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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi utilizar a espectroscopia no infravermelho associada com a analise estatistica
multivariada para diferenciar as quantidades de componentes quimicos presentes em chas verdes de agricul-
tura convencional e agricultura organica, observando as diferentes concentragées quimicas de cada amostra,
provenientes de um mesmo produtor. Os espectros de infravermelho das amostras analisadas demostraram
que existem bandas das amostras de cha verde de agricultura organica que sao mais intensas comparadas
com as de amostras de cha verde de agricultura convencional, sendo que a intensidade das bandas se relaciona
com a quantidade dos componentes presentes na amostra analisada. A analise multivariada, PCA e analise de
grupamentos mostrou que as regides de nimero de onda em 1450, 1365, 1320, 1145, 1030, 825 cm-1, que
representam principalmente os flavonoides e catequinas, apresentam picos mais intensos nas amostras de cha
verde de agricultura organica quando comparadas com a de cultivo convencional. A combinagao destas técnicas
é rapida, econdmica e eficaz, possibilitando um resultado seguro e de uso em todo tipo de cultivo.
Palavras-chave: Espectro. Analise multivariada. Organico. Camellia sinensis.

ABSTRACT

The objective of this work was to use infrared spectroscopy associated with multivariate statistical analysis to
differentiate the quantities of chemical components present in green teas from conventional agriculture and
organic agriculture, observing the different chemical concentrations of each sample, coming from the same pro-
ducer. The infrared spectra of the analyzed samples showed that there are bands of the organic agriculture green
tea samples that are more intense compared to the conventional agriculture green tea samples, and the intensi-
ty of the bands is related to the quantity of the components present in the sample. analyzed. Multivariate analy-
sis, PCA and cluster analysis showed that the 1450, 1365, 1320, 1145, 1030, 825 cm-1 wavelength regions,
which represent mainly flavonoids and catechins, show more intense peaks in green tea samples. compared to
conventional farming. The combination of these techniques is fast, inexpensive and effective, enabling a safe
and useful result in all types of crops.

Keywords: Spectrum. Multivariate analysis. Organic. Camellia sinensis.
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1 INTRODUGAO

O cha verde, produzido a partir das folhas da planta Camellia sinensis €, depois da agua, a bebida nao
alcodlica mais consumida no mundo. Durante séculos, o cha tem sido considerado pelos orientais como
uma bebida saudavel, sendo utilizado na China ha aproximadamente 3.000 anos, sendo este pais o0 seu
principal produtor (ZHU, 2019).

Nos dltimos anos o consumo de cha, Camellia sinensis, vem aumentando em todo o mundo, sendo
gue o consumo mundial de cha aumentou 5,6% em 2010 — 0 ano mais recente para o qual existem dados
disponiveis, para 4 milhdes de toneladas, impulsionado pelo aumento rapido nos niveis de rendimentos
per capita, especialmente na China, india e outras economias emergentes (BELTRAN, 2015). Em 2009
a China produziu 67500 toneladas de cha verde organico tanto para consumo interno quanto para o
mercado externo. E esta agricultura vem se expandindo para outros paises (BELTRAN, 2015).

O aumento do interesse do puablico brasileiro pelo cha verde fez com que a sua produ-cao fosse
ampliada, e com isso inGmeras marcas e tipos entraram no mercado nacional. Assim como na maioria dos
paises ocidentais, no Brasil, o cha verde é comercializado principalmente acondicionado em saquinhos de
papel de filtro (saché) (NISHIYAMA, 2010), e sao comuns nas prateleiras dos supermercados tipos de cha
verde com denominagdes como: agricultura convencional e organico.

0 consumo de produtos organicos tem se caracterizado como um segmento diferenciado de mercado,
no qual a seguranca alimentar, aliada ao nao uso de agrotoxicos constituem fatores que influenciam na
decisao do consumidor, quando da opcao de consumo, de forma que se vem crescendo a conscientizagao
da sociedade em relagao a importancia dos produtos oriundos da agricultora organica (TESTA, 2018).

A finalidade primeira da certificacao é fornecer aos consumidores a seguranca que os produtos que
compram sao realmente produzidos organicamente. Ao mesmo tempo, a certificacdo & um requisito
processual utilizado para identificar os produtos organicos que cumprem as normas de importagao
aplicaveis ao setor. O comércio de produtos organicos no Brasil é regido pela obrigatoriedade da
certificacao organica dos itens comercializados, exceto para os agricultores familiares que vendem os
seus produtos diretamente aos consumidores finais (SANTOS, 2017).

O mercado brasileiro para os produtos organicos encontra-se em crescente ascensao, sendo que 0s
maiores centros consumidores se encontram no sudeste do pais. No entanto, nos Gltimos anos, seguindo
uma tendéncia natural, esse mercado vem se expandido por todo o territorio brasileiro (SANTOS, 2016).

Com o desenvolvimento da ciéncia moderna e da tecnologia, a analise por espectroscopia no
infravermelho esta sendo amplamente utilizada nos mais diversos campos, como agricultura, alimentagao,
meio ambiente, biomedicina, por ser uma técnica rapida, facil, sem necessidade de reagentes, livre de
processos poluentes e com determinacao simultanea de multicomponentes (SU, 2019).
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A espectroscopia naregiao do infravermelho provou ser uma potente ferramenta analitica pra analises
de amostras na agricultura. E uma técnica ndo destrutiva de analise, com a vantagem de ser simples de
operar, rapida, usa uma pequena quantidade de amostra e particularmente pelo uso de amostras sélidas
(COZZOLINO, 2015; KUMAR, 2016).

A técnica de espectroscopia na regiao do infravermelho proximo e médio tem sido utilizada como
ferramenta analitica rapida e precisa na determinacao de diversos constituintes em alimentos (MAHESAR,
2019). As bandas no espectro vibracional indicam modos vibracionais de ligagcdes quimicas das moléculas
e revelam diretamente informagoes sobre a composicao bioquimica (BOKOBZA, 2019).

E importante observar que os modos vibracionais semelhantes absorvem a luz infravermelha de
regioes semelhantes do espectro (HASHIMOTO, 2019). Certos grupos de atomos dao origem a bandas
que ocorrem mais ou menos na mesma frequéncia, independentemente da estrutura da molécula. E
justamente a presenca dessas bandas caracteristicas que permite fazer a identificacao de estruturas
(JUNG, 2018).

O cha verde contém substancias potencialmente bioativas, incluindo flavonoides, amina, acidos,
vitaminas, cafeina e varios outros polissacarideos. Tais variedades sao possiveis de serem identificadas
nos espectros, sendo que se houver alguma contaminacao por pesticida ou variacao na composicao do
cha verde sera possivel detectar no espectro (SIVAKUMAR, 2014).

Polifendis € um nome coletivo para compostos derivados do acido cinamico, dentre os quais, um dos
grupos é denominado de flavonoides, classificadas nos subgrupos: catequina simples (C), epicatequina
(EC), galatoepicatequina (ECG), epigalocatequina (EGC), galatoepigalocatequina (EGCG) e galocatequina-
galato (GCG) (LIMA, 2009). As catequinas, formula quimica: C,.H,,0,, correspondem a aproximadamente,
26,7% dos compostos presentes no cha verde, das quais 11% sao constituidos de EGCG, 10% de EGC, 2%
de ECG, 2,5% EC e 15% de polifendis ndo identificados (HU, 2018).

A técnica de analise estatistica multivariada possibilita inferéncia sobre conjuntos de dados no nivel
de significancia conhecido, permitindo assim ampla faixa de compreensao da distribuicao geral dos
resultados (ABOULWAFA, 2019). A analise multivariada vem sendo utilizada como método de analise
discriminante e para rastrear diferencas entre amostras de alimentos (LIU, 2019).

A andlise de componentes principais (PCA) encontra-se certamente entre as mais importantes
ferramentas da analise multivariada, inclusive por constituir a base onde se fundamentam a maioria dos
outros métodos multivariados de analise de dados. Como uma ferramenta de analise exploratéria a PCA
permite revelar a existéncia ou nao de amostras anémalas, de relacoes entre as variaveis medidas e de
relacées ou agrupamentos entre amostras (BIANCOLILLO, 2018).
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A espectroscopia no infravermelho proximo juntamente com o método da calibragao multivariada
tem sido aplicada para a analise da quantidade de catequinas e polifendis no cha verde (PAULI, 2014).

Neste trabalho, a técnica de espectroscopia no infravermelho foi utilizada como ferramenta para
a distincao na composicao quimica de cha verde proveniente de agricultura organica e convencional,
possibilitando a identificacao de constituintes diferenciais quando o cultivo é realizado de acordo com a
legislacao de agricultura organica.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram compradas quatro amostras de cha verde, Camellia sinensis, de marcas diferentes em um
hipermercado na cidade de Sao José dos Campos na data de 28 de agosto de 2016.

As amostras I-A e II-A correspondem ao fabricante “A”, as amostras I-B e II-B correspondem
ao fabricante “B". As amostras I-A e I-B sdo de agricultura convencional e as amostra II-A e II-B de
agricultura organica. Todas as amostras do fabricante “A” foram produzidas em uma mesma cidade, mas
em localidade distinta, o mesmo ocorre com as amostras do fabricante “B".

Com as técnicas de FT-IR de reflexao (UATR), foram obtidos quatro espectros, n = 4, de cada amostra,
no total de 16 espectros na faixa dos 400 cm-'a 4000 cm-! com resolucao de 4 cm™' com 12 varreduras
por espectros a temperatura controlada de 20°C, o espectrofotémetro utilizado foi o Spectrum Spotlight
400 FT-IR da Perkin Elmer.

Todas as amostras obtidas foram pré-processadas com o software Spectrum 5.3 (Perkin Elmer) e
realizadas as correcdes de linha de base, suavizacao espectral utilizando o algoritmo Savistzky Golay (9
pontos), normalizacao e absorbancia. Os espectros foram normalizados em relagao a banda mais intensa
em 1030 cm™.

Inicialmente os espectros foram analisados pela inspecao visual direta. A interpretacao dos espectros
pode ser feita pela observacao de algumas bandas caracteristicas para a confirmacao da presenca de
grupos funcionais (BOKOBZA, 2019). A analise visual dos espectros obtidos das amostras de cha verde
foi utilizada para a identificacao de bandas de grupos quimicos presentes em folhas de plantas.

Os espectros de amostras dos chas verdes de mesma marca com distingao quanto a certificacao de
agricultura organica e agricultura convencional foram comparadas entre si, com a finalidade de identificar
diferencas espectrais principalmente nos contornos de banda que indicam a possivel variacao diferenca
entre um cultivar e outro.

A andlise estatistica multivariada foi realizada utilizando-se componentes principais (PCA) e
agrupamento hierarquico baseado na metodologia descrita por Aboulwafa e colaboradores (2019), com
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auxilio do software Minitab 15. Foram utilizadas as trés componentes principais, calculadas a partir da
matriz de covariancia, formada pelos dados espectrais contidos no intervalo de 3500 a 2450 cm™" e 1770

a680cm™.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
Os espectros do fabricante “A” estdao representados da seguinte forma: amostra I-A, cha verde

convencional e amostra II-A, cha verde organico (Figura 1).

Figura 1 - Amostras do fabricante “A"” sendo I-A agricultura convenciona e I1-A agricultura organica.
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Fonte - os autores (2019).

Os espectros do fabricante "B" estao representados da seguinte maneira: amostra I-B cha verde de
agricultura convencional e amostra II-B cha verde de agricultura organica (Figura 2).
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Figura 2 - Amostras do fabricante “B” sendo I-B agricultura convencional e I1-B agricultura organica.
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Fonte - os autores.

De acordo com as figuras 1 e 2, existem bandas das amostras de cha verde de agricultura organica
que s3o mais intensas comparadas com as de amostras de cha verde de agricultura convencional. E
importante ressaltar que a intensidade das bandas se relaciona com a quantidade das componentes
presentes na amostra analisada (BOKOBZA, 2019).

A regiao do espectro eletromagnético correspondente ao infravermelho indica alteragées no estado
de energia vibracional da molécula. Cada pico num espectro de infravermelho corresponde a um grupo
funcional particular que por sua vez, podem ser formadas por diferentes combinagdes entre atomos ou
nimero de elétrons compartilhados (ex. ligacoes simples, dupla ou tripla) (WALLACE, 2015). Na Tabela 1
esta apresentada a atribuicao dos modos vibracionais e dos compostos mais representativos presentes
no cha verde.
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Tabela 1 - Modos vibracionais e suas atribuicoes aproximadas.

Nimero de onda . . S .
Modo vibracional e atribui¢ao aproximada

(em”)
~2920 Estiramento simétrico do CH; principalmente de lipidios e flavonoides
~2850 Estiramento simétrico CH,, do lipidio e cafeina.
~1730 Estiramento C=0, Pectina.
~1625 Deformacao do N-H e estiramento do C-N de proteinas do grupo Amida I, teanina.
~1450 Deformacao assimétrica do CH, e CH, para proteina, lipidios, lignina e flavonoide.
~1365 Deformacao simétrica do CH, principalmente de pectina e flavonoide.
~1320 Estiramento simétrico do COO- devido a proteinas, lipidios, clorofila e flavonoide
~1145 Estiramento assimétrico C-O-C de celulose e clorofila.
~1030 Estiramento OH e C-OH de polissacarideo, lignina.
~825 Deformacao fora do plano de CH de flavonoide.
~760 Deformacao fora do plano de CH de flavonoide.

Fonte - os autores.

As bandas de estiramento C-H dos compostos alifaticos ocorrem na regiao entre 3000 a 2700 cm™.
Apresentam intensidades médias e alargamentos moderados de bandas. E possivel verificar a presenca
de absorcao de estiramentos assimétricos e simétricos da ligacao C-H dos grupos CH_ e CH,,.

De acordo com a literatura, a banda em 2920 cm™ é atribuida como sendo modo vibracional do
estiramento simétrico da ligacdao C-H do CH,, principalmente, lipidios e flavonoides (GORGULU, 2007;
TAVARES, 2012; SIVAKUMAR, 2014; TONDI, 2015).

A banda em 2850 cm™ corresponde ao modo vibracional do estiramento simétrico da ligacao C-H
do CH, correlacionado principalmente com lipidios e cafeinas (TAVARES, 2012; SIVAKUMAR, 2014;
SENTHIKUMAR, 2017).

A regiao 1800 a 800 cm™, considerada a impressao digital do composto, encontram-se grupos
contendo carbonila C=0; amida I, CH,; CH,; COO", C-0; C-N, C-H, correlacionada principalmente com
lipidios, proteinas, diferentes conformacoes de estruturas secundarias de proteinas, pectinas, ligninas e
flavonoides (SENTHIKUMAR, 2017).

Abandaem 1730 cm™ corresponde as vibragoes do estiramento do éster saturado C=0 principalmente
fosfolipidios e pectina (GORGULU, 2007; TAVARES, 2012).

Revista Tecnologia e Tendéncias | Novo Hamburgo | a. 10 | n. 2 | jul./dez. 2019 UNIVERSIDADE 66
Eiji Nitta Matsuura, Andreza Ribeiro Simioni, Kumiko Koibuchi Sakane FEEVALE



o i . i el

Revista °
Tecnologilia A e
e Tenden clias e-ISSN: 2357-8610

A banda de amida | absorve em 1625cm™ que representa vibragoes acopladas do estiramento C=0,
estiramento C-N, deformacao angular N-H, atribuida como proteina (B-folha) (SIVAKUMAR, 2014; KASIM,
2014; SONG, 2015; TONDI, 2015; SENTHIKUMAR, 2017).

A banda em 1450 cm™ é atribuida como vibragdes das deformacGes angulares assimétricas dos
CH,; e CH, para proteina, lipidios, lignina e flavonoide (GORGULU, 2007; SONG, 2015; TONDI, 2015;
SENTHIKUMAR, 2017).

Song (2015) e Tondi (2015) atribuem a banda em 1365 cm™" como modo vibracional das deformagdes
angulares simétricas no plano do CH, principalmente de pectina e flavonoide.

Em 1320 cm™ surge a vibragao do estiramento simétrico do COO- devido a proteinas, lipidios e
flavonoide (SIVAKUMAR, 2014; SONG, 2015; TONDI, 2015). As bandas em 1450; 1365 e 1320 cm"™’
apresentam intensidades médias, no entanto, traz importantes informacoes em relagdes as estruturas
biomoleculares, as quais sao sensiveis a alteracdes dos microambientes que se encontram. As
intensidades, o contorno e a posi¢ao de bandas alteram com as influéncias externas (PAZ, 2019).

A banda em 1145 cm™ corresponde as vibragdes do estiramento assimétrico C-O-C de celulose e/
ou clorofila. A intensidade desta banda aumenta conforme a coloragao verde da folha torna-se mais
forte em concordancia com as atribuicoes relatadas na literatura (GORGULU, 2007; KASIM, 2014; TONDI,
2015; SENTHIKUMAR, 2017). A intensidade integrada da banda em absorbancia se relaciona com a
concentragao presente da amostra (ZHANG, 2007).

A banda mais intensa no espectro infravermelho de cha verde é encontrada em 1030 cm™ que
corresponde aos modos vibracionais do estiramento OH e C-OH de polissacarideo, lignina (SIVAKUMAR,
2014; KASIM, 2014; SONG, 2015; TONDI, 2015; SENTHIKUMAR, 2017).

As bandas em 825 e 760 cm' correspondem aos modos vibracionais de deformacao angular fora do
plano de CH dos polifendis de flavonoides conforme sugerido por Oliveira e colaboradores (2016).

Para medidas quantitativas é realizado o calculo das areas das bandas em absorbancia. A lei de
Beer-Lambert expressa a relacao direta entre o valor de absorbancia de uma banda e o ndmero de
moléculas. O valor de absorbancia é obtido considerando a distancia vertical da linha de base até o pico
de uma determinada banda (KASIM, 2014). Com base na tabela de atribuicdo e modos vibracionais dos
componentes mais representativos do cha verde foi realizado o calculo de area destas regides para a
quantificacao dos compostos (Figura 3).
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Figura3 - Area das regioes representativas do cha verde, indicando a concentracao dos compostos.
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Fonte - os autores.

Para a analise por componentes principais (PCA) um pré-processamento nos dados foi necessario
para atribuir pesos equivalentes aos dados espectrais das amostras. A analise estatistica multivariada
estuda simultaneamente conjunto de variaveis que possuem ou nao relacao de interdependéncia. Dentre
varias aplicacdes, a analise multivariada tem sido utilizada na diferenciagao e caracterizacao de plantas e
de microorganismos pela espectroscopia no infravermelho FTIR (HAN, 2018; DINANT, 2019).

Para a analise de agrupamento foi utilizado para medida de similaridade, a distancia euclidiana,
como algoritmo para o agrupamento hierarquico, o Ward, e o nivel de similaridade igual a 90 % para
determinacao do nimero de agrupamentos a serem formados.

Os resultados destas analises sao mostrados através do dendrograma (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 - Amostral-A: 1, 2 e 3. Amostra ll-A: 4, 5 e 6.
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Fonte - os autores.
Figura 5 - Amostral-B: 1, 2 e 3. Amostra ll-B: 4, 5 e 6.
Dendrograma 3500-2450/1770-680 cm-* 3 CPs
1,74 1
1,16
z
=
0,38
0,00 T | T
1 2 3 4 3 &}
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Na regido onde é caracterizada a impressao digital do composto, que é definida como a regiao que
caracteriza a presenca dos principais compostos quimicos da amostra (TISTAERT, 2011), é observada
diferencas nas intensidades de determinados compostos, para esta analise foram escolhidas as regioes
de ndmero de onda aproximada 1450, 1365, 1320, 1145, 1030, 825 cm™', estas regides representam
principalmente os flavonoides, catequinas (LEE, 2019). Os picos destas regioes nas amostras de cha
verde de agricultura organica foram mais intensos do que apresentados nas amostras de cha verde de
cultivar convencional.

Comainterpretacaododendrograma, conformeas figuras 4 e 5, foi possivel afirmar que as amostras de
cha verde organico sao diferentes das amostras de cha verde de agricultura convencional, mesmo sendo
cultivado em uma mesma regiao. O fato de possuir um manejo de solo e controle de agrotoxico distinto
da producao do cha verde sem certificagao organica pode estar relacionado a concentracao diferente dos
compostos quimicos encontrados em cada um dos cultivos. Nas bandas aproximadas de 2920 cm 'e
2850 cm-'de todas as amostras é possivel observar que nas amostras de chas de agricultura organica
possui mais lipidio se comparadas as amostras de agricultura convencional. Bagch e colaboradores
(2015), demostraram que experimentos de campo conduzidos usando praticas de agricultura organica
apresentam melhora da sadde do solo, disponibilidade de micronutrientes que, em termos, melhoraram o
rendimento das culturas e aqualidade do cha. Além disso, o contedo de compostos fendlicos secundarios
como fendlicos totais foi maior quando o cha foi cultivado organicamente.

Outra questao observada é que por serem da mesma espécie, Camellia sinensis, os chas analisados
apresentaram as mesmas caracteristicas em seus espectros, ou seja, independentemente do tipo de
plantio e cultivo as quatro amostras apresentaram a mesma composicao, diferenciando apenas nas
quantidades dos compostos.

Com relacao ao custo para o consumidor final, cada amostra apresenta valores distintos por grama:
amostra I-A - R$ 0,26; amostra II-A — R$ 0,47; amostra I-B — R$ 0,23; amostra Il-B — R$ 0,11. E
interessante observar que as amostra I-A e II-A sdo de mesma marca e compradas em um mesmo local,
mas o cha verde com certificacdo organica (amostra II-A) & mais caro. No caso das amostras |-B e II-B
ocorreu 0 inverso a amostra organica € mais barata. A questao da variagcao de preco para produto de
agricultura organica para o consumidor final depende da marca.
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4 CONCLUSOES

A espectroscopia infravermelha possibilitou uma nova discussao sobre a questao de produtos com
certificacao organica e de agricultura convencional, que demostra realmente quais sao os componentes
que o cha verde possuia mais ou a menos quando ele é cultivado de acordo com a legislagao de agricultura
organica. O uso do calculo de area nos espectros infravermelhos em absorbancia e da analise estatistica
multivariada sao ferramentas que auxiliam na analise de alimentos e suas composicoes, a grande
vantagem & a rapidez e precisao destas técnicas podendo ser utilizadas nas demais areas da agricultura
por orgaos fiscalizadores, diminuindo fraudes e esclarecendo melhor o consumidor final.
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