos na tabela, deveriam ser todos préximo. Contudo quando analisamos 0s
resultados, vemos que a reprodutibilidade do procedimento esta de acordo e dentro do padréo,
pois ao olhar os valores da média, vemos que esta sofre variagdo de 1%o. Esta diferenca é uma
margem aceitavel. Porém quando analisamos o desvio padrdo, vemos que esta alto, pois o
ideal seria por volta de 0,06 a 0,08. Por fim, analisando os resultados estatisticos p, 0 Unico
resultado fora do esperado, que sofre variacdo significativa, € a comparacdo entre 0s grupos
FMS e FFgS. Outra coisa que notamos foi que o grupo de amostras analisadas
simultaneamente, o valor do 8°N permanece maior em comparagdo com o separado. Cabe
ressaltar também que os valores de 5'°N na tabela 1 representam que este peixe estd em um
nivel trofico alto, portanto se alimenta de outros animais aquaticos, devido a seus valores
estarem entre 12,12%o0 ¢ 16,28%eo.
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Tabela 2. Comparagdo dos valores de §!3C (%o) em amostras de musculo de peixe analisadas,
no inicio (1) e final (F) da coluna cromatografica, em amostras moidas (M) e em fragmentos
(Fg), analisadas simultaneamente (J) e separadamente (S) no IRMS.

IMJ IMS IFgJ IFgS FMJ FMS FFgJ FFgS

-16,44 -17,67 -16,69 -1791 -16,72 -17,74 -16,74 -17,81

-16,91 -18,17 -16,68 -17,58 -16,92 -18,08 -20,74 -17,98

-17,12 -18,24 -16,80 -17,71 -20,52 -18,25 -16,68 -18,15

-16,96 -18,12 -17,10 -18,51 -16,98 -18,57 -16,76 -18,16

-16,92 -17,87 -16,89 -17,55 -20,47 -18,32 -20,35 -17,91

-18,80 -17,87 -16,83 -17,66 -16,87 -18,33 -16,59 -18,03

-16,85 -18,84 -16,88 -17,92 -20,35 -18,17 -20,67 -17,94

-16,78 -17,98 -16,45 -17,98 -16,65 -17,88 -16,69 -18,25

-16,76 -17,91 -19,61 -17,56 -16,5/ -18,26 -16,76 -18,25

-16,91 -17,91 -19,83 -17,45 -16,84 -1851 -20.77 -18,22

Média  -16,84 -18,00 -17,37 -17,78 -17,89 -18,21 -16,74 -18,07
Desv-P 018 018 125 031 1,77 026 203 0,16
CcVv 001 o001 o007 002 010 001 0,212 0,01

p:JeS 0,0019 0,3849 0,5758 0,7629
p:MeP 0,2074 0,0556 0,5926 0,0983
p:leF 0,1206 0,2410 0,2306 0,0273

Na tabela acima, vemos o mesmo problema da tabela 1. Como se tratam de amostras
retiradas do mesmo espécime, ndo deveria haver discrepancias nos resultados. O que vemos
aqui é que o valor das médias de cada grupo teve uma diferenca significativa. O desvio padrédo
teve valores discrepantes; os maiores valores de desvio padrdo sdo atribuidos ao grupo de
amostras analisadas simultaneamente no IRMS. Uma justificativa plausivel para esta
discrepancia seria que devido a quantidade de massa ser muito alta, entre 4000 a 5000 pg
pode ser que o processo de diluicdo dos gases, seja o responsavel por esta diferenca. Por fim,
o coeficiente de variacdo, também sofreu uma variacdo grande; quando analisamos o p de
todos 0s grupos, vemos que 0s grupos comparados IFgJ e IFgS / FMJ e FMS / FFgJ e FFgS /
IMJ e IFgJ / IFg e FMJ / FMS e FFgS / IMJ e FMJ / IMS e FMS / IFgJ e FFgJ tiveram
diferencas significativas nos resultados, portanto ndo foram satisfatérios. J& as comparacdes
dos outros grupos estdo dentro do esperado. Curiosamente o que notamos neste teste é o
contrério da tabela 1, pois aqui o teste feito separadamente se mostrou com valores de §*3C

mais altos quando comparados ao grupo analisado simultaneamente.
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Tabela 3. Comparagdo dos valores de 8N (%o) em amostras folha de cacau, analisadas no
inicio (1) e final (F) da coluna cromatografica, em amostras moidas (M) e em fragmentados
(Fg), analisadas simultaneamente (J) e separadamente (S) no IRMS.

IMJ IMS IFgJ IFgS FMJ FMS FFgJ FFgS

4,72 485 4,74 518 497 515 6,43 5,26

461 485 458 532 452 529 584 537

441 476 465 537 45 549 6,03 5,20

495 482 469 537 391 555 553 524

467 485 464 508 4,61 518 555 5,16

4,79 491 462 508 540 537 533 5,18

462 490 468 515 595 530 538 5,30

483 486 461 513 586 530 849 512

4,73 491 459 505 6,00 498 573 524

460 498 463 522 684 515 6,08 5,28

Média 4,60 498 4,63 522 527 528 574 524
Desv-P 0,15 0,06 0,05 0,212 091 0,17 035 0,07
CcVv 0,03 001 001 0,02 017 0,08 0,06 0,01

p:JeS 0,0052 0,0001 0,9659 0,0267
p:MeP 0,3208 0,0001 0,0569 0,5186
p:leF 0,0848 0,0002 0,0011 0,2968

Neste experimento, como retiramos amostras de uma Unica folha de cacau, os valores
distribuidos na tabela 3 deveriam sofrer variacdo minima, porém na pratica vemos que houve
discrepancia entre os valores. A média variou por volta de 1%., 0 que € uma variacdo
aceitavel. O desvio padrdo teve uma variacdo alta entre os valores e no teste p para
junto/separado o Unico grupo que variou significativamente foi a comparacdo entre FMJ e
FMS. No p do teste moido e fragmentado os grupos que ficaram com valores fora do esperado
foram as comparaces de IMJ e IFgJ / FMS e FFgS. Por fim o teste de inicio e final da coluna
cromatografica tiveram dois valores dentro do esperado e dois fora. A comparacdo dos grupos
IMJ e FMJ, teve uma leve diferenca quando comparados seus resultados, ja& a comparacao
entre IFgS e FFgS mostrou grande diferenca. A comparagédo dos grupos IMS e FMS / IFgJ e
FFgJ ndo teve variacao significativa nos resultados, portanto os resultados foram satisfatorios.
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Tabela 4. Comparagio dos valores de §'3C (%o0) em amostras de folha de cacau, analisadas no
inicio (1) e final (F) da coluna cromatografica, em amostras moidas (M) e em fragmentados
(Fg), analisadas simultaneamente (J) e separadamente (S) no IRMS.

IMJ IMS IFgJ IFgS FMJ FMS FFgJ FFgS

-30,81 -31,18 -18,79 -30,83 -31,11 -30,95 -30,62 -31,23

-16,05 -31,07 -25,98 -30,97 -31,23 -30,28 -30,72 -30,80

-31,04 -30,95 -26,91 -30,75 -31,63 -31,13 -30,73 -31,39

-31,02 -31,19 -25,84 -31,06 -30,95 -31,07 -30,83 -31,19

-30,84 -31,08 -17,59 -31,01 -30,71 -31,18 -30,98 -31,52

-31,02 -31,10 -21,16 -30,78 -30,65 -31,10 -30,78 -30,57

-30,84 -31,15 -19,69 -30,92 -30,64 -31,17 -30,89 -31,31

-30,97 -31,28 -14,48 -30,89 -30,60 -31,24 -30,77 -31,33

-30,81 -31,18 -22,46 -31,08 -30,60 -31,23 -30,78 -31,50

-30,95 -31,16 -27,16 -30,81 -30,55 -31,15 -30,82 -30,82

Média  -30,93 -31,13 -22,01 -30,90 -30,87 -31,15 -30,80 -31,27
Desv-P 010 009 440 011 036 009 010 0,32
CVv 001 001 020 001 001 001 001 001

p:JeS 0,2808 0,0001 0,3206 0,0045
p:MeP 0,0110 0,0002 0,5822 0,2765
p:leF 0,3740 0,3550 0,0001 0,0221

Os valores dispostos nesta tabela sdo de carbono, portanto como se trata de amostras retiradas
de uma Unica folha, também ndo deveriam sofrer variacbes em seus resultados. Porém o que
analisamos aqui é que devido a média do grupo IFgJ ser muito baixa, causa uma discrepancia
enorme quando comparado com as outras colunas. Esse evento pode ter ocorrido novamente
devido a diluicdo da amostra quando analisadas simultaneamente no IRMS. Quando
analisamos o desvio padrdo de todos 0s grupos, vemos que ndo ha variacao significativa, isso
mostra que essa tabela se aproxima do ideal, e que todas as outras deveriam ter dado valores
com pequenas variacfes como estas. O coeficiente de variacdo também néo sofreu grandes
variacdes, com excecdo do grupo ja mencionado. Contudo quando analisamos o p de todos 0s
grupos, vemos que metade dos resultados foram dentro do esperado, pois resultou em p<0,05.
Os valores comparados que deram diferenga, com p>0,05 foi quando analisados 0s grupos
junto e separado IMJ e IMS / FMJ e FMS. Ja quando analisamos o p de moido e fragmentado,
os valores que tiveram diferencas significativas foram os grupos FMJ e FFgJ / FMS e FFgs.
Por fim, quando analisado o p dos grupos inicio e final da coluna, temos valores inesperados
na comparacao dos grupos IMJ e FMJ / IMS e FMS.

No decorrer da preparagdo do presente estudo, tivemos algumas dificuldades para
realizar de forma mais rapida o projeto. Algumas intercorréncias como reformas no
laboratorio, organizacdo dos equipamentos, manutencdo dos equipamentos, quedas de

energias na universidade que danificaram a confiabilidade dos primeiros resultados obtidos.
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Portanto tivemos que refazer o processo algumas vezes, pois, além do meu projeto, 0
departamento analisa outras pesquisas, de diferentes empresas. Devido a isso, a analise no
EA-IRMS néo se transcorreu de forma rapida. Porém nada grave aconteceu que atrapalhasse
0s prazos e a confiabilidade dos resultados obtidos nesse periodo.

Durante o estudo, os pardmetros avaliados ndo foram conclusivos, porém descobrimos
que outros fatores podem estar relacionados a essa variagao entre os resultados. Muitos deles
foram descobertos no decorrer do projeto e ndo foram testados nesse trabalho, como por
exemplo, focalizacdo e desfocalizagdo da maquina, diluicdo dos gases e o sinal em mili-volts
do gréfico. Este fator quando analisado no software, ha valores que ndo séo lidos quando
colocados valores de massas grandes para serem analisadas. Portanto nosso objetivo foi
iniciar testes relacionados a essa area para que estudos futuros consigam esclarecer as davidas

que se tem na metodologia de analise e na variagdo dos resultados.

4., CONCLUSAO

Concluimos que as diferentes metodologias da preparacdo das amostras, tiveram
discrepancias nos resultados, principalmente quando as andlises foram feitas
simultaneamente. Essa variagdo € relativamente pequena, porém existe.

Cabe ressaltar que cada procedimento de preparo de amostras e analise de C e N
(simultanea ou separada), dependem do objetivo de cada laboratério. Se na visdo do
laboratério essa diferenca ndo for significativa e o intuito do trabalho é maior
reprodutibilidade, menor tempo de analise e com menos gastos possiveis de materiais e gases,
essa € a melhor metodologia independendo dos testes ocorrerem no inicio e no final da coluna
cromatografica.

Neste interim, laboratérios que visam a minima diferenca entre os resultados, e
necessitam da repetitividade dos mesmos, a melhor maneira de se obter € moendo a amostra
para deixar o mais homogéneo possivel e analisar carbono e nitrogénio separadamente. Assim
a diluicdo dos gases e a focalizacdo da maquina ndo ficardo variando a cada queima das
amostras; sendo assim, minimizando possiveis discrepancias nos resultados. Este método trara
maiores gastos, pois os testes serdo duplicados, entdo ao invés de analisar mil amostras em
uma Unica coluna e ter o resultado de C e N, o técnico devera colocar separadamente e isso

implicara na diminuicdo da vida Util da coluna cromatogréfica e maior gasto de gases.
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