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Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) associada a Analise de
Componentes Principais (PCA) para analise de composigio elementar e
comparagio de alfaces do tipo crespa (Lactuca Sativa L.) de cultivo orgénico e
convencional
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A alface crespa (Lactuca sativa 1..) é uma das hortalicas folhosas mais cultivadas e consumidas em diversos paises.
A Organizacio Mundial de Saude (OMS) incentiva o consumo de hortalicas e frutas, uma vez que estas sao
importantes para compor uma dieta saudavel. Nos ultimos anos a procura por produtos organicos aumentou
significativamente, pois dispoée de alimentos mais valorizados e de maior qualidade em relagio ao sabor e
procedéncia. Técnicas espectroscopicas associadas a ferramentas estatisticas tem sido frequentemente usadas na
industria alimenticia, com elas pode-se obter de maneira rapida e precisa informagoes estruturais e elementares
das amostras, a fim de compara-las. O presente trabalho utiliza a Espectroscopia por Dispersio em Energia
(EDS) associada a analise de componentes principais (PCA) para obter a composi¢io elementar, e
comparar/disctiminar grupos de amostras de alfaces crespa de cultivo organico e convencional. Foram
encontrados os elementos Na, Mg, P, K, Ca, Cl, S, Al e Si, nas amostras, e ao realizar a PCA observou-se que as
amostras de cultivo organicas e convencional adquiridas no hipermercado estio bem proximas da amostra de
referéncia, organica.

Palavras-chave: Alface; alimentos organicos; espectrometria por raios x; analise de componente principal.

Dispersive Energy Spectroscopy (EDS) associated with Principal Component
Analysis (PCA) for elemental composition analysis and comparison of organic
and conventional curly (Lactuca Sativa L.) type lettuces

Curly lettuce (Lactuca sativa L.) is one of the bush vegetables most cultivated and consumed in several countries.
The World Health Organization (WHO) encourages the consumption of vegetables and fruits, since these are
important to make up a healthy diet. In recent years the demand for organic products has increased significantly,
since it has more valuable and higher quality food in relation to taste and origin. Spectroscopic techniques
associated with statistical tools have often been used in the food industry, with which they can quickly and
accurately obtain structural and elemental information of the samples in order to compare them. The present
work uses the Energy Dispersion Spectroscopy (SEM/EDS) associated with the principal component analysis
(PCA) to obtain the elemental composition, and to compare/discriminate groups of samples of organic and
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conventional cultivated kale. The Na, Mg, P, K, Ca, Cl, S, Al, and Si elements were found in the samples, and
when performing the PCA it was observed that the organic and conventional culture samples purchased on the

market are close to the sample of reference, organic.

Keywords: Lettuce; food organic; spectrometry x-ray emission; principal component analysis.

INTRODUCAO E OBJETIVOS

A busca pela vida saudavel tem sido o
objetivo de muitas pessoas. Muitos fatores
influenciam para que o individuo alcance este
objetivo, tais como: pratica regular de atividades
fisicas, consultas médicas preventivas, bem estar
social e financeiro, além de uma dieta equilibrada. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) incentiva,
por meio de campanhas de estimulos, ao consumo
de hortalicas e frutas, uma vez que, estas sio
importantes para compor uma dieta saudavel. Esses
alimentos apresentam uma densidade energética
baixa, sao ricos em fibras, micronutrientes e outros
elementos fundamentais ao organismolll. De acordo
com a OMS, o consumo insuficiente de frutas,
legumes e verduras estd entre os dez principais
fatores de risco para a carga total global de doencas
em todo o mundoll. A alface estd entre as 5
hortalicas com maior participacdo na aquisi¢do
domiciliar, correspondendo a 4,8%13.

A alface é uma hortalica de folhas
comestiveis e suas folhas podem ser lisas ou crespas.
No Brasil, o tipo de alface que predomina é a do
grupo crespa, com 70% de aquisi¢io no mercado,
seguida pelos grupos americana e lisa, com 15% e
10%, respectivamente. Enquanto que os 5%
restantes correspondem aos outros tipos de alfaces
(vermelha, mimosa, romana)l4. Ela ¢é wuma
importante fonte de sais minerais, principalmente de
calcio (Ca), ferro (Fe) e potassio (K), e de vitaminas
A, B1, B2, C. A alface se destaca também
economicamente, o mercado de sementes de alface
¢ estimado em torno de US$ 2 milhdes por anolsel.
A alface crespa (Lactuca sativa 1.) é pertencente a
familia Asteraceae, sendo uma das hortalicas
folhosas mais cultivadas e consumidas em diversos
pafses’l. Ela foi trazida para o Brasil pelos
portugueses no século XVI, sendo atualmente
encontrada em regides de clima temperado, no sul
da Europa e na Asia Ocidental. Pode ser cultivada
de forma convencional ou organical®l. Os principais
elementos e nutrientes encontrados na alface crespa
(Lactuca sativa 1.) sao: potassio (K), fésforo (P),

calcio (Ca), magnésio (Mg), manganés (Mn), zinco
(Zn), aluminio (Al), ferro (Fe), fluor (F), cobre (Cu)
e tragos de selénio (Se)ll.

No cultivo organico da alface; ¢ indispensavel
que o agricultor nio faca uso de agrotéxicos e
fertilizantes de alta concentracio e solubilidade.
Além de nio ser prejudicial ao meio ambiente,
dispoe de alimentos mais valorizados e de maior
qualidadelll; empregando como praticas agricolas
biofertilizantes, compostos e outros adubos
organicos, profilaxias alternativas (caldas, Oleos e
extratos naturais), adubacio verde, rotacio de
culturas, plantio direto e variedades tolerantes e
adequadasl!l.  Nas dltimas décadas tém sido
empregadas técnicas analiticas que auxiliam na
compreensio da estrutura molecular e na
composi¢ao elementar de amostras para diversos
fins na industria de alimentos. Em 2015, Mendes e#
al. analisaram misturas de azeites de oliva e dleo de
soja através das espectroscopias FI-NIR, FT-MIR e
Raman para avaliar adulteracGes em azeites!!'2. Em
2016, Konopka & Wall utilizaram espectroscopia
Raman e Microscopia Eletronica de Varredura com
espectroscopia  por  Dispersio em  Energia
(MEV/EDS) para analisar polimeros em camadas
de embalagens de alimentos!'3. Em 2018, Luiz e# a/.
utilizaram a espectroscopia FT-NIR associada a
Analise de Componente Principal (PCA) para
detectar residuos de antimicrobianos em leites!!l.
No mesmo ano, Guerra MBB ¢ 4/, com um
espectrometro portatil de XRE, analisaram 7n situ
folhas frescas de cana-de-acucar para determinac¢io
de K, Ca, S e Sills, Em 2019, Sant’Ana e/ 4.
mostraram a potencialidade da jun¢io de técnicas
espectroscOpicas  aliadas a quimiometria, para
auxiliar na perfcia criminal, ao utilizarem
espectroscopia Raman e cromatografia gasosa
acoplada a espectroscopia de massa (Gas
Chromatography Coupled with Mass Spectrometry
- GCMS) juntamente com PCA para avaliar a
pureza, o conteido de adulterantes ativos
farmacolégicos e a presenca de diluentes inorganico
em amostras de cocaina apreendidas no Rio de
Janeiro e outros municipios do mesmoli®l.
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A Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) ¢ uma técnica de caracterizagdo
microestrutural capaz de produzir imagens de alta
ampliacio e resolugio. Ela também permite
realizacdo de analise multielementar, para isto deve
ser acoplado um Sistema de Espectroscopia de
Energia Dispersiva (Energy Dispersive
Spectroscopy - EDS) na camara da amostra
localizada no interior do MEV, com ele pode-se
obter rapidamente informacbes sobre a morfologia
e identificacdo de elementos quimicos de uma
amostra solida. Suas aplicacbes sdo muitas, em
diversas 4reas: biologia, odontologia, farmacia,
engenharia, quimica, metalurgia, fisica, medicina,
geologia, alimentos, entre outrasl'’l.  Num
MEV/EDS, os elétrons sao “gerados” a partir do
aquecimento de um filamento de tungsténio (W), ou
de hexaboreto de lantanio (LaBg), por efeito
termoionico. O feixe de elétrons é acelerado,
aplicando-se alta voltagem. Este feixe passa por
lentes condensadoras reduzindo o seu didmetro. Em
seguida, ele passa por uma lente objetiva que o
focaliza sobre a amostra. Entio, o feixe de elétrons
interage com a regido de incidéncia da amostra até
uma determinada profundidade. E na regiio de
incidéncia que ira gerar os sinais que sao detectados.
O feixe de elétrons ao colidir com os atomos da
amostra pode arrancar elétrons da mesma, deixando
o atomo energeticamente no estado excitado. Para
retornar ao estado fundamental, o atomo emite
energia na forma de raios X caractetisticos. Estes
sao detectados pelo sistema EDS. Assim é possivel
tracar um histograma da sua energia em funcio do
numero de fétons recebidosl!8l.

Este trabalho tem como objetivo utilizar a
Espectroscopia por Dispersio em  Energia
(MEV/EDS) associada a analise de componentes
principais (PCA) para obter a composicido
elementar, dentro do limite de detec¢io do
equipamento, e comparar/discriminar trés grupos
de amostras de alfaces crespa: o primeiro adquirido
em uma feira orginica, o segundo obtido em
hipermercado vendida como orgénica, e o terceiro
de cultura convencional.

MATERIAIS E METODOS

As amostras de alface foram preparadas no
Laboratério de Farmacotécnica da Faculdade
Bezerra de Araujo, Rio de Janeiro, RJ, e analisadas

no lLaboratério de Instrumentacdo Simulacdo
Computacional Cientificas Aplicadas (LISComp),
do Instituto Federal de Educacio, Ciéncia e
Tecnologia do Rio de Janeiro, Campus Paracambi,
Paracambi, RJ.

Amostras de Alface

A hortalica utilizada como amostra para a
analise foi a alface crespa (Lactuca Sativa L.
adquirida no municipio do Rio de Janeiro, RJ. Trés
grupos de amostras foram preparados: amostra de
cultura organica, obtida em um hipermercado local,
amostra de cultura convencional, sendo obtida em
um hortifrati local e amostra organica, adquirida em
uma feira orginica em um bairro préximo. Esta
ultima foi usada como referéncia para as outras,
tendo em vista o conhecimento de sua procedéncia.
Cada grupo era constituido de 3 pés de alfaces.
Primeiramente as amostras foram enxaguadas com
agua destilada, e submetidas a estufa, a 60°C, para o
processo de desidratacio; em seguida elas foram
cuidadosamente trituradas e maceradas. Uma vez, a
amostra em po foi levada ao
LISComp/IFR]/Paracambi para confeccio de
pastilhas de cada amostra. Nesta etapa as amostras
foram colocadas em um compactador e em seguida
na prensa hidraulica SPECAC, sendo submetidas a
10 toneladas de pressio, formando pequenas
pastilhas. Tal exigéncia se deve ao fato de se obter
uma superficie perfeitamente plana, para que os
elétrons incidam linearmente e os raios X
caracterfsticos emitidos ndo sejam difusos, o que
diminuiria o sinal no detector.

Analises usando MEV/EDS

As amostras foram irradiadas com um
microscépio  eletrénico de  varredura, sistema
comercial portatil de bancada TM-3000 Hitachi
High Technologies. Sendo feitas em triplicata, em
diferentes pontos, durante 180 segundos cada, com
energia de 15,0 kV e ampliagio de 1000 vezes.

Anilise de Componentes Principais (PCA)

A Anilise de Componentes Principais
(Principal Component Analysis — PCA) consiste em
um  algoritmo  matematico que reduz a
dimensionalidade de um conjunto de varidveis de
dados em um novo conjunto de variaveis,
denominado componentes principais. Isto aumenta
a interpretabilidade dos dados sem perder as

3
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informacoes dos dados primarios!!8l. Sendo assim,
afim de discriminar as amostras, realizou-se uma
PCA nos dados de cada grupo de alfaces.

O espectro de energia foi construido e
analisado com o sgffware OriginPro®. A anilise de
componente principal foi conduzida com o software
The Unscrambler® versio 9.2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O espectro de energia fornece a contagem
(em féton/segundo) em funcdo da energia (dada em
keV). Cada elemento possui energias especificas,
dada em quilo-elétron volt (keV), referentes as suas
linhas de emissio Ka1, Kp1, La1 e Lp1, por meio de
uma tabela de linhas de emissdo K e L é possivel
identificar cada elemento.

A figura 1 refere-se ao valor médio das
amostras dos grupos de alfaces: com cultivo
convencional adquirida no hortifrati  (verde),
organica adquitida no hipermercado (azul) e
organica adquirida em uma feira organica local
(vermelho), amostra de referéncia.

500 ~
400
300 A

200 A

contagens (fotons/segundos)

100

energia (keV)

Figura 1. Espectro de energia referente as amostras
de alfaces com cultivos convencional (verde),
organico obtida no mercado (azul) e orginico
adquirido na feira de alimentos organicos
(vermelho).

Através do espectro de energia mostrado na
figura 1 para as amostras de alfaces com cultivo
convencional (verde) adquirida no hortifrati local,
observa-se a presenca dos elementos Mg, P, K, Ca,
ClL S, Al e Si em sua composi¢gio quimica. Estes
elementos estdio de acordo com parte da
composi¢ao eclementar da alface apresentada por

Gongalves ¢ all’l. No espectro de energia
representado pela linha azul, referente ao grupo de
alface organica adquirida no hipermercado, pode-se
verificar os mesmos elementos Mg, P, K, Ca, Cl, S,
Al e Si, que também foram encontrados para
amostra de cultivo convencional. No entanto,
observe que, o pico referente ao elemento K, Cl
tem um valor de contagem bastante superior ao da
amostra convencional, com 547 fétons/s (contra
aproximadamente 274 fétons/s) para o K e 134
fotons/s (contra aproximadamente 50 fétons/s)
para o ClL O espectro de energia obtido para
amostra de alface adquirida em uma feira organica
local, amostra de referéncia, representado pela linha
vermelha mostra os mesmos elementos Na, Mg, P,
K, Ca, Cl, S, Al e Si. Com exceciao do sédio (Na)
todos os outros elementos sio encontrados nas
amostras anteriores. Neste espectro, observa-se
também o aumento da intensidade dos picos dos
elementos K, Cl e Ca em relagido a2 amostra de alface
de cultivo convencional. O elemento potassio K
apresenta uma contagem de 444 fétons/s (contra
aproximadamente 274 f6étons/s), para o cloro Cl foi
registrado 155 fétons/s (contra aproximadamente
50 fotons/s), enquanto que para o Ca obteve-se 120
fotons/s (contra aproximadamente 53 fétons/s).

De acordo com Quadros ¢# al. e Raij ¢t al. os
elementos K, Ca, Mg, P e S estio presentes na
alfacel!®20l, Enquanto que Costa & Souza afirmam
que além destes elementos, outros minerais; o Fe e
Na também fazem parte da composicio quimica da
alface e seus teores variam de acordo com o
cultivol?l.  Por este motivo, variagbes nas
intensidades de cada espectro foram encontradas,
para cada elemento, nas amostras de cultivos
diferentes. Mesmo se tratando de uma anilise
qualitativa, ou seja, que nao informa a concentragao,
as intensidades nos espectros estio relacionadas
com o numero de fétons que sdo emitidos pela
amostra ¢ que chega ao detector em 1 segundo.
Como o tempo foi mantido o mesmo para cada
medida, isto indica que chegam no detector mais
fétons emitidos por um mesmo dtomo em picos de
maiores intensidades, pois a amostra que os emitiu
apresenta mais atomos deste eclemento em sua
composicio. Nas amostras de alfaces de cultivo
organico, representadas pelos espectros nas cores
azul e vermelha, além dos elementos K, Ca, Mg, Na,
S, Fe e P encontrou-se o Cl, Si e Al. O aparecimento
excessivo do elemento cloro (Cl) também pode
indicar o uso de agrotéxicos organoclorado. Ja o
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silicio (Si) ¢ um mineral presente no solo e também
pode ser utilizado para melhorar o rendimento e
qualidade da alfacel??l. De acordo com Gongalves ez.
al., o aluminio também estd presente na composicao
da alfacell. Os elementos ausentes foram manganés
(Mn), zinco (Zn), ferro (Fe), fluor (F), cobre (Cu),
com excec¢io do fluor todos os outros estio dentro
do limite de detec¢ao do equipamento; para detecta-
los em estudos futuros, talvez haveria a necessidade
de utilizar metodologias na preparacio das amostras
para aumentar a concentragao destes elementos nas
mesmas. Aqui ndo foi usado, porque a integridade
da amostra deveria ser mantida. Com excec¢do do
sédio na amostra de alface obtida na feira organica
as amostras representadas nos espectros de energias

A Figura 2 mostra o grafico score da analise
estatfstica PCA com agrupamento (cluster) das
amostras de: alface organica adquirida na feira (F1,
F2, F3), alface com cultivo convencional obtidas no
hortifrati (H1, H2, H3) e alface organica adquirida
no hipermercado (M1, M2 e M3). As amostras H1 e
M3 se distanciaram um pouco em relagdo aos seus
agrupamentos devido variagdes nas intensidades em
determinada faixa. Poderia indicar um possivel
outlier, porém elas nio foram removidas tendo em
vista que fazem parte da populagio de interesse.
Contudo, pode ser que tenha permanecido maior
concentragio de determinado elemento no ponto
irradiado, devido a ndo homogeneizacio total no
preparo das amostras, aumentando assim a sua

da Figura 1 s3o bem semelhantes em sua intensidade.
composi¢ao elementar.
o2 SCOReS
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Figura 2. Grafico score da analise estatistica (PCA) mostrando os agrupamentos (clusters) dos dados para as
amostras de: alfaces organicas adquiridas na feira organica (F1, F2 e F3) e no hipermercado (M1, M2 e M3), e
alface de cultivo convencional obtidos no hortifrati (H1, H2 e H3).

Na Figura 2 ha formagio de cluster.
Amostras dentro de um grupamento sio similares,
isto nos mostra o alto grau de similaridade entre as
amostras irradiadas de cada grupo (F, H e¢ M),
principalmente as amostras do grupo I No lado
direito da Figura 2 estd o grupo de amostras de
alface obtidas no hipermercado, no lado esquerdo
se encontra o grupo de amostras de alface de cultivo
convencional adquitida no hortifriti, e no centro na
parte inferior estd o grupo de amostras de alface da
feira organica. Analisando a componente principal 1
(PC1), se consideramos um ponto médio em cada
grupo, e tragarmos um eixo vertical no ponto médio
de E iremos observar que as distincias entre os
grupos H e M em relagdo a este eixo sao proximas,

opostas e quase equidistantes. Isto indica a
similaridade entre os grupos H e M quando
comparado com o grupo I obtido na feira. Ou seja,
embora as origens e cultivos das amostras dos
grupos H e M sejam diferentes a PCA mostrou que
as amostras destes grupos sdo semelhantes entre si,
em relagdo a sua composi¢ao elementar, quando
comparadas as amostras (controle) do grupo E Isto
ja havia sido observado nos espectros de energia da
Figura 1. No entanto, os grupos H e M estio
opostos ao grupo E O fator predominante para isto
foram os elementos silicio (Si) e aluminio (Al) com
malores contagens na composi¢do da amostra do
hipermercado. A componente principal PC2
também contribuiu para discriminar as amostras, a
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PC2 indicou que as amostras organicas adquiridas
no hipermercado (grupo M) estio mais proximas
das amostras de referéncia (grupo F), como ¢ de se
esperar, pelo fato dela ser de origem organica.

CONCLUSAO

Os elementos encontrados para as amostras
de alfaces analisadas por meio da MEV/EDS foram
Na, Mg, P, K, Ca, Cl, S, Al e Si. Com exce¢iao da
amostra de alface adquirida na feira organica, que
apresentou o Na em sua composicdo, todas
apresentaram a mesma composicdo elementar. A
MEV/EDS forneceu a maior parte composiciao
quimica das amostras de alfaces analisadas de
maneira rapida (3 minutos), precisa e ndo destrutiva.
A PCA foi utilizada para verificar e discriminar cada
grupo de acordo com a sua origem e composicio.
Através da PC1 foi possivel verificar que as
amostras H e M obtidas no hortifrati e
hipermercado, respectivamente, sao semelhantes
entre si, em relacio as suas composicoes quimicas,
quando comparadas com a amostra controle.
Enquanto que a PC2 contribuiu para discriminar as
amostras em telagdo ao seu cultivo, indicando que
as amostras organicas adquiridas no hipermercado
estdo mais proximas das amostras da feira organica,
amostra controle.
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