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RESUMO

O numero de desaparecidos no Brasil cresce a cada dia. Isto ocorre em parte devido a
dificuldades na identificagao, especialmente quando o uso de impressdes digitais ndo &
possivel. Embora a analise isotdpica seja uma das melhores técnicas para a
determinacao de proveniéncia, no Brasil ainda € uma técnica pouco utilizada no auxilio
a identificacdo humana, em parte como resultado da escassez de dados disponiveis.
Entre os tecidos humanos, o esmalte dentario apresenta relevancia por ser altamente
mineralizado, resistindo a diagénese mesmo apds longos periodos de inumagao. Por
esse motivo, € um dos tecidos mais utilizados para este fim. Entretanto, mesmo em
paises nos quais perfis isotopicos ja foram utilizados para solucionar casos reais, as
dificuldades para obtencao de tecidos humanos com proveniéncia conhecida leva muitos
pesquisadores a fazer uma correlagéo indireta com dados obtidos para a agua ou a
alimentagdo. Apesar de ser uma estratégia util, a necessidade de uso intensivo de
equacodes para a conversao de dados introduz erros que podem afetar a interpretacao
dos resultados. Nesse contexto, o presente trabalho objetiva preencher essa lacuna,
estabelecendo sinais isotopicos de carbono (5'3C) e oxigénio (3'80) para individuos de
diferentes partes do Brasil. No total, foram analisados dentes de 124 individuos neste
estudo. Valores de -2.00 %o a -6.96%o (10 < 0.06%o) foram obtidos para 8'80. Para 3'3C,
0s brasileiros mostraram um sinal médio de -9.72+0.20%o (n = 119, intervalo de confianga
de 95%, 10 < 0.04 %o). Estes resultados foram comparados com os de individuos
nascidos na Espanha, Chile e Japao, mas que atualmente residem em Curitiba-PR. Foi
possivel identificar individuos que imigraram para o Brasil no inicio da infancia e aqueles
que se mudaram ao final da adolescéncia. Adicionalmente, foi conduzida uma primeira
tentativa de determinar o sinal isotopico para estroncio (87Sr/86Sr) para a agua utilizada
no abastecimento publico (n = 5) e para o esmalte dentario de pessoas provenientes do
leste do Parana (n = 14). Valores variando de 0.711926 a 0.729613 para a agua e de
0.709641 a 0.722267 (20 = 0.000009) para os dentes foram obtidos. Por fim, um perfil
isotopico para a agua (8D e 5'80) a partir de Paranagua (na Costa) até Ponta Grossa
(interior) foi obtido. Um efeito de continentalizagdo pdde ser observado. Os resultados
aqui agrupados podem ser utilizados como ponto de partida para um banco de dados
isotopico para fins forenses e oferecem uma validagao adicional para o uso de isétopos
estaveis no auxilio da identificacdo de pessoas desaparecidas.

Palavras-chave: is6topos estaveis, proveniéncia, paisagens isotopicas, geologia forense.



ABSTRACT

The number of missing people in Brazil increases every day. This happens in part due to
difficulties with the identification process, especially when the use of fingerprints is not
possible. Even though the isotopic analysis is one of the best tools for provenance
determination, in Brazil this technic is still not very widely used to help in human
identification, in part for the lack of available data. Among the human tissues, tooth
enamel has the advantage of being highly mineralized and therefore resistant to
diagenesis even after long periods of inhumation. For this reason, it is one of the most
used tissues for identification purposes. However, even in countries in which isotopic
profiling had been used to solve real cases, the difficulties related to obtain human tissues
with a known provenance led many researchers to an indirect correlation with the data
measured for water or food. Despite this being a useful approach, the intensive usage of
equations to convert the data is known to introduce errors that might affect data
interpretation. In this sense, the current work aims to fill this gap, establishing the isotopic
signals for carbon (5'3C) and oxygen (3'80) for individuals from different parts of Brazil.
In total, teeth from 124 individuals were analyzed in this study. Values ranging from -
2.00%o to -6.96%o0 (10 < 0.06%0) were obtained for '80. For 8'3C, Brazilians showed an
average signal of -9.72+0.20%o. (n = 119, 95% confidence interval, 10 < 0.04 %0). These
results were compared with the ones for individuals born in Spain, Chile and Japan, but
who were nowadays living in Curitiba, south of Brazil. It was possible to identify individuals
who immigrated to Brazil during early childhood and the ones who moved at the end of
their adolescence. Additionally, a first attempt was conducted a first trial to determine the
isotopic ratio for strontium (87Sr/2¢Sr) for the water used for public supply (n = 5) and for
tooth enamel from people living in the eastern part of Parana, a state in the south of Brazil
(n = 14). Values ranging from 0.711926 to 0.729613 for water and from 0.709641 to
0.722267 (20 = 0.000009) for the teeth were registered. Finally, an isotopic profile for
water (6D and 5'®0) from Paranagua (at the coast) to Ponta Grossa (in the interior) was
accomplished. A continental effect was observed. The results here gathered may be used
as a starting point for building an isotopic database for forensic purposes in Brazil and
furthermore offer additional validation for the usage of stable isotopes to help with the
identification of missing persons.

Keywords: stable isotopes, provenance, isoscapes, forensic geology.
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CAPITULO |

1 INTRODUGCAO

Ciéncias forenses € o termo utilizado para abranger o conjunto de técnicas
cientificas, de diferentes areas do conhecimento, aplicadas a casos que demandem
decisao judicial (KHANDASAMMY et al., 2018). A aplicagdo do método cientifico na
analise da prova material € importante pois a prova testemunhal por vezes nao € isenta
de preconceitos, distor¢cdes de impressao causadas pelo nervosismo ou mesmo lapsos

de memoria.

No estudo dos vestigios encontrados em locais de crime, em geral sdo utilizadas
diferentes técnicas que permitem identificar as substancias que compdéem o material.
Técnicas como a Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourrier (FT-
IR), a Microscopia Eletrénica de Varredura com Espectroscopia de Energia Dispersiva
(SEM/EDS), a absorcao atdmica, além de técnicas cromatograficas (cromatografia em
fase liquida ou gasosa), com as mais diversas formas de deteccéo, ja fazem parte da
rotina de laboratérios forenses. Outras técnicas, como a Fluorescéncia de Raios-X
(XRF), a Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) ou a Difragcao de Raios-X (XRD) podem
ser menos comuns, mas também sao frequentemente utilizadas (BENSON et al., 2006),

por vezes em colaboracao com Universidades e Institutos de Pesquisa.

Estas técnicas permitem caracterizar a composicdo de um material, sua
morfologia ou estrutura cristalina, mas dificilmente permitirdo individualizar um suspeito.
Na verdade, poucos sdo os vestigios encontrados em um local de crime que
efetivamente permitem individualizar um suspeito. Na pratica, apenas vestigios
bioldgicos, a partir dos quais podem ser obtidos perfis genéticos, ou impressoes
papiloscépicas sao capazes de inequivocamente colocar um suspeito em uma cena de
crime. De qualquer forma, os demais vestigios também encontram utilidade pois podem
corroborar depoimentos de testemunhas ou direcionar linhas investigativas. O problema
€ que as vezes a simples composig¢ao quimica de um material leva a um numero muito
elevado de possibilidades, a ponto de apresentar utilidade reduzida. Nesse contexto, a
utilizagdo de assinaturas isotdpicas pode contribuir para restringir enormemente a origem

de determinado vestigio.
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O estudo das proporcdes entre isétopos estaveis € atualmente uma das
melhores ferramentas para identificar a proveniéncia de determinado material
(CHESSON et al., 2013; LONGOBARDI et al., 2015). Isso tem inumeras aplicagbes nao
apenas no processamento de locais de crime, mas também no campo da inteligéncia
policial, como no mapeamento de rotas de trafico, e ainda em pericias ambientais, na
determinacgao da origem de 6leo despejado no mar, ou em exames merceoldgicos, na
avaliacao de adulteracao ou procedéncia de uma amostra de mel (BARONI et al., 2015)
ou azeite (ANGEROSA et al., 1997), por exemplo.

No campo da identificacdo humana, embora o uso de is6topos estaveis nao
permita chegar a uma individualizagcdo nos mesmos niveis que os exames de DNA ou
de impressdes digitais, € possivel restringir a classe de individuos em funcédo de sua
proveniéncia ou habitos alimentares e isso, por vezes, pode ser de grande utilidade. A
Interpol classifica os métodos de identificacdo humana em dois tipos: primarios e
secundarios. Os trés métodos primarios, unicos capazes de individualizar de forma
inequivoca um individuo, sao: exames de DNA (desde que este ndo possua gémeos
univitelineos), exames de impressdes digitais e exames de odontologia forense. Os
demais métodos sdo considerados secundarios e permitem restringir o numero de
possibilidades a serem confrontadas posteriormente por métodos primarios. Sao
exemplos de métodos secundarios de identificagdo: o reconhecimento de uma tatuagem,
das vestes, de uma joia ou alianga com a gravagdo do nome do cbénjuge, entre outras

(INTERPOL, 2014). A analise de razdes isotdpicas poderia ser incluida neste segundo
grupo.

Tao importante quanto subsidiar a condenacéo de um suspeito, € a identificacao
da vitima de um crime. Ela permite que familiares e amigos finalizem seu processo de
luto, realizem um enterro digno e possibilita ainda o encerramento da vida civil, com as
implicagdes que isso possa ter em processos de heranga ou indenizagdes. Por vezes,
quando a vitima € localizada, passaram-se anos desde a sua morte, o que obviamente
inviabiliza a identificagdo por meio de impressodes digitais (KLEPINGER, 2006), que seria
0 método mais barato e rapido em paises que possuem um banco de identificagao civil,
como o Brasil. Restam entdo os exames de odontologia forense ou de DNA. O problema
€ que atualmente nao existem bancos publicos exaustivos com estes padrdes. Ou seja,
encontrada a ossada de uma vitima, € praticamente impossivel saber com qual dentista
estariam seus ultimos prontuarios ou ainda em qual familia de pessoa desaparecida

procurar amostras para confronto de perfil genético. E desta forma que as pesquisas
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com isotopos estaveis podem contribuir para a identificagdo de vitimas: restringindo o
universo de possiveis confrontos. (KATZENBERG; KROUSE, 1989).

No Brasil, uma aplicagao pratica da técnica seria o auxilio na identificacdo das
vitimas de desaparecidos politicos do regime militar, como os encontrados na Vala de
Perus, no Cemitério Dom Bosco, localizado na zona norte de Sdo Paulo. Estima-se que
entre as cerca de mil ossadas estejam aproximadamente vinte vitimas do regime da
época. As ossadas foram encontradas na década de 1990 e até 2015 ja haviam passado
por Universidades e pelo Instituto Médico Legal (IML) de Sao Paulo. Acreditava-se que
até o inicio de 2017 todo o trabalho estivesse concluido (SANTIAGO, 2015). Contudo,
até fevereiro de 2018 apenas quatro ossadas haviam sido identificadas. A ultima, de
Dilmas Anténio Casemiro, foi a primeira identificada pelo Grupo de Trabalho Perus
(GTP), que foi criado em 2014 (VALENTE, 2018). Caso as razdes isotopicas de
diferentes regides do pais ja estivessem mapeadas, analises de isétopos estaveis nos
dentes e ossos das vitimas poderiam agilizar os trabalhos de identificagao.
Lamentavelmente isso ainda n&o € uma realidade e o presente trabalho procura dar um

passo nesse sentido.
A presente dissertacdo de mestrado esta organizada da seguinte forma:

Inicialmente fez-se uma revis&o bibliografica sobre isétopos estaveis e suas
aplicagdes. Particular enfoque foi dado ao ciclo da agua e o fracionamento dos is6topos
de oxigénio, as plantas com ciclo fotossintético do tipo C3 e C4 e sua influéncia na razao
isotopica do carbono encontrada em tecidos humanos, a biodisponibilidade do estréncio
e ao processos de mineralizagao dos dentes. Por fim, fez-se uma breve caracterizagao

da area onde foram coletadas amostras de agua.
Os resultados obtidos foram indicados na forma de dois artigos intitulados:

1. “Building an isotopic database based on tooth enamel for human provenance
determination in Brazil”, que traz os resultados obtidos para as amostras de dentes. O

artigo sera submetido para a revista Applied Geochemistry (B1);

2. “Isotopic drinking water profiling in the eastern part of Parana, South of Brazil”,
que traz os resultados obtidos para as amostras de agua, artigo que sera submetido a
revista Hydrological Sciences Journal (B1). Ressaltamos que este manuscrito esta
incompleto porque estamos na iminéncia de receber os resultados das analises de dD e

580 das ultima trés campanhas de coleta de agua.
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Destacamos que em 2018 foi aceito para publicagdo o artigo intitulado: “The
Application of Forensic Geology to Investigate the Substitution of Zinc Ingots between
China and Brazil”, dos autores Fabio Augusto da Silva Salvador (co-orientador deste
trabalho), Matheus Pereira Nogueira e Silva, Ricardo de Oliveira Mascarenhas e Anelize
Manuela Bahniuk Rumbelsperger (orientadora) na revista Geological Society, London,
Special Publications (A2). O texto publicado encontra-se no Anexo Il, ao final desta
dissertacao (https://doi.org/10.1144/SP492-2018-83).

1.1 OBJETIVO

O presente estudo tem por objetivo organizar um banco de dados isotopicos
baseado em esmalte dentario humano para diferentes regides do Brasil. Adicionalmente,
visa a obter um perfil isotépico das aguas utilizadas para o abastecimento publico das
principais cidades do leste do Parana: Paranagua, Curitiba e Ponta Grossa, acrescidas

do municipio de Colombo, localizado na regido metropolitana da Capital.

1.2 JUSTIFICATIVA

O mapeamento do sinal isotdpico presente no esmalte dentario pode auxiliar na
identificacdo de ossadas de pessoas desaparecidas, como método secundario de
identificacdo, na medida em que permite determinar a proveniéncia das vitimas. Este
meétodo ainda é pouco utilizado no Brasil, em parte por falta de dados passiveis de
comparagao. O mapeamento das aguas utilizadas no abastecimento publico também
pode colaborar nesse sentido, quando dados de comparacao direta ndo estao
disponiveis. Além disso, isotopos sdo marcadores naturais das aguas e permitem
estudar a origem da agua que recarrega os aquiferos e represas, tendo importancia para

a seguranga hidrica.

1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.11s6topos estaveis
Is6topos s&o atomos de um mesmo elemento quimico, portanto apresentam
mesmo numero de prétons no nucleo, mas que apresentam diferente numero de

néutrons e em razao disso apresentam numeros de massa distintos. Praticamente todos
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os atomos, com exceg¢ao de doze, apresentam-se na forma de dois ou mais isétopos
(BENSON et al., 2006).

Os is6topos estaveis sao aqueles que ndo apresentam decaimento radioativo e,
portanto, ndo decaem formando outros elementos quimicos. Dos 82 primeiros elementos
da tabela periddica, 80 possuem isétopos considerados estaveis. Entretanto apenas as
razdes isotopicas de alguns deles apresentam atualmente maior interesse forense:
hidrogénio (?H/'H), carbono ('3C/'2C), nitrogénio (*N/'*N), oxigénio (®0/'®Q) e enxofre
(34S/32S). Isto se deve principalmente a sua presenga em compostos organicos. Apesar
disso, alguns elementos presentes em menor concentragdo em organismos Vvivos, Como
o chumbo (Pb) e o estrdoncio (Sr) também possuem utilidade (CHESSON et al., 2013;
FONT et al., 2015a, 2015b).

A Tabela 1 mostra as abundancias relativas dos is6topos dos elementos com
maior aplicagao forense (BENSON et al., 2006) e (FAURE, 2003).

TABELA 1 - Abundancia relativa dos isétopos com maior interesse forense.

Elemento Isétopo Abundancia relativa / %

. — H 99,984
Hidrogénio (H) 2H 0.0156
12¢ 98,892

Carbono (C) 8¢ 1.108
| N 14N 99,635
Nitrogénio (N) 15N 0,365
160 99,759

Oxigénio (O) "0 0.037
180 0,204

32g 95,02

335 0,76

Enxofre (S) 34g 422
365 0,014

88gy 82,53

Estréncio (Sr) 865 9,87

r 3

84Sr 0,56
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As razdes isotopicas sao expressas como razdes dos isdtopos mais pesados
pelos mais leves. Como pode ser visto na Tabela 1, a abundéancia do is6topo mais
pesado na natureza é geralmente muito menor que a do is6topo mais leve. Em razéo
disso, a raz&o isotdpica da amostra (Ramostra) € comparada com a de um padréo pré-
estabelecido (Rpadrao). Como os valores de R sao, via de regra, muito pequenos, seu valor
€ multiplicado por mil. Obtém-se entdo a notagdo denominada & (letra grega minuscula

delta) por mil (%o). Os valores de & sao calculados a partir da seguinte férmula:

6(%0) = [(Ramostra - Rpadréo) / Rpadréo] x 1000

e expressos indicando-se o is6topo mais pesado: 5'3C, §'°N, 5'80. Para o hidrogénio,
utiliza-se comumente a notacéo 8D, onde D representa o deutério, isétopo estavel mais

pesado do hidrogénio.

O estréncio € uma excecgao ao que foi dito anteriormente. Como a razéo isotdpica
de maior relevancia é a observada entre 8’Sr (7,04%) e #Sr (9,87%), os valores sdo

expressos como a razao 87Sr/88Sr.

No caso do carbono, o padrao utilizado é o carbonato do rostro de um cefalépode
denominado PeeDee Belemnite (PDB). Para o nitrogénio, definiu-se como referéncia o
nitrogénio atmosférico. Ja para o oxigénio, existem dois padrées de referéncia. Para
amostras de agua, o valor de referéncia é o da razao isotopica medida para a média das
aguas dos oceanos (VSMOW - Vienna Standard Mean Ocean Water). Ja para amostras

de carbonato, a exemplo do carbono, utiliza-se igualmente o PDB.

Os is6topos mais pesados formam ligagdées quimicas mais estaveis (COPLEN et
al., 2002) tanto frente a rea¢des quimicas quanto a processos biolégicos. A diferenciagao
também pode ocorrer durante processos fisicos, como as mudancgas de estado
(BENSON et al., 2006). Essa seletividade leva a um fracionamento isotépico, que em

realidade é o fendbmeno que permite diferenciar amostras em funcao de sua origem.

1.3.2 0O ciclo da agua e o fracionamento isotopico do oxigénio
Diferentemente do fracionamento do carbono e do nitrogénio na natureza, que
envolvem processos de fixagdo e fotossintese realizados pelos vegetais e os niveis

troficos da cadeia alimentar (TYKOT, 2004; MUNIZ, 2017), o fracionamento do oxigénio
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€ mais facil de ser explicado e esta intimamente ligado a evaporagao e precipitacao da
agua. A razao isotopica do oxigénio nos oceanos € definida como valor de referéncia
(3'®0 = 0%0). A medida que a agua evapora, as moléculas contendo o is6topo mais leve
do oxigénio ('®*0) tendem a passar mais para o estado gasoso do que as moléculas
contendo o iso6topo mais pesado ('®0). As nuvens formadas ficam, portanto,
empobrecidas no isétopo mais pesado e mais “negativas” (em relagdo a agua dos
oceanos). A medida que as nuvens deslocam-se em dire¢do ao continente e vao
ocorrendo as precipitagdes, as moléculas contendo o is6topo mais pesado vao se
condensando primeiro (FERREIRA, 2008). Dessa forma, as nuvens vao ficando cada
vez mais negativas a medida que avangam para o continente (efeito de
continentalizagdo). Embora o conceito geral seja simples, a evapotranspiragao, as
temperaturas diferenciadas ao longo das diferentes latitudes e ainda as diferentes
altitudes dos pontos onde ocorrem as precipitagdes sdo capazes de gerar assinaturas
isotdpicas distintas o suficiente para diferenciar a proveniéncia de produtos e organismos
vivos em fungdo da agua utilizada na sua producao ou ingerida. A Figura 1 ilustra o

processo de fracionamento isotépico do oxigénio.

53

—lﬂ'ﬁ 45 %o

FIGURA 1 - Esquema representando o fracionamento isotdpico do oxigénio. Valores
substancialmente mais negativos sdo observados em regides mais frias (calotas polares
e neve) e de altitudes mais altas. Extraido de FERREIRA (2008).
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Com base no monitoramento do 8D e §'80 de algumas estagdes distribuidas ao
redor do mundo, interpolagdes e modelagens matematicas, sdo obtidas isoscapes ou

paisagens isotdpicas, como a mostrada para a média anual na Figura 2.
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FIGURA 2 — Isoscape de oxigénio em escala global. Observam-se '80 mais negativos
para as regides mais frias (altas latitudes) e mais elevadas (BOWEN, 2003).

Como os valores de 8D e 580 est&o associados a umidade relativa do ar, estdo
sujeitos a variagdes sazonais (inverno e verao) ou mesmo a variagdes de um ano para
o outro, afetadas por eventos climaticos, como por exemplo o fenbmeno El nifio
(PANARELLO; DAPENA, 2009). Contudo, considerando periodos maiores, anos ou
décadas, os padrdes temporais e espaciais permanecem estaveis. A Figura 3 mostra a
variacao sazonal entre verao (janeiro) e inverno (julho), além da média anual, para a

Ameérica do Sul.
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FIGURA 3 — Isoscapes de oxigénio para a América do Sul, considerando-se a média

anual e a sazonalidade entre verao e inverno, meses de janeiro e julho, respectivamente
(BOWEN, 2003).

1.3.3Razéo isotépica do carbono (673C)

O carbono presente nos tecidos humanos esta diretamente vinculado a
alimentagao. No que se refere ao ciclo fotossintético, as plantas mais utilizadas na
alimentagdo humana estdo divididas basicamente em dois grupos: plantas que
apresentam ciclo de carboxilagao do tipo C3 (ou de Calvin), como por exemplo o trigo ou
a beterraba agucareira e plantas do tipo C4 (como o milho e a cana-de-agucar). Enquanto
as primeiras tendem a discriminar o is6topo de carbono que retiram do ar durante a
fotossintese, preferindo o '>C em detrimento do '3C, as segundas nao fazem distingao,
apresentando sinais isotdpicos mais enriquecidos e proximos do gas carbdnico presente
na atmosfera (West, 2009). Como consequéncia disso, é possivel separar individuos em
funcao de sua dieta. Pessoas do continente europeu, por exemplo, costumam apresentar

sinais mais depletados que o de pessoas do continente americano (Nardoto, 2006).

1.3.4 Razao isotépica do estréncio na biosfera (87Sr/%6Sr)

O sinal isotopico do estroncio registrado no esmalte dentario € também resultado
da ingestao de agua e alimentos durante a infancia e adolescéncia e reflete as razbes
biodisponiveis nos locais de procedéncia da agua e alimentos ingeridos. E importante
notar que apesar da razado isotdpica encontrada nas rochas geradoras apresentarem
certo papel no estroncio biologicamente disponivel, diferengas no processo de lixiviagao,

influéncias da agua das chuvas e do spray marinho também possuem grande influéncia
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(SKORYNA, 1981). Com efeito, o estréncio que finalmente entra na cadeia alimentar e
acaba por substituir o calcio em tecidos bioldgicos, como os o0ssos, dentina e esmalte
dentario, desviam consideravelmente das 87Sr/%Sr esperadas baseadas exclusivamente
nas condigdes geoldgicas (PRICE; BURTON; BENTLEY, 2002). Em raz&o disso, bancos
de dados baseados em plantas e animais sdo mais adequados para avaliar a 8Sr/%6Sr
efetivamente biodisponivel. Um aspecto positivo da utilizagdo da 8’Sr/%Sr como proxy
em estudos de proveniéncia reside no fato de, em fungao de sua elevada massa atdmica,
o estréncio nao sofrer fracionamento ao longo da cadeia alimentar nem entre diferentes
tecidos de um mesmo individuo (FLOCKHART et al., 2015), diferentemente do que
ocorre para isotopos de elementos mais leves, como o carbono e o oxigénio, por

exemplo.

1.3.5Formacgéo dos dentes e analise de isétopos estaveis

Os tecidos mineralizados de vertebrados, como por exemplo, 0s 0Ss0s, O
cemento, a dentina e o esmalte sdo constituidos basicamente por uma fase mineral de
hidroxiapatita de calcio e por uma fase orgéanica proteica. Apesar disso, variando-se a
estrutura, o tamanho e forma dos cristais, o nivel e distribuicdo de minerais tracos, além
da natureza e das proporgdes dos componentes proteicos, € possivel obter tecidos com
diferentes propriedades fisicas e mecanicas, capazes de atender as diversas funcdes
bioldgicas a que se destinam (CURREY, 1999; MARGOLIS; KWAK; YAMAZAKI, 2014).

Com relagédo aos dentes, externamente podem ser divididos em coroa (parte
superior) e raiz (parte inferior). Examinando-se a secg&o transversal de um dente,
observa-se, na coroa, uma parte externa (o esmalte), que é o tecido humano mais rigido,
e, na raiz, o cemento (responsavel pela fixacdo ao tecido conjuntivo circundante).
Internamente, observa-se a dentina e a polpa, sendo esta ultima a regido vascularizada
e enervada do dente (FIGURA 4). Tanto o esmalte quanto a dentina sado tecidos bastante
mineralizados. O esmalte contém 96% de fosfato de célcio (em massa), 3% de agua e
1% de matéria organica. Ja a dentina apresenta de 70% a 75% de fosfato de calcio, 20%
de matéria organica e 5% a 10% de agua. Estruturalmente, o esmalte é bem mais
compacto, apresentando baixa porosidade e grandes cristalitos de fosfato. A dentina, por
outro lado, apresenta uma estrutura bem mais porosa, com tubulos de 1 mm de diametro
e 100 nm de comprimento (KOHN; SCHOENINGER; BARKER, 1999).

A fracdo mineralizada do esmalte € composta por hidroxiapatita de calcio:

(Ca10(PO4)s(OH)2. Como as bioapatitas em geral sdo deficientes em calcio, ocorre a
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substituicdo de parte dos ions fosfato por carbonato, a fim de manter o equilibrio de
cargas elétricas (substituicao do tipo B). Adicionalmente, parte das hidroxilas também
podem ser substituidas por ions carbonato, na proporcao de 2:1 (substituicdo do tipo A),
resultando na seguinte composigao aproximada: Caa,5[(PO4)2,7(HPO4)0,2(CO3)0,3](OH)o,5
(KUBOTA, 2014). O mineral encontrado na dentina, por outro lado, apresenta menos
fosfato e calcio e mais carbonato e magnésio (KOHN; SCHOENINGER; BARKER, 1999).
Sabe-se ainda que a composicdo quimica do esmalte ndao € homogénea, variando de
acordo com a localizagdao. Em bovinos, por exemplo, a concentragao de carbonato varia
de aproximadamente 5% proximo a juncdo amelodentinaria (esmalte-dentina) a
aproximadamente 3% proximo a superficie externa (ZAZZO; BALASSE; PATTERSON,
2005). Uma vez que o processo de mineralizagdo ocorre em equilibrio com os fluidos
corporais, que por sua vez adquirem seu sinal isotopico a partir da agua e alimentos
ingeridos (READE et al., 2015), é possivel fazer inferéncias sobre a proveniéncia e
habitos alimentares estudando suas razées isotdpicas. Em particular, sabe-se que 0 3'80

apresenta correlagdo com a agua ingerida (DAUX et al., 2008).

e ‘%y ~——— Esmalte

— Dentina

Coroa -

Polpa

Cemento
Raiz —
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Periodontal

Nervo e
suprimento
sanguineo

FIGURA 4 — Anatomia de um dente. Adaptado de MOLLI; CHAITANYA, 2016.

Ao se falar no processo de mineralizacdo dos dentes, tanto no esmalte quanto
na dentina, o uso do termo biomineralizagdo é mais adequado, ja que sua formagéo
ocorre sob estrito controle biolégico, gerando estruturas funcionais com forma definida
(PERRY et al., 2007; DUPRAZ et al., 2009). As fases de formagao do esmalte e da
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dentina na odontogénse s&o respectivamente denominadas de amelogénese e
dentinogénese, sendo que esta ultima é a primeira a ocorrer (CARUSO et al., 2016).
Embora os mecanismos de mineralizacdo dos tecidos ndo sejam completamente
entendidos, sabe-se que s&o fortemente governados por processos intracelulares e
extracelulares (WEINER; LOWENSTAM, 1986). As células formadoras destes tecidos
secretam uma matriz proteica constituida por uma proteina hidrofébica e pequenas
quantidades de moléculas hidrofilicas. Na dentina, assim como nos 0ssos, essa matriz
hidrofdbica € composta principalmente por colageno, enquanto no esmalte o principal
componente € a amelogenina (MARGOLIS; KWAK; YAMAZAKI, 2014). Acredita-se que
as proteinas hidrofébicas atuam como esqueleto, ao passo que as moléculas hidrofilicas

regulam a nucleacgao e o crescimento da fracdo mineral.

Na dentina, os cristais de hidroxiapatina formam-se com o eixo c paralelo as
fibras de colageno, em um processo estereoespecifico. Isso ocorre em razdo de um
processo de nucleagao heterogénea. Ou seja, as macromoléculas possuem centros com
cargas elétricas, ou outras propriedades, que reduzem a barreira de energia para a
formagao dos cristais a partir de uma solugao que, caso contrario, seria estavel. Acredita-
se que as macromoléculas responsaveis pela nucleagdo possuam geometria e
distribuicdo de cargas que mimetizam certos planos de cristalizagdo do cristal a ser
nucleado. No caso da dentina, as fosfoproteinas, como a fosfoforina (PP-H) e as
proteoglicanas (PGs), com suas cargas negativas, sao apontadas como agentes de
nucleacgao, atraindo os cations Ca?* (CARUSO et al., 2016).

Diferentemente da dentina, no esmalte a mineralizagcdo ocorre quase que
imediatamente depois que os ameloblastos secretam a matriz proteica, constituida
principalmente por amelogenina, como componente hidrofébico, e de enamelina e
ameloblastica como componentes hidrofilicos, sem que haja tempo para a formagao de
uma estrututura bem definida que sirva de molde. Como resultado, tem-se inicialmente
a formacao de finas faixas de material mineralizado. Posteriormente, durante a
maturacdo do esmalte, proteases degradam a matriz organica e as faixas de mineral
aumentam em largura e espessura, formando um tecido altamente mineralizado, com
menos de 5% de matéria organica e agua (TORRES, 2008; MARGOLIS; KWAK;
YAMAZAKI, 2014). O processo de maturagao do esmalte prossegue apods a irrupgao dos
dentes (maturagdo pods-eruptiva), na qual ocorre principalmente a substituicdo de
algumas hidroxilas (OH") da hidroxiapatita por ions fluoreto (F-), deixando o mineral

menos soluvel e mais resistente a caries (LYNCH, 2013).
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Além do processo de mineralizagado de cada dente ser gradativo, ressalta-se que
a propria formacao dos dentes nao ocorre de forma simultédnea, com a calcificagdo sendo
iniciada ainda nos primeiros meses de vida e a formacao da raiz completada ao final da
adolescéncial/inicio da vida adulta. A Tabela 2 mostra os periodos de formacéo para cada

tipo de dente em seres humanos.

Percebe-se, portanto, que o conhecimento da odontogénese tem fundamental
importancia tanto para a correta amostragem quanto para a interpretagcao adequada dos
sinais isotépicos obtidos (definicao da janela temporal estudada). De fato, nas analises
de dentes, sdo observadas variagdes tanto intra como interdentarias nas proporcoes de
isétopos estaveis (FRICKE; O'NEIL, 1996; ZAZZO et al., 2012).

TABELA 2 - Idades de formagéo dos dentes em seres humanos (ASH; NELSON, 2003).

Dentigao superior (maxilar)

Denticao Incisivos Incisivos canl Primeiro Segundo Primeiro Segundo Terceiro
aninos
permanente centrais laterais pré-molar pré-molar molar molar molar
Calcificagao no
3-4 m. 10-12 m. 4-5m. 1,5-1,75 a. 2-2,25 a. 2,5-3 a. 7-9 a.
inicial nascimento
Coroa
4-5 a. 4-5a. 6-7 a. 5-6 a. 6-7 a. 2.5-3 a. 7-8 a. 12-16 a.
finalizada
Raiz
10 a. 11 a. 13-15 a. 12-13 a. 12-14 a. 9-10 a. 14-16 a. 18-25 a.
finalizada

Denticao inferior (mandibular)

Calcificagao no
3-4 m. 3—4 m. 4-5m. 1,5-2 a. 2,25-2,5 a. 2,5-3 a. 8-10 a.
inicial nascimento
Coroa
4-5 a. 4-5 a. 6-7 a. 5-6 a. 6-7 a. 2.5-3 a. 7-8 a. 12-16 a.
finalizada
Raiz
9a. 10 a. 12-14 a. 12-13 a. 13-14 a. 9-10 a. 14-15 a. 18-25 a.

finalizada
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1.4 CARACTERIZACAO DA AREA ESTUDO (AMOSTRAS DE AGUA)

Os estados do Parana e Santa Catarina encontram-se situados na porgao sul do
Sistema Orogénico da Ribeira, o qual se insere no contexto do Gondowana Oeste e é
composto por faixas de unidades metassedimentares, metavulcanossedimentares e
intrusdes graniticas proterozoicas (SANTOS, 2017). Foram coletadas amostras de agua
destinadas ao abastecimento publico dos municipios paranaenses de Paranagua,
Curitiba, Colombo e Ponta Grossa. Os trés primeiros municipios encontram-se
localizados no embasamento Escudo, que abrange o Primeiro Planalto e o Litoral.
Separando o Primeiro Planalto do Litoral encontra-se a Serra do Mar, com cumes
elevados de até 1.800 m de altitude, sustentada por rochas igneas e metamarficas como
granitos, granulitos, migmatitos, gnaisses e xistos e mais raramente quartzitos,
frequentemente associados com rochas intrusivas mais jovens. Rochas resistentes
sustentam diversas unidades morfoestruturais dentro desta unidade morfoldgica,
enquanto falhas, zonas de cisalhamento, fraturas e grandes dominios de rochas
supracrustais condicionam lineamentos maiores e segmentos locais da rede de
drenagem. Esta unidade consiste em uma faixa de encostas com vertentes abruptas que
margeiam o Planalto Atlantico, desde a divisa do Estado de Santa Catarina e o Estado
do Parana até a divisa com o Estado de Sao Paulo, na regidao do Vale do Ribeira de
Iguape. Predominam nesta unidade as formas de relevo denudacionais, constituidas
basicamente por escarpas e cristas com topos agugados e topos convexos. O relevo é
bastante dissecado e a drenagem tem um padrao dendritico, adaptado as diregdes das
estruturas que estdo relacionadas com falhas, fraturas e contatos litolégicos, que
condicionam com frequéncia o padrao de drenagem em treliga com trechos com tragado
retilineo e incisbes em angulos agudos, mostrando a forte influéncia de diregdes
estruturais importantes. Os topos das cristas s&o aplainados e nivelados (MMA, 2015).
O Primeiro Planalto Paranaense, por sua vez, € uma unidade de relevo de altitudes até
1200m, sustentado por rochas metamorficas do Grupo Acungui, Grupo Setuva e
metavulcanicas do Grupo Castro. Estende-se desde a regido de Jaguariaiva, Tibagi e
Puruna, nos sopés da escarpa da Serra de Sao Luiz do Puruna, constituida de estratos
horizontais devonianos, até a vertente leste da Serra do Mar. Por fim, o municipio de
Ponta Grossa encontra-se na Bacia do Parana, que engloba o Segundo e o Terceiro
Planaltos Paranaenses (SILVA; VAINE, 2001). O embasamento da Bacia do Parana é

constituido principalmente de rochas cristalinas pré-Cambrianas e, subordinadamente,



32

por rochas neo-paleozoicas. Na época de sua implantagdo, o sitio apresentava
instabilidades tectdnicas do final do ciclo Orogénico Brasiliano, associadas a zonas de
fraqueza das mais variadas diregcdes, mas concentradas, principalmente, em duas
diregdes preferenciais N45-60W e N50-70E, que passariam a ter forte influéncia no
desenvolvimento da prépria bacia. A bacia encontra-se preenchida por depdsitos
marinhos e continentais com idades desde o Siluriano Superior (Formagao Furnas) até
o Cretaceo (Grupo Bauru). Na base da coluna estratigrafica da bacia encontra-se, no
Estado do Parana, o Grupo Parana, constituido pelas formagdes Furnas e Ponta Grossa.

A FIGURA 5 mostra a localizacdo dos pontos de coleta.
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O municipio de Paranagua encontra-se em uma unidade de depdésitos litoraneos
indiferenciados, constituidos principalmente por sedimentos arenosos e argilosos
cenozoicos inconsolidados ou pouco consolidados. Contudo, a agua que abastece 98%
do municipio, excetuando-se apenas o distrito de Alexandra e a llha do Mel, provém de
mananciais localizados no Parque Nacional Saint-Hilaire/Lange, que drenam o Granito
Morro Inglés de Idade Ediacarana, biotita-hornblenda granito e leucogranito, com séries
graniticas subalcalinas: calcialcalinas de baixo, médio e alto-K e toleiticas.

As Figuras 6 e 7 ilustram respectivamente os pontos de coleta de agua do mar
em Pontal do Sul (Pt01) e no ponto de captagao de agua para a ETA Colbnia, na Estagao
Elevatéria de Agua Bruta Ribeirdo (Pr01).

A cidade de Curitiba encontra-se na formagao Guabirotuba, nome dado aos
sedimentos depositados em um intervalo de 23 a 1,8 milhdes de anos, compreendendo
os periodos do Paledgeno ao Quaternario (Mioceno-Holoceno, respectivamente), em um
abatimento de rocha gerado por falhas na forma de uma bacia, tendo inicio no Cretaceo
(99 Ma). Grande parte dos sedimentos que constituem a Formagédo Guabirotuba foram
originados a partir da decomposigdo quimica das rochas Pré-Cambrianas. Seus
sedimentos chegam a atingir espessuras da ordem de 60-80 metros e compreendem
sequéncias litolégicas nas quais predominam argilas e areias arcosianas (20-40% de
feldspato), depositados sobre as rochas gnaissicas-migmatiticas do Complexo Atuba,
metassedimentares do Grupo Acgungui. A parte basal € composta, por vezes, de
cascalhos e arcésios de granulometria grosseira. E normal a presenca de cimento
carbonatico impregnando os sedimentos. Junto a estas impregnagdes carbonaticas
ocorrem elementos de terras raras (lantanio, neodimio, etc.). Estruturalmente os
sedimentos sao afetados por bandas e/ou zonas de cisalhamento rupteis com dire¢des
variaveis, mas com tendéncia de planos orientados para NE-SW e NW-SE. A Formacao
Tinguis, sobreposta a Formagdo Guabirotuba, € constituida por sedimentos
retrabalhados da mesma, sendo sua idade Pleistocénica-Holocénica (MMA, 2015). As
represas de Irai, Piraquara 1 e 2 e Passauna, de onde provém a agua que abastece a

regiao, estao inseridas nesse contexto.
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FIGURA 6 — Ponto de coleta de agua do FIGURA 7 — Ponto de coleta de agua na
mar em Pontal do Sul (Pt01). captagao da ETA Coldnia (Pr01).

E importante ressaltar que a represa de Piraquara 1 verte suas aguas para a
represa de Piraquara 2 e que suas aguas sao mescladas com as da represa de Irai antes
de serem tratadas pelas ETAs Irai e Ilguagu. Sendo assim, as amostras coletadas em
Ct1 e Ct4 sao representativas do sistema que abastece a zona leste de Curitiba. A zona
oeste do municipio é abastecida principalmente pelas aguas da represa de Passauna.
As FIGURAS 8 a11 ilustram os pontos de coleta e as suas localizagdes em relagéo aos

pontos de captacdo das ETAs.

FIGURA 8 — Ponto de coleta Ct1 (seta) e FIGURA 9 - Ponto de Coleta Ct2,
ponto de captacao da ETA lIrai (circulo localizado entre as represas de Piraquara
tracejado). 1e2.



FIGURA 10 — Ponto de coleta Ct3 (seta), FIGURA 11 — Ponto de coleta Ct4 (seta) e
localizado na represa de Passauna e ponto de captagédo da ETA Iguagu (circulo
ponto de captacdo da ETA Passauna tracejado).

(circulo tracejado).

Diferentemente dos demais municipios de onde foram coletadas amostras de
agua, a cidade de Colombo utiliza agua subterranea para o abastecimento publico. Para
monitorar o sinal isotépico do aquifero Karst, optou-se por coletar amostras a partir de
fontes e surgéncias de agua mineral, além de amostra de agua mineral da marca Ouro
Fino, situada em Campo Largo. As fontes e surgéncias de agua mineral amostradas
(Cb01, Cb02 e Cb03) encontram-se sobre a formagao Capiru, que € composta por rochas
metassedimentares de baixo grau, que afloram segundo uma faixa alongada de direcéo
NE-SW (SANTOS, 2017). Essa faixa composta principalmente por rochas metacalcarias,
intercaladas por finas camadas de metassedimentos siltico-argilosos. A agua mineral
Ouro Fino é extraida da Formacao Betara, na fronteira entre a unidade de xistos,
composta por quartzo-mica xisto e quartzito ferruginoso. As FIGURAS 12 a 15 ilustram

0s pontos de coleta no municipio.
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FIGURA 12 - Fonte de agua mineral FIGURA 13 - Fonte de agua mineral
localizada na propriedade de Plinio localizada na propriedade de Laudenir
Toniolo (Cb01). Lazarotto (Cb02).

» Lk
[ ™

FIGURA 14 - Surgéncia de agua mineral
localizada na propriedade de Jodao Milane localizada na propriedade de Jodo Milane
(Cb03). (Cb03).

O municipio de Ponta Grossa & abastecido principalmente pela agua da
represa de Alagados, que se encontra envolta pelo complexo granitico Cunhaporanga,
formado Neoproterozoico ediacarano, pertencente ao grupo Castro e composto por
monzogranito. Trata-se de séries graniticas subalcalinas: calcialcalinas (com baixo,
médio e alto-K) e toleiticas. Da represa até o ponto de captagdo, as aguas percorrem a
formagdo de Furnas, que €& composta por arenitos quartzosos, esbranquicados a
arroxeados, médios a grosseiros, localmente conglomeraticos, finos ou argilosos, com
estratificagdo cruzada de canal. A sua espessura atinge 200 m na faixa aflorante. A
Formagao Furnas assenta-se em discordancia erosiva e angular sobre as rochas do
Embasamento Cristalino. Com base nas suas relagbes estratigraficas, sua idade é
atribuida ao Devoniano (MMA, 2015).

As FIGURAS 16 e 17 ilustram os pontos de coleta na represa Alagados e nas
proximidades da captagéo para tratamento pela ETA Alagados, respectivamente. Por
questdes de acesso, a amostra foi coletada a jusante do ponto de captagao, localizado

no rio Pitangui.



FIGURA 16 — Ponto de coleta na represa
Alagados (PG1).
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FIGURA 17 — Ponto de coleta localizado
imediatamente a jusante da captacao de
agua para tratamento na ETA Alagados.
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CAPITULO Il

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 AMOSTRAS DE AGUA

Considerando a captagdo de agua para abastecimento publico nas areas de
interesse, foram coletadas amostras nos seguintes pontos (Tabela 3). As coordenadas
geodésicas aproximadas indicadas no presente trabalho foram obtidas utilizando um
aparelho eTrex® 10 da Garmin com precisdo aproximada de 5 m. Todas as coordenadas
estao indicadas no datum SIRGAS 2000.

As amostras foram coletadas a partir de pontos o mais préximo possivel da
captacdo para tratamento nas ETAs (Estacdes de Tratamento de Agua). A fim de avaliar
eventuais fracionamentos até o consumidor final, foram coletadas amostras de agua de
torneira em locais de acesso publico. As amostras foram coletadas a cada 3 meses entre

margo de 2018 e janeiro de 2019.

O municipio de Colombo foi um caso particular, j3 que ¢é abastecido
principalmente pela agua proveniente do aquifero Karst, sendo que a SANEPAR utiliza
diversos pocos com pontos de distribuicdo variados. A razao isotopica do aquifero foi
entdo estudada por meio de amostras coletadas a partir de fontes de agua mineral
situadas em propriedades privadas, sejam de acesso publico ou com autorizagao de
seus proprietarios. Estas fontes foram descritas no Guia de Geoturismo no Karst
(PIEKARZ, 2011). Adicionalmente foram adquiridas, no mercado de varejo, amostras de
agua mineral da marca Ouro Fino (extraida no municipio de Campo Largo) e também
proveniente do mesmo aquifero. Observou-se que a data de envaze fosse o mais

proxima possivel da data de coleta das demais amostras.

Com excecao das amostras de agua tratada, coletadas a partir de torneiras, as
amostras de agua bruta foram filtradas imediatamente apds a coleta utilizando-se filtros
para seringa com membrana de nylon (25 mm de didametro x 0,45 ym de tamanho de
poro) e refrigeradas até o momento das analises. Essas medidas tém por objetivo
minimizar eventuais influéncias resultantes de metabolismo bacteriano ou fracionamento

isotopico.
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TABELA 3 — Identificagcéo e localizagdo dos pontos de coleta de amostras de agua.

Identificagdo Descrigao Latitude Longitude

(Pontal do Paranad) Amostra de agua do mar
coletada em Pontal do Sul, nas proximidades o " o A "

P01 do Centro de Estudos do Mar da UFPR, 25734'39,1"S  48°20°51,0"W
préximo a entrada da Baia de Paranagua.
(Pontal do Parana) Amostra de agua do mar

Pt02 coletada no Balneario Albatroz, em frente ao  25°44'14,8"S  48°29'30,3"W
Posto Salva-vidas.

Pro1 (Paranaqué) Ponto na captacdo de agua da 25°34'416"S  48° 36'32,6" W
ETA Colbnia.

Pro2 (Paranagud) Ague} c_ie torneira coletad’a N0 Hge 3y 16,8"S  48°34'30.1"W
Posto de Combustiveis Jardim Paranagua.

Ct01 (Divisa~ Pinhgis/Piraquara) Ffonto préximo a 25°26'40,3"S  49° 08' 344" W
captacéo de agua da ETA Irai.

Ct02 gPérzquara) Ponto entre as represas Piraquara 25°30'25.0"S  49° 01' 46,0" W

Cto3 (Afagcari‘a) Pont9 na represa de Passal’ma, 25°31'004"S  49°22' 201" W
préoximo a captacédo de agua da ETA Passauna.

Cto4 (DI,VI.Sa §éo Jose~ dos Pinhais/Curitiba) Ponto 25°20'11,8"S  49° 10' 58 4" W
préximo a captacao da ETA Iguagu.
(Curitiba) Agua de torneira coletada em ponto
externo do Laboratério de Pesquisas o Har " o A "

Cto5 Hidrogeoldgicas (LPH) da UFPR, zona leste de 25726'58,5"S 497 14'08,3"W
Curitiba.

Ct06 (Cu_ritil?a) Agua de torneira_c_:oletada no Parque 25°25'452" S 49° 18' 52,9" W
Barigui, zona oeste de Curitiba.

Cbo1 (CoIqmbo) Fonte Qe. agua m|neral localizada na 25°16'13,5" S 49° 10' 36,7" W
propriedade de Plinio Toniolo.

Cb02 (CoIqmbo) Fonte de égga mineral localizada na 25°15'12,3"S  49° 12' 07.6" W
propriedade de Laudenir Lazarotto.

Cbo3 (Colqmbo) Insurg-éncia de f’\gua- mineral 25° 15'36,9" S 49° 12' 36.9" W
localizada na propriedade de Joao Milane.

Cbo4 (Colombo) Torneira de égyg localizada proximo 25°17'18,9"S  49° 13'03,1" W
a entrada do Parque Municipal da Uva.
(Campo Largo) Garrafa de agua mineral de 500
mL da marca Ouro Fino (L:05/04/18 L5 V:

CLO1 05/04/19 H: 09:17). A amostra foi obtidanarede  25°19'38,7"S  49° 29'23,1" W
de varejo de Curitiba. As coordenadas ao lado
indicam a localizagdo da empresa.

PGO1 (’Ponta Grossa) Ponto a jusante da captagéo de 25° 02 07,6" S 50° 07' 41.7" W
agua da ETA Alagados.

PGO02 (Ponta Grossa) Represa de Alagados. 25°01'"12,5"S  50°03'36,4"W
(Ponta Grossa) Agua de torneira coletada no

PGO03 interior do Supermercado Condor (Av. Dr. 25°05'39,9"S  50°09'252"W

Vicente Machado, 98 - Centro)
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Amostras de agua do mar foram coletadas em Pontal do Parana para se ter uma
ideia do fracionamento isotépico que ocorre a medida que se passa do litoral para o

interior e do nivel do mar para altitudes mais elevadas.

Por questdes de acesso, e tendo em vista os resultados obtidos na primeira
campanha de coleta, os pontos Ct02 (entre as represas de Piraquara 1 e 2) e PG02 (na

represa de Alagados) ndo foram amostrados nas trés campanhas subsequentes.

2.2 AMOSTRAS DE DENTES

As amostras de dentes foram obtidas junto ao banco de dentes da Faculdade de
Odontologia da UFPR e com a Dentista Naiana Mello Cangado, que atua na regiao de
Ponta Grossa-PR. Todos os dentes utilizados sao provenientes de doagbes de
pacientes, mediante assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este
estudo esta vinculado ao projeto “Analise mineraldgica e isotopica de apatita em dentes
humanos: Investigagdo da origem geografica e inferéncias sobre idades de individuos
aplicada a fins forenses” (CAAE: 48595215.0.0000.0020), ao qual a orientadora esta

vinculada.

Foram utilizados preferencialmente dentes sem sinais aparentes de carie ou
restauracdo e de doadores que, segundo as informacgdes disponiveis, tenham vivido na
mesma localidade durante a infancia até o final da adolescéncial/inicio da vida adulta,
tendo consumido durante esse periodo preferencialmente agua fornecida pela empresa

de saneamento local.

Em razao de sua maior disponibilidade nos bancos de dentes, foram utilizados
preferencialmente os dentes! 18 (terceiro molar superior direito), 28 (terceiro molar
superior esquerdo), 38 (terceiro molar inferior esquerdo) e 48 (terceiro molar inferior
direito). Estes dentes tém sua calcificacao iniciada dos 7 aos 10 anos, atingem a fase de
coroa dos 12 aos 16 anos e tém suas raizes completamente formadas dos 18 aos 25
anos (ASH; NELSON, 2003). Os dados disponiveis para as amostras obtidas estao

indicados no Anexo .

ApOs a exodontia, os dentes foram tratados com detergente enzimatico por 20

min e com solugdo de acido peracético a 0,5% por 15 minutos, antes de serem

1 Seguindo-se a numeragdo desenvolvida pela “Fédération Dentaire Internationale” (FDI).
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armazenados em uma solugao de cloramina a 0,5% e mantidos sob refrigeragcéao até o
momento da secagem. Os dentes foram entdo lavados com agua milli-Q e secos em
estufa a 25-30 °C por 36 h.

As amostras foram coletadas com o auxilio de microrretifica da marca Dremel,
adaptada a uma ponta diamantada. Inicialmente a camada externa do esmalte foi
removida a fim de eliminar possiveis interferéncias. Na sequéncia, as amostras de
esmalte foram sendo coletadas na forma de po, obtido por abrasao. Entre as amostras,
a ponta diamantada era limpa por imerséo seguindo a sequéncia: agua ultrapura; HCI

10%; agua ultrapura; etanol.

No total, foram analisados dentes de 124 individuos para 8'3C e 880 e de 14

individuos para &7Sr/88Sr.

2.3  ANALISES DE ISOTOPOS ESTAVEIS

2.3.1 Analise de is6topos de hidrogénio e oxigénio na agua

O uso de técnicas de Razao Isotépica por Espectroscopia no Infravermelho
(IRIS) para andlise de amostras de agua cresceu nos ultimos anos (WEST, 2010). Isto
deve-se em parte a relativa portabilidade e robustez dos equipamentos, permitindo
inclusive analises em campo, e a um menor custo, em comparagao com a Espectrometria
de Massa de Razéo Isotopica (IRMS). Contudo € necessario ter em mente que essa
técnica é sensivel a contaminagao por compostos organicos (WEST, 2010).

Em uma configuragdo comumente utilizada, a amostra de agua é vaporizada e
introduzida em uma pequena cavidade de aproximadamente 35 mL contendo trés
espelhos (FIGURA 18). O laser é entédo ora introduzido na cavidade e ora bloqueado,
além de ser escaneado em distintos comprimentos de onda. A presenca dos espelhos
garante um comprimento de onda efetivo superior a 10 km. O decaimento da intensidade
€ entdo monitorado em fungdo do tempo. Equipamentos de CRDS (Cavity Ring-down
Spectroscopy) podem ser utilizados tanto para medir a concentracdo de gases quanto
para determinar razdes isotdpicas ndo somente em amostras de agua, como também
em outros gases simples (3'3C em gas carbonico, metano e suas misturas, ou 50 em
oxigénio, por exemplo).

Outros aspectos que precisam ser levados em conta durante as analises sao o

efeito de memoria, principalmente quando se trabalha com agua, e o drift.
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FIGURA 18 — Esquema ilustrando a cavidade de um equipamento de CRDS. O laser é
ligado e diferentes comprimentos de onda podem ser obtidos utilizando o seletor de
comprimento de onda. O laser entra entdo na cavidade, que contém a amostra de gas e
é refletido nos trés espelhos, enquanto vai sendo absorvido pelas moléculas presentes
na cavidade. O decaimento da intensidade do laser € monitorado em fungéo do tempo.
Adaptado a partir de (DENNIS, 2015).

As amostras de agua foram analisadas no Instituto de Geologia do ETH Zurich
utilizando um Espectrometro de Cavidade Ressonante Tipo Ring-Down (CRDS) da
Picarro, modelo L2120-/, acoplado a um médulo de vaporizagao V1102-i e a um sistema
de injegao automatizado da PAL System. Imediatamente antes das analises, todas as
amostras foram novamente filtradas utilizando membranas de polipropileno hidrofilico
GHP Acrodisc® da Pall Corporation (13 mm de didametro x 0,45 um de tamanho de poro).
Aliquotas de aproximadamente 1 mL de cada amostra foram acondicionadas em vials
de 2 mL. Em uma sequéncia tipica de analise, inicialmente era analisada agua ultrapura
(mili-Q), em seguida eram analisados trés padrbes secundarios, previamente
padronizados utilizando os seguintes padroes primarios da IAEA (International Atomic
Energy Agency): VSMOW2, GISP e SLAP2. Os padrdes secundarios, denominados JFW
(dgua proveniente do glaciar Jungfrau, previamente fracionada em laboratério), ZW
(dgua do abastecimento de Zurique) e MEDW (agua do mediterraneo), apresentam as

seguintes razdes isotdpicas (Tabela 4):

TABELA 4 — Razdes isotopicas apresentadas pelos padroes secundarios utilizados,
padronizadas na escala VSMOW.

Padrao Secundario 8'80/%o 10 0D/%o 10
MEDW 0.95 0.05 8.1 0.3
ZW -10.62 0.04 -75.6 0.2

JFW -22.50 0.06 -160.3 0.2
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Posteriormente era analisado um bloco de seis amostras, e em seguida eram
analisados novamente os trés padrdes secundarios para a correg¢ao de drift durante as
analises. Apods o ultimo bloco, uma nova amostra de agua ultrapura era analisada. Cada
amostra foi analisada sete vezes e os trés primeiros resultados foram descartados para
contornar o efeito de memodria apresentado pela técnica. Os resultados apresentados
correspondem as meédias dos valores obtidos para as quatro ultimas analises,
normalizadas pelos valores dos padrbes secundarios e convertidos para a escala
VSMOW. Os dados foram tratados utilizando o programa ChemCorrect™, também da
Picarro.

Durante as analises, o moédulo de vaporizagao foi mantido a 110 °C. A seringa
de 10 pL era previamente lavada duas vezes com 1 pyL da amostra e em seguida 1 pL
de amostra era injetada no modulo vaporizagdo. A amostra era entdo diluida com
nitrogénio e em cada medida a concentragao de agua no interior da cavidade ficava em
torno de 20.500 ppm. ApoOs cada injecéo, a seringa era lavada duas vezes com 8 pL de

agua ultrapura.

2.3.2 Analise de isotopos de carbono e oxigénio nos dentes

Espectrémetros de Massas de Razdo Isotépica (IRMS) sdo equipamentos
especializados capazes de medir de forma precisa as variagdes nas abundéancias
naturais de isétopos estaveis. Estes equipamentos diferem dos espectrometros de
massas tradicionais, utilizados em quimica organica, ja que nao proporcionam
informacodes estruturais sobre as moléculas (MEIER-AUGENSTEIN, 1999). Ao contrario
destes, que varrem uma faixa de algumas centenas de unidades de massa atémica
(uma) utilizando-se de quadrupolos, aqueles analisam apenas massas especificas, com

detectores consistindo de trés a oito copos de Faraday (BENSON et al., 2006).

Os equipamentos sao normalmente divididos em trés secdes: uma fonte de ions,
que sao geralmente formados a partir do impacto de elétrons gerados por um filamento
de tungsténio aquecido, um analisador de massas e um sistema capaz de coletar esses
ions, amplificar a corrente elétrica gerada (sinal) e enviar os dados para um sistema de
registro, em geral um computador. No analisador de massas, os ions positivamente
carregados descrevem uma trajetoria circular, cujos raios sao diretamente proporcionais
as suas massas. No caso das analises de COz2, por exemplo, os ions analisados

correspondem aos diferentes isotopdlogos: 2C'602, 13C'602 e 2C'80'6Q, 13C'80'%0 e
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12C"80z2, que correspondem aos ions com razdo massa carga (m/z) de 44, 45, 46, 47 e
48, respectivamente. Em razdo das baixas abundancias relativas dos isétopos 3C e 80,
previamente indicadas na TABELA 1, os isotopologos com massa 47 e 48 tém menor

probabilidade de ocorréncia.

A Figura 19 mostra o esquema simplificado de um IRMS configurado para
analise de COz. A ilustragdo mostra um sistema de injecéo de dupla entrada (dual-inlet),

que permite injecdes de um gas de referéncia.

fonte de

: campo
jons

magnético
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FIGURA 19 — Esquema simplificado de um IRMS com dupla entrada (dual-inlet)
configurado para analise de CO2 (copos de Faraday para m/z de 44, 45, 46). Modificado
de BRAND (1996).

As analises dos dentes foram realizadas em um Espectrémetro de Massas
Thermo Scientific, modelo Delta Advantage, dotado de sistema Gas Bench para extragao
‘on line”. A conversao do carbonato presente nos dentes a CO:2 foi obtida mediante

reagao com acido fosférico 100% a 72.0 £ 0.2 °C por 69 min.

2.3.3 Andlise de isétopos de estréncio (87Sr/%6Sr)

Foram determinadas as razdes isotdpicas de 8’Sr/8Sr para 14 amostras de
esmalte dentario e 5 amostras de agua da regido leste do Parana. As extragdes de
estréncio a partir de aproximadamente 3 mg de amostra de esmalte dentario e de 15 g
de agua foram conduzidas utilizando uma resina para estréncio fornecida pela EIChroM®
seguindo o procedimento descrito por Grumbkow et al. (2013). As amostras foram entao

colocadas sobre filamentos de rénio (Re), utilizando fluoreto de talio (TaFs) como ativador
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para promover a ionizagdo. As razbes 8’Sr/%Sr foram analisadas seguindo uma rotina
estatica em um Espectrometro de Massas de lonizagao Térmica (TIMS) Triton-plus da
Thermo Finnigan na Vrije Universiteit Amsterdam e os resultados foram corrigidos
durante as analises para o fracionamento de massa. Os resultados foram referenciados
em relacdo a um padrao NBS987, o qual resultou em um valor médio para 8’Sr/%Sr de
0,710263+0,000007 (20, n = 4) durante as analises. Os valores obtidos foram entao
normalizados utilizando o valor de 0,710240 para o padrao NBS987. O branco analisado
durante o procedimento resultou em 58.31 pg de estréncio, um valor desprezivel
comparado com a concentragao tipica de 231 ng Sr/mg observada em esmalte dentario
(SKORYNA, 1981).

2.4  ANALISES POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (FTIR)

Espectroscopia € o estudo da interagdo da radiacdo eletromagnética com a
matéria. A radiagéo infravermelha compreende toda a faixa do espectro entre as regides
do visivel e microondas. A espectroscopia no infravermelho esta relacionada com
transi¢coes rotovibracionais que ocorrem com absorgdes de energia da ordem de 1,2 a
60 kJ mol' (LUCATO, 2005), sendo dividido em infravermelho préximo (14.290 a 4.000
cm-), médio (4.000 a 400 cm") e longinquo (700 a 200 cm™') (SILVERSTEIN; BASSLER;
MORRILL, 1991). A regido do infravermelho médio & util para estudar a presencga de
carbonato na hidroxiapatita. Acoplando-se ao equipamento um acessorio de Reflectancia
Total Atenuada (ATR) € possivel obter estimativas semiquantitativas sem preparo
adicional de amostra (LEVENTOURI et al., 2009). Os acessorios de ATR empregam
cristais com alto indice de refragdo, como por exemplo seleneto de zinco, germanio,
diamante ou silicio e a radiagao infravermelha é incidida no cristal a um angulo em que
ocorre sua reflexado total. Mesmo assim, uma pequena parcela da radiacdo, denominada
radiagcdo ou onda evanescente, atravessa o cristal e interage com a amostra. Essa
interacao é suficiente para gerar um espectro que pode ser analisado (BRANCO et al.,
2006).

Os espectros no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) dos dentes
foram obtidos em um espectrofotémetro Nicolet modelo 380 da Thermo Fisher Scientific,
equipado com acessorio de ATR (refletancia total atenuada) com cristal de diamante (1
reflexdo). As analises foram realizadas no laboratorio de quimica da Policia Federal em

Curitiba/PR. Os espectros foram coletados no intervalo de 4000-525 cm-!, com uma



46

resolugdo espectral de 2 cm™'. Para redugdo do ruido, foram avaliados os espectros
médios obtidos apds 32 leituras. Os dados foram analisados no software Omnic (versao

7.2a da Thermo Fisher Scientific).
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Abstract

Many forensic applications using oxygen isotopic ratios (5'80) for determining human
provenance are based on comparing the values found for tooth enamel with the ones
measured for meteoric water. This approach is however known to introduce errors that
may lead to a wrong interpretation. Inspite of that, this is still done due to the lack of data
based on tooth enamel. In the present work, we started building an isotopic database for
Brazil, based on the §'80 of the carbonate present in tooth enamel. Teeth from individuals
from different Brazilian states, covering the five regions of the country, were analyzed.
The results were compared to the ones obtained for people who stated that they were
born in Japan, Spain, and Chile during the interview previous to dental extraction. In total,
samples from 124 different individuals were analyzed for carbon (3'3C) and oxygen (5'80)
isotopic compositions. Values ranging from -2.00%. to -6.96%. (10 < 0.06%.) were
obtained for 8'®0. For §'3C, Brazilians showed an average signal of -9.72+0.20%o (n =
119, 95% confidence interval, 10 < 0.04 %o). These results were compared with the ones
obtained for individuals born in Spain, Chile and Japan, but who were nowadays living in
Curitiba, south of Brazil. It was possible to identify individuals who immigrated to Brazil
during early childhood and the ones who moved at the end of their adolescence. An
isoscape for §'80 was also built and compared with the one obtained for meteoric water
registered by the GNIP network.

Keywords: Tooth enamel, provenance, stable isotopes, forensic geology, missing
person identification.
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1. Introduction

Matching missing people with unidentified victims at the Forensic Medical
Institutes is a worldwide challenge. This is especially true in cases in which the bodies
are highly decomposed and fingerprint identification is no longer possible. Some
countries also do not employ fingerprints for civil identification, restricting its use. In the
same way, dental records are not easily accessible and DNA databases in many
countries still lack information regarding missing people. According to INTERPOL (2018),
these three mentioned methods are the only ones actually able to identify an individual
and for this reason are called primary methods. All other methods (e.g. examination of
tattoos, clothing used by the victim or personal belongings) are considered secondary
methods and may be applied in order to guide the usage of a primary one. In this sense,
the isotopic approach would be considered a secondary method and has been
successfully used to help in human identification (MEIER-AUGENSTEIN; FRASER,
2008; FONT et al., 2015a, 2015b; LEHN; ROSSMANN; GRAW, 2015).

Because each tissue has a different turnover rate, isotopic analysis may be used
to monitor different periods of an individual’s timeline (KATZENBERG; KROUSE, 1989).
For instance, hair and nails may be used to investigate recent dietary history (FRASER,;
MEIER-AUGENSTEIN; KALIN, 2006), while trabecular (spongy) bones, like rib bones
have a turnover of approximately 4-6 years and cortical (compact) bones, like the femur,
have a much slower turnover of approximately 25-30 years (PRICE; MANZANILLA,;
MIDDLETON, 2000; FONT et al., 2015b). Unlike other tissues, tooth enamel keeps its
isotopic signal after mineralization. This happens because the ameloblasts, cells
responsible for enamel formation, die during the process, leaving a cell-free tissue
(SMITH, 1998; CARUSO et al., 2016). Nevertheless, one should bear in mind that some
later mineralization may occur in regions experiencing demineralization by abrasion or
caries (SELWITZ; ISMAIL; PITTS, 2007; LI et al., 2014). Therefore, tooth enamel isotopic
signals can be used in provenance studies, helping to predict the place of birth or, to be
more accurate, the place where an individual lived during the childhood or adolescent
years (DAUX et al., 2008).

Tooth enamel has a very low organic content. During the maturation phase,
resident proteases remove almost completely the extracellular matrix, leaving only 1-2
weight % of the remaining protein and a small amount of water. The result is a dense

mineralized tissue with more than 95% (by weight) of mineral content (MARGOLIS;



KWAK; YAMAZAKI, 2014). This makes enamel very resistant to diagenesis and, for this
reason, it is often the preferred tissue in paleodietary and paleoclimate studies (DANIEL
BRYANT; LUZ; FROELICH, 1994; FRICKE; O’NEIL, 1996; WRIGHT; SCHWARCZ,
1998; ZAZZO0 et al., 2002). The mineral fraction of tooth enamel is composed of calcium
hydroxyapatite: Ca10(POa4)s(OH)2. Since bioapatites are in general calcium-deficient,
some of the phosphate ions are replaced by carbonate in order to maintain electrical
balance (B-type substitution). Additionally, part of the hydroxyls may be also replaced by
carbonate ions in a proportion of 2:1 (A-type substitution), resulting in the following
approximate composition: Cas5[(PO4)2.7(HPO4)0.2(CO3)0.3](OH)o.5 (KOHN;
SCHOENINGER; BARKER, 1999; KUBOTA et al., 2014). Because most of the oxygen
in hydroxyapatite is incorporated in the phosphate ions and because the P-O bonds are
stronger and thought to be more resistant to diagenesis, many studies using the oxygen
isotopic ratio as a proxy were based on the phosphate ions (LUZ; KOLODNY;
HOROWITZ, 1984; FRICKE; O'NEIL, 1996; STUART-WILLIAMS; SCHWARCZ, 1997;
DAUX et al., 2008). However, the analytical procedure is time-consuming and therefore
analyzing structural carbonate is more cost effective. Besides, the C-O bonds are more
resistant to diagenesis than previously thought (CHENERY et al., 2012). Moreover, when
analyzing carbonate instead of phosphate, one also obtains information about dietary
habits, as explained below.

Due to the differences in the relative abundances between the heavier and lighter
isotopes present in the carbonate ion ('2C: 98.892%; 13C: 1.108% and '60: 99.759%; '80:
0.204%), the results are reported as delta values (8) in per mil units (%o) using Equation
1 (BENSON et al., 2006), as follows:

8(%0) — (Rsample_Rstandard)looo [Eq 1]

Rstandard

Where Rsample is the ratio of the heavy to the light isotope measured for the sample
and Rstandard is the ratio for the standard. For carbonate, the agreed standard is the VPDB
(Vienna PDB), considered equivalent to the PDB (for Pee Dee Belemnite) (CRAIG, 1957;
COPLEN, 1996).

The isotopic ratio of the oxygen atoms (5'80) for the phosphate ions is related to
ratio of the oxygen of the ingested water (drinking water and water ingested with food)
during the time the tooth is mineralizing. Despite the influence of the water present in

food, drinking water represents from 0.60 to 0.75% of the total water ingested by a human



and, therefore, has a larger influence on 5'®0p and similarly on 5'80c (LEVINSON; LUZ;
KOLODNY, 1987; DAUX et al., 2008). The oxygen isotopic ratio on the phosphate (5'8Op)
shows a linear relationship with the one found for the carbonate (8'80c), as expressed in

Equation 2:

5'80p = 1.0322 x 5'80c — 9.6849 [Eq. 2] (CHENERY et al., 2012).

Also, drinking water (6180bw) undergoes fractionation inside the body according

to the following relationship with 5'®0p (Equation 3a or 3b):

5'80pw = 1.54 x 5'80p — 33.72 [Eq. 3a] (DAUX et al., 2008)
5'80pw = 1.56 x 5'80p — 34.95 [Eq. 3b] (LONGINELLI, 1984)

Combining Equation 2 with Equation 3a yields a direct relationship between

drinking water and the structural carbonate in tooth enamel (Equation 4):

5'80pw = 1.590 x 5'80c — 48.634 [Eq. 4] (CHENERY et al., 2012)

Bearing in mind that 5'®QOc is on the VPBD scale, while 5'®0pw is on the VSMOW
scale (Vienna Standard Mean Ocean Water), it is necessary to use the Equation 5 in

order to convert the isotopic values between the two scales:

5'80vsmow = 1.0309 x 5'80vesp + 30.91 [Eq. 5] (COPLEN, 1988)

Unfortunately, the intensive usage of equations is known to introduce errors. For
that reason, Pollard et al. (2011) proposed that geographical attributions should be based
on the direct comparison of measured values of 3'®Op rather than on predicted values of
0'®0pw. MEIER-AUGENSTEIN (2018) also suggested comparing the results from
different equations, such as Equation 3a and 3b during data interpretation. For accuracy,
we also suggest that a database should be built directly based on §'®Oc (on a VPBD
scale), at least for forensic purposes with respect to human identification. Despite this
problem, since traceable teeth samples are normally challenging to obtain, many forensic
studies still rely on comparing the results obtained for tooth enamel with the mapped §'80

values for meteoric water, such as the data produced by the GNIP (Global Network of



Isotopes in Precipitation) project run by IEAE (International Atomic Energy Agency)
(MEIER-AUGENSTEIN; FRASER, 2008; EHLERINGER et al., 2010; FONT et al., 2015a,
2015b; LEHN; ROSSMANN; GRAW, 2015).

As previously mentioned, another advantage of analyzing carbonate, instead of
phosphate, is the simultaneous attainment of the isotopic ratio for carbon ('3C/'2C,
expressed as 8'3C), which is related to dietary habits. Due to differences in their
photosynthetic cycle, the C3 plants (e.g. wheat and sugar beet) are more depleted
compared to C4 plants (e.g. corn and sugar cane). Therefore, individuals with a C3-
dominant diet (e.g. in Europe) tend to have a more negative d'3C in comparison with
individuals who have a C4-dominant diet (e.g. in the American continent). These
differences can be still noticed, despite globalization and the so-called “global
supermarket diet” (NARDOTO et al.,, 2006), because of dietary habits and local
production of the ingredients to produce global food products (VALENZUELA et al.,
2012).

2. Materials and methods

2.1 - Teeth Samples

All the samples used were obtained from tooth bank of the Faculty of Odontology
of the Federal University of Parana or from dentists and were voluntary donated by the
patients, who gave an informed consent. The teeth were removed because of periodontal
disease, or they were occluded, badly positioned or for any other professional decision
not related to this work. In total, teeth from 119 different individuals were analyzed. Based
on the patients or dentists statement, 95 teeth came from people raised in Parana (PR).
Additionally, samples coming from different Brazilian States were analyzed: 2 from
Amazonas (AM) and 2 from Para (PA) - North region; 1 from Bahia (BA), 1 from Paraiba
(PB) and 2 from Ceara (CE) - Northeast region; 1 from Brasilia (DF), 1 from Mato Grosso
(MT) and 1 from Mato Grosso do Sul (MS) - Middle-West region; 8 from Sao Paulo (SP)
and 1 from Minas Gerais (MG) - Southeast region; 5 samples from Santa Catarina (SC)
- South region. Moreover, samples from individuals that stated they were born in Japan
(2), Spain (2) and Chile (1) were also examined (Figure 1). Regarding biological sex, 30
samples came from male individuals, 59 samples from female individuals. The gender of
30 samples (2 from Amazonas and 28 from Ponta Grossa is unknown). Third-molars

corresponded to 80 samples, 11 were divided into central incisor, lateral incisor, first pre-



molar or second pre-molars. The dental elements of the 28 samples from Ponta Grossa
were not identified. Regarding age, 64% of the individuals were between 16 to 39 years
old.

The teeth were first cleaned with a 0.5% peracetic acid solution for 15 min in
order to remove organic impurities, then rinsed with mili-Q water and dried at 25 °C -
30 °C for 36 h before sampling. Enamel samples were taken using a diamond coated drill
bit attached to a Dremel® 3000 multitool. To avoid contamination, the enamel’s external
surface was discarded. The drill bit was cleaned with 10 % hydrochloric acid between
samples. Enamel was sampled in regions where it was thicker, since previous work by
CHENERY et al. (2012) showed no significant intra-tooth variation when sampling distal,

mesial, central, upper or lower crown.
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Figure 1 — Place of birth of the individuals who donated the teeth used in the present
work.

2.2 - 080 and 673C isotope analyses

Oxygen and carbon isotope analyses were carried out on tooth enamel structural
carbonate. Tooth enamel powder (about 500 ug), was weighed into 4.5 mL glass vials
sealed with a septum following the procedure described by Breitenbach and Bernasconi
(2011). Isotopic analyses were carried out using a ThermoFinnigan (now Thermo Fisher
Scientific) GasBench I, equipped with a CTC autosampler (CTC Analytics AG), and

coupled to a ConFlow IV interface and a Delta V Plus mass spectrometer (both Thermo



Fisher Scientific) at the Stable Isotope Laboratory of the Department of Earth Sciences
at the ETH Zirich. The samples were placed in a hot block at 72.0 £ 0.2 °C for 69 min
after adding 100% H3sPO4.The measured isotope values are reported as a 6 (delta) values
in units of per mil (%o0) normalized to the VPDB scale using two secondary carbonate
reference material calibrated against NBS 19 (5'3C= 1.95%o and 5'80= -2.20%0) and NBS
18 (3'3C= -5.05%0, 5'80= -23.1%0) certified reference standards supplied by IAEA. The
standard deviation for the secondary standards was below +0.04%. (10) for &'3C and
bellow +0.06%o (10) for 5'€0.

3. Results and discussion

The results for 5’80 and &'3C are shown respectively on Table 1 and 2. Most of
the samples are from the state of Parana (n = 95). When a state had only one sample,
such as Minas Gerais (MG), Mato Grosso (MT), Mato Grosso do Sul (MS), the Federal
District (Brasilia) or Paraiba (PB), this sample was placed with ones from a neighboring
state, based on the similarities of its isotopic signal. The 8'80 results for the mean and
median are very similar, differing by less than 0.20%. (lower than the standard deviation
within samples), with the highest differences found for the states of Santa Catarina and
the combination of Sdo Paulo/Minas Gerais/Bahia (Table 1). This observation, together
with the figures found for the kurtosis data, show that the results group close to the
average, with a minor presence of outliers. In fact, only one sample from Parana (5'80 =
-6.9410.02%0) was considered to be an outlier. Figure 2 shows a Tukey’s boxplot for the
5'80 data. Based on this plot, the oxygen isotopic signature for Parana (PR), Santa
Catarina (SC), Sao Paulo/Minas Gerais/Bahia (SP/MG/BA), Mato Grosso/Mato Grosso
do Sul/Brasilia (MT/MS/DF) and Amazonas (AM) all fall in the same range within error. In
contrast, the results for Para (PA) and Ceara/Paraiba (CE/PB) show more isotopically

enriched signals that deviate from the others.



Table 1 - Descriptive statistics for 580 (results in %o, on the VPBD scale) for different
Brazilian States: Parana (PR), Santa Catarina (SC), Sao Paulo/Minas Gerais/Bahia
(SP/MG/BA), Mato Grosso/Mato Grosso do Sul/Brasilia (MT/MS/DF), Amazonas (AM),
Para (PA), Ceara/Paraiba (CE/PB).

Statistics PR SC SP/MG/BA MT/MS/DF AM PA CE/PB
Count (n) 95 5 9 3 2 2 3
Mean -5.58 -5.34 -5.87 -5.84 -6.25 -4.06 -2.42
Median -5.53 -5.51 -5.73 -5.92 -6.25 -4.06 -2.40
Standard Deviation 0.42 0.35 0.57 0.69 0.45 0.59 0.43
Sample Variance 017 012 0.32 0.48 0.21 0.35 0.19
Kurtosis 0.61 3.75 0.44 - - - -
Skewness -0.52 1.93 -0.77 0.49 - - -0.17
Range 240 0.84 1.88 1.38 0.64 0.83 0.86
Minimum -6.94 -557 -6.96 -6.50 -6.57 -4.47 -2.86
Maximum -4.55 -473 -5.08 -5.12 -593 -3.64 -2.00
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Figure 2 — Tukey’s schematic boxplots showing 8'80 variations for different Brazilian
states. Key: the boxes represent the interquartile range (IQR: Q3-Q1), the central line
indicates the median and the squares the mean. The whiskers represent Q1-1.5IQR and
Q3 + 1.51QR. The diamond represents an outlier.

With regard to the 3'3C values, the differences observed among samples from

various locations are much smaller, reflecting similarities in the diet throughout Brazil



(Table 2). Figure 3 graphs the Tukey’s boxplot for the measured &'3C results, with values
for teeth from Parana containing 3 outliers. A boxplot for the total data set (n = 119) is
also shown. In this latter case, 4 outliers were observed. These 4 outliers correspond to
teeth from people with higher age (i.e. 43, 61, 69 and 70 years old). These outliers might
be related to the progressive replacement of phosphate (B-type substitution) and hydroxyl
(A-type) in the enamel by carbonate ions that occurs with age (LEVENTOURI et al.,
2009). Also, this anamoly could be influenced by teeth demineralization that might
fractionate the carbonate in teeth enamel. Since there were no extreme outliers, we
decided not to exclude these data because they represent the isotopic signal of the older

population in our sample collection.

Table 2 - Descriptive statistics for §'3C (results in %o, on the VPBD scale) for different
Brazilian States: Parana (PR), Santa Catarina (SC), Sao Paulo/Minas Gerais/Bahia
(SP/MG/BA), Mato Grosso/Mato Grosso do Sul/Brasilia (MT/MS/DF), Amazonas (AM),
Para (PA), Ceara/Paraiba (CE/PB).

PR SC SP/MG/BA MT/MS/DF AM PA CE/PB

Count 95 5 9 3 2 2 3
Mean -9.68 -9.28 -10.18 -9.55 -11.06 -8.51 -10.23
Median -9.77 -9.01 -10.41 -9.98 -11.06 -8.51 -10.20
Standard Deviation 1.13  0.82 0.97 1.41 1.68 0.74 0.58
Sample Variance 1.28 0.67 0.94 1.98 2.81 0.55 0.34
Kurtosis 254 -0.45 -0.26 - - - -
Skewness 1.09 -0.54 0.29 1.25 - - -0.26
Range 6.09 212 3.15 2.72 2.37 1.05 1.16
Minimum -12.03 -10.44 -11.72 -10.69 -12.25 -9.04 -10.83

Maximum -5.94 -8.33 -8.58 -7.98 -9.88  -7.99 -9.67
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Figure 3 — Tukey’s schematic boxplots showing 8'3C variations for different Brazilian
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Q3 + 1.51QR. The diamonds represent the outliers.

The results obtained for the samples from Parana (n=95) were then used to
identify people who had grown up in different regions but were now living in the state of
Parana. Figure 4 shows a graphic cross-plot of the §'80 vs. 8'3C data. The error bars
(10) are smaller than the symbols used. The dashed lines marked the limits assumed
(maximum/minimum limits £ 10). It was observed that the teeth of three individuals from
Cearé/Paraiba have a 8'3C value, which falls in the overall range found for the Brazilian
samples, but exhibited a less negative 5'80 value. The same was observed for one of the
individuals raised in Para. The individual from Chile (raised in the city of Santiago)
exhibited the most negative 5'80 value (-9.36+0.04%.) and, together with one of the
Spaniards, raised in Almeria, south of Spain (5'80 = -7.79+0.07%0) showed a more
depleted signal than the individuals raised in Parana. This Spaniard additionally showed
a more depleted the 3'3C (-14.18+0.07 %o). According to MEIER-AUGENSTEIN (2018),
a shift of approximately +10%o to +12%o is normally expected for 5'3C between the diet
and the bioapatite carbonate. Therefore, the 8'3C value found for this individual would

correspond to a diet with a 8'3C value of about - 25%., which in turn is compatible with a



C3 diet (- 20%o to -37%0 — VPBD), as expected for Europeans (KOHN, 2010), who have
a diet based on for instance wheat and sugar beet (for sugar supply). Regarding the teeth
from native Brazilians, our 8'3C results ranged from -12.25%o to -5.94%., with an average
of -9.7240.20%0 (n = 119, 95% confidence interval). This range corresponds to an
expected isotopic signal of the average diet of about -18 %o to -24 %o for 3'3C, which might
be interpreted as a mixed diet composed by C4 plants (8'3C = -11.2+0.6%o, such as corn
and sugar cane), mixed with C3 plants (5'3C = -26.1+1.9%o0, such as rice, fruits and
vegetables) as a primary source of carbohydrates in Brazil (NARDOTO et al., 2006).
Using only 8'80 and &'3C it was not possible to distinguish individuals from the
south-east of Brazil (Sdo Paulo and Minas Gerais), Bahia (North-east), South (Santa
Catarina), Middle-west (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul) and even from the Amazonas
(North). The two individuals who claimed they were born in Japan and one of the
Spaniards had the characteristic isotopic signal of people from Parana. Further
investigation revealed that they moved to Parana/Sao Paulo at early ages. Particularly,
this Spaniard moved to Brazil when she was 5 years old, therefore prior to her third molar

mineralization.

-5 - = PR
| A SC
.................................................................................................... SP/MG/BA
-6 = . u ¢ MT/MS/DF
| . 3 & AM
-7 - = : * PA
3 * CEPB
—8—- m e . b Chile
% . u ; A < Japan
o -9+ ) ;‘&. .
> | | ' l.- *
. |
i
=0 : *
< i‘
O -1 a "M A *
o |
o | LN T |
-12—.1. _______________________________________
1 >
-13 4
-14 4 ° | ‘
15 - . : . — - .
-10 -8 -6 -4 2
§'80 (%0) VPBD

Figure 4 — Cross-plot of the measured 5'80 and 3'3C values of teeth from different
Brazilian states, combined with data for samples from some foreigners. The dashed lines
mark the limits assumed as a range for the population of Parana (maximum/minimum
limits £ 10). The error bars (10) are smaller than the symbols used.



Finally, the isotopic results obtained Brazilian teeth were used to build an §'80
isoscape for the country (Figure 5). The isoscape helps to visually identifly the isotopic
distribution 8'80 values within Brazil. Despite the errors introduced by the sucessive
usage of linear regressions, a good correlation between the isoscapes built using the
results obtained for tooth enamel and for water exists. For the water isoscape, we used
the average of the data avaliable from GNIP (Global Network of Isotopes in Precipitation).
The lack of GNIP data in the western part of Bahia state was supplemented by ground
water results from the literature (GONCALVES, 2014). Additionally, we included our own
data on drinking water for the eastern part of Parana state in order to expand our data

coverage.
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Figure 5 — 880 isoscapes built using teeth (a) and water (b) data. To allow a comparison
with the water isoscape, the results for tooth enamel (on a VPBD scale) are also
presented on VSMOW. Circles pinpoint sample locations for tooth enamel (this study)
and meteoric water (GNIP data, available at: http://www-
naweb.iaea.org/napc/in/IHS_resources_gnip.html; GONCALVES, 2014).

4. Conclusions

To the best of our knowledge, this is the first attempt to construct an isotopic
database built on the isotopic composition of tooth enamel for the modern population in
Brazil. The data here provided can be used for forensic purposes related to human
identification. The results were applied to distinguish two foreigners (one from Chile and
one from Spain) from those of the studied Brazilian individuals. It was also possible to
note that foreigners who moved to Brazil at an early age aquired the same isotopic signal

for both carbon and oxygen values as those of the the Brazilian population from the region



where they grew up. Our 8'80 data derived from tooth enamel are in good agreement
with an expected isotopic signal based on the isotopic composition of the regional
meteoric and drinking waters. This agreement offers further validation for this
identification approach, based on the isotopic composition of tooth enamel data whenever
available. Despite this positive correlation, a direct comparison between the isotopic value
of tooth enamel should always provide better results and should be persued. The &'3C
data obtained for the tooth enamel of the Brazilian population is compatible with a mixed
diet composed of both C3 and C4 plants.

In Brazil, as illustrated in Figure 5, there are clearly two regions that can be easily
distinguished using §'80 data: 1) the most easterly part of northeast region, which is
characterized by a warm and dry climate and 2) the remainder of the country, stretching
from the Amazon rain forest to the more southernly regions. The region covered by this
extensive range reinforces the importance of the moisture provided by the forests to the
meteoric water cycle from the northwest to the southeast of Brazil, a vast area which

crosses the major recharge zones for the dams and aquifers used for public water supply.
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Abstract

The isotopic ratio of hydrogen and oxygen has been widely used as a natural marker to
track the source of waters. The Parana State, Southern Brazil, has a complex meteoric
water source that is derived from both the Atlantic Ocean and the northern part of South
America. The eastern part of the State, where the capital is located, is one of the most
populated regions and has the largest water demand. To understand the influence of
the landscape, continentalization and moisture source on the water supplying the dams
and an aquifers used for public supply, the isotopic composition was monitored during
one year along a 180 km from the coast towards the northwest. Surface and
groundwater were sampled every three months from March 2018 to January 2019. In
order to evaluate if the water treatment and storage might result in isotopic fractionation,
samples were collected at the different withdrawals and the results compared to those
obtained for tapwater. No significant change in the isotopic signal was observed, which
should simplify the sampling strategy for future studies. Differences in the measured
water isotopic signals indicate that the water reservoirs surrounding the city of Curitiba
are supplied by water reservoirs with different isotopic compositions from different

origins, which is important information impacting water management in this region.

Keywords: Stable isotope hydrology, deuterium excess, isotopic tracer, water resources.
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1. Introduction

The isotopic correlation between hydrogen and oxygen in water has been largely
used as a marker to study its origin and flowpaths (DINCER, 1968; DINCER; PAYNE;
FLORKOWSKI, 1970; SKLASH; FARVOLDEN, 1979; PANARELLO; DAPENA, 2009;
KIRCHNER; TETZLAFF; SOULSBY, 2010). Although this seems a trivial subject, it is
very important to understand water availability, biogeochemical cycling, microbial
production and other ecological processes that depend on the water cycle (MCGUIRE;
JEFF, 2007). Compared to other tracer methods, the water isotopologues (e.g. 'H?H'0,
'H2'80), added naturally by meteoric events, have obvious ecological advantages
introducing a “fingerprint” related to the water origin and subsequent evaporative events.

Due to the differences in relative abundance between the heavier and lighter
isotopes ('H: 99.984 %; ?H or D: 0.0156 % and '60: 99.759 %; 80: 0.204 %), the results
are reported as delta values (&) in per mil units (%0) using the following equation 1
(BENSON et al., 2006):

8(9ho) = (empte—tandura OO0 (. q)

Where Rsample is the ratio of the heavy to the light isotope measured for the sample
and Rstandard is the ratio for the standard. For water, the agreed standard is the Vienna-
Standard Mean Ocean Water (VSMOW) (COPLEN, 1996). Since during physical phase
changes, such as evaporation, condensation and melting, water suffers isotopic
fractionation (GAT, 1996), whereby slight changes in the natural relative abundances can
occur. In general, the more condensed phase is enriched on the heavier isopologues,
which can be used to distinguish among different water sources.

For natural waters which have not undergone excessive evaporation, the 380
vs. OD relationship fits a linear correlation according to equation 2 (CRAIG, 1961) known
as the Global Meteoric Water Line (GMWL).

5D = 8680 + 10 (Eq. 2)
This linear fit was built using approximately 400 samples from different countries.

However, some deviations are expected depending on humidity and temperature

differences. Therefore, for local water resource applications, it is useful to obtain a Local



Meteoric Water Line (LMWL), based on measurements taken over a period of at least
one year (MCGUIRE; JEFF, 2007).

When the slope of equation 2 is fixed at 8, the linear coefficient is called the
deuterium-excess or d-excess (DANSGAARD, 1964; PFAHL; SODEMANN, 2014), a
parameter which is very sensitive to the evaporative conditions, such as moisture
(PFAHL; WERNLI, 2008).

In the present work, an isotopic stydy was applied to observe differences in the
origin of the moisture influencing the meteoric water responsible for recharging the dams
and aquifers used for supplying water for the most important cities in the eastern part of

the State of Parana, in the south of Brazil.

2. Materials and methods

Study area

The water used for public supply in the main cities of the eastern part of the State
of Parana was monitored every three months from March 2018 to January 2019.
Seawater samples were also collected at two different points for comparison. The

sampling sites may be observed in Figure 1.
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Figure 1 — Location of the sampling points.

The samples from Curitiba, capital of the State, were collected at approximately

70 km and 90 km from the coast line, while Ponta Grossa is located to the northwest



about 180 km from the sea. Between Paranagua, a harbor city, and Curitiba, the Serra
do Mar (a mountain chain oriented along the coast), which reaches heights above 1,000
m, serves as a watershed. Further in land from the coast, the Serra de S&o Luiz do Puruna
acts as a second natural barrier between Curitiba and Ponta Grossa. The rainfall regime
in the area is complicated by the influence of the Intertropical Convergence Zone (ITCZ),
especially during summer, which brings moisture from the Amazon’s basin to the region
(PANARELLO; DAPENA, 2009). Curitiba uses water stored in the dams of Piraquara |
and Il and Irai, located on its eastern side, and Passauna, on its western side. Ponta
Grossa uses water from the Alagados’ dam and Paranagua supplies the city with water
coming from natural springs in the Inglés hill. In contrast to the other cities in this study,
Colombo uses groundwater from the aquifer, named Karst, for public water supply.

According to the Koppen classification, the coast has a humid subtropical climate
(Cfa). Moving inland, starting from the Serra do Mar, it changes to a temperate oceanic
climate (Cfb) that dominates the rest of the State (ALVARES et al., 2013).

Water samples and isotopic analyses

The samples were collected at locations as close as possible to the withdrawal
of the Water Treatment Plants (WTP) supplying the cities of Paranagua, at the coast,
Curitiba, the capital and most populated city of Parana State, and Ponta Grossa. For the
city of Colombo, samples were collected from three different water fountains because the
city is supplied by groundwater coming from a karstic aquifer. A commercially bottled
water from the brand “Ouro Fino” was also analyzed to provide extra data from the
aquifer. The samples were collected in April 2018, July 2018, October 2018 and January
2019. Single samples were also collected between the Piraquara | and || dams and at the
Alagados’ dam in April 2018. In each city, one sample of tap water was also collected.
Except for tap water, all samples were filtered using a 0.45 ym pore size membrane prior
to storage in glass vials at 4 °C until the moment of the analyses.

Samples were analyzed at the Department of Earth Sciences of the ETH Zirich
on a Cavity Ring-Down Spectrometer (CRDS) from Picarro, model L2120-/, coupled with
a vaporizer V1102-/, kept at 100 °C, and an automated injection system from PAL
System, used to inject 1 yL sample. The samples were then diluted with nitrogen, giving
a concentration of about 20,500 ppm of water inside the cavity. Between samples, the 10
ML syringe was rinsed twice with 8 pL of mili-Q water. Before analyses, all the samples

were filtered once again using 0.45 ym pore size membranes. On every run, three



in-house standards, calibrated to IAEA (International Atomic Energy Agency) standards
VSMOW?2, GISP e SLAP2, were analyzed for each block of six samples. All samples and
standards were analyzed seven times with the three first results not being considered.
The results here reported correspond to the average of the last four measurements,
converted to the VSMOW scale. The data were treated using the ChemCorrect™
software, also from Picarro. Maximum standard deviations of 0.11 %0 and 0.5 %. were

obtained in the measurements for §'80 and 8D, respectively.

3. Results and discussion

The isotopic data for the water samples collected during this study are listed in
Table 1. Results ranging from -2.90%o. to -5.58%. for 3'80 and from -11.9%o to -29.7%. for
0D were obtained for the first set of analysis. The samples from the three additional sets
are still under analysis. The results will be added to this paper and discussed prior to
publication. However, results for surface and groundwater, as collected here, are
expected to show less seasonal variations when compared to rainwater values,
(BATISTA et al., 2018).
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The precipitation index for the cities from where the water samples were collected
are indicated on Figure 2. These data will be used for discussing the isotopic data, once
the final isotopic measurements have been completed.

The Local Drinking Water Line (LDWL), which is generally related to the Local
Meteoric Water Line (LMWL) (FONT et al., 2015a) shows a d-excess higher than 10,
which could be related to evaporative processes occurring at the water reservoirs
(MARTINELLI et al., 1996). The results for the samples collected in April 2018, with a d-

excess of 14.7%o., can be seen in Figure 3. The data are shown with error bars (10).
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Figure 2 — Precipitation indexes from January 2018 to January 2019 (Data source:
AGUAS PARANA).
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Figure 3 — Data for samples collected in April 2018. The dashed line represents the LDWL
for the fresh water samples (excluding the sea water samples). The slope was fixed in 8
and a d-excess of 14.7 %o was obtained. Analytical uncertainties reported by the lab for
the secondary standards are 0.04%. for 3'80 and 0.6%. for dD (10). On the top, the
landscape profile is shown. The vertical scale (in meters above sealevel) was purposely
exaggerated in relation to the horizontal scale (in kilometers). Watersheds and cities are
indicated.

The continental effect may be observed by plotting the aproximate distance of
the sampling points to the coast against the average 5'80 for fresh water in each area
(Figure 4). More depleted signals are found as one moves away from the coast. This
effect can also be visualized in the isoscape shown in Figure 5. However, the continental

effect alone is not able to explain the isotopic variations observed. The significant



difference among the samples coming from the dams located on the eastern side of
Curitiba (-4.10%0) and the samples from Passauna dam (-4.77%.) on the western part,
only about 20 km away from each other and located at the same hydrographic basin, may
indicate a disproportional isotopic depletion in the water vapor just after it passes over
the Serra do Mar, which may be caused by the common orographic precipitation observed
especially at the region of the Piraquara | and |l dams. Surprisingly, the isotopic data
obtained for the water from the karstic aquifer, located north of Curitiba (in Colombo),
show no significant differences compared to the data from Ponta Grossa, located 180 km
from the coast. This implies that the same water vapor supplying the Alagados’ dam is

also responsible for recharging the Karst aquifer.
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Figure 4 — Variations in 5'80 related to the approximate distance to the coast. The results

plotted results correspond to the average of the data obtained for each area. Analytical
uncertainties reported by the lab for the secondary standards are 0.04%. for 5'80 (10).

A continental effect can also be seen in the isoscape shown in Figure 5. However,
some results such as the ones found for Colombo and Piraquara I/ll can not be explained

using only this effect.
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Figure 5 — Drinking water isoscape for 880 values for the eastern region Parana. The
water becomes more depleted in the heavier isotope moving from the coast to the inland,
illustrating the continental effect.

4. Conclusions
The data obtained showed a variation on the isotopic signal which cannot be
explained only by the continental effect. The water recharging the Karst aquifer clearly
has an origin other than the one that fills the dams around Curitiba, and it appears to be
more related to the water that supplies the city of Ponta Grossa, about 100 km further
west. This fact suggests that the aquifer receives water strongly influenced by the
Intertropical Convergence Zone (ITCZ), that brings water vapor from the Amazon’s basin
to the area.
The Serra do Mar plays an important role in the isotopic fractionation of water in
the region, depleting the signal of §'80 and 8D by 0.67%. and 6.5%., respectively. In fact,
this difference was 1.81%o for 50 and 13.1%o for 8D, as observed when comparing a

single sample from Piraquara I/ll with a sample from Passauna dam, both collected in



April 2018. This difference was probably reduced when the water from the Piraquara
system was mixed with the water coming from the Irai dam before the sampling points,
which are located at the withdrawal sites at the Water Treatment Plants of Irai and Iguagu.

Our results succinctly demonstrate that stable isotopes are useful tracers to
investigate the origin of water and, therefore, are a useful tool to study water resources
and predict potential water shortages in this study area, which is influenced by multiple
factors suce as the ITCZ and changing altitude. Furthermore, no isotopic fractionation
was observed during the water treatment, distribution and/or storage. This fact allows for
a simple strategy to collect tap water samples for future studies, making the sampling

procedure easier and more cost effective.
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3.2 RESULTADOS ADICIONAIS

3.3.1 Espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

Um espectro de infravermelho tipico do esmalte dentario € ilustrado na FIGURA
1. S4o observadas as bandas de absorg¢éo relativas aos modos vibracionais dos grupos
fosfato da hidroxiapatita e também as bandas relativas aos grupos carbonato, presentes
em razao da substituicdo de algumas hidroxilas (substituicdo do tipo A) e de grupos
fosfato (substituicdo do tipo B), no reticulo cristalino do mineral. Estas substituicbes
ocorrem com o passar dos anos, elevando a concentracdo de ions carbonato na
estrutura cristalina da hidroxiapatita de 3% para 5% (LEVENTOURI et al., 2009). A
ocorréncia dessas substituicbes pode alterar os sinais isotopicos tanto de carbono
quanto de oxigénio e por esse motivo devem ser levadas em consideragao na

interpretagéo dos resultados de §'3C e §'80.
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FIGURA 1 - Espectro de infravermelho tipico observado para as amostras de esmalte
dentario. Sao observadas as bandas de absorgao referentes aos ions fosfato e
carbonato, caracteristicas da bioapatita com substituicbes dos tipos A e B.

3.3.2 Anélise isotépica de estréncio (87Sr/86Sr)

A first attempt to determinate the isotopic signal for strontium (87Sr/%6Sr) for
drinking water (n = 5) and for the population living in the eastern part of Parana (n = 14)
was conducted (Table 1). Values ranging from 0.711926 to 0.729613+0.000009 for
drinking water and 0.709641 to 0.722267+0.000009 for teeth were obtained.

The results are summarized on Table 2 and Figure 2. To the best of our

knowledge, this is the first attempt to determine the bio-evaluable strontium for the region.



Table 1 — Isotopic values for 87Sr/8Sr for the teeth enamel samples and drinking water
from Paranagua, Curitiba, Colombo and Ponta Grossa (20 = -0.000023).

Individual Id Provenance "TSH™Sr VTSri%eSr TSr/%Sr
Teeth Teeth Avg Water
583 Paranagua 0.710831 0.710614 0.715656
588 Paranagua 0.710397
900 Curitiba (West side) 0.710313
714 Curitiba (West side) 0.711240 0.710777 0.714283
830 Curitiba (East side) 0.709641
755 Curitiba (East side) 0.711218
929 Curitiba (East side) 0.710363| 0.710706 0.711926
1002 Curitiba (East side) 0.711319
767 Curitiba (East side) 0.710989
816 Colombo 0.710574
1168 Colombo 0.710420| 0.712765 0.729613
894 Colombo 0.717300
702 Ponta Grossa 0.710920
1101 Castro 0.722267 0.716594 0.716515

Table 2 - Descriptive statistics for 8 Sr/%6Sr for the teeth enamel samples and drinking
water from Paranagua, Curitiba, Colombo and Ponta Grossa.

Statistics Teeth enamel  Drinking Water
Count (n) 14 5

Mean 0.711985 0.717599
Median 0.710876 0.715656
Standard Deviation 0.003474 0.006937
Sample Variance 0.000012 0.000048
Kurtosis 6.274728 3.882112
Skewness 2.567912 1.880809
Range 0.012626 0.017688
Minimum 0.709641 0.711926
Maximum 0.722267 0.729613
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Figure 2 — Tukey's schematic boxplots showing 8’Sr/8Sr for the teeth enamel samples
and drinking water from Paranagua, Curitiba, Colombo and Ponta Grossa. Key: the boxes
represent the interquartile range (IQR: Q3-Q1), the central line indicates the median and
the squares the mean. The whiskers represent Q1-1.5IQR and Q3 + 1.5IQR. The
diamond represents an outlier.



CAPITULO IV

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Foi possivel separar as aguas utilizadas no abastecimento publico das principais
cidades da regido leste do Parana em trés grupos com base no §'®0: Ponta Grossa e
Colombo, com os valores mais negativos, regido oeste de Curitiba com um sinal
intermediario e regido leste de Curitiba, juntamente com Paranagua, com um sinal menos
negativo. Contudo, o fracionamento observado para a d4gua gerou uma variagéo no 5'80
inferior a 2,00 %o, portanto insuficiente para permitir a diferenciacéo de individuos com
base no sinal isotdpico registrado em seu esmalte dentario.

De fato, o sinal isotopico do esmalte dentario para individuos que tenham
residido no Brasil durante o processo de mineralizacdo dos seus dentes em principio
permite uma separagao em dois grupos: individuos que tenham residido em uma grande
faixa que vai da regido amazodnica até o sul do Brasil e individuos residentes do leste do
Para até o sul da Bahia. Estes resultados estdo em consonancia com os observados
para a agua metedrica da rede GNIP (acrescidas de amostras de agua subterranea no
oeste da Bahia e na regido de Colombo e de amostras de agua superficial e subterranea
coletadas no leste do Parana para o presente estudo). A inclusdo destas amostras de
agua foi necessaria para suprir a escassez de dados de agua meteérica para o Brasil.

O presente trabalho pretende ser apenas um embrido de um banco isotopico
para fins forenses no Brasil. Claramente sido necessarias analises adicionais,
particularmente de amostras de esmalte dentario de pessoas residentes nos extremos
do pais. Assim mesmo, os resultados obtidos até o momento podem ser diretamente
aplicados a trabalhos em andamento no ambito da Policia Federal, como por exemplo
na identificagdo de corpos na regido do Araguaia ou para a obtencdo resultados
indicativos de proveniéncia para ossadas de estrangeiros ou de pessoas desaparecidas
da Regiao Nordeste do pais, que tenham sido encontradas no Parana ou em estados
vizinhos, por exemplo. Mais do que os dados levantados durante o projeto, os
conhecimentos adquiridos por toda a equipe envolvida sem duvida auxiliardo na
interpretacao futura de resultados isotdpicos e abrem as portas para novas pesquisas e

aplicagdes na area forense no Brasil.
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ANEXO |

Dados disponiveis em relacdo aos dentes utilizados neste trabalho

(proveniéncia, idade, sexo e tipo de dente), junto com os dados de razio isotopica (5'3C

e 5'%0 - VPBD). SD = desvio padrédo das medidas realizadas.

Individuo Proveniéncia UF Idade |Sexo| Tipo de Dente 63C | sD |8%0| SD
105 |Manaus AM - - - -9.88 | 0.02 |-6.57|0.04
106  [Manaus AM - - - -12.25 | 0.02 |-5.93/0.05
1407 |lrecé BA 26 F Terceiro Molar | -10.31 | 0.04 |-5.73|0.04
739 |Campos Sales CE 49 F Terceiro Molar | -10.83 | 0.03 |-2.40|0.04
160 |Fortaleza CE - F Terceiro Molar | -10.20 | 0.04 |-2.86|0.09
876  |Brasilia DF 46 M Incisivo Central -7.98 | 0.05 [-5.12/0.05
1246 |Betim MG 25 F Terceiro Molar | -10.72 | 0.03 |-5.60(0.04
833  |[Mundo Novo MS 31 F Terceiro Molar | -10.69 | 0.03 |-5.92|0.06

Sdo José dos Quatro Segundo Pré-
770  |Marcos MT 31 F Molar -9.98 |0.02 |-6.50/0.03
1408 |Marabd PA 28 F Terceiro Molar -9.04 |0.03 |-4.47|0.05
161 |Parauapebas PA - F Terceiro Molar -7.99 |0.05 [-3.64/0.01
1399 |Patos PB 20 F Terceiro Molar -9.67 |0.02 |-2.00{0.07
716  |Araucadria PR 30 M Terceiro Molar -8.98 | 0.03 |-5.07|0.04
901 |[Bocaiulva do Sul PR 54 M Terceiro Molar | -11.57 | 0.03 |-5.21/0.04
1106 |Cambé PR 59 F Incisivo Lateral -8.36 | 0.03 [-5.51/0.02
1101 |Castro PR 51 M Terceiro Molar -9.52 |0.02 |-6.52{0.02
1200 |Catanduvas do Sul PR 20 F Terceiro Molar | -10.00 | 0.05 |-5.78|0.04
642 |Celiaque PR 42 F Terceiro Molar | -10.88 | 0.03 |-5.47|0.03
816 |Colombo PR 19 F Terceiro Molar -8.76 | 0.05 |-5.93/0.02
1168 |Colombo PR 16 M Terceiro Molar -9.53 | 0.02 |-6.25|0.04
894 |Colombo PR 69 M Incisivo Central -5.94 |0.04 |-5.97/0.04
1414 |Colombo PR 37 M Terceiro Molar -9.57 |0.05 |-5.35/0.05
1406 |Cornélio Procépio PR 53 M Terceiro Molar | -10.22 | 0.03 |-5.86|0.04
900 [Curitiba PR 21 M Terceiro Molar -9.75 |0.02 |-5.38/0.02
830 [Curitiba PR 19 F Terceiro Molar -9.70 | 0.02 |-5.35/0.04
755  |Curitiba PR 33 F Terceiro Molar | -10.79 | 0.02 |-6.26|0.03
929  |Curitiba PR 20 M Terceiro Molar | -10.47 | 0.00 |-5.68|0.01
1002 |Curitiba PR 20 F Terceiro Molar | -10.08 | 0.06 |-5.69|0.02
767  |Curitiba PR 23 F Terceiro Molar | -10.12 | 0.02 |-5.60{0.02
714  |Curitiba PR 23 F Terceiro Molar | -10.26 | 0.03 |-5.88|0.05
584  |Curitiba PR 31 F Terceiro Molar -9.24 | 0.06 |-5.38/0.04
696  |Curitiba PR 31 F Terceiro Molar -9.32 | 0.04 |-4.96/0.04
Primeiro Pré-
893  |Curitiba PR 54 F molar -8.63 | 0.02 |-5.01/0.05
918  |Curitiba PR 61 F |Primeiro Pré-molar| -6.00 | 0.05 [-4.55/0.05
1056 |Curitiba PR 70 F Incisivo Central -6.68 | 0.04 |-5.53/0.02
1102 |Curitiba PR 43 M Terceiro Molar -6.32 | 0.04 |-5.36/0.04




Individuo Proveniéncia UF Idade |Sexo| Tipo de Dente 63C | sD |&%0| SD
1105 |Curitiba PR 40 M Terceiro Molar -9.82 | 0.04 {-5.33/0.08
1195 [Curitiba PR 36 M Terceiro Molar -9.20 | 0.01 |-5.13/0.01
1201 |Curitiba PR 33 F Terceiro Molar -9.09 |0.03 |-5.97/0.02
1212 |Curitiba PR 17 F Terceiro Molar | -10.08 | 0.02 |-5.60|0.06
1214 |Curitiba PR 41 F Terceiro Molar -9.62 |0.02 |-5.52/0.04
1223 |Curitiba PR 22 F Terceiro Molar -9.96 |0.02 |-5.61/0.05
1236 |Curitiba PR 21 F Terceiro Molar -9.26 | 0.03 |-5.32/0.03
1237 |Curitiba PR 25 F Terceiro Molar | -11.53 | 0.02 |-5.35|0.05
1238 [Curitiba PR 22 F Terceiro Molar -9.82 |0.02 |-5.17/0.03
1241 |Curitiba PR 21 F Terceiro Molar | -11.45 | 0.03 |-5.58|0.02
1244 |Curitiba PR 23 F Terceiro Molar | -10.18 | 0.03 |-5.17|0.04
1247 |Curitiba PR 24 F Terceiro Molar | -10.52 | 0.02 |-5.96|0.04
1248 |Curitiba PR 22 F Terceiro Molar -9.77 [0.02 |-5.12/0.03
1320 |Curitiba PR 39 F Terceiro Molar -9.72 | 0.04 |-5.44/0.06
1400 |Curitiba PR 30 M Terceiro Molar | -10.38 | 0.02 |-5.42|0.04
1413 |Curitiba PR 19 F Terceiro Molar -9.54 | 0.05 (-4.84/0.07
16y |cuitiba (nasceu na PR | 20 | F | TerceiroMolar |-10.06 |0.05 |-5.91|0.07

Espanha)
1097 |Curitiba (nasceu no Japao) PR 19 M Terceiro Molar -9.69 | 0.03 |-5.43|0.02
1243 |Curitiba (nasceu no Japao) PR 17 F Terceiro Molar | -9.78 | 0.05 |-5.47|0.05
1217 |Goioré PR 22 F Terceiro Molar | -10.49 | 0.02 |-5.31|0.04
1222 |Itd PR 27 F Terceiro Molar | -11.72 | 0.02 |-5.73|0.03
1228 |lvaipora PR 23 M Terceiro Molar -8.39 | 0.01 |-6.37/0.02
1240 |Lapa PR 32 F Terceiro Molar | -10.91 | 0.03 |-6.13|0.08
1410 |Lapa PR 21 M Terceiro Molar | -11.85 | 0.03 |-5.31|0.00
1224 |Londrina PR 26 F Terceiro Molar -9.96 |0.06 |-5.43/0.03
583 |Paranagud PR 18 M Terceiro Molar | -10.14 | 0.02 |-5.29|0.04
588 |Paranaguad PR 19 M Terceiro Molar | -12.03 | 0.01 |-5.61/0.01
1220 |Pato Branco PR 21 F Terceiro Molar -9.83 |0.02 |-5.37/0.01
1226 |Pato Branco PR 18 F Terceiro Molar | -10.31 | 0.01 |-5.59|0.04
1043 |Pinhais PR 52 F Terceiro Molar -9.97 |0.01 |-5.64|0.02
1198 |Pinhais PR 23 M Terceiro Molar -9.06 | 0.05 |-5.29/0.02
1257 |Pinhais PR 19 F Terceiro Molar -8.72 |0.02 |-5.43|0.05
1405 |Pinhais PR 19 F Terceiro Molar -9.04 |0.03 |-5.51/0.03
1070 |Piraquara PR 40 M Incisivo Central | -10.09 | 0.06 |-5.74|0.03
702  |Ponta Grossa PR 26 F Terceiro Molar | -10.04 | 0.02 |-5.18|0.04
1 Ponta Grossa PR - - - -9.05 | 0.05 |-5.96/0.06
2 Ponta Grossa PR - - - -11.14 | 0.04 |-6.08|0.06
3 Ponta Grossa PR - - - -9.18 | 0.01 |-5.93/0.06
4 Ponta Grossa PR - - - -10.10 | 0.02 |-5.22|0.01
5 Ponta Grossa PR - - - -9.52 | 0.03 |-5.67/0.05
6 Ponta Grossa PR - - - -9.69 |0.03 |-6.20/0.06
7 Ponta Grossa PR - - - -10.42 | 0.02 |-6.23]0.06
8 Ponta Grossa PR - - - -9.50 |0.01 |-5.14/0.02
9 Ponta Grossa PR - - - -9.36 | 0.01 |-6.24/0.05




Individuo Proveniéncia UF Idade |Sexo| Tipo de Dente 63C | sD |&%0| SD
10 Ponta Grossa PR - - - -9.20 | 0.04 |-5.74/0.05
11 Ponta Grossa PR - - - -9.76 |0.03 |-5.60/0.03
12 Ponta Grossa PR - - - -10.10 | 0.02 |-5.06/0.03
13 Ponta Grossa PR - - - -10.00 | 0.02 |-5.27]0.05
14 Ponta Grossa PR - - - -9.75 |0.05 |-4.81/0.03
15 Ponta Grossa PR - - - -7.92 |0.01 |-5.73]0.02
16 Ponta Grossa PR - - - -9.77 |0.01 |-5.35/0.05
17 Ponta Grossa PR - - - -9.63 | 0.03 |-5.33/0.01
18 Ponta Grossa PR - - - -9.54 |0.02 |-5.28/0.02
19 Ponta Grossa PR - - - -11.03 | 0.03 |-5.96/0.07
20 Ponta Grossa PR - - - -9.04 |0.04 |-5.81/0.04
21 Ponta Grossa PR - - - -10.02 | 0.04 |-5.03]0.06
22 Ponta Grossa PR - - - -9.71 |0.02 |-5.74/0.05
23 Ponta Grossa PR - - - -10.11 | 0.03 |-5.26|0.01
24 Ponta Grossa PR - - - -9.83 |0.02 |-5.90/0.04
25 Ponta Grossa PR - - - -11.04 | 0.02 |-5.89/0.04
26 Ponta Grossa PR - - - -8.91 | 0.03 |-5.53/0.05
27 Ponta Grossa PR - - - -6.77 |0.04 |-5.77/0.03
28 Ponta Grossa PR - - - -9.40 |0.03 |-5.62/0.07

1221 |Renascenga PR 21 M Terceiro Molar | -10.18 | 0.03 |-5.25|/0.03
1219 |Rio Branco do Sul PR 50 F Terceiro Molar -9.25 | 0.04 |-6.59|0.05
1412 |Rio Negro PR 20 M Terceiro Molar | -11.50 | 0.01 |-5.74|0.06
1415 |Santa Isabel do Oeste PR 28 F Terceiro Molar | -10.25 | 0.01 |-5.71|0.04
1401 |Santana do Itararé PR 22 F Terceiro Molar -9.91 |0.03 [-6.94/0.02
627 |Sado José dos Pinhais PR 30 F Terceiro Molar | -10.52 | 0.04 |-6.14|0.05
916 |Sdo José dos Pinhais PR 56 M |Primeiro Pré-molar| -8.39 | 0.03 |-5.49|0.04
1318 |S3o José dos Pinhais PR 42 M Terceiro Molar -7.92 | 0.04 |-5.87/0.08
1402 |Umuarama PR 28 F Terceiro Molar | -10.20 | 0.04 |-5.41/0.03
651 |Unido da Vitdria PR 49 F Terceiro Molar -9.16 | 0.05 [-5.21/0.05
1255 |Unido da Vitdria PR 34 M Terceiro Molar | -11.16 | 0.02 |-5.90|0.05
879 |ltaidpolis SC 60 M Incisivo Central | -8.91 | 0.01 |-5.35/0.03
1227 Joinville SC 27 F Terceiro Molar -9.01 |0.04 |-5.52|0.01
1267 |Joinville SC 27 F Terceiro Molar -9.73 |0.05 |-5.57/0.04
1403 |Lages SC 30 F Terceiro Molar | -10.44 | 0.02 |-5.51|0.05
721  |Salto Veloso-SC SC 35 F Terceiro Molar -8.33 | 0.03 [-4.73]0.05
1269 |Avaré SP 26 M Terceiro Molar | -10.41 | 0.03 |-6.28|0.03
1252 |Jotapiranga-SP SP 27 F Terceiro Molar | -10.78 | 0.02 |-5.08|0.04
810 |Ribeirdo Preto SP 30 M Terceiro Molar -9.46 |0.04 |-6.96/0.04
1073 |Sdo Paulo SP 30 M Terceiro Molar | -10.73 | 0.01 |-4.97|0.04
1225 |S3o Paulo SP 24 F Terceiro Molar -8.58 | 0.01 |-5.66/0.04
1234 |S3o Paulo SP 26 F Terceiro Molar | -10.55 | 0.03 |-5.43|0.03
1409 |S3o Paulo SP 21 M Terceiro Molar -9.10 | 0.03 |-6.36/0.06
1216 |Santiago-Chile Chile 28 M Terceiro Molar | -12.57 | 0.02 |-9.36|0.04
898 |Roquetas de Mar - Almeria|Espanha| 21 M Terceiro Molar | -14.18 | 0.03 |-7.79|0.05
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Abstract:

This paper presents the investigation of fraud and of the theft of metal acquired
by a Brazilian company from a Chinese supplier. Zinc ingots were transported by ship
from China to city of Londrina, in Parana State, Brazil. However, were substituted at
some point during their journey, and replaced with bags containing fine crushed rock. In
this case a classic ‘substitution’ it was possible to use geological methods to investigate
the crushed rock. As such, the mineralogical, petrological and isotope analysis showed
the replaced rock did not originate from a Brazilian provenance. Therefore, the
substitution possibly occurred before the cargo arrival in Brazil. An inadequate chain of
custody of the cargo, during transportation from Asia to Brazil, including the onward
journey from Paranagua to Londrina, is likely to have provided the opportunity for the
material exchange. Collaboration between the Brazilian Federal Police and geological
experts based in academia enabled the crime to be investigated and resolved.

Introduction

Forensic Geology in Brazil contributes to the public security, helps to preserve public
order and safety. The Brazilian Federal Police employs thirty-nine geologists that
operate throughout the vastBrazilian territory. The Federal Police laboratories,
conduct geological and soils investigations and has benefited greatly from the
exchange of work with Universities. , This enables the provision of data used for
operation case work, the implementation of research and improvements of scientific
methodologies, communication and collaborative work.

Zinc ingots were transported in containers aboard a vessel leaving a port in China on 2
February 2015. The cargo comprised 25,000 kg of zinc ingots estimated to be worth
USD $55,000. These were loaded at Xingang Harbour, in China, for export to Londrina,
in Brazil, where it would be used in the electrical industry.



Upon arrival in Brazil on 7 April 2015 the inside of the containers was found to
comprise 450 unmarked white woven plastic bags. The bags held a light brown,
sediment and weighted 11,610 kg. A chain of custody should have ensured the zinc
ingots safely arrived at their final destination in Brazil. It was subsequently suspected
the zinc ingots had been stolen and replaced with the light brown sediments, as this
substitution occurred between ships at Busan Harbour, in South Korea on 5 February 5
2015.

As the crime involved international theft, the Brazilian Federal Police was called to
investigate and present a report to a Brazilian judge, who would decide whether the
insurance company should reimburse the cargo owner. There was therefore a
requirement for the Police (PF) and Federal University of Parana (UFPR) to determine
where the switch may have taken place.

The journey of the containers containing the zinc ingots, from China to Brazil, is
summarized in Table 1 and Figure 1:

Table. 1. Itinerary for the cargo transportation from China to Brazil.

Location Transport Date
Mode

Xingang, China Ship 2 February 22015

Busan, South Korea Ship ;)ﬂ?;i?;?r;tsfijbmary 13
Santos, Brazil Ship 24 March 2015

Itaguai, Brazi/ Ship 26 March 262015

Itapoa, Brazil Ship 28 March 28 2015
Paranagua, Brazil Ship 31March 2015 (Load Transfer)

Londrina, Brazil Truck 7 April 2015
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Fig.1. Map showing the route of the cargo from China to Brazil. (A) Transportation by
vessel from the East Asia (China and South Korea area) to the Brazilian East Coast; (B)
Transportation by truck from Paranagua to Londrina, located Parana State in Brazil;
(C) Transportation from Xingang (China) to Busan (South Korea) Harbour, crossing the
Bohai and Yellow Seas.

Substitution

The external part of the container carrying the cargo showed evidence of the
tampering of the locking system, using physical force and leverage (Figure 2). Forensic
geologists from Brazilian Federal Police were contacted by the local police authority to
assist with the investigation and to help identify its geographical provenance.

In Londrina, the forensic experts initially conducted a visual examined the container
and the content of the bags, using a basic magnifying glass and a flashlight (Figure 3A
and 3B). It was verified that the bags contained a fine-grained and homogeneous



material (Figure 3C). These materials were randomly sampled from the bags, using a
spade and five plastic bags were filled with the material. In addition, a small piece of
metal that was found on the wooden floor of the container was also submitted for
analysis (Figure 3D). All the samples were sent to the Laboratory of Minerals and Rocks
(LAMIR), at the Department of Geology (DEGEOL), UFPR, in Curitiba, Brazil, for
analyzses and to identify the material type and possible source.

Fig.2. Container showing evidence of tampering and physical damage to the lock as
indicated by the yellow arrows.

VIR
hrU

Fig.3. Photographs A and B show the container and its content when the door was opened
in Londrina, Parana, Brazil. Photograpaph C shows the light brown sediment inside the
bags. Photograph D shows a piece of metal found inside a container bag, indicated by
the yellow arrow.



Methodology

The analyses comprised conventional mineralogy,, geochemistry and
sedimentology. The objective of this analyses approach was to identify any evidence to
indicate a geographic provenance that might indicate where the exchange of the zinc
ingots occurred. As such, three representative samples of the sediment were taken from
the container (C1, C2 and C3), one metallic fragment and one sample of the bags were
collected. In for comparison purposes.

Mineralogical, chemical and granulometry studies were performed on sediments from
the bags in the container and on samples of sand taken from the estuary at Paranagua,
close to the harbor, and from the coastline of Pontal, a neighbor city at the entrance of
Paranagua Bay. The mineralogy of the sediments was determined by X-ray diffraction
(XRD) using a model PANalytical's EMPYREAN™ X-ray diffractometer fitted with the
X'Celerator detector and a copper tube. Scans were run from 26 angles of 3.5° to 70° at
a scan rate of 10.16 s and a step size of 0.016°. The minerals were identified using the
HighScore plus 3.0 software. The major elements were defined using X-ray
fluorescence (XRF), using a model PANalytical Axios Max™ Spectrometer equipped
with a 4 kV rhodium (Rh) tube. The granulometry was performed using a Laser
Diffraction Granulometer, model CILAS 1064™, over the range from 0.004 to 500 ym.

A Scanning Electron Microscopy (SEM) was used to provide information of the
morphology and chemical composition of the metallic fragment found on the floor of the
container. The SEM model was JEOL-JSM-6010LA InTouchScope coupled with Energy
Dispersive X-Ray Analysis (EDAX) detector for elemental analysis, model EX-
94410T1L11. In addition, the bags were also observed using this SEM to investigate the
possibility for geological trace evidence.

The substituted sediments and sand from Paranagua were also analyzed for their light

stable isotope values, including 513C and 5180. This was achieved through isotope ratio
mass spectrometry (IRMS) analysis using a Thermo Scientific™ Delta V™ Advantage
equipped with GasBench Il housed at LAMIR. All of the samples were left to react with
100% H3POu4 in a hot block at 70 °C for 2 hours. The results were reported in per mil units
(B[%o]=[(Rsample — Rstandard) / Rstandard]x1000), where R is the isotopic ratio of 3C/'?C or
180/1%0, normalized to the VPBD scale using NBS19, IAEA-C01, IAEA-C08 e IAEA-C09
standards. The standard deviation for the standards during the analytical section was

smaller than + 0.04 %o for both 613C and 6180.



Results and Discussion
Sedimentology

The particle size distribution (for the substituted sediment found in the container bags is
presented in Figure 4. This consists mostly of medium silt, with an average particle
diameter of 0.022 mm, while the samples collected from a beach along the Paranagua
coastline were classified as a fine to medium sand, averages from 0.179 to 0.271 mm.
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Fig.4. Particle size curves for the analyzed samples. (RED) Average curve of
sediments from the container bags. (BLUE) Curves of sands from Paranagua Harbour
region. Grain size classification based on Wentworth (1922).

Geochemistry

The geochemical studies provided an understanding about the composition of the
material from both the container bags and the Paranagua beach sand. (Figure. 5¢ and
Table 2). The results showed two distinct groups of samples. The sediments
found inside the container (C1, C2 and C3) revealed lower amount of SiO2,
similar contents of TiO2 and MnO and higher concentrations of Al203, CaO,
Fe203, MgO, K20, Naz20, SOs, P20s5 e SrO. On the other hand, the beach sand
samples indicated composition mostly of SiO2 (95.7 to 98.3%).



Table 2. Major elements by X-ray Fluorescence, showing distinctive composition for
container sediments and beach sand Paranagua Harbour region.

Sample SiO> AlLO3 CaO Fe0O3 MgO KO NaO TiO> SO; P,Os MnO SrO

Cl 559 149 104 7.6 49 3.6 1.0 10 04 02 nd 0.1
C2 522 154 124 7.8 56 39 1.0 08 05 01 02 0.1
C3 541 151 109 8.6 54 3.6 10 06 05 02 nd 0.1

S1 975 0.8 n.d. 0.2 nd. 04 0.3 02 nd. nd nd nd
S2 982 04 n.d. 0.3 nd. 02 nd 03 nd. nd nd nd
S3 95.7 0.8 0.1 0.9 0.1 0.2 0.4 09 nd nd nd nd
S4 96.6 1.1 0.1 0.5 0.1 0.4 0.1 04 nd nd nd nd
S5 96.2 0.5 0.1 0.8 0.1 0.1 0.3 1.0 nd. nd nd nd
S6 983 0.5 0.1 0.2 nd. 0.2 0.1 02 nd. nd nd nd

n.d.: not detected.

Mineralogy

1. X-Ray Diffraction

The mineralogical studies showed that the sediment in the containers (C1, C2 and
C3) were composed predominantly of quartz, calcite, dolomite, plagioclase, alkali-
feldspar, mica (probably) and a clay mineral from the 14 Angstrom group. It is important
to note XRD is a semi-quantitative analysis and the relative concentrations are therefore
not absolute. By comparison, the beach sand collected in Paranagua Harbour region
was basically composed by quartz (Table 2).
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Fig.5. X-Ray diffractograms of beachsand from Paranagua (red peak) and suspected
substituted sediment (blue peak) showing distinct variations in mineralogical
composition.tes.The beach sand from Paranagua was dominated by quartz, and the
mineral assemblage of container sediments predominantly comprised quartz, plagioclase
feldspar, calcite, dolomite and clay minerlas.



Since the container was transferred between ships at Busan Harbour, in South Korea,
the investigators previously suspected that this could have possibly have provided the
opportunity for the substitution of the zinc ingots. It was also necessary to check whether
the replacement had occurred at the Paranagua Harbor, when the container was
transferred to a truck. For this reason, a comparison of the regional geology of
Paranagua Harbour and Busan Harbour was undertaken (Figures. 6A and 6B).
According to Choi et al. (2011) the coastal sediments from South Korea harbours are
composed mainly of alumino-silicate minerals and quartz derived from the erosion of the
adjacent land mass and calcium carbonates derived from marine plants and animals
(Figure. 6B). By comparison, the beach sand from Paranagua Harbour in Brazil consist
predominantly of quartz (see Figure. 5).
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Fig.6, Regional geological maps of Paranagua Harbour in Brazil (A), and Busan
Harbour in South Korea (B). (Modified from Perrota et al. 2004 and Kim et al. 1998).

2. Scanning Electron Microscopy (SEM) and Energy Dispersive X-Ray Analysis
(EDAX)

The results of SEM and EDAX investigations of the metal fragment found on the floor of
the container confirmed that it was high purity zinc metal (Figure 7D). This was
interpreted as possibly a broken fragment from one of the stolen ingots.
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Fig.7.Mineral and metallic content found inside the container. (A) SEM image of the
container sediment. (B) SEM images of the metallic fragment. (C) EDAX results for
the container sediment indicate the presence of silicate and aluminosilicate
composition. (D) EDAX results revealing a high purity zinc metal, most probably been
broken off an ingot.

3. Stable Isotopes

Stable isotope studies were performed to evaluate the geographical provenance of the
material. Samples from Paranagua Harbour, Busan Harbour and the sediments found
in the container were analyzed for the carbon and oxygen inorganic stable isotopes. The
results of the analysis show that only the samples from container sediments (C1, C2 and
C3) showed isotopic signatures, which is in accordance with their composition, as
provided as a carbonate mineral (from XRD) (Table 3). These results also are in
agreement with Woo & Khim (2006), which classified different carbonate materials in the
Busan Harbour region (Table 3). Using the isotopic data, it was possible to compare

the 5180 with the global distribution of the oxygen-18 ratio on seawater surface
(Schmidt et al., 1999), considering the rock/fluid equilibrium, it shows that the material
is consistent with a location in the northern hemisphere, including Busan and Xingang
harbours bay area and, most importantly, excluding Paranagua Harbour region.



Table 3. Summary table giving descriptions of the stable isotope data obtained the nine
samples of Paranagua and container sediments.

134 573¢ std.

Samples o ;IfD(g") 5180 (%, vPDB Dev. 5180 Std. Dev.
Cl 0.07 -5.71 0.04 0.03
c2 -0.17 -5.82 0.01 0.03
C3 0.15 -6.02 0.05 0.06
j * -1.3to -

(Vg)ilg t]?hz(;i,hgloga) 0.7 4.6 t0 -4.2
S No signal. No signal. - -
S2 No signal. No signal. - -
S3 No signal. No signal. - -
S4 No signal. No signal. - -
S5 No signal. No signal. - -
S6 No signal. No signal. - -

*Shd=Songhakdong

Micropaleontology (Cnidarian microtraces)

SEM images from a fragment of one of the sample bags (Figure 8A) showed the
presence of microscopic traces of a cnidarian (Figures. 8B, 8C and 8D). The Cnidaria
phylum comprise predominantly of the Anthozoa class, which includes marine
invertebrates like corals that, when living in colony, may build coral reefs (Won et al.,
2001). When observing the distribution of coral reefs around the world, it is possible to
note that a high number of coral species lives between the Pacific and Indian Oceans
(Veron, 2000), and a significant amount adjacent to South Korea and China. On the
contrary, the region close to the Paranagua Harbour shows no coral reefs. Indo-Pacific
reefs have a greater diversity when compare to Brazil (Paulay, 1997). However, the
Brazilian coast does not contain such quantity and their distribution is restricted mainly
to the northeastern part of Brazil.
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Conclusions

Collaboration between the Brazilian Federal Police and universities provided the
opportunity to develop a forensic approach to investigate substituted zinc ingots samples
being transported by ship from China to Brazil.

By combining the results from different analytical techniques, including; sedimentological
studies (particle size distribution), mineralogy (XRD, SEM, EDAX and carbon and oxygen
isotopes) and micropaleontology (Cnidarian microtraces) it was possible to demonstrate
the substituted material was most likely to originate from Asia and not South America,
therefore excluding the Paranagua region as the source of the substituted material.
Moreover, the isotopic signals were compatible with other investigations showing these
to align with South Korea. It is therefore, possible the containers of zin ingots were
transferred from one ship to another in the South Korea region indicating Busan Harbour
as the most suspicious place for the cargo exchange.
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