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RESUMO

Os is6topos sao tragadores naturais em diversas areas: forense, autenticidade e
rastreabilidade de alimentos e bebidas, e, deteccdo de dietas de animais
utilizando os isétopos de CHON'’S (Carbono, Hidrogénio, Oxigénio, Nitrogénio e
Enxofre). No entanto, a preparagédo das amostras pode impactar na variagao dos
resultados. As analises de carbono diferenciam plantas Cs e C4, com base nos
ciclos fotossintéticos, enquanto as analises de nitrogénio sao influenciadas pela
via de absorgdo, seja por via gas nitrogénio ou adubacgdo tanto por matéria
organica e fertilizantes industriais. As porcentagens de carbono orgénico total
(COT) e nitrogénio total (NT) tém aplicagcdes nas areas de enriquecimento de
solo e sedimentos, sendo possivel identificar a porcentagem dos isétopos na
massa encapsulada. Este estudo objetivou identificar o impacto do
processamento das amostras influéncia nos resultados, considerando os
processos de coleta, armazenamento, secagem, moagem e quantidade de
massa encapsulada em estanho com seu respectivo sinal de sensibilizagdo do
espectdometro de massa. Foram medidas as razdes isotdpicas de §'3C, §'N,
além de COT e NT, utilizando padrdes internacionais certificados pela IAEA e
USGS incluidas amostras de folhas coletadas na UNESP Botucatu. Foram
realizados dois processamentos: o Processamento 1 investigou identificar a
quantidade de massa, de 50 a 700 pg, para garantir um sinal adequado no
espectdometro de massa, EA/IRMS, além disso foram coletadas folhas na UNESP
Botucatu, o primeiro grupo passando por separag¢ao de sec¢des em base, topo,
meio esquerdo, meio direito e base seguidos de secagem em estufa de
convecgao, o segundo grupo sendo secas em estufa de convecgao e moidas,
permitindo a analise de diferencas das razdes isotépicas. Ja o Processamento 2
verificou-se as condicbes de coleta e armazenamento. Amostras foram
guardadas em sacos de papel, plastico ou mergulhadas em nitrogénio liquido e
armazenadas por 0, 24, 48 e 72 horas. Também investigou as condigbes de
armazenamento de amostras, deixadas ao ambiente absorvendo umidade
verificando os valores de COT e NT. Os resultados do Processamento 1
evidenciaram que a maior a porcentagem de carbono ou nitrogénio, menor a
massa encapsulada evitando a saturacdo do equipamento, além disso, os
resultados das folhas inteiras e seccionadas apresentaram diferengas
estatisticamente relevantes, através do teste One- Way ANOVA e Teste Turkey,
sendo as amostras moidas inteiras representando a razao isotopica real da
amostra. Para o Processamento 2 os resultados das coletas de amostra
evidenciaram a necessidade do processo de secagem logo apos colhidas,
independente do material em que sdo armazenadas e a dispensabilidade do
nitrogénio liquido. Também verificado, a partir dos padrées, a influéncia da
umidade nas analises de COT e NT, uma vez que a massa de agua interfere nas
das porcentagens, evidenciadas as diferengas estatisticas com os testes One-
Way ANOVA e Teste Turkey.

Palavras-chave: Analise isotdpica; EA/IRMS; Preparacdo de amostra; C; N;



ABSTRACT

Isotopes are natural tracers used in various fields such as forensics, food and
beverage authenticity and traceability, and the detection of animal diets using
CHONS isotopes (Carbon, Hydrogen, Oxygen, Nitrogen, and Sulfur). However,
sample preparation can significantly impact in the results variability. Carbon
analyses distinguish C3 and C4 plants based on their photosynthetic cycles, while
nitrogen analyses are influenced by the absorption pathway, whether via nitrogen
gas or fertilization with organic matter and industrial fertilizers. Total organic
carbon (TOC) and total nitrogen (TN) percentages are applied in soil and
sediment enrichment studies, enabling the identification of isotopic percentages
in the encapsulated mass. This study aimed to assess how sample processing
impacts the results, focusing on collection, storage, drying, grinding, and the
quantity of mass encapsulated in tin, along with its corresponding sensitivity
signal in the mass spectrometer. Isotopic ratios 8'*C and 6'°N were measured,
along with TOC and TN, using international standards certified by IAEA and
USGS including leaf samples collected at UNESP Botucatu. Two processing
methods were performed: Processing 1 investigated the optimal amount of mass
(50 to 700 pg) to ensure an adequate signal in the EA/IRMS mass spectrometer.
Leaves collected at UNESP Botucatu were divided into two groups: the first was
separated into sections (base, top, left middle, and right middle) and dried in a
convection oven, while the second group was dried and ground, allowing the
analysis of differences in isotopic ratios. Processing 2 assessed collection and
storage conditions. Samples were stored in paper or plastic bags or immersed in
liquid nitrogen and analyzed after 0, 24, 48, and 72 hours. Additionally, storage
conditions were evaluated for samples left in ambient environments, where
moisture absorption was monitored for its effect on TOC and TN values. The
results from Processing 1 showed that the higher the percentage of carbon or
nitrogen, the lower the encapsulated mass needed to avoid equipment saturation.
Furthermore, significant statistical differences were observed between whole and
sectioned leaves, as determined by One-Way ANOVA and Tukey tests, with
ground samples providing the most accurate representation of the isotopic ratios.
For Processing 2, the results highlighted the necessity of drying samples
immediately after collection, regardless of the storage material, and the
dispensability of liquid nitrogen. Moreover, the influence of moisture on TOC and
TN analyses was confirmed, as water mass interfered with percentage
calculations, with statistical differences evidenced by One-Way ANOVA and
Tukey tests.

Palavras-chave: Isotopic Analysis; EA/IRMS; Preparation’s sample; C; N;
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1. Introdugao

A analise isotopica usando sistema de analisador elementar com espectrometro
de massa de razdo isotopica, traduzida do inglés Elemental Analyzer-Isotope Ratio
Mass Spectrometer abreviada como EA-IRMS, tem como principio de funcionamento a
analise de ions moleculares, detectando-os qualitativa e quantitativamente pela
respectiva taxa m/z (massa/carga) abundante (Gehre; Strauch, 2003). Apds a
combustao da amostra no EA, os ions moleculares colidem com receptores pré-
determinados (Kracht, 2010) a partir da trajetéria influenciada pela massa
molecular do gas formado, sendo gerados sinais de sensibilizacdo do
equipamento dado em milivolts (mV) no IRMS (Brenna et al., 1997). O EA-IRMS
possui aplicagdes em diversas areas, como na pericia criminal (Shibuya et al., 2006) e
na analise de alimentos de origem animal (Petinati et al., 2018) e vegetal (Nietner et al.,
2014) com as medigdes de *C, ®N, ?H, 80 e *S.

A analise de Carbono, 8C (%), é utilizada em grande escala por
amostras de origem vegetal como as folhas; animal como musculo, unha e pelo;
e matéria organica como solo, sedimento e rocha ignea. (Dunn et al., 2018). As
plantas, possuem diferengas em seus ciclos fotossintéticos, sendo classificadas

em: plantas Cs, C4 e plantas CAM (figura 1).

As plantas Cs discriminam o gas carbdnico com '3C (Smith; Epsten, 1971)
resultando em valores isotdépicos mais negativos em intervalo de -30%o a -24%o
(Rhodes et al., 2010), tendo como principais representantes o arroz e o trigo. As
plantas C4, por outro lado, ndo possuem essa seletividade na absor¢ao do CO2
atmosférico (Cannell; Thornley, 1998), apresentando a razao isotdpica intervalo
de -20%o a -10%o, representados majoritariamente pela cana-de-agucar e milho.
E, as plantas CAM, é uma categoria as quais podem se comportar tanto como
plantas C3, bem como plantas C4, tendo como principais representantes o

abacaxi e o cactos (Yamori; Hikosaka; Way, 2014).



Figura 1: Esquema dos ciclos fotossintéticos de plantas C3, C4 e CAM
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Fonte: (Yamori; Hikosaka; Way, 2014)

Assim, § 3C é empregado pela diferenga da razao isotdpica das plantas
de acordo a classe a que pertencem, sendo possivel verificar a legalidade de
sucos de polpa de caju através do enriquecimento isotopico relativo (Figueira et
al., 2011) ou em adulteragées de méis com agucares (Souza-Kruliski et al.,
2010).

Na analise de Nitrogénio, §'°N (%o), &€ possivel distinguir a via de absorgéo
das plantas, sendo através do gas nitrogénio atmosférico, N2, ou adubagao do
solo, tanto por matéria organica, industrial ou acdo de decompositores. Desta
forma, as razdes isotdpicas possuem diferencas entre as vias de absorgao, ou
seja, as que absorvem nitrogénio atmosférico, como as leguminosas, possuem
resultados entre 0 e 1%, (Campanelli et al., 2024). As plantas que absorvem do
solo devido a adubacgéao, via decomposi¢cao de matéria organica os valores sao
maiores que 5%. (Rhodes et al.,, 2010), e, as que absorvem via fertilizantes
manufaturados de -2 a 2%o (Li et al., 2023).

O Carbono Organico Total (COT) e o Nitrogénio Total (NT) sdo duas
medidas de todos os isétopos estaveis de carbono e nitrogénio. Ambos séo

empregados em pesquisas de enriquecimento de solo (Liu et al., 2023) e em



deposigdes desses isotopos em ecossistemas (Thiengo et al., 2024). O COT e
NT sdo medidas da porcentagem de carbono e nitrogénio totais presentes na
amostra. Essas medigbes possuem seus calculos realizados pelo software que

dependem das massas das aliquotas analisadas (Cobley; Pataki, 2019).

Algumas das problematica que envolvem a analise isotopica s&o os
processos de preparagao das amostras, que ocorrem antes da analise, tais como
a secagem, homogeneizacéo, coleta e armazenamento e a massa encapsulada.
O processo de secagem da amostra é retirado a umidade, principalmente de
material higroscopico, que possui grande afinidade e absor¢do de agua,
garantindo uma estabilidade da amostra e evitando a variagao de peso, e das

proporgdes isotopicas (Reay et al., 2023), devido a presencga de agua.

A secagem, no entanto, caso excessiva ou insuficiente podem gerar erros
nos resultados. Pois, se realizada a alta temperatura, podem ocorrer perda de
compostos e alteragdes dos isétopos presentes na amostra. O processo de
secagem da amostra pode afetar diretamente a precisdo e reprodutibilidade
principalmente nas medigbes de COT e NT que dependem da massa (Bettez;
Groffman, 2013). Sendo utilizadas técnicas e equipamentos que retiram a agua
absorvida, tais como a liofilizagdo e o uso de estufas, tanto a vacuo como por

conveccgao (Greenwood, 2018).

A homogeneizagdo da amostra garante que a composi¢gdo da amostra
seja uniforme em toda aliquota, permitindo resultados mais precisos e
reprodutiveis (Torres-Cobos et al., 2024). Considerando, ainda, que as massas
das aliquotas encapsuladas utilizadas sdao em microgramas (ug), a nao

homogeneizagao, pode n&o representar o valor real da amostra.

Em materiais heterogéneos a variagdo dos componentes, incluidos os
isdtopos estaveis, ndo sao distribuidos igualmente o que infere em resultados
inconsistentes e causam maiores erros associados a essa variabilidade. O
processo de homogeneizagao pode ser realizado de maneira manual, através do
uso de pildes ou através de equipamentos como moinhos criogénicos que
utilizam nitrogénio liquido para congelar a amostra e esferas de metal agitadas

junto a amostra e realizam a moagem (Giannioti et al., 2024).



A coleta das amostras deve ser realizada de maneira cuidadosa, tanto
para amostras de material vegetal, como de origem animal. De forma que este
processo inicial garante a representatividade, qualidade e validade das analises,
garantindo que a amostra reflita as caracteristicas do ambiente ou sistema de
estudo (Meinkoth; Allison, 2007).

O armazenamento, por sua vez, permite a rastreabilidade e a reutilizagcao
das amostras em estudos futuros. Em diversos contextos as amostras podem
ser unicas e insubstituiveis, de maneira que o armazenamento correto € um

componente da metodologia cientifica (Gordon et al., 2018).

Assim, tal processo diz respeito a manipulagdo, documentacgao e correto
armazenamento de amostras, as quais em condi¢des nao apropriadas podem
receber a influéncia de decompositores e vetores que invalidam a aliquota e

causam resultados ndo confiaveis (Silverman et al., 2022).

Para diversos equipamentos de espectrometria de massa, a quantidade
da amostra encapsulada e introduzida para analise devem estar dentro de uma
faixa especifica, de maneira a garantir a ionizagdo adequada do equipamento,
e, a consequente deteccdo adequada das medi¢des de interesse (Xie et al.,
2024). Assim, erros na pesagem das amostras pode alterar os resultados
isotdpicos, pois influenciam diretamente a precisao, exatidao e a confiabilidade
dos resultados obtidos (Carter; Fry, 2013).

O erro associado a este processo sao pesagens significativas que levam
a superestimagao ou subestimacdo das proporgdes isotopicas, as quais,
comprometem a interpretacdo dos resultados (Szpak; Metcalfe; Macdonald,
2017). Desta forma, este trabalho teve como objetivo explorar os principais
tépicos envolvendo a preparacao e manuseio de amostras na analise isotépica.
Desde a coleta das amostras vegetais até o processo de analise das mesmas
pelos equipamentos, verificando a variacao dos resultados através de diferentes

métodos de coleta, secagem, armazenamento e massa encapsulada.



2. Metodologia

Para o processo de analise das amostras foi utilizado um sistema de
espectrometria de massa por razao isotopica acoplado ao analisador elementar
de combustao, EA-IRMS, para a determinacao das razdes isotopicas de carbono
e nitrogénio. Com resultados expressos em diferencga relativa da raz&o isotépica

com uma razao padrao conforme a equacéao 1:

i/ J
R( E/ E)amostra _ 1 (1)

i —
& "Egpe) = 272/ %)

padrio
na qual E representa o elemento com 'E o is6topo menos abundante, '3C ou 5N,
e JE o isétopo mais abundante, 2C e '“N, os resultados adimensionais expressos
em permil (%o) (LI et al., 2024). As razées padroes de carbono R('3C/'?C) vrps €
a razao padrao para nitrogénio R('N/'*N) air sdo constantes fornecidas pela
CIAAW (Commision on Isotopic Abundance and Atomic Weight) e a IUPAC

(International Unicon of Pure and Applied Chemistry)

Além desta medida, também foi realizada a porcentagem de C e N total
da amostra, COT e NT, os quais as massas pesadas das aliquotas sao utilizadas
pelo software. Antes das analises das os as amostras passaram por dois tipos

de procedimentos dados como Processo 1 e Processo 2.

2.1 Processo 1
Foram utilizados padroes com COT e NT conhecidos visando, neste

processo relacionar a massa da aliquota a ser encapsulada em estanho com
COT ou NT presente, verificando a variagdo dos valores isotdpicos com a

insaturagao ou saturacao do equipamento (BALINT et al., 2024).

Os padroes utilizados foram: Ureia, USGS62 e Acetanilida com COT
iguais a: 20,10%, 49,50% e 71,08%, respectivamente, e NT iguais a: 46,68%,
28,8% e 10,33%. As amostras foram pesadas com massas de 50, 100, 200, 300,
400, 500, 600 e 700 ug (WANG et al., 2021).



Com a utilizagdo da nota técnica (KRACHT, 2010) a qual indica o sinal
ideal e a amplitude, em mV para cada analise, os valores das massas ideias

encontradas foram 40 ug para COT e 70 ug para NT.

As amplitudes foram classificadas em minima, ideal e maxima para ambas
as analises, de maneira que para carbono foram consideradas as amplitudes de
5000, 6000 e 7000 mV, respectivamente, e para nitrogénio foram consideradas
as amplitudes de 3000, 4000 e 5000 mV.

Os calculos para a massa ideal de C e N foram realizados através da
equacao 2, comparando as amplitudes experimentais com os valores teoricos

obtidos através das notas.

Massa idealgpmostra = Massa ideal,qyipamento * Y0E (2)

Realizados os graficos relatando as diferengas das porcentagens do

elemento (%E), C ou N, com a massa da amostra encapsulada em estanho.

Além disso, foram coletadas duas folhas de trés arvores do campus da
Unesp em Botucatu. Para o Grupo 1 as amostras foram separadas em trés
partes principais, base (B), meio (M) e topo (T), com cerca de 5cm cada e a parte
do meio subdividida em duas, meio esquerdo (ME) e meio direito (MD). O Grupo
2 nao foi submetido a nenhum processo de separacdo de cada seccdo da

amostra, seguindo apenas aos processos de preparacao da etapa seguinte.

ApoOs a coleta e separagado das amostras, os dois grupos foram secos em
uma estufa por convecgdo a 45°C por 48h, apdés a secagem o Grupo 2 foi
submetido ao processo de moagem criogénica utilizando o moinho SPEX
SamplePrep Geno/Grinder 2010 de maneira a homogeneiza-las, feito este
processo, foram retiradas aliquotas com massa entre 2000 e 2500 ug de cada

seccao.

Dado estes processos de pesagem para os dois grupos as amostras
foram analisadas utilizado um sistema de espectrometria de massa por razao
isotépica com analisador elementar de combustdo EA-IRMS com anadlise de
8'3C, 6N, NT e COT. Desta forma este processo define o intervalo correto das
massas para analise, e, também, verificou a variabilidade isotépica de materiais

heterogéneos comparado aos homogeneizados.



2.2 Processo 2
Neste processo foram coletadas 11 amostras, de uma mesma arvore no

campus da Unesp Botucatu, submetidas a trés grupos com tratamentos

diferentes durante a coleta e armazenamento antes da secagem.

No Grupo A, as amostras foram coletadas e armazenadas em sacos
plasticos (CECCHETTI et al., 2020) por 0 (A0), 24 (A24), 48 (A48) e 72 horas
(A72). No Grupo B as amostras foram coletadas e mergulhadas em nitrogénio
liquido por 8s cada amostra, armazenadas em sacos plasticos por 0 (B0), 24
(B24), 48 (B48) e 72 horas (B72). No Grupo C as amostras foram coletadas e
armazenadas em sacos de papel por 0 (A0), 24 (C24), 48 (C48) e 72 horas (C72).

ApOs estes tratamentos as amostras foram secas em estufa de convecgao
por 48h a 45°C e moidas por meio de um moinho criogénico SPEX SamplePrep
Geno/Grinder 2010, e posteriormente pesadas em capsulas de estanho com

massa na faixa de 2000 a 2500 pg.

Também foram utilizados padrdes internacionais certificados, sendo eles
USGS61 e USGS62, com valores de §'3C e §'°N conhecidos. Essas amostras
foram separadas em dois grupos: 1) as aliquotas absorveram a umidade
ambiente; 2) as amostras foram secas em estufa a vacuo por 5 dias, com
temperatura a 40°C e -700 mmHg. Ambos os grupos foram encapsulados em
estanho e analisados pelo sistema EA-IRMS para obter os valores de §'3C, §'°N,
NT e COT verificando as variagbes dos valores isotopicos dos diferentes

métodos de coleta e armazenamento das amostras.

2.3 Testes estatisticos
Na analise dos dados foi utilizado o programa SigmaPlot 15.0 e teste

estatistico o One-Way ANOVA (analise de variancias), o qual leva em
consideragdo os valores de média, desvio padrdo (Desv-P), constante de
variacéo (CV) e p (probabilidade de significancia), que é probabilidade de se
obter uma estatistica de teste igual ou a mais extrema que aquela observada, e
o teste Turkey, método de comparacgao entre os dados.



3. Resultados e Discussao

3.1 Processo 1

Os calculos preliminares, que deram origem as Figuras 2 e 3, ainda
precisam de refinamentos quando comparados aos resultados experimentais,
pois ainda apresentam erros de quantidade de massa de determinadas amostras
(Tabela 1).

Os valores das amplitudes que obtiveram valores menores ou maiores
que o ideal no equipamento, 6000 mV para C e 4000 mV para N estdo com os

valores destacados (tabela 1)

Tabela 1: Resultados experimentais comparados com os valores tedricos calculados para C e
N

Carbono Nitrogénio
~ Ma}s.sa Massa Amplitude Me}s§a Massa Amplitude
Padrao % Teorica (ua) (mV) % Teorica (L) (mV)
(Mg) (Mg)
_ 1 _ 1
Ureia 20,1 200 0,203 4635 46,68 150 0,203 3188
267 0,291 6489 200 0,291 4542
. 0,058 4642" 678- 0,596 20041
Acetanilida 71,08 56-75 ’ 10,33 ’
cetantida 11, 0102 78922 904 0,698 2420
0,058 3402° 244- 0,405 3991
USGS62 49,5 81-106 0,109 6036 28,8 325 0,514 49362

"Valores de insaturagdo do equipamento na anélise
2V/alores de saturacédo do equipamento na analise

Fonte: Proprio autor

Os calculos tedricos nao condizem com o experimental, principalmente no
caso da Acetanilida que para as analises de C e N a massa minima n&o atingiu

a amplitude necessaria e a massa maxima saturou o equipamento.

Este fato pode ser devido a erros de calculos tanto por o equipamento
necessitar de uma massa de C e N diferentes da explicitada na nota técnica, ou,
a erros devido a saturacdo do equipamento causado por amostras anteriores,
alterando assim os intervalos de massas das amostras calculados e

experimentais (Baczynski et al., 2023).



Os resultados dos calculos das massas com as porcentagens de C e N

foram construidos graficos da Porcentagem vs. Massa, em escala logaritmica

para obtencdo de uma reta.

Figura 2: Massa vs.%Carbono
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Com os graficos construidos (figuras 3 e 4) a %N e %C interfere na

quantidade de massa a ser encapsulada da amostra. Dado que o0 excesso de
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massa de uma amostra satura o equipamento de maneira a causar mais erros

nas razodes isotopicas (Yin et al., 2021).

Além disso, foram analisados §'3C, 8N, NT e COT em amostras de

folhas para comparar os resultados da folna homogeneizada inteira (1, 2 e 3)

com os seus segmentos ao longo de seu comprimento (tabela 2).

Tabela 2: Comparacédo de NT, COT, & '3C e 6 "N no comprimento das folhas

Amostras
1
1T
1IME
1MD
1B
2
2T
2ME
2MD
2B
3
3T
3ME
3MD
3B

NT 815N (%o) COT
1,81 3,31 46,05
1,51 3,34 40,11
1,83 3,02 41,65
2,00 3,25 47,20
2,02 3,26 43,35
1,56 0,04 46,81
1,89 1,44 47,29
1,51 1,08 45,93
1,86 1,30 49,01
1,77 1,43 47,77
1,96 7,63 50,51
2,14 7,68 43,67
2,47 7,58 47,29
2,42 7,64 50,15
2,41 7,49 44,96

813C (%o)
-25,66
-26,57
-26,57
-26,28
-26,42
-29,95
-30,84
-30,90
-31,09
-30,99
-30,69
-31,20
-31,21
-31,14
-30,89

O numero dos cddigos serve para indicar as folhas processadas inteiras (1, 2 e
3) e as seccbes (T: topo, ME: meio esquerdo, MD: meio direito, B: base).

Fonte: Proprio autor

Tabela 3: Variagdo da média dos valores de NT, COT, 6 °C e 6 "®*N no comprimento das folhas

Variagao da média dos valores (%o)

Amostra NT 815N (%) coT 813C (%eo)

1 0,09+0,19 0,28%0,58 7,71£16,16 5,51+7,05
2 0,19+0,12 1,2710,12 0,69+0,89 1,00+0,08
3 0,40+0,11 0,03+0,06 3,99+2 20 0,42+0,11

Fonte: Préprio autor

Na analise dos resultados, em algumas sec¢des das amostras tiveram

valores bem proximos as da amostra inteira, como no caso dos pares 1 e 1ME,

2 e 2ME, 3ME, 3MD e 3B, para NT. Mas, vale ressaltar que a aproximacao destes

resultados n&do implica em uma hipotese de utilizagcdo apenas destas seccgdes
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como resultados, visto que tanto para as andlises de COT, §'3C e §'°N, os valores

das subdivisbes comparadas as amostras inteiras apresentaram diferengas.

3.2 Processo 2

Teve como objetivo avaliar as condi¢gdes de coleta e armazenamento das
amostras ao longo do tempo de 0, 24, 48 e 72 horas, armazenadas em sacos

plastico (A e B) e em sacos de papel (C).

As amostras com a identificacdo A0 e BO, foram coletadas e seguidas
direto para o processo de secagem via estufa de conveccdo, ndo sendo
colocadas em sacos plasticos. A amostra CO nao foi analisada, visto que tanto
A0 como CO apenas diferem do material em que sdo armazenadas, mas ambas

com o tempo menor que 1 hora.

Além disso, também foram analisadas as condigcbes de coleta das
amostras, mergulhadas em nitrogénio por 8 segundos (B) e apenas
armazenadas nos sacos (A e C), avaliando os valores de NT, §'°N, COT e §'3C
(tabela 4).

Tabela 4: Valores de NT, COT, & 13C e & °N nos trés diferentes métodos de coleta e
armazenamento das amostras

Amostras NT SN (%o) COT 813C (%)

AO 1,71 2,48 31,75 -27,47
A24 2,69 9,13 34,13 -25,47
A48 3,27 9,00 37,13 -25,37
AT2 2,58 5,93 34,13 -27,99
C24 1,99 6,15 34,92 -26,76
C48 2,67 5,14 31,65 -29,42
C72 2,35 7,78 34,95 -26,53
BO 2,10 7,95 35,45 -26,99
B24 2,45 8,66 34,91 -26,53
B48 2,15 7,35 34,82 -26,81
B72 1,95 5,18 36,43 -26,76

O numero dos codigos usados para indicar os procedimentos (A: guardadas em
sacos plasticos, B: mergulhadas em nitrogénio e armazenadas em sacos plasticos,
C: armazenadas em sacos de papel) e o tempo de armazenamento antes da
secagem (0: tempo menor que 1 hora, 24: 24 horas, 48: 48 horas e 72: 72 horas)

Fonte: Proprio autor



12

E possivel identificar aumento nos valores de NT, para todos os tipos de
tratamentos entre 0 e 48h apds a coleta das amostras, com exceg¢ao das
amostras pertencentes ao Grupo B, no qual houve aumento apenas entre 0 e 24

horas seguidas por uma diminuigao.

Este tipo de aumento dos resultados de NT e §'°N no periodo antes das
amostras serem colocadas na estufa pode ser devido a agdo de fungos
decompositores, os quais mesmo nao sendo visiveis ao dado momento, podem
realizar o processo de decomposi¢cao da matéria organica, alterando os valores

de NT, e, consequentemente §'°N (Novak et al., 2019).

No mesmo tipo de analise, vale ressaltar que as amostras colocadas para
secagem apos 72h armazenadas (A72, B72 e C72) apresentaram redugéo dos
seus valores de NT quando comparados ao aumento gradual ocorrido em 24 e
48h.

Na analise de §'°N também houve aumentos nos valores isotopicos para
os trés tipos de tratamento entre 0 e 24h, mais evidente no método do Grupo A

na qual AO e A24 foi de aproximadamente 6,65%o.

Nas andlises de COT e &'°C os resultados das amostras néo
apresentaram um comportamento padronizado em aumento ou diminuicao dos

seus valores isotopicos.

A tabela 5 apresenta a variagao das médias dos valores para as analises
de 8'3C, 8N, NT e COT, pode-se verificar que os diferentes tipos de coleta e
armazenamento das amostras causam grande influéncia em seus resultados
isotopicos.

Tabela 5: Variagédo das médias dos valores de NT, COT, 6 13C e & '°N nos diferentes métodos
de coleta e armazenamento das folhas

Variagdao das médias dos métodos de tratamento

Amostras NT 815N (%o) coT 813C (%o)
A 1,1340,28 5,54+1,39 3,38+0,07 1,19+1,42
B 0,08+0,17 1,25+0,88 0,69+0,06 0,29+0,11
C 0,62+0,23 3,87+0,94 2,09+1,46 0,10+1,23

Fonte: Proprio autor
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Além disso, outro objetivo do estudo deste processo é relacionar a
absorgao da umidade das amostras com caracteristicas higroscopicas com a
influéncia desta absor¢do com a variagao nos resultados em NT e COT (tabela
6).

Tabela 6: Valores de NT, COT das amostras secas estufa e deixadas ao ambiente para
absorver umidade

Secas Umidas
Amostras NT coT NT coT
28,40 48,30 28,08 48,24
USGS 61 28,90 48,76 28,71 48,28
28,45 48,76 28,08 47,73
USGS62 28,12 47,57 28,05 47,22

Fonte: Préprio autor

Com os resultados obtidos é possivel identificar diferengas nos valores de
NT e COT entre as amostras secas e umidas de ambos os padroes. Essas
diferencas se devem a presenca de umidade nas amostras, influenciando nas
massas, ja que parte delas esta composta por agua, causando erros nas
medidas, considerando que, ambas possuem relagdo direta com a massa
encapsulada de forma que se a massa pesada nao condiz com a quantidade real

da massa da aliquota, as porcentagens n&o sao confiaveis.

Em ambos os Procedimentos, 1 e 2, foi aplicado o teste One-Way ANOVA
com p<0,05, utilizando o software SigmaPlot 15.0, tal teste tem o principio de
variabilidade total dos dados entre grupos, calculando a razdo entre essas

variabilidades.

Nesse teste, assume-se que as varidncias entre os dois grupos sao
condizentes, caso esta condicdo nao for atendida, principalmente se as
variagdes forem muito diferentes o teste pode falhar, indicando que os dados
dentro de cada grupo ndao seguem uma distribuigdo normal e sao altamente

assimétricos, ou, contém outliers extremos.

Na analise dos resultados houve a falha no teste One- Way ANOVA, pois,
as diferengas nos valores médios entre os grupos de tratamento sdo maiores do
que seria esperado ao acaso, havendo uma diferenca estatisticamente

significativa (p<0,001), sendo necessaria a aplicagdo de outro teste de
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comparagao multipla, o Teste de Turkey, o qual verifica quais pares de médias

sao significantemente diferentes apds a realizagao do teste ANOVA.

Com a utilizagdo deste segundo teste, houve ainda uma diferenca
estatisticamente significativa, com p<0,001, tanto para os resultados das folhas,
com a amostra moida inteira e seccionada, como para os testes dos diferentes
processos de coleta e armazenamento e para os resultados dos padrdes

comparados secos € umidos.

Com os procedimentos descritos neste trabalho €& possivel verificar a
importancia do cuidado no manuseio, preparagdo e armazenamento das
amostras para a analise isotdpica (MEINKOTH; ALLISON, 2007).

Com o Procedimento 1 é possivel perceber que o uso correto da massa é
essencial neste tipo de analise, afim se sensibilizar o equipamento corretamente
diminuindo os erros nos resultados (BALINT et al., 2024), e ainda, verificado o
processo de homogeneizagao da amostra garantindo resultados representativos
da amostra a partir da aliquota pesada. O Procedimento 2 destacou a
necessidade do processo de secagem da amostra logo apdés a coleta
(CECCHETTI et al., 2020). .

4 Conclusao

Dessa forma, a partir dos resultados apresentados foi possivel concluir
que o0 manuseio, secagem, armazenamento e quantidade de massa nos
influenciam nos resultados de §'3C, §'°N, COT e NT durante os processos de
preparagcao de amostras vegetais. Além disso, os resultados evidenciaram a
influéncia da umidade nos valores de NT e COT, de maneira que realga o

armazenamento e secagem das amostras durante os processos de preparagao.
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