DESVENDANDO QUESTOES AMBIENTAIS
COM IsOTOPOS ESTAVEIS




APresenTaca®

O principal propésito deste livro é oferecer a estudantes, professores e inte-
ressados em geral, uma visio bdsica e ampla sobre a aplica¢do de isétopos estaveis
em varios campos da ciéncia. De maneira alguma pretendemos cobrir todos os
campos de aplica¢io a que a metodologia isotdpica se presta. Tal tarefa seria difi-
cultada pelo niimero crescente de aplicagdes que surgem constantemente. Por
outro lado, acreditamos que este livro oferece um alicerce sélido, que permiti-
ra ao leitor explorar outros campos de aplica¢bes dos is6topos. Nesse sentido,
sdo apresentados tépicos que incluem os isétopos estaveis dos elementos mais
comumente utilizados, ou seja, carbono, nitrogénio, oxigénio e hidrogénio.

Iniciamos este livro com um capitulo sobre defini¢des e nomenclatura
que, como todos os capitulos dessa natureza, nio é atraente, mas é fundamental
para o entendimento dos capitulos subseqiientes. Passamos entio a descrever os
ciclos do carbono, do nitrogénio e da 4gua, também fundamentais para o comple-
to entendimento da metodologia isotépica. A seguir, concentramo-nos no C,
em capitulos sobre a varia¢do desse is6topo presente na atmosfera, no ambiente
terrestre (solos e plantas) e no ambiente aquético. O préximo isétopo abordado
é 0 N, com suas varia¢des principalmente no ambiente terrestre (solos e plan-
tas). Depois, temos uma parte mais aplicada, com o uso de isétopos estdveis em
estudos de nutricio animal e humana, tanto contemporanea quanto em épocas
pretéritas, e concluimos com o estudo de adulteragées de alimentos e bebidas, de
acordo com a metodologia isotdpica. Dedicamos o capitulo final ao ciclo da 4gua
e seus is6topos '¥0 e deutério.

Vale ainda mencionar algumas caracteristicas deste livro que o fazem
especial para nés. Em primeiro lugar, seus autores pertencem a cinco gerac¢des
de pesquisadores do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (Cena), 6rgio de
integra¢do da Universidade de Sao Paulo.

O Cena foi fundado em 1964 e 14 estava Epaminondas Sansigolo Ferraz

como um de seus fundadores. A segunda geracdo é representada por Reynaldo



Luiz Victoria, que foi orientado por Eneas Salati, um dos fundadores do Cena e
pioneiro da espectrometria de massas no Brasil, contemporineo de Epaminon-
das. Por sua vez, Reynaldo foi o orientador de Luiz Antonio Martinelli, membro
da terceira geracgdo e orientador de Plinio Barbosa de Camargo, contemporineo
de Marcelo Zacharias Moreira, ambos pertencentes a quarta geragdo. Em seu
programa de doutorado, Jean Pierre Henry Balbaud Ometto foi orientado por
Martinelli e co-orientado por Plinio Camargo, e pertence, assim, a quinta gera-
¢do de pesquisadores do Cena.

Outra caracteristica importante para nds é o fato de ser este o primeiro
livro sobre is6topos estaveis em lingua portuguesa. Existem inimeros livros em
outras linguas, principalmente inglés, mas nada comparavel na nossa lingua.

Finalmente, a grande maioria dos exemplos que permeiam os capitulos
deste livro é oriunda de estudos conduzidos pelo nosso grupo. Esse fato contras-
ta inteiramente com livros escritos em outros paises, nos quais a maioria dos
exemplos refere-se a outra realidade que nio a nossa.

Resta-nos encerrar esta breve apresenta¢io com alguns agradecimentos
indispenséaveis. Em primeiro lugar, a Admar Cervelini (in memoriam) por sua
ampla visdo do futuro. A Eneas Salati, que deu os primeiros passos na espectro-
metria de massas e pelaimensa paciéncia que teve com seu orientando Reynaldo
Victoria. A Eiichi Matsui, que por tantos anos se dedicou ao nosso laboratério,
e aos técnicos que nos tém acompanhado por todo esse tempo, especialmen-
te a José Aurélio (Pingin) Bonassi, Maria Antonia (Tonica) Perez, Geraldo de
Arruda Filho e Neusa Maria Augusti.
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Biogeoquimicos

Os ciclos biogeoquimicos referem-se a transferéncia de elementos quimi-
cosdouniverso abiético para o universobiético e vice-versa. Ouseja, os elementos
minerais transferidos, e que passam a compor os tecidos de plantas e animais,
retornam ao meio ambiente apds a sua morte e decomposi¢io. Considerando-
se os macroelementos ou moléculas, os principais ciclos biogeoquimicos sdo:
do carbono, da dgua (H,0), do nitrogénio e do fésforo. Neste capitulo descre-
vem-se os ciclos do carbono e do nitrogénio, bem como as varia¢des isot6picas
associadas as diversas formas desses elementos na biosfera.

2.1 O cICLO GLOBAL DO CARBONO

2.1.1 INTRODUCAO

O elemento carbono é, provavelmente, o principal elemento da Terra. As
razdes que levam a essa afirmacio sio: (1) o carbono compée de 40% a 50%
da matéria orgénica viva; (2) os ciclos de outros elementos importantes, como
nitrogénio e oxigénio, sio altamente influenciados pelo ciclo do carbono; e (3)
pela primeira vez, ahumanidade estd interferindo significativamente, em escala
global, no ciclo biogeoquimico do carbono.

2.1.2 Os RESERVATORIOS E FLUXOS DE CARBONO

Na natureza, o carbono esté presente, na forma elementar, como carbono
amorfo, grafite e diamante. Por outro lado, d4tomos de carbono na forma nio-
elementar podem apresentar estados de oxirredugio variando de *4 a “4. Os
grandes reservatérios de carbono contém esse elemento mais comumente como
diéxido de carbono (CO,), com estado de oxidacio de +4 (C*405%) e como carbo-
natos. Nesse tltimo caso, dois reservatdrios contém a maior parte do carbono:

a litosfera, onde o carbono encontra-se principalmente na forma de carbona-
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tos de célcio [CaCO3], magnésio [Mg(CO3),] e férrico [FeCOg3]; e os oceanos, nas
formas dissolvidas de HyCO3(aq), HCO3 e COZ.

O carbono no estado reduzido é “criado” pela fotossintese (CH,0). A
forma mais reduzida de carbono é o metano (CHy) produzido durante a respi-
racdo anaerdbia, com estado de oxidagio —4. Portanto, o ciclo do carbono, entre
os diferentes compartimentos da Terra, é uma seqiiéncia de rea¢bes de oxirre-

ducio.

2.1.3 ATMOSFERA

A molécula mais abundante na atmosfera é o diéxido de carbono (CO,),
seguindo-se, em menores concentrag¢des, o metano (CH,), o mondxido de carbo-
no (CO), compostos orginicos volateis (COV), entre outros. Em 1954, Keeling
e colegas comecaram a medir a concentragdo de CO, na atmosfera préxima
ao vulcio Mauna Loa (Havai) e no Pélo Sul. O fato mais marcante dessa série
histérica é a velocidade do aumento na concentracdo de CO, atmosférico em
50 anos, corroborando dados que indicam o aumento de cerca de 100 ppmv
desde o inicio da Revolu¢do Industrial, em meados do século XIX, atingin-
do valores atuais em torno de 375 ppmv. O aumento monitorado pela série
de dados do Mauna Loa pode ser visualizado na Fig. 2.1. As duas principais
causas para o aumento acentuado observado nas ultimas décadas sdo: a queima
de combustiveis fésseis e a queima de biomassa, principalmente nas regides
tropicais da Terra. Deve ser ressaltado que a emissdo de combustiveis fosseis
ocorre principalmente nos paises mais desenvolvidos, localizados no Hemisfé-
rio Norte, onde a concentracio de CO, atmosférico é maior. Sabemos também
que a emissdo de combustiveis fésseis é muito maior que as emissdes causadas
por mudancas no uso da terra. Esses dados denotam a importincia dos paises
desenvolvidos, como maiores consumidores de combustiveis fésseis, nas alte-
racdes da composicdo atmosférica terrestre e, conseqilentemente, da “satide
climética” do planeta. Concentrac¢des elevadas de CO, foram uma constante na
histdria climética deste planeta. No entanto, nio ha registros de altera¢des na
concentracio de CO, atmosférico com a velocidade e intensidade observadas na
histéria recente do planeta.

A principal conseqiiéncia da mudanca na concentra¢do de CO; na atmos-
fera é o aumento do chamado “efeito estufa”, que é a propriedade de a atmosfera

terrestre reter energia na forma de ondas longas emitidas pela superficie da
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Fig. 4.1 Distribuicdo de fregiiéncia dos valores de 8'3C de folhas de espécies arboreas coletadas em
diferentes localidades
Fonte: Ometto et al., 2006.
oceano-atmosfera no Cap. 3, o fracionamento dessa reacdo é de aproximada-
mente -8%o A temperatura de 20°C;

) durante a carboxilizagdo do HCOs3. No ciclo fotossintético das plantas
Cy4, 0 HCOg3 serd fixado como molécula orginica, e ndo o CO,. O fracionamento
isotépico durante a fixac¢io do bicarbonato é menor que o fracionamento durante
afixacdo do CO,. Como vimos, o valor b foi igual a 30%o; no caso das plantas Cy,
o valor calculado (denominado b,*) serd igual a 2%o. Portanto, o fracionamento

total em uma planta C4, denominado by, serd igual a:

by =ep + b4* (Eq. 4.6)

Numericamente, by serd igual a -8 + 2 = —6%o;

d) durante o “vazamento” do CO, e do HCO3. Uma certa proporcdo dessas
duas espécies carbonatadas pode vazar do meséfilo e seguir os mesmos cami-
nhos bioquimicos em relac¢do as plantas Cs3. Nesse caso, o fracionamento volta

a ser de 30%o (o valor b). No entanto, como somente uma certa propor¢io das

46 2. s ° <

< ©




espécies carbonatadas vaza do meséfilo, esse tipo de fracionamento é comu-
mente expresso como uma propor¢io do valor b, em geral expressa como: ¢eb,
onde ¢ exprime a proporcdo de espécies carbonatadas que vaza do meséfilo. E

importante notar que, para a maioria das espécies de plantas Cy4, essa propor¢do

encontra-se em torno de 34%.

Computando-se todas essas etapas, a equa¢do que exprime o fraciona-

Vegetagao

mento isotépico em plantas C4 passa a ser:

A=a+(by +bg -¢—a}-&

a

Utilizando-se a notacéo 0, teremos:

813C planta—ca =813COz —a—(by +b3-¢-a)- =+

De acordo com Farquhar, Ehleringer e Hubick (1989), geralmente o termo
(bg + bz - ¢ — a) é igual a zero, pois, como citado anteriormente, a propor¢io ¢

encontra-se em torno de 34%. Dessa forma, a Eq. 4.8 resultard em:

p
Pa

813C planta-ca = 813CO5 —a

Pela Eq. 4.9, nota-se que, especi-
ficamente para as plantas que seguem
o ciclo fotossintético Cy, a rela¢io p;/p,
nio terd influéncia na composicdo
isotdpica desse tipo de planta.

A Fig. 4.2 mostra os valores de
813C de gramineas tropicais deposita-
das até 1974 no herbario do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia.
Um grupo de gramineas segue o ciclo
fotossintético Cs3, com valores caracte-
risticos de 3'3C entre ~35%o e ~23%o.
Por outro lado, um outro grupo de
gramineas segue o ciclo fotossintético
Cy4, com valores entre —15%o e —9%eo.
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-
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(Eq. 4.7)

(Eq. 4.8)

(Eq. 4.9)
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Fig. 4.2 Distribuicdo de fregiiéncia dos valores
de 8'3C de amostras de gramineas depositadas
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até 1974 no herbdrio do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazénia
Fonte: Medina et al., 1999.
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6

A CompOsligdo

isotépica dos solos

6.1 INTRODUCAO

Examinando-se os valores de 8'3C da matéria organica do solo (MOS) ao
longo de uma transegéo realizada no Pantanal, na Fazenda Nhumirim, perten-
cente & Embrapa (Victoria et al., 1995), nota-se que eles seguiram os valores
isotépicos da vegetagdo presente. Na parte da transe¢do dominada por gramine-
as (0 a350 m), os valores de 8'3C da MOS foram préximos dos valores isotépicos
das gramineas C4, enquanto na parte dominada por plantas Cs, os valores torna-
ram-se proximos da composi¢io isotdpica dessas plantas (Fig. 6.1).

O fato mais relevante que observamos na Fig. 6.1 é que “o solo tende a ter
uma composicdo isotdpica similar a cobertura vegetal presente”.

Percebe-se também que existe uma certa variabilidade na composicio
isotdpica desses solos, provavelmente

c 11 . -14 4 C c/C C
um reflexo da variabilidade existente o S & |
na composi¢io isotépica da vegetagio 18
presente, bem como do fracionamen-  + 2|
&
to isotdpico envolvido no processo de G -22
decomposicio do material vegetal no © 4]
-26 4

solo.

) -28 |

Nas areas florestais, notamos 0 v -
0O 200 400 600 800 1000

que083CdaMOS ésempre maior queo
813C da vegetacio. Esse fato indica que Comprimento da transeccao (m)

entre a vegetacdo e o solo ocorre uma Fig. 6.1 Valores de 5'3C da matéria organica do

perda preferencial de 4tomos de 12C.
Estudos mostram que, duranteadecom-
posicio do tecido vegetal, ocorre um
enriquecimento em torno de 1 a 2%eo.
A Fig. 6.2 mostra essa tendéncia com
dados de um estudo conduzido pelo

solo ao longo de uma transegdo, com predominio
de uma drea de gramineas Cy, seguida por uma
drea de transigdo com mistura entre plantas Cs

e C4 e terminando em uma drea dominada por
plantas arbéreas que seguem o ciclo fotossintético
C3. Fazenda Nhumirim, Embrapa, Pantanal
Mato-grossense

Fonte: adaptado de Victoria et al., 1995.




profundidade é maior que 3 a 4%o,
é provavel que tenha havido uma
mudangca no tipo de vegetacio durante
a pedogénese desses perfis. Exemplo
disso é a substituicdo de uma flores-
ta, predominantemente do tipo Cg,
por uma savana onde as espécies de
gramineas estabelecidas tenham sido
predominantemente do tipo C4. Esse
é o caso dos perfis de solos coletados
préximo as cidades de Piracicaba (SP)
e Londrina (PR) (Fig. 6.3).

Por outro lado, em solos onde
dominam campos naturais de grami-
neas do tipo Cy4, a variacio dos valores
de 8'3C com a profundidade do solo

I
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Fig. 6.3 Variacdo dos valores de 8'3C da matéria
orgdnica do solo sob floresta com a profundidade
do perfil em trés localidades distintas

Fonte: adaptado de Martinelli et al., 1996a.

é distinta em rela¢io as florestas, ocorrendo conforme a dinidmica da vegeta-

¢do precedente. Geralmente ha dois tipos de perfis: (1) aqueles onde por muito

tempo a vegeta¢do dominante é composta por gramineas (Fig. 6.4); e (2) aque-

les onde atualmente dominam as gramineas, mas antigamente dominava uma

vegetacdo composta por plantas Cs,
ou uma mistura de plantas C3 e C4
(Fig. 6.5).

Na Fig. 6.4, nota-se que no
perfil do solo sob floresta houve um
discreto aumento nos valores de 813C,
em torno de 3 a 4%o, sugerindo que
esse sitio tem uma cobertura flores-
tal ha longo tempo. Por outro lado,
no perfil de solo sob savana, nota-se
uma diminuicio de cerca de 6%o entre
a camada mais superficial e a mais
profunda, sugerindo que a savana
predominante em tempos remotos

era mais arbustiva (plantas do tipo
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Fig. 6.4 Variacio dos valores de 8'3C da matéria
orgdnica do solo sob floresta (circulo preto) e
savana (circulo cinza) em relagdo a profundidade
de perfis de solos coletados no Amapd

Fonte: adaptado de Sanaiotti et al., 2002.
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devido ao caminho metabdlico que o alimento percorre antes de ser incorpora-
do em algum tecido (Fig. 9.1).

Os is6topos sio fracionados nos tecidos animais em funcio de sua ativi-
dade metabdlica. Por exemplo, o figado tem uma fun¢io metabdlica totalmente
distinta daquela de um musculo. Portanto, ndo podemos comparar diretamente
a composi¢io isotépica do figado com a do musculo, pois certamente o fraciona-
mento isotépico entre a dieta e esses dois tecidos sera distinto. Por exemplo, o
fracionamento isotépico entre a ragio fornecida a porcos e a cartilagem, o pélo
e as unhas dos animais foi menor que 1%o, enquanto entre a racio e os tecidos
metabdlicos, como os musculos e o figado, variou entre 1,5%o e 2%eo (Fig. 9.1).

Se a composi¢do isotdpica da fonte alimentar de um determinado organis-
mo varia sazonalmente, pode existir o problema da “memoria isotépica”, ou seja,
quanto tempo leva para que o carbono ou o nitrogénio fixado a partir de uma
fonte alimentar em um determinado periodo sejam substituidos pela nova fonte
alimentar? Por exemplo, o tambaqui, uma espécie nobre de peixe que habita a
bacia amazénica, alimenta-se de frutos e sementes na época em que rios e lagos
estdo cheios, e basicamente de fitoplanctons quando rios e lagos estio vazios.
Como a composicio isotépica de frutos e sementes é distinta da composi¢io
isotépica do fitoplancton, podemos
utilizar a metodologia isotépica para

Cartilagem -14,9
estudar a nutricdo do tambaqui. pélo 15,7
Vamos supor que o periodo de cheia Ragdo -15,9
dure 4 meses na Amazoénia e que o Unha -16.7
3 B . , Musculo -17,6
periodo de 4guasbaixas também dure )
Figado -18,2
4 meses. Caso exemplares de tamba- Gordura 18,2
qui sejam amostrados logo no inicio 25 -2 -15 -1 =05 0 05 1 15
do periodo de cheia, provavelmente Fracionamento dieta-tecido (%)

o carbono ou o nitrogénio de seus _ . VR
Fig. 9.1 Fracionamento isotdpico médio entre

tecidos sejam do PeriOdO de aguas 4 ragdo (dieta) e vdrios tecidos de cinco porcos
baixas. Portanto, seria prudente que criados e abatidos pelo Departamento de
Zootecnia dos Animais Ndo-Ruminantes da Esalg.
Os valores proximos as barras representam os

no final do periodo de cheia para  wvalores médios de 813C de cada tecido e da racdo.
garantir que a maioria do carbono Por exemplo, o fracionamento entre a ragdo e o

. ., L. figado foi obtido por 813Cﬁgad0 - 613Cm§ﬁ0, ou seja,
adquirido ji esteja incorporado no 18,2-(-15,9) = 2.3

os exemplares fossem capturados

tecido dos peixes. Fonte: Nardoto et al., 2006.
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mente importantes para determinar a posi¢do de um dado organismo na cadeia
tréfica a que pertence.

9.6 EsTuDO DE CASOS
9.6.1 NuTRICA0 ANIMAL

Nutri¢do de animais domeésticos com alterndncia de C3 e (,

Jones et al. (1979) realizaram uma série de experimentos com diferentes
animais, alternando sua alimentac¢io com plantas C3 e C4. No primeiro expe-
rimento, eles forneceram dietas puras de C3 e C4. Como esperado, os animais

tiveram valores de 3'3C das fezes préximos ao valor isotépico das respectivas
dietas (Tab. 9.2).

Tab. 9.2 Valores de 5'3C de alimentos e fezes de carneiro e bovinos alimentados com legumi-
nosas C3 e gramineas Cy4

Alimentacao Alimento Fezes-carneiro Fezes-bovino
) -23,5 -21,2
(o -26,6 -24,2
Gy -13,1 -13,5 -14,0

Fonte: adaptado de Jones et al., 1979.

Apesar de préximos, os valores de 8'3C nio foram iguais. No caso de
animais alimentados com plantas Cs, o valor das fezes foi cerca de 2,4%o maior
que o da alimenta¢io, mas ndo houve diferenca estatistica entre os valores de
813C das fezes dos animais alimentados por C4 e os da dieta. Os autores atri-
buiram essas discrepancias a um sinal remanescente da dieta anterior, que era
exclusivamente de plantas Cy4, ou seja, atribuiram-nas & “memoria isotépica”
que discutimos no inicio deste capitulo.

No segundo experimento, houve mudangas abruptas de dietas puras de
C3 para dietas puras de Cy4, e vice-versa (Fig. 9.3). Observamos que as fezes,
em cerca de 6 dias, estabilizaram seus valores isot6picos em torno dos valo-
res de 3'3C da alimentacio fornecida. Em seguida, no terceiro experimento,
em uma dieta exclusivamente de plantas Cz, fizeram-se adi¢bes crescentes de

plantas leguminosas que seguem o ciclo C3. Nota-se que, com o aumento da
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