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NIR SPECTROSCOPY AND CHEMOMETRICS IN THE ORGANIC ORIGANUM VULGARE L. In recent years, the consumption
of organic foods has considerably increased. The basic difference between organic and non-organic food products is the way in which

they are produced and processed, and the authenticity of these products is a current trend in food science and analytical chemistry.

In this sense, the objective of this work was to propose an analytical methodology based on near-infrared spectroscopy (NIR)

coupled with partial least squares with discriminant analysis (PLS-DA) for authentication of organic Origanum vulgare L., a spice

known for its characteristic aroma and among the most popular condiments in the world, receiving prominence for its antimicrobial,

antioxidant and anti-inflammatory properties. As a result, NIR/PLS-DA was able to promote a rapid and non-destructive analysis in

the authentication of organic samples. Important spectral regions for this authentication were highlighted by VIP scores being from
1350 to 1430 nm, and from 1450 to 1480 nm where it is observed absorption due to ROH, ArOH, CONH,, RNH,, CONHR, CH,

CH,, and CH,.

Keywords: oregano; organic; authenticity; chemometrics; PLS-DA.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o consumo de alimentos organicos aumentou
consideravelmente. A diferenca entre produtos alimenticios organicos
e ndo orgnicos é a forma como sdo produzidos e processados.! Em
geral, os alimentos organicos sdo caracterizados por sua restri¢ao
ao uso de pesticidas e fertilizantes sintéticos em seu cultivo. Dessa
forma, alimentos organicos nao devem conter residuos de fertilizantes
sintéticos, pesticidas quimicos, organismos geneticamente modifica-
dos, hormonios e antibidticos.

Na agricultura, hd uma preocupacio crescente com 0 aumento
do emprego de produtos quimicos, quanto aos riscos a saide humana
e ao meio ambiente. Essa preocupagdo decorre de casos de doengas
registradas em seres humanos e das alteragdes ambientais, que pare-
cem ter como agentes etioldgicos os agrotoxicos.?

Uma alternativa para a redugdo do uso de produtos quimicos € a
producdo de alimentos organicos. No Brasil, de acordo com a Lei n°
10.831, de 23 de dezembro de 2003, considera-se produto organico
o alimento obtido em sistema organico de producio agropecudrio,
em que se adotam técnicas especificas, mediante a otimizag¢ao do
uso dos recursos naturais e socioecondmicos disponiveis e o respeito
a integridade cultural das comunidades rurais, tendo por objetivo
a sustentabilidade econdmica e ecoldgica.* Entre os alimentos
organicos, o orégano € uma especiaria importante, pertencente a
familia Labiateae. O mesmo possui vdrias ramificacdes de seus
galhos, sendo que suas folhas, comumente secas, sdo utilizadas
como tempero. Ele estd entre os condimentos mais populares do
mundo, conhecido pelo seu aroma caracteristico, proveniente do
seu significativo contetddo de carvacrol.” No Brasil, o orégano estd
entre as plantas condimentares mais utilizadas, em especial para
aprimorar o sabor de massas e carnes.®

Praticamente todo o orégano comercializado no pais € importado.
Entretanto, a espécie Origanum vulgare L. € cultivada no Brasil prin-
cipalmente nas regides sul e sudeste, e apresenta algumas exigéncias
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climdticas, produzindo melhor qualidade da planta em invernos secos
e ensolarados.”

Em relagdo a esse condimento, sdo inimeros os estudos que o
utiliza na medicina, para o tratamento de tosses, desordens do trato
digestivo e problemas menstruais. Além disso, € apresentado diversas
vezes na literatura por possuir inimeros compostos benéficos a saide
de quem o consome, como o carvacrol e timol que possuem atividades
anti-inflamatdrias, antibacterianas e antioxidantes, além dos efeitos
fungicidas e anti-cancer que lhe € presente.®'?

Um estudo mostrou que ambientes com luz modificada e adubagao
organica contribufram para a reduco de trocas gasosas e favoreceram
o crescimento do orégano. Nessas condicoes, as plantas apresentaram
maior nimero de folhas, e maior producdo de massa seca.®

Considerando a producio de alimentos organicos, até o ano de
2017 o mundo apresentava uma drea agricultdvel mundial destinada
a cultivos organicos de 69,8 milhdes de hectares. Um levantamento
aponta a evolu¢do das dreas destinadas a produgdo orginica, entre
2007 e 2017, sendo que dos vinte paises com as maiores extensdes
de drea em 2017, o Brasil encontra-se na décima segunda posicéo.
Entretanto, apesar de se verificar um crescimento expressivo de dreas
agricolas e produtores dedicados a agricultura orgdnica, a expansio
depende do enfrentamento de desafios, dentre eles a padronizagio
dos critérios de certifica¢do."

Dessa forma, a autenticidade dos alimentos organicos passa a ser
uma preocupagdo atual, e assim o objetivo desse trabalho € propor
uma metodologia analitica baseada na espectroscopia na regifio do in-
fravermelho préximo (NIR) empregando a ferramenta quimiométrica
de minimos quadrados parciais com andlise discriminante (PLS-DA)
para autenticagio de orégano organico.

A espectroscopia NIR vem sendo aplicada na autenticagdo de
alimentos,'*!® apresentando indimeras vantagens, como por exemplo,
ser uma técnica rapida, simples, que permite multiplas respostas
simultaneamente, com pouca ou nenhuma preparacdo da amostra.
Em conjunto com a espectroscopia NIR, normalmente, utiliza-se de
ferramentas da quimiometria para melhorar a extracio de informacdes
relevantes e uteis dos dados espectrais medidos.
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Na presente proposta, considerando que o objetivo € propor uma
metodologia para autenticagdo, a ferramenta PLS-DA torna-se apro-
priada por fornecer uma avaliagdo supervisionada quando os dados
se ajustam a um modelo linear, sendo capaz de identificar amostras
anomalas (outliers), e mostrar resultados eficientes na modelagem
quando tem-se grande variabilidade dentro de uma mesma classe
de amostras'® (por exemplo, amostras da classe orginica podem ser
oriundas de diferentes regides, e mesmo promovendo uma separacio
entre si de acordo com a regido, ainda podem ser modeladas como
uma tnica classe com a ferramenta PLS-DA). Ainda, critérios para a
escolha apropriada do niimero de varidveis latentes e os pardmetros
de validacdo do modelo sdo caracteristicas bem estabelecidas que
agregam vantagem a ferramenta.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostras

Para a realizac@o desse estudo foram utilizadas 140 amostras co-
merciais de orégano de marcas e lotes diferentes oriundas do Canada,
sendo 50 amostras organicas e 90 ndo organicas. Maiores informacdes
sobre o sistema de produ¢@o organico no Canada podem ser obtidas
em https://www.inspection.gc.ca/organic-products/standards/eng/1
300368619837/1300368673172.

As amostras foram submetidas a trituraciio utilizando um liqui-
dificador industrial e, posteriormente, passaram por uma peneira pa-
dronizada em 60 mesh, para assegurar homogeneidade dos espectros.

Coleta dos espectros

Todas as medidas foram realizadas no mesmo dia em ambiente
climatizado a 22 °C. Os espectros foram medidos com o equipamento
microNIR JDSU no modo reflectancia na regiao de 1100 a 1660 nm
(32 scans por amostra e resolu¢do de 4 nm), obtendo um total de
140 espectros.

Processamento dos dados

Os espectros coletados foram processados com o auxilio do
software MATLAB R2007B empregando a ferramenta quimiométrica
PLS-DA através do PLS-Toolbox 5.2. Esses espectros adquiridos no
modo refletancia foram convertidos em absorbancia, e posteriormente
pré-processados através de suavizacdo com o algoritmo savgol
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(polindmio de primeira ordem e intervalo de 11 pontos) e primeira
derivada.®

As amostras foram divididas em conjuntos de modelagem e
validagdo através do algoritmo de Kennard-Stone.?' Esse algoritmo
seleciona a primeira amostra de maior distancia em relag@o ao cen-
tro dos dados, a proxima amostra serd novamente aquela de maior
distancia do ultimo ponto e assim sucessivamente, até completar o
nimero de amostras do conjunto de modelagem.

A qualidade do modelo foi avaliada através da sensibilidade e
especificidade. A sensibilidade se refere ao niimero de amostras pre-
vistas como sendo da classe, dividido pelo nimero de amostras que
realmente pertencem a classe, ja a especificidade do modelo se refere
ao numero de amostras previstas como ndo sendo da classe, dividido
pelo nimero real de amostras que ndo sio da classe.”

O modelo foi construido com os dados centrados na média e para
a escolha do nimero de variaveis latentes (VLs) utilizou-se o critério
de decisdo Bayesiana.?

PLS-DA

O método de minimos quadrados parciais com andlise discri-
minante (PLS-DA) € um método quimiométrico de reconhecimento
de padrio supervisionado,** que utiliza as informagdes prévias das
amostras na decomposi¢do dos dados em scores e loadings.” Ele
¢é baseado no método de regressdo de Minimos Quadratos Parciais
(PLS)* e ambos sdo fundamentados no método de Andlise de
Componentes Principais (PCA), um sistema ndo supervisionado de
reconhecimentos de padrdes.”’

PLS-DA pode ser aplicado a dados de primeira ordem, como 0s
espectros NIR, nos quais um vetor de respostas € obtido para cada
amostra.” Para sua utiliza¢do os vetores de dados (cada um dos
espectros NIR) s@o organizados no formato de uma matriz (X), em
que cada linha dessa matriz representa as amostras e cada coluna
corresponde a absorbancia nos diferentes comprimentos de onda.

No PLS-DA, na matriz Y estdo as informagdes relacionadas
a classe de cada amostra. Assim, essa matriz assume valores de
‘zero’ e ‘um’, e esses valores indicam se a amostra pertence ou
nao a classe. Um valor limite (threshold) é calculado entre os
valores previstos e os valores acima desse limite indicam que a
amostra pertence a classe modelada, enquanto que valores abaixo
correspondem as amostras que ndo pertencem a classe modelada.?
A Figura 1 exemplifica a organizagdo das matrizes X e Y para a
execugdo do PLS-DA.

Classes

Primeiraderivada

—> Organico

NN

ok
0
0
0

d 1 —— Nao organico

a8 . - ;
100 1150 1200 1250 100 130 10 M99 1900 150

Comprimento de onda (nm)

Figura 1. Organizagdo das matrizes X e Y para execugdo do PLS-DA
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Figura 2. Espectros NIR das amostras de orégano. (A) Espectros brutos. (B) Espectros apds primeira derivada e suavizagdo. (—) amostras orgdnicas. (—)

amostras ndo-orgdnicas
RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 mostra os espectros NIR na regido de 1100 a 1580 nm
das amostras de orégano, apds pré-processamento. Pequenas dife-
rengas podem sem observadas ao longo dos espectros. Entretanto,
ndo se destaca uma regido espectral que sugira a identifica¢do das
amostras orgdnicas apenas visualmente. Assim, a falta de seletividade
na espectroscopia NIR e seu alto grau de similaridade entre os sinais
das amostras, dificultam a interpretac@o espectral® e, portanto, uma
ferramenta quimiométrica como o PLS-DA pode contribuir para uma
maior seguranga na avaliagdo dos resultados.?!

O modelo PLS-DA foi construido com os dados centrados na
média, empregando apenas duas VLs e também validagdo cruzada
em blocos continuos de 10 amostras. A avaliagdo de outliers foi
realizada a partir do grafico de Q Residuals versus Hotelling T2,
podendo ser visualizada na Figura 3. Através dessa figura, verifica-se
que duas amostras ndo-organicas da etapa de modelagem apresentam
resultados acima do limite de 95% para Q Residuals. Entretanto, essas
mesmas amostras apresentam resultados dentro do limite de 95% para
Hotelling T"2. Dessa forma, nenhuma amostra foi identificada como
outlier, uma vez que para tal atribuicdo a amostra deve apresentar,
simultaneamente, resultados acima do limite de 95% para ambos os
testes, Q Residuals e Hotelling T"2.

A Figura 4 ilustra a distribuicdo das amostras de modelagem e
validagio para o modelo de autenticagdo, em que se pode observar uma
separacdo nitida entre as amostras das classes orginicas das ndo-orga-
nicas. Ainda, outros estudos abordam sobre a possibilidade do emprego
da espectroscopia NIR na autenticagdo de alimentos organicos, como
por exemplo agticares,*® morangos,*' magis,*? aspargos,® e leite.*

No modelo construido a sensibilidade e especificidade foram
iguais a 1 para ambas as classes organicas e ndo-organicas, iSso
significa que o modelo foi eficaz para classificar corretamente todas
as amostras das duas classes.

Resultados de sensibilidade e especificidade iguais a 1 foram
alcancados na autenticacdo de agucares (cristal, demerara e masca-
vo) orgdnicos.*® Valores proximos a 1 também foram ratificados na
autenticacdo de morangos orgdnicos,’! e na autenticagio de dleo de
soja de origem transgénica e ndo transgénicas.'
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Figura 3. Q Residuals versus Hotelling T"2. (® ) amostras orgdnicas na mo-
delagem. (O) amostras orgdnicas na validagao. (B) amostras ndo-orgénicas
na modelagem. (LJ) amostras ndo-orgdnicas na validagao. (---) threshold

Filés de robalo europeu orgénicos e liofilizados tiveram sua
autenticidade avaliada através da espectroscopia NIR e modelagem
por SIMCA (Soft Independent Modeling of Class Analogy). Essa
metodologia classificou corretamente apenas 65% das amostras.
Uma metodologia baseada na composi¢@o em dcidos graxos e PLS-
DA foi proposta para autenticagdo de leite de vacas que receberam
alimentacdo organica na Holanda. O modelo foi capaz de classificar
corretamente apenas 70% das amostras orgnicas.*

A importancia da varidvel na projecéo (VIP — Variable Importance
in Projection) foi determinada,’” e destaca as regides espectrais
(Figura 5) importantes para o modelo NIR/PLS-DA na autenticacio
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Figura 4. Distribui¢do das amostras de modelagem e validagdo no modelo PLS-DA. (A) amostras orgdnicas. (B) amostras ndo orgdnicas. (® ) amostras orgdnicas

na modelagem. (O) amostras orgdnicas na validagao. (B) amostras ndo-orgdnicas na modelagem. (1) amostras ndo-organicas na validagado. (---) threshold

do orégano organico. De acordo com esse grafico, as varidveis que
apresentam valores de VIP maiores que ‘1’ sdo as mais importantes
na modelagem. Dessa forma, a regido do segundo overtone entre
1350—1430 nm e 1450 — 1480 nm destacam-se como importantes na
autenticacdo do orégano organico e referem-se a absorcdo de ROH,
ArOH, CONH,, RNH,, CONHR, CH, CH,, e CH,.*
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Figura 5. VIP scores
CONCLUSAO

A espectroscopia NIR associada com a ferramenta quimiométrica
PLS-DA mostrou-se capaz de autenticar amostras de orégano orga-
nico. O método proposto permitiu classificar corretamente 100% das
amostras organicas em uma andlise rapida e ndo destrutiva, com um
minimo de preparo da amostra. Através do VIP scores concluiu-se

que a regido espectral do segundo overtone foi a responsdvel pela
autenticacdo das amostras organicas.
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