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Diferenciacao de alfaces organicas, hidroponicas e
convencionais utilizando espectroscopia de infravermelho
préoximo

Differentiation of organic, hydroponic and conventional
lettuce using near-infrared spectroscopy

RESUMO

A espectroscopia de refletancia de infravermelho préximo (NIRS) é sugerido como uma
possivel alternativa as metodologias comumente utilizadas, por ser uma técnica
idealmente capaz de permitir distingdes de forma rdpida, ambientalmente correta, nao
destrutiva e ndo invasiva de amostras. Desta forma, este trabalho propde uma
metodologia para a diferenciagcdo de alfaces e couves cultivadas de forma organica e
convencional através do NIRS aliado ao método quimiométrico de Andlise de
Componentes Principais (PCA). No desenvolvimento do estudo na primeira parte foram
adquiridas 12 amostras de alfaces convencionais, 6 hidroponicas e 6 organicas, analisadas
em triplicata. As amostras se apresentaram muito semelhantes entre si, mas as amostras
organicas sofreram influéncia significativa das vibra¢des de moléculas compostas por H,0,
CH, CH,, CHs;, ArOH, ROH, RNH,, ArCH e CONHR, enquanto as demais foram menos
influenciadas por essas vibragdes moleculares. Na segunda parte do trabalho, foram
avaliadas amostras de alface crespa e couve manteiga, as quais foram cultivadas em
ambiente doméstico, procurando simular ao maximo o cultivo organico. Os resultados
dessa amostragem foram comparados aos de amostras dessas hortalicas, cultivadas de
forma convencional por produtor local. Os resultados demonstraram que associa¢dao do
NIR e Analise de Componentes Principais foi possivel diferenciar amostras de alface
cultivadas de forma organica de amostras hidropdnicas e convencionais. Estes resultados
sugerem que a metodologia proposta pode ser uma ferramenta habil para a triagem de
alfaces organicas visto que fraudes quanto ao tipo de cultivo das amostras dificilmente
seriam avaliadas de forma eficiente em tempo devido ao carater perecivel dos mesmos.

PALAVRAS-CHAVE: Organicos. Analise multivariada. Espectroscopia no infravermelho
proximo

ABSTRACT

Near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) is suggested as a possible alternative to the
commonly used methodologies, as it is ideally capable of allowing fast, environmentally
correct, non-destructive and non-invasive specimen distinctions
In this way, this project proposes a methodology for the differentiation of organic and
conventional cultivated lettuces and cabbages through the NIRS allied to the principal
components analysis (PCA) chemometric method. In the development of the study in the
first part, 12 samples of conventional lettuces, 6 hydroponics and 6 organics, were
analyzed in triplicate. The samples were very similar to each other, but the organic
samples were significantly influenced by the vibrations of molecules composed of H,0, CH,
CH,, CHs, ArOH, ROH, RNH,, ArCH e CONHR, while the others were less influenced by these
molecular vibrations. In the second part of the project, samples of curly lettuce and kale
were evaluated, which were cultivated in a domestic environment, trying to simulate the
organic crop as much as possible. The results of this sampling were compared to the
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samples of these vegetables, cultivated in a conventional way by local producer. The
results showed that the association of NIR and Principal Components Analysis allowed the
differentiation of lettuce samples grown organically from hydroponic and conventional
samples. These results suggest that the proposed methodology may be a useful tool for
the sorting of organic lettuce, since fraud regarding the type of culture of the samples
would hardly be evaluated in an efficient way in time due to the perishable character of
the same.

KEYWORDS: Organic. Multivariate analysis. Near-infrared spectroscopy

Pagina | 2




UTrer

Apucarana - PR

05, 06 ¢ 07 de Novembro de 2018

Semindrio de Iniciagto Cientifica e Tecnoldgica

1. INTRODUGAO

As certificadoras de alimentos organicos, afim de autentica-los, realizam
procedimentos analiticos tradicionais utilizados no controle de qualidade, porém
possuem limitacBes por exigirem muito trabalho, e tempo de operacao,
necessitam de mado de obra qualificada e apresentam carater destrutivo das
amostras, além de gerarem residuos quimicos, devido ao uso de solventes
organicos. Por isso, é interessante o desenvolvimento de métodos eficientes,
rapidos e ambientalmente corretos (CACHO et al., 2003).

A possibilidade de quantificar o analito sem a necessidade de separa-lo da
matriz € uma grande vantagem da espectroscopia NIR em relagdo as técnicas de
separag¢do, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia, uma vez que o
desenvolvimento de métodos analiticos exige pouco ou nenhum tratamento da
amostra, minimizando a geragdo de residuos. Além disso, o tempo de preparo da
amostra normalmente é muito inferior em relagdo aos métodos cromatograficos
e, consequentemente, o custo das analises também é reduzido (PASQUINI, 2003;
PAULA, 2007; BEVILACQUA, 2013).

A espectroscopia no infravermelho préximo é um tipo de espectroscopia
vibracional que emprega radiacdo eletromagnética na faixa de energia de
2,65.10-19 a 7,96.10-20 J, a qual corresponde a faixa de comprimentos de onda
de 750 a 2.500 nm (ou numeros de onda de 13.300 a 4.000 cm-1). Nesta regido
sdo detectadas as vibragdes de primeiro, segundo e terceiro sobretons
(overtones) de bandas fundamentais observadas no infravermelho médio bem
como as bandas de combinagdo. Sobretons sdo transi¢des multiplas das
transi¢cdes fundamentais, ou seja, acontecem do nivel vibracional fundamental n
=0 para os diversos niveis vibracionais n = 2,3,4.... (BURNS; CIURCZAK, 2007).

Uma vantagem da espectrofotometria derivativa é a determinacgdo
simultanea de dois ou mais componentes em misturas. E uma desvantagem, é a
degradacdo na relacdo sinal/ruido. Entretanto, em algumas partes das UV-vis e
IR-préximo a razdo sinal/ruido ndo é um fator limitante, ou seja, mesmo que este
sofra degradacdo pela diferenciacdo, métodos de suavizacdo podem ser aplicados
para ajudar a melhorar a precisdo (KITAMURA; HOZUMI, 1987).

Varios métodos foram propostos para a andlise quantitativa de compostos.
Mas recentemente, técnicas estatisticas multivariadas, como a analise de
guadrados minimos parciais (PLS, do inglés Partial Least Squares) e de
componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis), tém sido
usadas para determinar as concentra¢des de compostos quimicos (SKOOG, 2010).

2. METODOS

O trabalho foi realizado em duas partes, onde na primeira foram adquiridas,
em estabelecimento comercial local 18 amostras de alface cultivadas
diferentemente: 6 convencionais, 6 hidrop6nicas e 6 organicas. De cada amostra
foram retiradas 3 folhas (amostras) de dentro do pé e 3 de fora (triplicata), onde
obteve-se 3 espectros do centro da folha e 3 espectros da regido periférica da
mesma. A identificacdo dos espectros foi: convencional 1 a 36; hidroponico 37 a
54; organico 55 a 72.

Os espectros das amostras na regido do infravermelho préximo foram
adquiridos focalizando-se o feixe de radiacdo do equipamento na parte central
das folhas periféricas através de um espectrofotémetro MicroNIRTM 1700 JDSU
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com resolucdo de 6 nm, sendo a calibracdo do equipamento feita com esfera de
refletancia 99% a 50 2C. Apds a aquisicao, os dados foram processados através do
software Matlab 2013a R utilizando-se o método quimiométrico de Andlise de
Componentes Principais do pacote de ferramentas computacionais PLS-Toolbox
R, fornecido pela EMBRAPA Solos, do Rio de Janeiro.

Na segunda parte do trabalho foram analisadas amostras de alface e couve
cultivadas em ambiente doméstico e expostas ao ambiente, na tentativa de
aproximar o do mini cultivo organico, no final de fevereiro 2017, onde a
temperatura foi de aproximadamente 22 OC. Nesta etapa houve o controle do
tipo de semente, solo, dgua adicionada por aspersdo e a intensidade de luz
natural. A semeadura, cultivo e transplante das mudas foram feitas de acordo
com as instrugdes nas embalagens das sementes. Apds sessenta dias de cultivo as
amostras foram colhidas e analisadas por espectroscopia no infravermelho
proximo, conforme descrito anteriormente. Paralelamente, foram analisadas
cultivares de alface e couve cultivadas no método convencional, as quais foram
doadas por um produtor local.

Foram utilizados 6 pés de alface convencional e 6 de organico, onde de cada
um retirou-se 3 folhas (amostras) das bordas, analisadas em triplicata e
identificadas: convencional de 1 a 18; organico de 19 a 42.

Para as amostras de couve, foram utilizadas 15 amostras (magos) de couves,
sendo 9 convencionais e 6 organicas. Os espectros foram adquiridos em triplicata
e identificados como: convencional de 1 a 36; organico de 37 a 60.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Parte |

Os espectros das amostras de alface analisas na primeira parte da pesquisa
foram organizados na forma de uma matriz contendo 72 linhas e 125 colunas. Os
espectros foram processados empregando o algoritmo de correcdo de
espalhamento multiplicativo (MSC — do inglés MultiScaterringCorrection) para o
ajuste de linha de base e o algoritmo de SavitskiGolay para o alisamento dos
espectros. Apds os pré-tratamentos, os dados foram submetidos a Andlise de
Componentes Principais, onde foram utilizadas 3 PCs para explicar 99,84 da
variancia total dos dados. O modelo PCA foi construido considerando-se o
algoritmo de decomposicdo em valores singulares (SVD), sendo os dados
submetidos a validacdo cruzada, dividindo-se o conjunto de espectros em
intervalos de 10 comprimentos de onda durante o processo de construcdo do
modelo PCA. As amostras se apresentaram em sua maioria como muito
semelhantes entre si. A melhor separacdo das amostras foi visualizada através da
contraposicdo das PC2 e PC3, que carregam 16,07 porcento e 0,50 da variancia
explicada, respectivamente. O modelo empregado errou na separacdao de duas
amostras hidropénicas, classificando-as como organicas.

As bandas de vibracdo nas regides de comprimento de onda entram 900 e
980 nm, 1030 a 1350 nm, 1500 a 1550 nm e 1630 a 1660 nm apresentaram sinais
responsaveis pela separacdo das amostras. Portanto, é possivel sugerir que as
amostras de alface organica sofrem influéncia significativa das vibracdes de
moléculas compostas por H,0, CH, CH,, CH3, ArOH, ROH, RNH,, ArCH e CONHR
enquanto as demais amostras de alface sdo menos influenciadas pelas vibracdes
dessas moléculas (YURI, 2004). Provavelmente, esta diferenca deve se dar pela
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influéncia que os defensivos agricolas causam nestas moléculas. Porém, para que
se possa afirmar com precisdo, seriam necessarias andlises cromatograficas
confirmatorias.

3.2 Analise Espectral — Parte Il

Nesta segunda parte do trabalho, os dados de todas as analises foram
organizados em formato de matrizes. A matriz para as amostras de alfaces
continha 42 linhas e 125 colunas. Os dados de cada matriz foram centrados na
média. Foi realizada também correcdo da linha de base, utilizando-se segunda
derivada seguida de alisamento pelo algoritmo de Savitzky-Golay para avaliar as
semelhangas entre as amostras. Para cada matriz foi aplicado o método
quimiométrico de Anadlise de Componentes Principais (PCA) para a analise
gualitativa de dados.

Do procedimento padrdo de pré-tratamento e interessante observar que o
algoritmo de correcdo de espalhamento multiplicativo (MSC), para o ajuste de
linha de base nao foi utilizado porque com apenas o algoritmo de Savitski-Golay,
foi possivel uma separac¢do efetiva dos espectros (MARCO, 2009). Para o NIR é
sempre necessario a derivada de um espectro jd tratado, para junta-los, e
estabelecer zeros coincidentes, ou seja, forcar um zero comum para evidenciar as
bandas de maiores vibragées.

Figura 1 - Espectros NIR (A) brutos das amostras de alfaces e (B) apos suavizagdo
pelo algoritmo.
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Fonte: (Mar¢o, 2009.)

O maior pico de absorgao (Figura 1 B) ficou entre as bandas de 1400 - 1500
nm, essas sdo atribuidas as amostras convencionais. De acordo com a literatura,
para produtos agricolas a regido de 1500 a 1530 nm é caracteristicas de aminas
N-H utilizadas para medicdo de proteinas. E a regido de 1460 e 1498 nm de
perturbacbes de N-H (BURNS; CIURCZAK, 2007).

Apds os pré-tratamentos, os dados foram submetidos a Anadlise de
Componentes Principais, onde com apenas 2 PCs foram necessdrios para explicar
82,94% da variancia total dos dados. As amostras se apresentaram em sua
maioria como muito semelhantes entre si. Porém, a amostra 33, foi descartada
por estar levemente deslocada, esta ndo diferenciou no intervalo de 95% de
confianga. No entanto, este comportamento ndo foi observado para as demais
amostras, o que sugere ser possivel analisa-las de forma ndo destrutiva
(PASQUINI, 2003).

Os mesmos métodos e procedimentos foram realizados para analise das
couves sendo que a matriz continha 60 linhas e 125 colunas. O maior pico de
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absorcao também ficou entre as bandas de 1400 - 1500 nm, essas sao atribuidas
as amostras convencionais (Figura 2 B).

Figura 2 - Espectros NIR (A) brutos das amostras de couves e (B) apds suavizagdo
pelo algoritmo.
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Fonte: (Margo, 2009).

Na Figura 3, verifica-se que as amostras de convencionais que sofrem maior
influéncia das variaveis que entre 1400 nm e 1500 nm.

Figura 3 - Escores de PCA (utilizando apenas PC1) dos espectros adquiridos na regido
do IV préximo para os cultivos de alfaces (A) e os espectros (B) apds derivada.
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Fonte: (Margo, 2009).
4. CONCLUSAO

Através da associacdo de espectroscopia de infravermelho préximo e o
método quimiométrico de Analise de Componentes Principais foi possivel
diferenciar amostras de alface cultivadas de forma orgadnica de amostras
hidropbnicas e convencionais. Estes resultados sugerem que a metodologia
proposta pode ser uma ferramenta eficiente para a triagem de alfaces organicas
visto que fraudes quanto ao tipo de cultivo das amostras dificilmente seriam
avaliadas de forma eficiente em tempo devido ao carater perecivel destes
cultivares.

E é fundamental a realizacdo de novos estudos em producdo organica de
alimentos para geracdo de tecnologias sustentdveis e adaptadas as nossas
condicbes edafoclimaticas, em especial quanto a agricultura familiar, a
assentamentos e pequenas propriedades, pois Agricultura Ecoldgica pode ser
uma das alternativas para a questdo do Desenvolvimento Rural Sustentavel.
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